UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO
CAMPUS UNIVERSITARIO DE SINOP
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Ambientais

ATIVIDADE ANTIFUNGICAE lNDUC}AO DE FITOALEXINAS POR EXTRATOS
DE GLANDULAS DE ANFIBIOS

LIVIA DEICE RAASCH FERNANDES

Sinop, Mato Grosso
Marco, 2017



LIVIA DEICE RAASCH FERNANDES

ATIVIDADE ANTIFUNGICAE 1NDUCAO DE FITOALEXINAS POR EXTRATOS
DE GLANDULAS DE ANFIBIOS

Orientadora: Profé. Dra. Solange Maria Bonaldo
Co-orientador: Prof. Dr. Domingos de Jesus Rodrigues

Dissertacdo apresentada ao Programa de Poés
Graduagdo em Ciéncias Ambientais da
Universidade Federal de Mato Grosso, Campus
Universitario de Sinop, como parte das exigéncias
para a obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias
Ambientais.

Area de concentracdo: Biodiversidade

Sinop, Mato Grosso
Marco, 2017



Ficha Catalografica

Dados Internacionais de Catalogacio na Fonte.

Rllla Raasch Fernandes, Livia Deice.
Atividade antifiingica e inducio de fitoalexinas por extratos de glindulas
de anfibios [ Livia Deice Raasch Fernandes. -- 2017
%1, 53 zil: 30 em.

Orientadora: Solange Maria Bonaldo,

Co-orientador: Domingos de Jesus Rodrigues,

Dissertaciio (mestrado) - Universidade Federal de Mato Grosso, [nstituto
de Ciéncias Naturais, Humanas e Sociais, Programa de Pos-Graduacio em
Ciéncias Ambientais, Sinop, 2017.

Inclui bibliografia.

1. Doenca. 2. Inibiclo. 3. Sintese. 4. Biomoléculas. 1. Titulo.

Ficha catalogrifica elaborada automaticamente de acordo com os dados formecidos pelofa) autor{a),

Permitida a reproducio parcial ou total, desde que citada a fonte.



Sinopse:

Estudou-se inducdo de fitoalexinas e proteinas-PR e, atividade antiflngica por extratos de
secrecdes de anfibios.

Aspectos como producdo de fitoalexinas em cotilédones de soja, hipocétilos de feijao e
mesocotilos de sorgo, atividade enziméatica em cotilédones de soja, crescimento micelial,

esporulacdo e germinagdo de conidios de patégenos foram avaliados.
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RESUMO

