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RESUMO

O milho (Zea mays) € o grao mais produzido no mundo, apresentando uma producao de 1.1 bi
toneladas na safra de 2019/20, desse montante 9% se atribui a producdo no Brasil. Dentre os
diversos fatores que podem acarretar na diminui¢ao da produtividade do milho encontra-se a
mancha causada por Bipolaris maydis, um dos fungos relacionados ao complexo de manchas
foliares tratadas como helmintosporiose, comum nas principais regides produtoras do pais,
podendo promover perdas de até 70% em condigdes de alta severidade. As principais medidas
de controle para essa doenga envolvem o uso de cultivares resistentes ¢ a aplicacdo de
fungicidas. Buscando medidas alternativas de controle com baixo impacto ambiental, o presente
trabalho teve por objetivo estudar o uso de fragdes polissacaridicas extraidas de shiitake e
babosa assim como o acibenzolar-S-metilico (ASM) como potenciais indutores de resisténcia
no patossistema da mancha de bipolaris (B. maydis) em milho. Para isso foram realizados
ensaios com plantas de milho de duas cultivares (P1630H e BM3063), mantidas sob condigdes
de casa de vegetacdo em vasos de 2L contendo terra e turfa (3:1). As plantas, no estddio V4,
foram pulverizadas com produtos de duas fragdes de polissacarideo de shiitake (PS1 e PS2),
nas doses 3 e 5 mg/mL, e duas de polissacarideo de babosa (PB e PBR), nas doses 0.5, 0.75,
1.5 e 3.0 mg/mL, além do indutor comercial ASM, a 25, 50, 100 e 250 ppm, ¢ a testemunha
somente com agua destilada. Apos 3 ou 5 dias as plantas foram inoculadas com B. maydis
(suspensdo a 10* - 10® esporos mL!) e colocadas em cAmara imida por 24 horas. As plantas
tiveram sua severidade avaliada no quinto, décimo e decimo quinto dia apds a inoculagao (DAI)
com o auxilio da escala diagramatica adaptada. Foram realizados também ensaios para
determinagdo da atividade das enzimas guaiacol peroxidase (GPX) e fenilalanina amdnia-liase
(FAL) em ambas as cultivares, tratadas com as fracdes de shiitake a 3.0 mg/mL. As fracdes PB
e PBR e 0 ASM nao reduziram significativamente a doencga, ao passo que PS1 para ambas as
cultivares, e o PS2 somente para o BM3063, nas diferentes doses, promoveram reducdo da
severidade em torno de 60%. A fracdo PS2 aumentou a atividade de GPX em 60% para a
cultivar P1630H, 3 dias ap0s sua aplicacdo, e também aumentou a atividade de FAL em 200%
para o P1630H e em 100% para o BM3063 72h apos a inoculagdo. Assim conclui-se que as
fragdes polissacaridicas de shiitake apresentam potencial para controlar a mancha de bipolaris
em milho, alterando o metabolismo de defesa da planta.

Palavras-chave: Indutores de resisténcia. Polissacarideo. Bipolaris maydis.



ABSTRACT

Maize (Zea mays) is the most produced grain in the world, with a production of 1.1 billion tons
in the 2019/20, of which 9% is attributed to production in Brazil. One of the factors that can
lead to a decrease in the productivity is the spot caused by Bipolaris maydis, one of the fungi
related to the leaf spot complex treated as helminthporosis, common in the main producing
regions of the country, which can promote losses of up to 70 % in conditions of high severity.
The main control measures for this disease involve the use of resistant cultivars and the
application of fungicides. Searching for alternative control measures with low environmental
impact, the present study aimed to study the use of polysaccharide fractions extracted from
shiitake and aloe as well as acibenzolar-S-methyl (ASM) as potential inducers of resistance in
the bipolaris pathosystem (B. maydis) in maize. For this, tests were performed with maize plants
from two cultivars (P1630H and BM3063), kept under greenhouse conditions in 2L pots
containing soil and peat (3: 1). The plants, in the V4 stage, were sprayed with products of two
fractions of shiitake polysaccharide (PS1 and PS2), in doses 3 and 5 mg / mL, and two of aloe
polysaccharide (PB and PBR), in doses 0.5, 0.75 , 1.5 and 3.0 mg / mL, in addition to the
commercial inducer ASM, at 25, 50, 100 and 250 ppm, and the control with distilled water only.
After 3 or 5 days, the plants were inoculated with B. maydis (suspension at 10* - 10? spores mL"
1) and placed in a humid chamber for 24 hours. The severity of the plants was evaluated on the
fifth, tenth and fifteenth day after inoculation (DAI) with the aid of the adapted diagrammatic
scale. Tests were also carried out to determine the activity of the enzymes guaiacol peroxidase
(GPX) and phenylalanine ammonia lyase (FAL) in both cultivars, treated with the 3.0 mg / mL
shiitake fractions. The PB and PBR fractions and the ASM did not significantly reduce the
disease, while PS1 for both cultivars, and PS2 only for BM3063, in different doses, reduced the
severity by around 60%. The PS2 fraction increased GPX activity by 60% for cultivar P1630H,
3 days after application, and also increased FAL activity by 200% for P1630H and 100% for
BM3063 72h after inoculation. Thus it is concluded that the polysaccharide fractions of shiitake
have the potential to control the spot of bipolar in maize, altering the defense metabolism of the
plant.

Keywords: Resistance inductors. Polysaccharide. Bipolaris maydis.
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1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays) tem seu centro de origem na América Central, local de onde foi
difundido, domesticado e melhorado pela espécie humana através de processos de selegcao
espontanea ou intencional. O melhoramento na espécie busca aumento de produtividade,
resisténcia a doengas, capacidade adaptativa, assim como, aumento na qualidade dos graos
destinados a silagem, a alimentacdo humana e a producao de farinhas, 6leos, ragao para aves,
suinos e bovinos, e biodiesel (LERAYER et al., 2006; EL-DASH, CABRAL & GERMANI,
1994; DANTAS et al., 2006; ZANOTTO & BELLAVER, 1996; COSTA et al., 2005;
OLIVEIRA, 1998; CRUZ et al., 2006).

Dentre os diversos fatores que podem acarretar na diminui¢ao da produtividade, as
doencas desempenham um papel chave, principalmente as de origem fingica que atacam as
folhas e que de modo geral, causam danos que levam a perda de area fotossintética o que vai
refletir de maneira negativa na produtividade (COSTA et al., 2010; KIMATI et al., 2005;
ALVIM et al., 2010).

A mancha foliar de Bipolaris, nome comum atribuido a doenga foliar causada por
Bipolaris maydis (Nisik.) Shoemaker (sinonimia Helminthosporium maydis Nisik. e Myiake)
em milho, esta amplamente disseminada nas regides produtoras de milho no pais. Ocasiona
perdas significativas de até 70% do rendimento em cultivares de regides subtropical ou
temperada (SINGH & SRIVASTAVA, 2016; ALI et al., 2011).

Atualmente, a principal medida de controle utilizada para B. maydis ¢ o uso de
cultivares resistentes, a rotacao de cultura e controle quimico com fungicidas. O uso dessas
medidas de maneira adequada e integrada ¢ essencial para a efetividade de controle e garantia
na durabilidade da resisténcia do material genético, por assim reduzir os riscos de selecionar
isolados resistentes do patogeno (COTA et al., 2013; DA COSTA et al., 2014; OLIVEIRA et
al., 2006; DA SILVA et al., 2009).

Dentro desse contexto, existe uma necessidade pela busca de tecnologias que
contribuam no manejo de doengas dentro das novas tendéncias sustentaveis do mercado de
desenvolvimento de produtos fitossanitarios (BALBI-PENA et al., 2006; KUHN et al., 2010;
FERREIRA NETTO, 2018). A indugao de resisténcia ¢ um fendmeno realizado de maneira
intencional, visando a ativagdo dos mecanismos de defesas das plantas com a aplicacao de
substancias, bidticas ou abidticas, que possam ser reconhecidas pelas células vegetais.

(STANGARLIN et al., 2011; THAKUR & SOHAL, 2013).
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Elicitores abioticos, como o acido salicilico e seu andlogo acibenzolar-S-metilico
(ASM), podem ser considerados um caso classico, pioneiro e de relativo sucesso na busca de
manejos alternativos de doengas. Atualmente no Brasil o ASM, apresenta registro para 29
patossistemas de diferentes tipos de agentes patogénicos desde viroses, ferrugens, mildios,
oidios, bactérias e até manchas foliares (ANVISA, 2018).

Ja os elicitores bidticos, obtidos a partir de fontes como algas, plantas e
microrganismos, sao representados por polissacarideos como acemanana, pectina, lentinana e
quitina, entre outros, passiveis de reconhecimento e ativacdo de mecanismo de defesa em
plantas (SBAIHAT et al., 2015; LUIZ et al., 2017; WANG et al., 2013; AGUIAR et al., 2018).

Residuos de cadeias produtivas como o cultivo de babosa e de cogumelo shiitake sdo
fontes interessantes para obtencdo de elicitores bidticos com uso potencial no controle de
plantas, pois apresentam polissacarideos como a acemanana e a pectina, majoritarios em folhas
de babosa, e a lentinana uma glucana, expressiva na composi¢ao da parede celular do shiitake
(MINJARES-FUENTES et al., 2018; WASSER, 2005).

Polissacarideos obtidos de folhas de babosa demonstraram ser eficientes na redugao
da severidade de doengas como a mancha bacteriana do tomateiro (Xanthomonas gardneri) e a
mancha angular do morango (X. fragariae) e ativando enzimas de defesa como a peroxidase,
superoxido dismutase, polifenoloxidase, glucanase e catalase (LUIZ, NETO & DI PIERO 2015;
LUIZ et al., 2017).