A classe Amphibia possue secre¢des cutaneas constituidas de uma variedade de substancias
com fungdo de protegdo contra microrganismos e de predadores maiores. Estas substancias sdo
basicamente sintetizadas pelo metabolismo do proprio animal e tem atraido a atencdo de
pesquisadores pelo potencial ainda desconhecido. Portanto, os objetivos deste trabalho foram
avaliar o efeito dos extratos brutos metandlicos obtidos a partir de secre¢des cutaneas de dois
géneros da familia Bufonidae, PRG (espécie 1) e PRM (espécie 2) na inducéo de fitoalexinas
em cotilédones de soja, hipocotilos de feijdo e mesocatilos de sorgo, atividade enzimatica em
cotilédones de soja e, a acdo sobre isolados de Fusarium solani, Fusarium udum,
Macrophomina phaseolina, Colletotrichum truncatum, Aspergillus flavus, Rhizoctonia solani
e Calonectria pseudometrosideri. Utilizou-se concentragdes de 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 e 0,5 mg/mL
dos extratos de secrecOes da espécie 1 (PRG) e espécie 2 (PRM). Para os ensaios de fitoalexinas,
aplicou-se como controle negativo (agua estéril) e controle positivo (Saccharomyces cerevisiae
20%) e, para atividade antifangica como controle negativo (agua estéril) e controle positivo
(fungicidas pyraclostrobina+metconazol e azoxistrobina+ciproconazol). Os ensaios de
producdo de fitoalexinas foram realizados em triplicata e os dados foram expressos em
absorbancia (Abs) por grama de tecido fresco (gtf). Na atividade enzimética foram utilizados
cotilédones apos ensaios de producdo de fitoalexinas. Nos ensaios de atividade antifungica
avaliou-se crescimento micelial (CM), producdo de microesclerddios, esporulagdo (PIE),
germinacdo de conidios (PIG) e formacdo de apressérios (PIA). Com base nos resultados dos
extratos na sintese de fitoalexinas constatou-se que o extrato das secrecfes da espécie PRG
proporcionou efeito supressor sobre producédo de gliceolina na cultivar de soja TMG 132 RR e
ndo apresentou acdo sobre as cultivares TMG 4182 convencional e Monsoy 8372 IPRO. Para
0 extrato de secrecGes de PRM, as cultivares de soja, TMG 132 RR e Monsoy 8372 IPRO,
apresentaram inducdo nas concentragdes 0,1 e 0,2 mg/mL e 0,2 mg/mL, respectivamente. Em
hipocétilos de feijdo, o extrato de secreces da espécie PRG ndo potencializou producéo de
faseolina. Para a especie PRM, houve sintese de faseolina na concentragdo 0,3 mg/mL em dois
bioensaios realizados. Os extratos ndo apresentaram atividade fitoalexinica em mesocétilos de
sorgo. Nos ensaios de atividade enzimatica, observou-se indugdes do de secre¢es de PRG na
atividade das enzimas peroxidases, polifenoloxidases e teor de proteinas totais na cultivar de
soja TMG 132 RR. No extrato da espécie de PRM houve acdo indutora na atividade de
peroxidases e polifenoloxidases nas cultivares de soja Monsoy 8372 IPRO e TMG 132 RR,
respectivamente. A atividade de fB-1,3-glucanases nas cultivares de soja TMG 132 RR e
Monsoy 8372 IPRO é reduzida conforme aumento na concentracdo dos extratos de secregdes
das espécies PRG e PRM, respectivamente. Quanto aos ensaios em fitopatdgenos, o extrato de
secre¢des da espécie PRG apresentou redu¢do no CM e IVCM de F. udum, F. solani, A. flavus
e M. phaseolina em algumas concentragdes. As concentragdes 0,1 e 0,2 mg/mL deste extrato
induziram o CM e IVCM de C. pseudometrosideri. No extrato de secrecdes de PRM, a
concentragdo 0,5 mg/mL, em C. truncatum apresentou menor IVCM. Em relagéo ao PIC e a
esporulacdo, o extrato de secrecdes de PRG, obteve inibicdes em A. flavus, nas concentracdes
0,1 e 0,5 mg/mL. A produgdo de microesclerddios de R. solani foi reduzida nas concentracoes
0,2 e 0,3 mg/mL do extrato de secrecdes da espécie PRM. Em relagdo a PIA, no extrato de
secre¢des cutaneas de PRG, houve inibi¢bes de 85 a 99%, enquanto em PRM, 63 a 100%. Os
resultados obtidos neste estudo apresentam efeitos promissores com aplicagdo de secregdes
cutaneas de espécies de anfibios, demonstrando atividade elicitora e fungitoxica. Estudos
complementares que possam distinguir os compostos que possuem estas agdes devem ser
realizados.