O extrato aquoso de basidiocarpos de shiitake reduziu o desenvolvimento micelial e a
germinagdo de esporos de Exserohilum turcicum, assim como a severidade de E. turcicum e C.
sublineolum em cultivares de sorgo (PICCININ et al., 2010), enquanto o extrato aquoso do
substrato gasto de shiitake suprimiu lesdes causadas por Pyricularia oryzae em arroz,
ocasionando o acimulo de fitoalexinas e a alteragdo nos niveis de fitohormonios (ISHIHARA
et al., 2019). No caso da fragdo polissacaridica do cogumelo, Aguiar et al. (2018) observaram
a reducdo significativa de severidade da mancha bacteriana em tomateiro causada por
Xanthomonas gardneri.

Dessa forma, o presente trabalho tem o objetivo de obter informagdes iniciais quanto
a efetividade dos elicitores ASM e polissacarideos de babosa e shiitake, na redu¢do da mancha
de bipolaris assim como os fatores de variacdo que possam estar envolvidos em seu processo
de indugdo de resisténcia, como dependéncia do gendtipo, intervalo de tempo, auséncia de dose

dependéncia, e seus mecanismos de defesa potencialmente ativados.
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2 HIPOTESE

Os polissacarideos de shiitake e da babosa e o indutor comercial acibenzolar-S-
metilico ativam mecanismos bioquimicos de defesa do milho, atuando na reducgao da severidade

da mancha foliar de bipolaris.

3 OBJETIVOS

3.1 OBIJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo estudar o uso potencial de polissacarideos de
shiitake (Lentinula edodes) e babosa (Aloe vera) e do acibenzolar-S-metilico como indutores

de resisténcia no patossistema da mancha de bipolaris (B. maydis) no milho (Z. mays).

3.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar qual dos indutores propostos tem a capacidade de reduzir a severidade da
mancha de bipolaris.

Estabelecer uma dose e um periodo de acdo potencial para os indutores.

Analisar a ativagdo de mecanismos de defesa bioquimicos com os indutores que

reduzirem significativamente a mancha de bipolaris.



17

4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 A CULTURA DO MILHO

O milho (Zea Mays), pertencente a familia das gramineas, tem como seu centro de
origem a América Central, regido onde hoje se encontra o México e a Guatemala. A partir desse
centro, o homem promoveu a domesticagao da espécie por meio de selecao visual no campo,
considerando caracteristicas como produtividade, resisténcia a doencas, capacidade de
adaptacao, dentre outras, dando origem as variedades hoje conhecidas (LERAYER et al., 2006).
Dentre os possiveis usos do milho, temos: a produ¢ao de farinhas, 6leos, ragao para aves, suinos
e bovinos, biodiesel, silagem e alimentagdo humana (EL-DASH, CABRAL & GERMANI,
1994, DANTAS et al., 2006; ZANOTTO & BELLAVER, 1996; COSTA et al., 2005;
OLIVEIRA 1998; CRUZ et al., 2006).

Tal variabilidade de uso reflete para o milho como o grio mais produzido
mundialmente, atingindo produ¢do média de aproximadamente 1,1 bi toneladas nas safras de
201819 a 201920. O Brasil enquadra-se como o terceiro maior produtor, contribuindo com
aproximadamente 101 mi toneladas, representando 9% do total mundial e ficando atras somente
dos Estados Unidos e China, com produ¢des de 356 mi (32%) e 260 mi (23%) toneladas
respectivamente (FIESP, 2020ab). E ainda assim considerado uma commoditie em ascensao e
economicamente muito expressiva no mercado internacional (FAO, 2009; BONO et al., 2008).

Do total produzido do grdo no Brasil, as regides mais expressivas sao o Centro-Oeste,
Sul e Sudeste, participando com 40 mi, 19 mi e 11 mi toneladas respectivamente. O estado de
Santa Catarina apresenta uma média de produ¢do de 3 mi toneladas ano, em uma area plantada
de aproximadamente 385 mil hectares. Dados médios das safras 2013/14 a 2017/18
demonstram as microrregides de Criciima, Xanxeré, Tabuleiros, Canoinhas, Joinville,
Concordia, Sao Miguel do Oeste e Campos de Lages como as mais expressivas no estado quanto
a producdo de milho ficando entre 520 mil e 211 mil toneladas (EPAGRI/CEPA, 2018).

Destas Xanxer€, Concoérdia e Sdo Miguel do Oeste assim como todo o oeste do estado
de Santa Catarina ¢ caracterizado por 74% de produtores de agricultura familiar em sistemas
que apresentam a combinagao siné€rgica de culturas vegetais e producao animal, como € o caso
do milho e a produgdo de frangos, suinos ¢ bovinos sendo o consumo animal responsavel por
93% da demanda de milho no estado (FERRARI, 2003; EPAGRI/CEPA, 2018).

Na agricultura familiar ¢ comum o uso de cultivares crioulas de milho, as quais

possuem alta diversidade fenotipica e genotipica. Além de conservar a variabilidade da espécie,
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o uso de material crioulo ajuda na preservagao de costumes e preferéncias das familias ligadas
a caracteristicas conforme a finalidade de uso do milho (CRUZ et al., 2006; ARAUJO & NASS,
2002; DE LIMA et al., 2020).

Dentre os diversos fatores que podem acarretar na diminui¢do da produtividade do
milho, as doengas desempenham um papel chave (COSTA et al., 2010), principalmente as de
origem flngica que atacam folhas havendo uma redugdo direta de area fotossintética e assim

refletindo de maneira negativa na produtividade (KIMATI et al., 2005; ALVIM et al., 2010).

4.2 O COMPLEXO DA HELMINTOSPORIOSE E A MANCHA FOLIAR DE
BIPOLARIS NO MILHO

Helmintosporiose ¢ o nome comum atribuido a uma série de doengas foliares
ocorrentes em gramineas causadas por diferentes patdgenos, os quais também ja foram
taxonomicamente agrupados em um género unico (Helminthosporium).

Porém estudos posteriores sugeriram a divisdo em mais géneros como Bipolaris,
Curvularia, Drechslera e Exserohilum (SIVANESAN et al., 1987), baseando-se em suas
diferencas morfologicas e moleculares (ALCORN, 1988; WEIKERT-OLIVEIRA et al., 2002;
MANAMGODA et al., 2014).

Para a classificacdo de individuos nos distintos géneros propostos de Bipolaris,
Drechslera e Exserohilum pode se levar em consideracdo caracteristicas morfoldgicas quanto
a forma do conidio, auséncia ou intensidade da protuberancia do hilo, a direcdo basal de
crecimento do tubo germinativo e a antogénese dos septos (ALCORN, 1988). O género
Curvularia s6 pode ser caracterizado e distinguindo do género Bipolaris através de trabalhos
recentes de caracterizacdo genética, sendo anteriormente ndo encontradas reais diferengas entre
os dois (MANAMGODA et al., 2014; SIVANESAN et al., 1987).

A mancha foliar de Bipolaris, nome comum atribuido a doenca foliar causada por
Bipolaris maydis (Nisik.) Shoemaker (sinonimia Helminthosporium maydis Nisik. e Myiake)
em milho, estd disseminada nas regides produtoras do pais. Ocasiona perdas significativas
variando de 11,7% a 70% de rendimento em cultivares de regides subtropical ou temperada
(SINGH & SRIVASTAVA, 2016; ALI et al., 2011).

Os sintomas dessa doenga sdo caracterizados por lesdes alongadas, de cor marrom
claro a marrom castanho, com bordos paralelos, ndo frequente apresentando coloragdo mais
escura no centro, medindo entre 0,2 a 0,6 cm de largura e 0,5 a 2,0 cm de comprimento (Figura

1A). Os conidios do B. maydis, sdo curvos, com auséncia de hilo protuberante, com seu tubo
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germinativo emergente pelo hilo e comumente nos dois polos, apresentando dimensdes que
podem variar de 10-17 x 30-115 pum, possuem de 3 a 13 septos com antogénese central (Figura
1B). As condi¢des ideias para o seu desenvolvimento sdo em ambientes com alto indice de
umidade e temperaturas em torno de 20°C a 32°C (KIMATTI et al., 2005; FILHO, 2007; FILHO
etal., 2012; DA COSTA etal., 2014).

Entretanto, a distingao dos sintomas causados entre os diferentes agentes patogénicos
de Helmintosporiose no campo ¢ rara ou impraticavel (BARBEDO, 2016), fazendo assim, o
entendimento dessas doengas como um complexo, mais adequado e proximo de situagdes reais

para tomadas de decis@o no controle.

Figura 1. Sintomas de Bipolaris maydis causados em folha de milho (A) e conidios do fungo (B) observados em
microscopio optico com aumento de 40x. Fonte: DA COSTA et al., 2014.
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Atualmente, a principal medida de controle utilizada para B. maydis ¢ o uso de
cultivares resistentes. Na safra de 2020, no Brasil, havia o registro de 131 cultivares comerciais
de milho comerciais, todos apresentando tecnologias de resisténcia transgénica, com os mais
variados niveis de resisténcia a B. maydis (FILHO & BORGHI, 2020; DA COSTA et al.,2018).

Recomenda-se também a adocdo de praticas de rotacdo de cultura com plantas ndo
hospedeiras, contudo essa medida pode ser ineficiente dado a possibilidade do plantio de
segunda safra do milho. Deste modo, o controle quimico com fungicidas se torna cada vez mais
comum e ineficiente quando ndo utilizado de maneira criteriosa (COTA et al., 2013; DA
COSTA et al., 2014; DA SILVA et al., 2009).

Ha somente um produto comercial registrado no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) para Helminthosporium maydis, nome antigo utilizado para B. maydis,

sendo destinado para o tratamento de sementes. O produto contém dois ingredientes ativos
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pertencentes aos grupos quimicos dos benzimidazois e dimetilditiocarbamatos. Ja o registro
para um outro agente causal do complexo, Exserohilum turcicum, nos ultimos 7 anos aumentou
de 11 para 27 produtos comerciais, em sua maioria pertencentes ao grupo quimico dos triazdis
(AGROFIT, 2020).

Esse cenario incentiva a busca de novas tecnologias que contribuam no manejo de
doengas e que possibilitem o reaproveitamento de residuos de outras cadeias produtivas, assim
como o uso de moléculas de baixo impacto ambiental (BALBI-PENA et al., 2006; KUHN et
al., 2010; FERREIRA NETTO, 2018).

4.3 INDUCAO DE RESISTENCIA E MECANISMOS DE DEFESAS EM PLANTAS

A inducao de resisténcia ¢ um fendmeno realizado de maneira intencional, visando a
ativacdo dos mecanismos de defesas das plantas com a aplicagdo de substancias bioticas ou
abidticas, que possam ser reconhecidas pelas células vegetais. Os polissacarideos obtidos a
partir de fontes renovaveis como o exoesqueleto de crustaceos, algas, plantas e microrganismos,
constituem-se em possiveis indutores pois tais moléculas apresentam padrdes similares aos
polissacarideos constituintes de microrganismos patogénicos (MAZARO et al.,, 2012;
SBAIHAT etal., 2015; LUIZ, NETO & DI PIERO, 2015). Tal aplicagdo baseia-se no fendmeno
da resisténcia induzida ocorrente em plantas, descrita inicialmente por Ross (1961) ao observar
a reduc¢do dos sintomas do virus do mosaico do tabaco (TMV) inoculado em folhas do ter¢o
superior, ap6s uma inoculagdo anterior do virus nas folhas inferiores de plantas de tabaco.
Desde entdo, diversos outros estudos foram realizados na busca de contribuir com a
compreensdo e¢ a descricdo do fendmeno de inducdo de resisténcia em maiores niveis de
complexidade (HAMMERSCHMIDT & KUC, 1995; HAMMERSCHMIDT, 1999;
HAMMERSCHMIDT, METRAUX, & VAN LOON, 2000) assim como os desafios envolvidos
em sua aplicagdo em situacdes de campo (WALTERS et al.,, 2005; WALTERS &
FOUNTAINE, 2009).

A resisténcia total ou parcial das plantas a algum agente patogénico estd ligada com a
capacidade do hospedeiro em evitar ou dificultar os processos de infec¢do e colonizacao
realizados pelo patdgeno (GOODMAN et al., 1986). H4 mecanismos que podem conferir certo
grau de resisténcia dependente do patdogeno e podem ser ativados através de um processo de
inducdo desencadeado pela propria percepcdo do patdogeno ou com a aplicagdo de algum
composto que contenha uma molécula elicitora. Essas substancias ou moléculas podem ser de

origem bidtica ou abidtica, e serem reconhecidas pela planta, ativando as defesas antes do
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contato com o patdgeno propriamente dito e assim gerando dado grau de resisténcia temporario
(PASCHOLATI & DALIO, 2011; PASCHOLATI et al., 2010).

A defesa das plantas para fins didaticos pode ser classificada em mecanismos
estruturais ou bioquimicos, pré ou pds formados a partir da interacdo com o patdégeno. Sendo
os mecanismos entendidos como po6s formados passiveis de ativacdo por elicitores
(STANGARLIN et al., 2011; THAKUR & SOHAL, 2013).

Como exemplo de mecanismos estruturais, poés formados, temos a sintese de halos e
papilas frequentemente associados a gramineas em resposta a presenca fingica, como nos
patossistemas trigo - Gaeumannomyces graminis var. tritici, cevada — Blumeria graminis f. sp.
hordei, milho — Exserohilum trucicum - Bipolaris maydis (KIMATI et al., 2005). Outro
mecanismo estrutural observado em plantas de milho foi o acimulo de calose ap6s o contato
com o patdgeno Bipolaris maydis (MORRIS et al., 1998).

Ja em relagdo aos mecanismos pds-formados bioquimicos se tem o acimulo de espécie
reativas de oxigénio (ROS), atuando de maneira direta e na sinalizacdo da resposta de defesa
(STANGARLIN et al., 2011; LEHMANN et al., 2015), o aumento nos niveis de fitoalexinas e
a expressdo de proteinas relacionadas a patogénese (Proteinas-PR), que estdo divididas em
grupos ou familias PR (PASCHOLATI & DALIO, 2011; STANGARLIN et al., 2011).

Uma enzima de relevancia para estudos de mecanismos de defesa de plantas sdo as
peroxidases pertencentes a familia PR-9. Sao elas as responsaveis por acelerar a oxidagao de
substancias (fendis) percursores na sintese de lignina (SILVA et al., 2008). As peroxidases
podem criar uma barreira fisica catalisando a ligagdo cruzada de compostos da parede celular
em resposta a diferentes estimulos, como ferimentos, interagdes com patdogenos e agressoes
climaticas. Este processo também ocorre normalmente no desenvolvimento da parede celular
durante o crescimento e a senescéncia (PASSARDI, et al. 2005).

Ja a fenilalanina amoénia-liase (FAL) ¢ uma enzima central na biossintese de
flavonoides e da lignina a partir da atuacdo no processo de desaminacdo da fenilalanina,
formando o acido cinamico. O aumento na atividade enzimatica da FAL, associado a estresses
bidticos ou abidticos em vegetais, pode sinalizar o aumento na biossintese de lignina, que atua
como barreira contra a infec¢do microbiana e também pode promover aumento na concentragao
de produtos de oxidacdo de fenolicos, alterando a concentracdo de auxinas por causa da
presenca de oxidases (MARRIOTT, BEEN & PERKINS, 1978).

Nao esta claro se ha relagdo direta entre a natureza da molécula elicitora com uma
resposta padrao de mecanismos induzidos em relac@o aos diferentes grupos de plantas e agentes

patogénicos. Contudo sao comumente utilizados como elicitores abidticos substancias como
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silicio (Si), acido salicilico (AS), &cido D-L-aminobutirico (BABA), quitosana, cloreto férrico,
fosfato de potassio dibasico e monobadsico, acibenzolar-S-metilico (ASM), acido 2,6-dicloro-
isonicotinico (INA), acido jasmonico (AJ), metil jasmonato (MeJa), acido graxos ou luz em
comprimento de onda especificos e como elicitores de natureza bidtica tém-se o uso de
extratos, filtrados ou suspensdes provenientes de parte ou todo de um organismo vivo seja
inseto, alga, fungo, bactéria ou planta (KUHN, 2007; WALTERS, RATSEP & HAVIS, 2013;
THAKUR & SOHAL, 2013). Tal potencial, para fontes de indutores bioticos, esta relacionado
com o conceito dos padrdoes moleculares associados a microrganismos (MAMPs) que tais fontes
podem apresentar em comum com microrganismos patogénicos, como por exemplo quitina,
glucana e lipopolissacarideo (COOPER, 2010).

Indutores de origem bidtica sdo fortes candidatos em pesquisas relacionadas a indugao
de resisténcia pelo fato de se adequarem novas tendéncias do mercado de desenvolvimento de
produtos fitossanitarios, como a utilizagdo de compostos de menor impacto ao ambiente ¢ a
satide humana como também a reutilizagao de residuos de outras cadeias produtivas (BALBI-
PENA et al., 2006; KUHN et al., 2010; FERREIRA NETTO, 2018). Entretanto faltam
informacdes em relagdao a fatores que afetam o processo de indugdo de resisténcia como o
genotipo do hospedeiro, as condi¢des ambientais, o gasto de energia, a concentracao do indutor

e seu intervalo de aplicagdo (WALTERS, RATSEP & HAVIS, 2013).

4.4 POTENCIAIS INDUTORES

4.4.1 Acibenzolar-S-Metilico (ASM)

O composto acibenzolar-S-metilico (ASM) pertence ao grupo quimico dos
Benzotiadiazois e esta classificado como ativador de planta de classe toxicoldgica 5
(improvavel de causar dano agudo) e classe ambiental III (Perigoso ao meio ambiente).
Atualmente no Brasil ha trés produtos comerciais registrados que apresentam o ASM como
principio ativo: Bion®, Actigard® e Inssimo®. O registro ocorre para 15 culturas como algodio,
batata, cacau, cebola, citros, crisantemo, feijdo, eucalipto, melancia, meldo, tomate e trigo.
Totalizando 28 patossistemas de diferentes tipos de agentes patogénicos podendo se listar um
virus, duas ferrugens, trés mildios, quatro oidios, onze bactérias e sete agentes causais de

manchas foliares (Tabela 1) (ANVISA, 2018; ADAPAR, 2018, AGROFIT, 2020).



Tabela 1. Doengas registradas no Brasil para o principio ativo acibenzolar-S-metilico (ASM).
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Cultura

Agente causal

Nome comum

Algodao

Alstroeméria

Ramularia areola

Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum

Alternaria sp.
Phytium spp.