PALAVRAS-CHAVE: Secregdes cutaneas; Atividade antimicrobiana; Metabolitos de defesa;
Biomoléculas.
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ABSTRACT

The class Amphibia have skin secretions consist of a variety of substances with protective
function against microorganisms and larger predators. These substances are basically
summarized by metabolism of the animal itself and has attracted the attention of researchers by
the potential still unknown Therefore, the aim of this study was to evaluate the effect of crude
extracts metandlicos obtained from skin secretions of two genera of the family Bufonidae, PRG
(species 1) and PRM (species 2) in the induction of phytoalexins in soybean cotyledons and
hypocotyl of beans and sorghum mesocotyls, enzyme activity in soybean cotyledons and, the
action on isolates of Fusarium solani, Fusarium udum, Macrophomina phaseolina,
Colletotrichum  truncatum, Aspergillus flavus, Rhizoctonia solani e Calonectria
pseudometrosideri. We used concentrations of 0.1; 0.2; 0.3; 0.4 and 0.5 mg/mL of extracts of
secretions of the species 1 (PRG) and species 2 (PRM). For the testing of phytoalexins, it was
applied as a negative control (sterile water) and a positive control (Saccharomyces cerevisiae
20%) and, for antifungal activity as a negative control (sterile water) and a positive control
(fungicides pyraclostrobina+metconazole and azoxystrobin + cyproconazole). The tests for the
production of phytoalexins were performed in triplicate and the data were expressed as
absorbance (Abs) per gram of fresh tissue (gtf). In the enzymatic activity were used cotyledons
after testing of production of phytoalexins. In the trials of antifungal activity was evaluated in
mycelial growth (MG), production of microesclerddios, sporulation (PIS), conidial germination
(SGA) and appressorium formation (P1A). Based on the results of the extracts in the synthesis
of phytoalexins showed that the extract of the secretions of the species PRG provided
suppressive effect on production of gliceolina in soybean cultivar TMG 132 RR and showed no
action on the cultivars TMG 4182 conventional and Monsoy 8372 IPRO. For the extract of
secretions of PRM, the soybean cultivars, TMG 132 RR and Monsoy 8372 IPRO, showed
induction at concentrations of 0.1 and 0.2 mg/mL and 0.2 mg/mL, respectively. In hypocotyl
of beans, the extract of secretions of the species PRG is not increased production of faseolina.
For the species PRM, there was a synthesis of faseolina the concentration 0.3 mg/mL in two
bioassays performed. The extracts showed no activity in fitoalexinica sorghum mesocotyls. In
the trials of enzymatic activity, we observed the Inductions of secretions of PRG in the activity
of enzymes peroxidases and polyphenoloxidases and content of total protein in soybean cultivar
TMG 132 RR. The extract from the species of PRM there was action induces the activity of
peroxidases and polyphenoloxidases in soybean cultivars Monsoy 8372 IPRO and TMG 132
RR, respectively. The activity of B-1.3-glucanases in soybean cultivars TMG 132 RR and
Monsoy 8372 IPRO is reduced as the increase in the concentration of the extracts of secretions
of the species PRG and PRM, respectively. As for the trials in plant pathogens, the extract of
secretions of the species PRG showed a reduction in the MG and IVCM of F. udum, F. solani,
A. flavus and M. phaseolina in certain concentrations. The concentrations 0.1 and 0.2 mg/mL
of extract induced the MG and IVCM of C. pseudometrosideri. In the extract of secretions of
PRM, the concentration 0.5 mg/mL, in C. truncatum presented minor IVCM. In relation to PIG
and sporulation, the extract of secretions of PRG, inhibitions in A. flavus, at concentrations 0.1
and 0.5 mg/mL. The production of microesclerddios of R. solani was reduced at concentrations
of 0.2 and 0.3 mg/mL of extract of secretions of the species PRM. In relation to the sink, the
extract of skin secretions of PRG, there inhibitions from 85 to 99%, while in PRM, 63 to 100%.
The results obtained in this study show promising effects with application of skin secretions of
amphibian species, demonstrating phytoalexins activity and fungitoxic. Complementary studies
that can distinguish the compounds that have these actions should be performed.