Falso-oidio; Ramularia
Crestamento-bacteriano; Mancha-angular

Pinta Preta
Podridao-radicular

Batata Phytophthora infestans Mela; Requeima
Cacau Crinipellis perniciosa Vassoura-de-bruxa
Cebola Peronospora destructor Cinza; Mildio
Citros Xvlella fastidiosa Amarelinho; Clorose-variegada-dos-citros
N Erwinia chrysanthemi Murcha-bacteriana; Podridao-bacteriana-do-talo
Crisantemo
Puccinia horiana Ferrugem-branca
. Xanthomonas axonopodis Bacteriose
Eucalipto . . .
Pseudomonas cichori Bacteriose
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli Canela-preta; Crestamento-bacteriano-comum
Feijao Colletotrichum lindemuthianum Antracnose
Bean Golden Mosaic Virus BGMV; Mosaico dourado
Gérbera Peronospora sparsa Mildio
Melancia Acidovorax avenae subsp. citrulli Mancha-aquosa da melancia
Melio Acidovorax avenae subsp. citrulli Mancha-aquosa
Peronospora sparsa Mildio
Rosa . s
Sphaerotheca pannosa Branco-da-roseira; Oidio
Xanthomonas vesicatoria Mancha-bacteriana
Tomate Phytophthora infestans Mela; Requeima
Pseudomonas syringae pv. tomato Pinta-bacteriana
Alternaria solani Mancha-de-Alternaria; Pinta-preta-grande
Trigo Blumeria graminis f. sp. tritici Cinza; Oidio

Fonte: AGROFIT, 2020.

Ainda assim, o acido salicilico e seus andlogos funcionais vém promovendo redugado
de doengas em diversas culturas e sendo extensivamente estudado como um indutor de
resisténcia estando entre os mais importantes indutores abidticos (BENELLI et al., 2004;
DANNER et al., 2008; MANDAL et al., 2008; OOSTENDORP et al., 2001 RADWAN et al.,
2008).

Buonaurio et al. (2002) demonstraram que o ASM tem agdo indutora em plantas de
pimentdo atacadas por Xanthomonas campestris, agente causal da mancha bacteriana,
apresentando maior eficicia na reducgdo da severidade (cerca de 67%) quando as plantas foram
pulverizadas de 6 a 7 vezes com uma mistura de acibenzolar-S-metilico e hidroxido de cobre
(2,5 + 40 g L' de ingrediente ativo). De modo similar, Soylu, Baysal & Soylu (2003)
verificaram a acao indutora de resisténcia do ASM em plantas de tomateiro sob ataque de cancro
bacteriano causado por Clavibacter michiganensis e assim apresentando redugdes na
severidade acima de 75%.

Em termos de ativa¢ao de mecanismos de defesa, Sobrinho et al. (2006) relataram o
aumento na atividade das enzimas fenilalanina amonia-liase (FAL) e peroxidase associado a
aplicagdo de ASM, em plantas de feijdo-caupi Vigna unguiculata que foram desafiadas por
Macrophomina phaseolina, agente causal da podridao cinzenta do caule. Araujo et al. (2015)

estudaram a seca-da-mangueira causada por Ceratocystis fimbriata e constataram que o ASM
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induziu respostas de defesa, onde a concentragdo de compostos fenolicos e de alcaldides foram
elevadas nos estagios iniciais da infec¢do fungica nas plantas tratadas com o indutor. Boava et
al. (2010) demonstraram o aumento na atividade de quitinases e peroxidases ao tratar clones de
eucalipto com ASM 48h apo6s a inoculagdo com o fungo Puccinia psidii, enquanto Kuhn (2007)
observou em plantas de feijoeiro a ocorréncia da indugdo de resisténcia a Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli em fun¢do da aplicagdo de ASM, que foi associada ao aumento na
atividade de peroxidase, quitinase, -1,3-glucanase e proteases, aumento da sintese de lignina,
redugdo no teor de fendis e aumentos no teor de proteinas soltiveis e de agucares redutores nas
folhas. Foi ainda verificado que o ASM alterou o metabolismo, direcionando os
fotoasssimilados para investir em defesas, causando reducdo de produtividade. Egel et al.
(2018), em seu trabalho com Erwinia tracheiphila causadora da murcha bacteriana do melao,
demonstraram efetividade do ASM na redugdo da severidade da doenca sob condigdes de
incidéncia moderada ou alta, porém quando a incidéncia era baixa, o ASM acarreta na perda de
rendimento do meldo.

A redugdo da severidade causada por ASM em outros patossistemas do milho foi
descrita até o momento para doencas causadas por Peronosclerospora sorghi, Pantoea ananatis
e Exserohilum turcicum mas sem efeitos para Cercospora spp. (MORRIS, et al., 1998;

NEUMANN et al., 2016; BARROS, 2011).

4.4.2 Babosa (Aloe vera)

A babosa, nome cientifico Aloe vera (L.) Burm. f. (sinonimia Aloe barbadensis
Miller), pertence ao género Aloe com representantes predominantemente encontrados na Africa
(PARENTE et al., 2013; DAGNE et al., 2000).

Caracterizada como planta perene, possui um bulbo que desabrocha cerca de cinquenta
folhas suculentas, cerosas, de cor verde, com margem serrada e levemente espinhosa, com o
formato de langas que crescem numa formagao de roseta, suas folhas podem crescer até¢ 75 cm
e pesar até 2,3 kg. A regido central das folhas esta preenchida por parénquima de reserva, de
aspecto mucilaginoso, constituindo de 99,3% de 4gua e 0,7% de solidos predominantemente
manose, glicose e galactose. O polissacarideo predominante em folhas de babosa ¢ a
acemanana, o qual desempenha papel na retencao de agua e reserva, consistindo em repeticdes
de unidades de tetrassacarideos de manoses acetilas e glicoses na cadeia principal ligadas por
B-1,4 e também pode apresentar cadeias laterais de unidades galactose ligadas ao C-6 de

manoses. A pectina € o segundo polissacarideo mais expressivo nas folhas de babosa sendo um
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dos polimeros presentes na parede celular de células vegetais, composta principalmente por
acido galacturénico formando cadeias ligadas por a-1,4 intercaladas com residuos de ramnose
ligadas a B-1,2, sendo pontos de ramificacdo para cadeias laterais de agucar neutro (YATES,
2006; PANDEY & MISHRA, 2010; MINJARES-FUENTES et al., 2018).

O uso de Aloe remonta a milhares de anos para fins alimenticios, produgdo de
medicamentos e cosméticos e como fitoterapico em particular para o tratamento de constipacao,
queimaduras e doengas. Devido a tais propriedades medicinais atribuidas a babosa, estudos
foram realizados para se determinar os compostos quimicos presentes em folhas e raizes de
espécies de Aloe. Dessa forma, mais de 130 compostos foram descritos (DAGNE et al., 2000;
BACH et al., 2007; PARENTE et al., 2013).

Harish et al. (2008), trabalhando em condig¢des in vitro com o fungo Bipolaris oryzae
causador da mancha marrom no arroz, verificaram a inibicdo da germinacdo dos esporos do
fungo em 55% com o uso de extratos brutos de folhas de babosa, os quais tem demonstrado
atividade antifungica a Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, Colletotrichum coccodes,
Aspergillus niger, A. flavus, Alternaria alternata, Drechslera hawaiensis e Penicillium
digitatum. E o extrato etandlico efeito inibitorio a F. oxysporum, Candida albicans, A. niger e
A. fumigatus (DE RODRIGUEZ et al., 2005; SITARA, HASSAN & NASEEM, 2011; DANISH
et al., 2020).

Essas substancias também tém sido exploradas em estudos de defesas de plantas, como
potenciais elicitores, em alguns patossistemas. Godard et al. (2009) verificaram ativagdo dos
mecanismos de defesa em plantas de uva contra o ataque de mildio causado por Plasmopara
viticola, como o acimulo de fitoalexinas e atividade de peroxidase com o uso de extratos ricos
na substancia emodina pertencente ao grupo quimico das antraquinonas. J& Luiz, Neto e Di
Piero (2015) demonstraram a eficiéncia na reducdo da severidade da mancha bacteriana causada
por Xanthomonas gardneri no tomateiro com o uso de polissacarideos provenientes do
parénquima da babosa, com reducdes de severidade acima de 85% e também a ocorréncia do
aumento da atividade de peroxidase, polifenoloxidase e glucanase. Em um trabalho mais
recente, Luiz et al. (2017) verificaram a supressdo quase completa da mancha angular de X.
fragariae em morango quando as folhas foram tratadas com os polissacarideos da babosa e o

incremento na atividade de enzimas como superdxido dismutase, catalase e peroxidase.
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4.4.3 Shiitake (Lentinula edodes)

Lentinula edodes (Berk.) Pegler (1983) ¢ um fungo popularmente conhecido como
“shiitake”, pertence a classe dos basiodiomicetos, ordem agaricales, e apresenta corpos de
frutificacdo carnosos e efémeros, vulgarmente chamados de cogumelos (MASSOLA &
KRUGNER, 2005). E um fungo decompositor primério por decompor residuos vegetais que
ainda ndao foram deteriorados, ocorrendo em troncos de espécies arboreas caducifolias
(PAULA, TARSITANO & GRACIOLLI, 2001). O micélio ¢ septado, contendo grampos de
conexao para manter a sua condi¢cdo binucleada, sua parede celular composta de mondmero de
quitina e glucana ligados entre si por ligagdes glicosidicas. Sua reproducdo ocorre através de
esporos exogenos (basididsporos) formados sobre uma hifa especial denominada basidia
(MASSOLA & KRUGNER, 2005).

A domesticacdo da espécie L. edodes pelo homem data de aproximadamente 1.000
anos. O shiitake € originario do nordeste asiatico, regido onde hoje se encontra a China, foi
introduzido no Japao por intermédio de cultivadores chineses e posteriormente nos EUA e
Europa. E 0 segundo cogumelo mais consumido no mundo, podendo ser cultivado em sistemas
extensivos como a producdo em toras de eucalipto ou através de métodos axénios de produgao
(PAULA, TARSITANO & GRACIOLLI, 2001). Estima-se que no Brasil a producao de
diferentes tipos de cogumelos comestiveis alcance 12.000 toneladas “in natura”. Responsavel
por aproximadamente 13% desse total, o shiitake é o terceiro cogumelo mais produzido e
consumido no Brasil ficando atrds apenas do champignon e do shimeji. Apesar de pequena, a
producao de cogumelos no Brasil desempenha um importante papel social como alternativa de
renda principalmente para os micros e pequenos produtores da agricultura familiar (ANPC,
2013). O interesse no consumo do shiitake ¢ atribuido a seu rico carater nutricional, aprecidvel
sabor e suas propriedades medicinais relacionadas aos polissacarideos como a lentinana, uma
a-glucana produzida durante o crescimento micelial ou isolada do basidiocarpo por extragao
aquosa e etandlica (HATVANI, 2001; PICCININ et al., 2010; WASSER, 2005).

E crescente o numero de experimentos envolvendo as substincias encontradas no
basidiocarpo de L. edodes cujo potencial tem sido explorado em sua atividade antimicrobiana
e como indutores de resisténcia em plantas atacadas por fungos, virus e bactérias.

Fiori-Tutida et al. (2007) constataram a inibi¢do na germinacao de esporos de Puccinia
recondita f. sp. tritici, na ordem de 52,4% com o uso de extratos de L. edodes. Piccinin et al.

(2010) demonstraram que o extrato aquoso de shiitake a 2% (v/v) reduziu o desenvolvimento
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micelial e a germinagdo de esporos de E. turcicum, além de reduzir significativamente a
severidade das doencas causadas por E. turcicum e C. sublineolum em cultivares de sorgo,
quando aplicado 48 h antes da inoculacao com os patdgenos. Tolaini et al. (2010) e Wang et al.
(2013) utilizaram filtrados de cultura de L. edodes e observaram a ocorréncia no atraso da
germinagdo de esporos de Penicillium expansum, em associacdo de sinergismo com leveduras
j& utilizadas em tratamentos de pos colheita como a Cryptococcus laurentii ¢ a Pichia
membranifaciens.

Di Piero et al. (2006), com a utilizagao de extratos aquosos de L. edodes, observaram
a reducgao significativa na severidade da antracnose provocada por Colletotrichum lagenarium
em plantas de pepino, assim como o aumento da atividade de peroxidases. No patossistema
Ralstonia solanacearum — tomate, extratos aquosos de shiitake promoveram o aumento na
atividade enzimatica da peroxidase e quitinase 24h apos a inoculagdo com a bactéria e redugao
de 66% na incidéncia da murcha (SILVA, PASCHOLATI & BEDENDO, 2007).

Aguiar et al. (2018) constataram a redugdo significativa de severidade da mancha
bacteriana em tomateiro apds a aplicacao foliar da fragdo polissacaridica extraida de L. edodes.
Jé& Ishihara et al. (2019) demonstram a supressdo no desenvolvimento de lesdes causadas por
Pyricularia oryzae em arroz, ap6s a aplicacao do extrato aquoso do substrato de cultivo gasto
de L. edodes, junto ao acimulo de fitoalexinas e a alteracdo nos niveis de fitohormonios como

o0 acido salicilico e jasmonico.



28

5 MATERIAL E METODOS

5.1 CONDICOES DE CULTIVO

Os experimentos foram realizados em casa de vegetacdo e analisados no Laboratério
de Fitopatologia do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Santa Catarina.

Nos experimentos foram utilizadas as variedades comerciais P1630H, hibrido simples,
da Du Pont Pioneer® e a BM3063, hibrido triplo da Biomatrix®, ambas consideradas suscetiveis
ao B. maydis.

Foram semeadas quatro sementes em vasos plasticos (2 litros), contendo mistura de
solo fértil e substrato turfa (2:1). Depois de 7 dias, aproximadamente, realizou-se o desbaste
mantendo de duas a trés plantulas por vaso, conforme o tipo do ensaio, compondo a unidade
amostral com 6 repeti¢des por tratamento.

As temperaturas minimas e maximas foram tomadas diariamente e as plantas irrigadas,

nutridas e aleatorizadas conforme a necessidade, durante a realizacao dos experimentos.

52 OBTENCAO DO ISOLADO DE BIPOLARIS MAYDIS, PRESERVACAO E
INOCULACAO

O isolado de B. maydis utilizado no trabalho foi o acesso de cédigo MANE 188 que
se encontra depositado em Castellani na Micoteca Anne Lore Schroeder, localizada no
Laboratorio de Fitopatologia da UFSC, o qual foi isolado a partir de amostras foliares
sintomaticas coletadas da Fazenda Experimental da Ressacada — UFSC e caracterizado
molecularmente pela empresa Helixxa Servigos Gendmicos® com primes da regido ITS1-1TS2
(SCHAUFFLER, 2019).

Para a obten¢do de esporos de B. maydis o fungo foi mantido em placas de Petri com
BDA, incubadas em sala de crescimento (25°C — 12h de fotoperiodo) por aproximadamente 15
dias. Apos esse periodo, foram transferidos 4 discos de micélio para um Erlenmeyer de 125 ml
contendo 30g de graos de sorgo e 30mL de dgua destilada, previamente autoclavado por duas
vezes durante 30min no intervalo de 24h (OGLIARI, 1999).

Posteriormente, os frascos foram incubados em BOD a 25°C, com fotoperiodo de 12
horas por aproximadamente 10 dias, at¢é a completa colonizagdo dos graos de sorgo.
Diariamente cada frasco foi agitado para facilitar a colonizacao de todos os graos. Os graos de

sorgo colonizados foram espalhados em uma bandeja plastica, contendo folhas de papel toalha
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de laboratorio, umedecidas com agua destilada, e permaneceram incubados em sala de
crescimento a 25°C e 12 horas de fotoperiodo por cerca de 96 horas.

Para a obten¢do da suspensdo de indculo, os graos de sorgo colonizados foram
retirados da bandeja e colocados em um tubo falcon de 50 mL até se completar 1/3 do volume,
com posterior adi¢do de 20 mL de 4gua destilada estéril. Os tubos com os graos foram agitados
em vortex para o desprendimento das estruturas do patégeno, e a suspensao filtrada em gaze,
obtendo-se assim uma suspensao de conidios cuja concentracdo foi ajustada com auxilio de
uma camara de Neubauer, para 1 x 10* conidios/ml, em um experimento, e 1 x 10* conidios/ml

para os demais experimentos realizados.

5.3 OBTENCAO E PREPARO DO ACIBENZOLAR-S-METILICO (ASM) E DOS
POLISSACARIDEOS DE SHIITAKE (Lentinula edodes) E BABOSA (Aloe vera)

O acibenzolar-S-metilico (ASM) foi obtido através do produto comercial Bion®
500WG (Syngenta) que contém 50% de principio ativo. No momento da utilizagao foi realizado
sua suspensao em agua destilada na dose desejada em ppm.

Ja o polissacarideo vegetal foi obtido de folhas de babosa Aloe. vera, cedidas pela
empresa Naturama Sucos Integrais do Brasil Ltda. As folhas foram lavadas em agua corrente e
com detergente, para retirada de residuos grosseiros, € com o auxilio de faca retirou-se a parte
externa da folha (casca) e com uma espatula realizou se a raspagem do parénquima de reserva
da babosa.

O parénquima de reserva foi processado em um liquidificador industrial, acrescido de
etanol 92% na propor¢ao de 1:3 (v/v) e acondicionado a 4 °C por 48h. Posteriormente foi
coletada a fase precipitada de coloracdo branca e aspecto fibroso denominada como
polissacarideo de babosa (PB), e uma fase de coloragdo rosada e de aspecto viscosos
denominada como polissacarideo de babosa fracdo rosa (PBR) (Figura 2A). Ambas as fracdes
foram submetidas a secagem a 45 °C até alcancar peso constante, trituradas com o auxilio de
um moinho analitico e armazenadas a -20 °C.

Para o uso nos ensaios, os polissacarideos de babosa foram ressuspensos em agua
destilada, na dose desejada em mg/mL, submetidos a agitacdo constante, com a utilizacao de
um Ultra Turrax homogeneizador, por 15 min a 3.600 rpm e incubados em banho maria por 30
min a 100 °C como procedimento padrdo no atual estudo. A suspensdo de polissacarideos foi

incubada a 8 °C durante 24h antes da aplica¢@o nas plantas (LUIZ, NETO & DI PIERO, 2015).
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Para a obtencao do polissacarideo de shiitake, foram utilizadas estipes residuais
cedidas pelo Professor Sérgio Florentino Pascholati (ESALQ/USP). As estipes foram lavadas
em agua corrente para a retirada de residuos grosseiros, processadas com dgua na propor¢ao de
1:10 (m/v) e autoclavadas por 30 min a 120 °C. Depois do resfriamento a temperatura ambiente,
a mistura foi filtrada, obtendo assim o extrato bruto aquoso.

O extrato bruto aquoso obtido foi submetido a precipitacio com etanol 92% na
proporcao de 1:1 (v/v), a 4 °C por 48 h, seguido por centrifugacdo a 11.200 g por 30 min. A
fase precipitada foi coletada e se constituiu na fracao polissacaridica de shiitake (PS1) (Figura
2B), enquanto o sobrenadante foi novamente submetido a precipitacdo, utilizando etanol 92%
porém na propor¢do de 1:3 (v/v), mantido a 4 °C por 48h. Apds nova centrifugacio, realizou-
se a segunda coleta da fase precipitada, obtendo-se PS2 (Figura 2C). Ambas as fracdes
polissacaridicas, PS1 e PS2, foram secas a 45 °C até alcancar peso constante. O material seco
foi triturado com o auxilio de um moinho analitico e armazenado a -20 °C (CHIHARA et al.,
1970; AGUIAR et al., 2018). Para a aplicacdo nas plantas, os polissacarideos de shiitake foram

ressuspensos em agua na dose desejada, em mg/mL, conforme o ensaio.