KEY WORDS: Cutaneous secretions; Antimicrobian activity; Defense metabolites;
Biomolecules.
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INTRODUCAO GERAL

A agricultura no Brasil €, historicamente, uma das principais bases da economia do pais,
desde a colonizacdo até os dias atuais. A estimativa do ano de 2017 para safra nacional de
cereais, leguminosas e oleaginosas, segundo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE, 2017) é de, aproximadamente, 221,4 milhGes de toneladas, 20,3% em relacdo a safra
2016, com é&rea a ser colhida de 59,9 milhdes de hectares, apresentando acréscimo de 4,9%,
frente a &rea colhida em 2016.

O setor agricola no pais vem apresentando produtividade crescente, safras recordes e
contribuigdes estruturais para balanga comercial (GASQUES et al., 2014). O aumento da
produtividade contribuiu para competitividade e eficiéncia do agronegocio brasileiro e foram
alcancados gracas a uma verdadeira revolucdo tecnologica (BARROS; SILVA, 2004),
mostrando que se produz mais com menos recursos (GARCIA; VIEIRA JUNIOR, 2014).

Porém, Carvalho; Barcelos (2012) afirmam que estas novas tecnologias de cultivo e
aumento da &rea cultivada com plantas de interesse alimentar e industrial, aliados ao incremento
populacional, necessidade crescente de alimento e métodos de controle de doencas, podem
acarretar em problemas fitopatologicos.

O uso de defensivos agricolas também tem sido ferramenta importante na manutencao
da producdo agricola, bem como no controle de doengas em plantas (VENTUROSO et al.,
2010). A utilizagéo destas medidas de controle, baseadas apenas em aplicagdes de fungicidas,
podem propiciar selecdo de isolados do patdgeno insensiveis ao principio ativo, ocasionando
possiveis excessos de aplicacdes e acumulos, ainda, maiores de substancias tdéxicas no meio
ambiente (PERINA, 2014), forcando o homem a uma busca continua por novos agentes
quimicos (CARVALHO, 2012).

Além disso, 0 aumento da preocupacdo da populacdo no consumo de alimentos
saudaveis e a preservacdo do ambiente, tem tornado o uso de agentes quimicos uma pratica
questionavel (NASCIMENTO et al., 2016). Esta utilizacdo desenfreada de defensivos agricolas
comeca a ser repensada e as buscas por novas tecnologias voltadas a protecdo das plantas contra
agentes bidticos e abidticos tem ganhado novo impulso (CARVALHO, 2006).

A resisténcia induzida envolve ativacdo de mecanismos de resisténcia latentes nas
plantas em resposta ao tratamento prévio com agentes bi6ticos ou abiéticos (MULLER, 2015).
A inducdo de resisténcia pode ser realizada por diversas substancias elicitoras de defesa vegetal,
incluindo extratos de plantas medicinais e 6leos essenciais com propriedades antimicrobianas
e/ou indutoras de resisténcia (SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN, 2005), bem como
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extratos obtidos de basidiocarpos (DI PIERO et al., 2005), de leveduras como Saccharomyces
cerevisiae (PICCININ et al., 2005) e fungos saprobios (BOTREL, 2013).

Estes extratos de plantas ou de basidiocarpos podem ser utilizados no controle direto de
fitopatdgenos ou na ativacdo de mecanismos de defesa das plantas (ARRUDA et al., 2012),
pela inducdo de fitoalexinas, indicando presenga de compostos com caracteristicas elicitoras
(STANGARLIN et al., 2011a).

Plantas expostas ao agente indutor de resisténcia apresentam aumento na atividade de
rotas metabdlicas quando envolvidas na percepcdo da presenca de patdgenos em potencial,
permitindo sinalizacdo bioquimica & pontos distantes do sitio onde o sinal foi originado e, por
consequéncia, aumento nas atividades de enzimas envolvidas na sintese de compostos
antimicrobianos, tais como PR-Proteinas (MACAGNAN et al., 2008).