Figura 2. Polissacarideos utilizados no estudo. Em (A) polissacarideo de babosa (PB) e polissacarideo de babosa
fragdo rosa (PBR), precipitados a partir da adi¢do de etanol 92% no parénquima de reserva, na proporg¢do de 3:1
(v/v); em (B), polissacarideo de shiitake — fragdo 1 (PS1) e em (C), polissacarideo de shiitake — fra¢do 2 (PS2),
precipitados a partir da adig@o de etanol 92% no extrato bruto de shiitake, na propor¢ao de 1:1 (v/v) e 3:1 (v/v),
respectivamente.

5.4 PROTECAO DE MILHO CONTRA BIPOLARIS

Os ensaios de protecdo de milho foram realizados em delineamento completamente
casualizado (DCC) com 6 repeticoes representadas por vasos de 2L contendo duas plantas.
Os produtos foram aplicados nas plantas, em estddio V4, nos intervalos de tempo de 3

e 5 dias, conforme o desejado, e posteriormente inoculadas com uma suspensao de conidios de
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B. maydis, na concentracdo de 1 x 10°, com exce¢do do primeiro experimento (cultivar
P1630H), onde utilizou-se 1x 10* conidios/ml. Posteriormente a inocula¢do as plantas eram
submetidas a camara umida por 24h. Como testemunha, as plantas foram pulverizadas com
agua destilada e inoculadas.

A avaliagdo de severidade foi realizada analisando-se a terceira e quarta folha das
plantas com o auxilio da escala diagramatica estabelecida por Martinez (2006), modificada por
Fernandes et al. (2011), para mancha foliar causada por B. maydis em Panicum maximum
(Figura 3) ao quinto, décimo e décimo-quinto dia apos a inoculagdo (DAI) dependendo do
experimento em questdo. Com os valores de severidade obtidos das folhas foi calculado a média

obtendo um valor para cada unidade amostral.

5.4.1 Efeito do acibenzolar-S-metilico e da fracio polissacaridica de babosa

Inicialmente, a fragdo polissacaridica de babosa (PB) foi pulverizada a 0,5; 1,5 ¢ 3,0
mg/mL, enquanto o acibenzolar-S-metilico (ASM) foi utilizado a 25, 50 ¢ 100 ppm, em
experimentos distintos para cada uma das cultivares de milho, com 5 dias de intervalo de tempo

entre a aplicagdo dos produtos e a inoculacao com B. maydis.

5.4.2 Influéncia dos modos de preparo de PB

A cultivar BM3063 foi pulverizada com a fracdo polissacaridica de babosa (PB)
aquecida a 50 ou 100 °C por 15 ou 30 min ou autoclavada 120°C por 20 min. As fragdes foram
aplicadas nas plantas em diferentes concentracdes (0,75; 1,5 e 3,0 mg/mL), com 3 dias de
intervalo de tempo entre a aplicagdo e a inoculacdo com B. maydis.

J& a cultivar P1630H fo1 pulverizada com a fracdo polissacaridica de babosa (PB) e
com o polissacarideo de babosa fragdo rosa (PBR) a aquecida a 50 ou 100 °C por 15 ou 30 min
ou autoclavada 120°C por 20 min. As fracdes foram aplicadas nas plantas nas concentragdes de

1,5 mg/mL, com 5 dias de intervalo de tempo entre a aplicagdo e a inoculacdo com B. maydis.

5.4.3 Efeitos das fracoes polissacaridicas de shiitake

As fracdes polissacaridica de  shiitake (PS1 e PS2) foram pulverizadas
individualmente em duas doses (a 3,0 e 5,0 mg/mL) e também em mistura (a 3.0 mg/mL) nas
duas cultivares de milho, em experimentos distintos, com 3 e 5 dias de intervalo de tempo entre
a aplicagdo das fragdes e a inoculagdo com B. maydis.. O ASM (250ppm) e o PB (3,0 mg/mL)

foram aplicados como referéncias de resultados ja obtidos.
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Figura 3. Escala diagramdtica para determinacdo da severidade da doenca causa por Bipolaris maydis em milho adaptada de Martinez, 2006 e

Fernandes et al., 2011.
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5.5 ENSAIO PARA AVALIACAO DE DEFESAS BIOQUIMICAS

Um experimento foi realizado em delineamento completamente casualizado (DCC)
com 5 repeticdes representadas por vasos de 2L contendo trés plantas. Assim as fragdes PS1 e
PS2, na dose de 3.0 mg/mL, foram aplicadas nas duas cultivares de milho, quando estas se
encontravam em V4, 3 dias antes da inoculagdo com o patdégeno.

As amostras foram coletadas imediatamente antes da aplicagao dos indutores (Dia 0),
e também aos 3, 4 e 6 dias apds a aplicacdo (correspondentes a 0, 1 e 3 dias ap0s a inoculagao).

Foi considerado como uma amostra a terceira e quarta folha de uma tnica planta. As
amostras foram depositadas em sacos plasticos devidamente identificados e acondicionadas a

-20°C até o momento de analise.

5.5.1 Atividade de guaiacol peroxidase

Amostras foliares de 500 mg foram maceradas em nitrogénio liquido e o p6 obtido
ressuspenso em 6,0 ml de tampao fosfato de sodio S0 mM (pH 5,2) contendo EDTA 1 mM e
polivinilpirrolidona 0,5% As amostras foram centrifugadas a 15.000 g por 30 min a 5 °C e assim
coletado o sobrenadante e armazenado a -20°C.

A reagdo foi realizada em placas de 96 pocgos adicionando-se 155 pL. de tampao fosfato
de sodio 50 mM (pH 6,0) contendo guaiacol 1% e H202 0,3% mantido em banho maria a 30 °C
em 30 pL do extrato proteico diluido em 1:6.

A reagdo teve a sua absorbancia lida a 470 nm, a cada 30 seg por 5 min a 30°C,
quantificando o tetraguaiacol formado na reacdo. Como branco da reacdo foi utilizada agua
destilada ao invés do extrato proteico. Os valores da atividade de guaiacol peroxidase foram
expressos em densidade optica (D.O 470nm/mg proteina/min) (HAMMERSCHMIDT,
NUCKLES & KUC, 1982).

5.5.2 Atividade de fenilalanina amoénia-liase

Para andlise da fenilalanina-amodnia-liase, as amostras de tecido foliar (500 mg) foram
maceradas em nitrogénio liquido e ressuspensas em 6,0 mL de tampdo borato de sodio 25 mM
(pH 8.,8) contendo EDTA 1 mM e polivinilpirrolidona 0,5%. A suspensdo obtida foi
centrifugada a 15.000 g por 30 min a 4°C e o sobrenadante (extrato proteico) recuperado.

A reacdo foi realizada em micro tubos de 1,5 mL adicionando-se 25 pL do extrato

proteico e 475 pL de tampao borato de sodio 100 mM (pH 8§,8) contendo fenilalanina 50 mM,
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e assim incubadas a 40°C por 1 h. A reagdo foi interrompida submetendo as amostras a banho
de gelo e adicdo de 200 uLL de HC1 5 N. Posteriormente, foram adicionados 300 pL de 4dgua
destilada e aliquotados 200 puL da mistura final em placas de 96 pogos para a leitura pontual da
absorbancia a 290 nm. Os resultados foram expressos como mmol de acido trans-cindmico

formado por mg de proteina por minuto de reagdo (FALCON et al., 2008).

5.5.3 Determinacio de proteina total e atividade enzimatica

Para poder quantificar a atividade enzimatica da guaiacol peroxidase e da fenilalanina-
amonia-liase, foi determinada a concentracao de proteinas totais de cada amostra pelo método
de Bradford (1976).

O reagente foi preparado pela dilui¢do de 125 mg do Coomassie Brilliant Blue em 63
mL de etanol a 95% e 125 mL de 4cido fosforico 85% e completado com agua destilada para o
volume final de 500 mL. Para a reagdo, realizada em placas de 96 pogos, utilizaram-se 150 pL
de extrato proteico diluido (1:4) e 30 puL do reagente Bradford. As amostram foram incubadas
no escuro por 15 min e a leitura da absorbancia realizada a 595 nm.

Posteriormente, foi realizada a conversdo dos valores de absorbancia de cada amostra
para mg de proteina, através de curva padrdo construida utilizando-se de albumina de soro

bovino.

5.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados de severidade e de atividade enzimatica foram analisados através do sofiware
estatistico Graph Pad Prisma 8.4.3 com a realizagdo da andlise descritiva dos dados e também
os testes de Shapiro-Wilk e Bartlett para a verificagdo da normalidade dos dados e a
homogeneidade das varidncias. Cumpridos os critérios, os dados foram submetidos a analise de

variancia (F-teste, P<0,05) e separacdo das médias (Dunnett, P<0,05 ¢ 0,001).
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6 RESULTADOS

6.1 PROTECAO DE PLANTAS DE MILHO

6.1.1 Efeito do acibenzolar-S-metilico e da fracio polissacaridica de babosa

Com a finalidade de se explorar o potencial indutor do acibenzolar-s-metilico (ASM)
e do polissacarideo de babosa (PB), inicialmente diferentes doses de ASM (25, 50 e 100 ppm)
e de PB (0.5, 1.5 ¢ 3 mg/mL) foram pulverizadas em ambas as cultivares de milho (P1630H e
BM3063) com intervalo de tempo de 5 dias entre a aplicacdo e a inoculagdo das plantas com B.
maydis. Nesses experimentos a suspensao de PB foi preparada a partir do aquecimento a 100°C
por 30 min, procedimento adotado como padrao no atual estudo.