A producéo de fitoalexinas € considerada um dos principais mecanismos de defesa das
plantas, estando diretamente associada a prevencdo da infeccdo por muitos patdgenos
(RIZZARDI et al., 2003). Sdo metabolitos secundarios, antimicrobianos, produzidos pela planta
em resposta a estresses fisicos, quimicos ou bioldgicos (STANGARLIN et al., 2011b). O modo
de acdo sobre fungos inclui granulacéo citoplasmatica, desorganizacdo dos contetdos celulares,
ruptura da membrana plasmatica e inibicdo de enzimas flngicas, refletindo na inibicdo da
germinacao e na elongacdo do tubo germinativo e reducdo ou inibicdo do crescimento micelial
(BRAGA, 2008).

As fitoalexinas possuem grande diversidade, sendo que mais de 300 tipos foram
caracterizados como pisatina em ervilha, gliceolina em soja, faseolina em feijdo e gossipol em
algodado (TAIZ; ZEIGER, 1998), entre diferentes classes de compostos quimicos, como
cumarinas, diterpenos, flavonoides e dioxiantocianidinas (CAVALCANTI et al., 2005). A
ativacdo de mecanismos de defesa, como acimulo de fitoalexinas em soja e sorgo, indicando
presenca de compostos com caracteristicas elicitoras nos extratos vegetais de diversas espécies,
foram observadas por Bonaldo et al. (2004); Franzener et al. (2007) e Matiello et al. (2016).

Alem da quantificacdo de fitoalexinas, a identificacdo da ativagdo de rotas de defesa
vegetal é importante para desenvolvimento de estratégias de defesa vegetal (GUIMARAES et
al.,, 2015). Na resisténcia induzida existe aumento da atividade de determinadas rotas
metabolicas especificas, dessa forma, o estado de indugdo de plantas expostas a agentes
indutores pode ser confirmado por meio da analise da atividade de algumas enzimas-chave
envolvidas na resisténcia de plantas contra patdgenos (MACAGNAN et al., 2008).

Entre essas enzimas, estdo quitinases, B-1,3-glucanases, fenilalanina amonia-liase
(FAL) (MAZARO et al. 2015) e peroxidases (PASCHOLATI et al., 2008), que podem atuar
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diretamente sobre o patdgeno, ou indiretamente, pela inducdo de resisténcia no hospedeiro
(STANGARLIN et al., 2011b). As alterac6es nas atividades dessas enzimas-chave permitem
acompanhar o estado de inducéo de resisténcia em plantas expostas a patdgenos (MACAGNAN
et al., 2008).

Extratos brutos aquosos ou 6leos essenciais tém mostrado potencial no controle de
fitopatdgenos por sua acdo fungitoxica direta, inibindo crescimento micelial e germinacdo de
esporos (SCHWAN-ESTRADA et al.,, 2008) de diferentes fitopatdgenos. Este controle
alternativo vem se destacando devido a diversidade de substancias bioativas, provenientes de
metabolitos secundarios de inimeras plantas (SILVA et al., 2010).

A inducdo de resisténcia em plantas e o controle alternativo de fitopatdgenos com
utilizacdo de substancias oriundas de extratos de plantas, 6leos essenciais e extratos obtidos a
partir de cogumelos e fungos saprobios, tem demonstrado resultados promissores.

A natureza exibe enorme variedade quimica, sendo capaz de criar estruturas complexas
e, muitas vezes, de dificil reproducdo em laboratério (PIMENTEL et al., 2015). Segundo
autores, na area farmacéutica, nos ultimos dois séculos, tem-se usado compostos quimicos de
ocorréncia natural tanto como principios ativos em si quanto como base para desenvolvimento
de novas moléculas.

Atualmente, no setor de defensivos agricolas, industrias altamente competitivas
investem em pesquisas, desenvolvimento e inovagao para atender exigéncias do ponto de vista
ambiental, de seguranca e qualidade dos alimentos e da continua necessidade de oferecer
solucdes para que o produtor possa continuar apresentando ganhos sucessivos de produtividade
e competitividade (BNDS, 2014). Segundo Phillips (2012), mesmo para grandes companhias,
que dispdem de portfolio de produtos bastante ampliado, ficou dificil encontrar algo mais
original.

Como pode-se observar, diversas alternativas podem ter efeito fungitoxico sobre
patdgenos e, pesquisas que possam desenvolver produtos com ingredientes ativos que
apresentem eficacia no controle de pragas e doencas sdo necessarias. Desse modo, se faz
necessario, o estudo da utilizagcdo de extratos obtidos de secre¢des animais que possa nos dar
alternativas inovadoras para diversos desafios do setor agricola.

Dentre esses animais, a classe Amphibia possue muitas glandulas de veneno na pele que
sdo utilizadas em sua defesa contra possiveis predadores. Entre eles, destacam-se membros,
pertencentes a familia Bufonidae que apresentam glandulas responsaveis pela sintese de
inimeros compostos quimicos, os quais conferem protecdo contra infeccdes por bactérias e

fungos.
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Estas glandulas produzem secre¢Ges, compostas por proteinas, aminas biogénicas
(dehidrobufotenina, N-metil-serotonina, serotonina e bufotenina) e esteroides principalmente
do tipo bufodienolideo (bufalina, helebregenina, marinobufagina, resibufogenina e
telocinobufagina) (FONTANA, 2012).

Cunha Filho et al. (2005), identificaram e isolaram dois desses esteroides,
marinobufagina e telocinobufagina, encontrados na secrecdo da parotoide da espécie Rhinella
rubescens Lutz (citada com Bufo rubescens), demonstrando sua fungdo antimicrobiana.
Entretanto, estes compostos possuem potencial ainda desconhecido, que necessitam de estudos
e pesquisas para analise de seus efeitos sobre fitopatdgenos, podendo ser utilizado pelas
indUstrias quimicas, como alternativa aos agroquimicos existentes ou na geracdo de novas
moléculas fungicidas.

Dessa forma, o trabalho teve como objetivos avaliar o efeito dos extratos brutos
metanolicos obtidos a partir de secre¢des cutaneas de anfibios anuros, PRG (espécie 1) e PRM
(espécie 2) na inducdo de fitoalexinas em cotilédones de soja, hipocétilos de feijao e
mesocotilos de sorgo, atividade enzimatica em cotilédones de soja e, a acdo sobre isolados de
Fusarium udum E.J. Butler, Mem., Fusarium solani (Mart.) Sacc., Colletotrichum truncatum
(Schwein.) Andrus & W.D. Moore, Aspergillus flavus Link, Rhizoctonia solani J.G. Kihn,
Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid. e Calonectria pseudometrosideri R.F. Alfenas, L.
Lombard, Crous & A.C. Alfenas.
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Secrecdes Cuténeas de Anfibios Anuros na Indugdo de Mecanismos de Defesa em Plantas