No hibrido BM3063, o ASM na dose de 25 e 100 ppm assim como todas as doses de
PB reduziram significativamente a severidade da doenga (44%) na primeira avaliagdo, aos 5
dias ap6s a inoculacao (DAI), destacando-se PB a 1,5 mg/mL com reduc¢do de 58% em relagao
a testemunha. Contudo, na avaliagdo posterior (10DAI), ndo houve redugdes expressivas da
severidade em relacdo a testemunha (Figura 4).

Outro ensaio foi realizado aos moldes do primeiro, porém utilizando-se o material
P1630H, sob uma pressdo de indculo menor (10° esporos/mL). Em ambos os momentos de
avaliacdo nao houve redu¢do da severidade, entretanto o PB a 0,5 mg/mL ocasionou o aumento
significativo da severidade, no primeiro momento de avaliacdo, em relacdo a testemunha

(Figura 5).
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Figura 4. Severidade de Bipolaris maydis em plantas de milho da cultivar BM3063 pulverizadas com agua
destilada, acibenzolar-s-metilico (ASM) a 25, 50 ¢ 100 ppm, ou polissacarideo de babosa (PB) a 0,5; 1,5 ¢ 3,0
mg/mL 5 dias antes da inoculagdo com Bipolaris maydis (10* conidios/mL). A avaliagdo da severidade foi
realizada aos 5 e 10 dias apds a inoculagdo (DAI).
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Me¢édias seguidas por um ou dois asteriscos (¥) apresentam diferenga significativa em relagdo a testemunha, dentro
do mesmo momento de avaliagdo, pelo teste de Dunnett aos niveis de significancia de 0,05 e 0,001
respectivamente. n.s: ndo significativo.

Figura 5. Severidade de Bipolaris maydis em plantas de milho da cultivar P1630H pulverizadas com agua
destilada, acibenzolar-s-metilico (ASM) a 25, 50 e 100 ppm, ou polissacarideo de babosa (PB) a 0,5; 1,5 ¢ 3,0
mg/mL 5 dias antes da inoculagdo com Bipolaris maydis (10° conidios/mL). A avaliagdo da severidade foi
realizada aos 10 e 15 dias apds a inoculacdo (DAI).

@ 10DAI @15DAI

100
n.s
S
i T 3 S

“E\
Agua ASM 25 ASMS50 ASM100 PBOS PB 1,5 PB 3.0

o)) oo
< <

SEVERIDADE (%)
o
=

[y
<
*

-

7

M¢édias seguidas por asteriscos (*) apresentam diferenga significativa em relagao a testemunha, dentro do mesmo
momento de avaliagdo, pelo teste de Dunnett ao nivel de significancia 0,05. n.s: ndo significativo.
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6.1.2 Influéncia dos modos de preparo de PB

Nos dois experimentos seguintes, avaliou-se a influéncia dos modos de preparo do PB
sobre a severidade da mancha de bipolaris. Na cultivar BM3063, PB (aplicado a 0,75; 1,5 ¢ 3,0
mg/mL aos 3 dias antes da inoculagdo) nao reduziu a severidade da doenga nos dois momentos
de avaliacdo, independentemente do tempo e temperatura de aquecimento do polissacarideo
durante seu preparo (Figura 6). Algo similar ocorreu na cultivar P1630H utilizando PB e PBR,
aplicados 5 dias antes da inoculacao das plantas, ou seja, os polissacarideos aquecidos a 50 ou
100°C durante 15 a 30 min, ¢ mesmo sob autoclavagem (120°C por 20 min), nao reduziram a

doenga, quando utilizados na dose de 1,5 mg/mL (Figura 7).

6.1.3 Efeito das fracoes polissacaridicas de shiitake

Com a finalidade de se explorar o potencial indutor das fragdes polissacaridicas de
shiitake (PS1 e PS2), diferentes doses (3 e 5 mg/mL) foram pulverizadas em ambas as cultivares
de milho (P1630H e BM3063) com intervalos de tempo de 3 e 5 dias entre a aplicacdo ¢ a
inoculacdo das plantas com B. maydis.

Na cultivar P1630H, somente PS1 (aplicado a 3 e 5 mg/mL aos 3 dias antes da
inoculagdo) assim como sua aplicagdo em mistura a PS2 (a 3 mg/mL) reduziram a severidade
da doenca (61%) no segundo momento de avaliagdo (Figura 8). Ja para a cultivar BM3063
ambas as fracdes (aplicadas a 3 e 5 mg/mL aos 3 ou 5 dias antes da inoculacdo) reduziram a
severidade da doenga nos dois momentos de avaliagdo (66%). Por outro lado, a aplicagdo
conjunta de PS1 e PS2 (a 3 mg/mL) no segundo momento de avaliagdo ndo apresentou redugao

da doenga (Figura 9).



38

Figura 6. Severidade de Bipolaris maydis em plantas de milho da cultivar BM3063 pulverizadas com 4gua destilada ou fragao polissacaridica de babosa (PB a 0,75; 1,5 ¢ 3,0
mg/mL) autoclavada (aut.) ou submetida a diferentes tempos de aquecimento (15 ¢ 30 min.) na temperatura fixa de 50°, aos 3 dias antes da inoculagdo com Bipolaris maydis

(10° conidios/mL). A avaliagio da severidade foi realizada aos 10 e 15 dias apds a inoculagio (DAI).
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Figura 7. Severidade de Bipolaris maydis em plantas de milho da cultivar P1630H pulverizadas com agua destilada, polissacarideo de babosa (PB) ou polissacarideo de babosa
fragdo rosa (PBR) a 1,5 mg/mL. As fragdes foram autoclavada (aut.) ou submetidas a diferentes tempos (15 e 30 min.) e temperaturas (50 e 100°C) de aquecimento e pulverizadas
5 dias antes da inoculagdo com Bipolaris maydis (103 conidios/mL). A avaliagdo da severidade foi realizada aos 5 e 10 dias ap0s a inoculagdo (DAI).
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Figura 8. Severidade de Bipolaris maydis em plantas de milho da cultivar P1630H pulverizadas com agua destilada, polissacarideo de babosa (PB) a 3,0 mg/mL, ou com os
polissacarideos de shiitake (PS1 e PS2) a 3,0 e 5,0 mg/mL, em intervalos de tempo (IT) de 3 ou 5 dias antes da inoculagio com Bipolaris maydis (10° conidios/mL). A
avaliac@o da severidade foi realizada aos 5 e 10 dias apds a inoculagdo (DAI).
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Médias seguidas por um ou dois asteriscos (*) apresentam diferenga significativa em relagéo a testemunha, dentro do mesmo momento de avaliagéo, pelo teste de Dunnett aos
niveis de significancia de 0,05 e 0,001 respectivamente. n.s: ndo significativo.

Figura 9. Severidade de Bipolaris maydis em plantas de milho da cultivar BM3063 pulverizadas com agua destilada, acibenzolar-s-metilico (ASM) a 250 ppm, ou com os
polissacarideos de shiitake (PS1 e PS2) a 3,0 e 5,0 mg/mL, em intervalos de tempo (IT) de 3 ou 5 dias antes da inoculagio com Bipolaris maydis (10° conidios/mL). A
avaliagdo da severidade foi realizada aos 5 e 10 dias apds a inoculagdo (DAI).

60 O5SDAI B 10DAI

N
(=]

SEVERIDADE (%)

vl
o

n.s
n.s
*
*k L
e ok *k - e F PP ok ok P . o
* 3k ok e sfe i LR i ok EE £

[] M ™ = | ] I = ) I B =

Agua ASM 250 PSI1 3.0 PS2 3.0 PS15.,0 PS2 5.0 PS1 e PS2 3,0 PBePS23,0 PSI1 3.0 PS2 3.0 PS15.,0 PS2 5.0 PS1 e PS2 3,0 PBePS23,0
IT: 5 Dias IT 3 Dias

Meédias seguidas por um ou dois asteriscos (*) apresentam diferenga significativa em relagdo a testemunha, dentro do mesmo momento de avaliagdo, pelo teste de Dunnett aos
niveis de significancia de 0,05 e 0,001 respectivamente. n.s: ndo significativo.
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6.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

Para o material P1630H, a fracdo PS1 ndo promoveu alteracao na atividade enzimatica
da GPX e FAL (Figura 10A, B). Contudo a fragdo PS2 promoveu acréscimo significativo (60%)
na atividade enzimatica de GPX 3 dias apds sua aplicagdo (Figura 10C). Assim como o aumento
significativo (200%) da atividade enzimatica da FAL trés dias ap6s o confronto com B. maydis
(Figura 10D).

No material BM3063 também nao houve alteragdes na atividade enzimatica da GPX e
FAL, quando aplicado a fracdo PS1 (Figura 11A, B). Ja a fragao PS2, nesse material, ndo ativou
a GPX (Figura 11C) mas promoveu o aumento significativo (100%) na atividade enzimatica da

FAL também aos 3 dias apds o confronto com B. maydis (Figura 11D).