O uso de elicitores na inducdo de resisténcia em plantas pode gerar alteragdes metabdlicas como
producdo de fitoalexinas e mudancas na atividade enzimatica, conduzindo o hospedeiro a respostas de
defesa contra fitopatdgenos. Diversos sdo os elicitores com potencial de ativar estas respostas de defesa
guimica de natureza complexa em algumas plantas. As secre¢es cutaneas produzidas por anfibios
anuros possuem amplo espectro de atividade antibacteriana e antifingica e podem ser fonte de
compostos quimicos ainda ndo explorados na sintese de metabdlitos de defesa. Dessa forma, avaliou-se
0 potencial de extratos metanolicos de secre¢cdes cutaneas de duas espécies de anfibios da ordem Anura
encontrados no bioma amazénico, PRG (espécie 1) e PRM (espécie 2) na inducdo de fitoalexinas em
cotilédones de soja, hipocoétilos de feijdo e mesocoétilos de sorgo e, atividade enzimatica de f-1,3-
glucanase, peroxidases (POX), polifenoloxidases (PFO) e teor de proteinas totais em cotilédones de
soja. Os resultados demonstram que o extrato PRG proporcionou efeito supressor sobre producédo de
gliceolinas e, aumento na atividade das enzimas peroxidases, polifenoloxidases e no teor de proteinas
totais na cultivar na cultivar TMG 132 RR. Para o extrato PRM, as cultivares TMG 132 RR e Monsoy
8372 IPRO apresentaram inducdo nas concentragfes 0,1 e 0,2 mg/mL e 0,2 mg/mL, respectivamente.
Na atividade enzimatica, o extrato PRM induziu atividade especifica de peroxidases e polifenoloxidases
nas cultivares Monsoy 8372 IPRO e TMG 132 RR, respectivamente. A atividade de p-1,3-glucanases
nas cultivares TMG 132 RR e Monsoy 8372 IPRO ¢ reduzida conforme aumento da concentra¢do dos
extratos PRG e PRM, respectivamente. Verificou-se que em hipocétilos de feijdo, o extrato PRG ndo
potencializou a producéo de faseolinas. Para o extrato PRM houve sintese de faseolinas na concentragdo
0,3 mg/mL em dois bioensaios realizados. Os extratos ndo apresentaram inducdo na sintese de
deoxiantocianidinas em mesocétilos de sorgo. Os extratos de secre¢des cutdneas das duas espécies de
anfibios anuros tem acdo na producgdo de metabolitos de defesa em plantas.

Palavras-chave: Metabdlitos secundarios, sintese, elicitores, controle alternativo.

O uso de agrotoxicos tem sido ferramenta importante na manutengéo da produgdo agricola, bem como
no controle de doengas em plantas (Venturoso et al. 2010). A utilizagdo destas medidas de controle,
baseadas apenas em aplicagdes de fungicidas, podem propiciar selecdo de isolados de patdgenos
insensiveis ao principio ativo, ocasionando possiveis excessos de aplicacBes e acumulos, ainda, maiores
de substancias toxicas no meio ambiente (Perina 2014).

Alternativas de producdo de alimentos saudaveis sem residuos de agroguimicos, com menor impacto
possivel ao ambiente, de maneira econémica e socialmente sustentavel tem sido uma busca de varios
agricultores (Toledo et al. 2015). Assim, a inducdo de mecanismos de defesa latentes na prépria planta
tem sido considerado como forma de controle alternativo de doengas em substituicdo ao uso de
pesticidas (Stangarlin et al. 2010).

Esta inducdo de resisténcia é desencadeada em resposta a moléculas eliciadoras (ou elicitoras) que
podem ser de natureza bi6tica (como microrganismos vidveis ou inativados ou de origem natural, como
0s extratos de plantas medicinais) (Stangarlin et al. 2008) ou abiética de origem sintética, como &cido
aminobutirico, acido salicilico, acido jasmonico e acibenzolar-S-metil (Sobrinho et al. 2005).

Essa resposta de inducdo, pode incluir, por exemplo, acimulo de fitoalexinas (compostos toxicos aos
fungos e bactérias) (Carvalho 2012) e, proteinas relacionadas a patogénese (PR-proteinas), responsaveis
pelas maiores mudancas quantitativas nos teores de proteina solGvel durante as respostas de defesa
(Stintizi et al. 1993), protegendo a planta contra infec¢des subsequentes com patégenos.

As fitoalexinas apresentam natureza quimica variada, sdo antibidticos com baixa especificidade e seu
modo de acdo inclui diversos efeitos citoldgicos que culminam na inibigdo do crescimento ou morte do
patégeno (Pascholati et al. 2008), através da desorganizacdo dos conteldos celulares, ruptura da
membrana plasmatica e inibicdo de enzimas fungicas, podendo ocorrer proximos ao local da tentativa
de penetracdo (Peiter-Beninca et al. 2008).