Figura 10. Média da atividade enzimatica de guaiacol peroxidase (A e C) e fenilalanina amodnia-liase (B e D), em

diferentes momentos apds o tratamento com as diferentes fragcdes de polissacarideos de shiitake (PS1 e PS2), na

dose de 3,0 mg/mL, aplicadas na cultivar PI630H. A seta indica o momento da inoculagdo do patégeno (3 dias

apos a aplicagdo dos produtos).
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Figura 11. Média da atividade enzimatica de guaiacol peroxidase (A e C) e fenilalanina amonia-liase (B e D), em
diferentes momentos apds o tratamento com as diferentes fragdes de polissacarideos de shiitake (PS1 e PS2), na
dose de 3,0 mg/mL, aplicadas na cultivar BM3063. A seta indica 0 momento da inoculagdo do patdgeno (3 dias
apos a aplicagdo dos produtos).
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7 DISCUSSAO

A ativagdo dos mecanismos de defesa das plantas por meio de elicitores exogenos, de
natureza bidtica ou abiotica, vem sendo amplamente estudada como manejo alternativo por seus
impactos ambientais reduzidos. A resisténcia sistémica adquirida (SAR) ¢ um dos fendmenos
de indugdo de resisténcia j4 conhecidos em plantas tendo o acido salicilico (AS) um papel
fundamental na sinalizagdo, assim como na ativacao local e sistémica de defesa e possivelmente
na regulagio da morte celular (STEINER & SCHONBECK, 1995; DEMPSEY, SHAH &
KLESSIG, 1999).

O acibenzolar-S-metilico (ASM) é um analogo sintético ao AS, influenciando
diretamente nesta via de sinaliza¢ao de defesa, promovendo o aumento de espécies reativas de
oxigénio (ROS), reacdo de hipersensibilidade (HR) e a expressdo de proteinas PR nas plantas
tratadas (ZULUAGA, VEGA-ARREGUIN & FRY, 2013). Atualmente tal principio estd
presente na composi¢io de produtos comerciais como o Bion®, registrado para uso contra 29
doengas, duas delas envolvendo monocotiledoneas: o mildio da cebola, causado Peronospora
destructor € o oidio no trigo, cujo o agente causal ¢ o fungo Blumeria graminis f. sp. tritici.

Especificamente em milho, Morris et al. (1998) relataram a inducao de resisténcia a
mildio (Peronosclerospora sorghi) quando sementes foram previamente tratadas com ASM.
Aplicado sob condi¢des de campo, ASM promoveu a redugao da severidade de doencas como
a mancha branca (P. ananatis) e mancha de turcicum (E. turcicum) mas nao reduziu a
severidade da cercosporiose (Cercospora spp.) NEUMANN et al., 2016; BARROS, 2011). No
atual estudo, contra B. maydis em milho, ASM também nao foi eficiente,

A forma de colonizagdo dos patdgenos influencia a via de transdugdo de sinal ativada,
conforme demonstrado em Arabidopsis, com patdogenos biotréficos induzindo respostas de
defesa através da via de sinalizagdo de acido salicilico e patdgenos necrotroficos através da via
do 4cido jasmonico e etileno (HALIM et al., 2006). Em milho, esse tipo de resposta também
parece acontecer ja que a aplicacdo de ASM, produto relacionado a via do acido salicilico, ndo
foi eficiente para conter B. maydis, um fungo necrotréfico, corroborando com esses dados,
Ziemann et al. (2018) observaram o aumento da suscetibilidade a patdogenos necrotréficos
(Botritys cinerea) em milho apds a aplicagdo de um peptideo apopléstico (Zipl) extraido de
folhas previamente tratadas com AS.

A fragdo polissacaridica de babosa contém predominantemente acemanana e pectina,
os quais poderiam funcionar como elicitores similares aos conhecidos como DAMPs (padroes

moleculares associados a danos), os quais sdo gerados pela acdo de enzimas de fitopatogenos
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sobre a parede celular vegetal. Oligogalacturonideos foram reportados como capazes de ativar
respostas de defesa como a produgdo de ROS, acumulo de fitoalexinas e de proteinas de defesa
(MINJARES-FUENTES et al., 2018; HOU et al., 2019).

Os polissacarideos de babosa recentemente demonstraram eficiéncia na indugado de
resisténcia em patossistemas bacterianos como, Xanthomonas gardneri — tomate e
Xanthomonas fragariae — morangueiro, ativando enzimas como peroxidase, superoxido
dismutase, polifenoloxidase e fenilalanina amdnia-liase somado ao acimulo de perdxido de
hidrogénio e incremento no teor de flavonoides (LUIZ, NETO & DI PIERO, 2015; LUIZ et al.,
2017). Foi observada uma influéncia dos modos de preparo desses polissacarideos sobre o
controle da bacteriose em tomateiro, onde o aquecimento da fracao polissacaridica a 100°C por
30 min promoveu maior nivel de reducgao na severidade da doenga em relagao ao polissacarideo
ndo aquecido, sugerindo que ocorreu a quebra em mono e oligossacarideos com maior atividade
elicitora (LUIZ et al., 2012). Por conta desse resultado, adotou-se o aquecimento de PB a 100°C
por 30 min como procedimento padrdo no atual estudo.

Os resultados de PB contra bacterioses contrastam com os obtidos para o fungo B.
maydis, pois este polissacarideo ndo foi eficiente na redugdo da severidade da doenga,
independente do modo como havia sido previamente preparado. A acemanana apresenta
carateristicas como baixa solubilidade e hidrofobicidade (MOREIRA et al., 2008;
CHOKBORIBAL et al., 2015), dificultando sua travessia pela parede celular, a qual ¢ composta
de 60% de agua (VORWERK, SOMERVILLE & SOMERVILLE, 2004; PETTOLINO et al.,
2012). Dessa maneira esse polissacarideo pode ndo estar chegando até as proteinas de percepgao
presentes na membrana celular, e acabar permanecendo na superficie foliar servindo como fonte
de acucar para B. maydis, patdgeno necrotrofico, o que explicaria o aumento na severidade da
doenca observado em um dos experimentos.

Por outro lado, as fragdes polissacaridicas de shiitake utilizada no presente trabalho
(PS1 e PS2) foram efetivas na reducdo da severidade da mancha de bipolaris e na ativacao de
enzimas de defesa em milho. Chihara et al. (1970) caracterizaram como lentinana (glucana de
cadeia longa) uma fra¢do de shiitake precipitada com etanol na propor¢ao de 3:1, sendo
sugerido aqui algo que poderia ser proximo a composi¢cdo do PS1. Ja a fracdo PS2 poderia
representar glucanas de menor tamanho molecular pois foi precipitada a uma proporcao de
etanol maior do que a primeira fracao (XU et al., 2014).

Balmer et al. (2013) sumarizaram os casos de sucesso de inducdo de resisténcia em
monocotiledoneas relatando até entdo a existéncia de quatro proteinas de percep¢do em arroz

(FLS2, CEBiP, CERKI1 e Xa21) capazes de reconhecerem padrdes microbianos como flagelina,
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quitina e aminoacidos. Para o milho hd somente a hipotese de uma proteina receptora
possivelmente relacionada a compostos volateis liberados em processos de herbivoria.

Assim, recentemente, Wanke et al. (2020) elucidaram a diferenca da percepcao de -
1,3 glucanas de cadeias longas e curtas entre gramineas e dicotiledoneas. As gramineas
reconheceram glucanas de cadeias longas e curtas, enquanto dicotiledoneas somente as de
cadeias longas. Isso pode estar relacionado com a diferenga na composi¢ao da parede celular
entre gramineas e dicotiledoneas, onde plantas como cevada, arroz, sorgo e trigo apresentam
ligagcdes com glucanas B-1,3 de modo constitutivo em suas paredes.

O PSI no presente trabalho foi efetivo na reducdo da severidade de B. maydis em
ambas as cultivares de milho, mas sem promover aumentos nas atividades de enzimas de defesa
nos momentos avaliados (até¢ 72h apds a inoculagdo), o que poderia ser explicado por se tratar
de um polimero de maior peso molecular. A degradacdo de PS1 na superficie foliar geraria um
efeito a longo prazo através da formacao de oligossacarideos que poderiam ser reconhecidos
como elicitores.

A possivel diferenga nos tamanhos das fragdes também explicaria o fato da fragao PS2
ter sido efetiva na ativagdo da GPX para o P1630H e FAL em ambos os materiais, pois seu
menor tamanho facilitaria a passagem pela parede celular, ligagdo aos receptores, e ativagao de
defesa a curto prazo. O aumento da atividade de FAL (200% - 100%) nas cultivares tratadas
com PS2, 72h apds o desafio com o patdogeno, pode estar relacionado com o aumento de
compostos antioxidantes e de precursores da lignina como o élcool p-cumarilico, 4lcool
sinapilico e alcool coniferilico. Esses precursores poderiam contribuir com a regulagdo de ROS
para niveis que nao resultem em HR e para o fortalecimento da parede celular (LATTANZIO
et al., 2006; PANDEY et al., 2017).

Dessa forma, dos elicitores avaliados, o acibenzolar-S-metilico ¢ a fragdo
polissacaridica da babosa ndo apresentaram consisténcia na reducdo da mancha de bipolaris
enquanto que os polissacarideos de shiitake foram efetivos para as duas cultivares de milho,
com a fragdo de menor tamanho ativando enzimas de defesa (GPX e FAL) nos primeiros dias
apos a inoculagdo das plantas.

Os resultados obtidos no presente estudo podem também apresentar potencial de uso
junto a cultivares de milho crioulo que por possuirem maior variabilidade genética podem ter
um arsenal de genes de defesa maior a ser potencialmente ativado. Contribuindo além disso
com a utilizacdo de substancias menos nocivas ao meio ambiente, a saide e alimentagdo
humana, algo fundamental para se garantir a seguranga alimentar dentro da propriedade de

agricultura familiar.
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8 CONCLUSAO

O polissacarideo de shiitake demonstra potencial de uso no manejo da mancha de B.
maydis no milho para ambas as cultivares promovendo a ativagdo das enzimas guaiacol

peroxidase e fenilalanina amonia-liase, relacionadas a defesa das plantas.
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ANEXO A

Curva padrao de Albumina de Soro Bovino (BSA) para determinagdo de proteinas totais.
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Curva padrio do Acido Trans-cindmico (ATC) para determinagio da atividade da FAL.
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