As PR-proteinas sdo induziveis no hospedeiro em resposta a infeccdo por um patégeno ou por
estimulos abidticos, e podem estar correlacionadas com a resisténcia ndo especifica do hospedeiro ao
patogeno (Linthorst 1991). Entre essas enzimas, estdo quitinases, $-1,3-glucanases, fenilalanina amonia-
liase (FAL) (Mazaro et al. 2015) e peroxidases (Pascholati et al. 2008), que podem atuar diretamente
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sobre 0 patdgeno (inibi¢do do crescimento ou da germinacao de esporos do patégeno), ou indiretamente,
pela inducdo de resisténcia no hospedeiro (Stangarlin et al. 2011).

A inducdo de resisténcia em plantas com utilizacdo de indutores de resisténcia oriundos de extratos de
plantas, 6leos essenciais e extratos obtidos de basidiocarpos, tem demonstrado resultados promissores.
Entre estes estudos se destacam os de Guimaraes et al. (2015) que avaliaram potencial de preparados de
cavalinha (Equisetum sp.) na sintese de metabdlitos de defesa em cotilédones de soja (Glycine max) e
Telaxka et al. (2014) que observaram efeito de preparados homeopaticos de 6leo essencial de Eucalyptus
globulus na inducéo de faseolina em hipocoétilos estiolados de feijéo.

Matiello e Bonaldo (2013) obtiveram resultados com potencial elicitor, utilizando-se de extratos brutos
aquosos e tinturas das espécies medicinais Ruta graveolens, Origanum majorana e Baccharis trimera
em cotilédones de soja e mesocdtilos de sorgo. Matiello et al. (2016) também avaliaram extratos brutos
aquosos e tinturas das espécies das espécies florestais Hymenolobium petraeum, Qualea albiflora e
Corymbia citriodora com resultados na sintese de gliceolina em cotilédones de soja e
deoxiantocianidinas em mesocoétilos de sorgo.

Arruda et al. (2012) observaram potencial dos extratos aquosos dos basidiocarpos de Agaricus blazei,
Lentinula edodes e Pycnoporus sanguineus na inducdo de fitoalexinas em soja. O potencial indutor de
fitoalexinas também foi analisado com produtos a base de levedura Saccharomyces boulardii em
mesocétilos de sorgo e cotilédones de soja (Stangarlin et al. 2010).

Mazaro et al. (2012) observaram que os indutores quitosana e Acibenzolar-S-Metil sdo capazes de
atuar na resisténcia sistémica adquirida em morangueiro, ativando as PRs-proteinas B-1,3-glucanase e
quitinase. Paula et al. (2015), avaliando extrato e fracfes obtidas das folhas de Bauhinia ungulata,
observaram alteragdes na produgdo das enzimas o- amilase, peroxidase, catalase e polifenol oxidase em,
ao menos, uma das concentracdes testadas em plantulas de alface (Lactuca sativa). Curvélo et al. (2013)
constataram que o silicio (Si) tem efeito na atividade das enzimas peroxidases (POX), polifenoloxidases
(PFO), quitinases (QUI), B-1,3-glucanases (GLU) e fenilalanina aménia-liases (FAL), aumentando a
resisténcia em plantas de algodoeiro a mancha de ramuléria (Ramularia areola).

Como pode ser observado, diversas substancias podem apresentar acdo elicitora e a variada natureza
quimica dos elicitores demonstram que ndo ha uma caracteristica estrutural Unica que determine esta
atividade (Pascholati et al. 2008), podendo atuar de maneira sinérgica, pela atuagdo de dois ou mais
elicitores (Dixon e Lamb 1990). Dessa forma, vérias substancias precisam ser analisadas e seu potencial
elicitor testado.

Uma destas substancias, com potencial ainda desconhecido é a secrecdo cuténea produzida pelos
anfibios, especialmente nos sapos pertencentes a familia Bufonidae que apresentam glandulas
responsaveis pela sintese de grande diversidade de compostos quimicos. Essas substancias conferem
protecdo contra infecgBes por bactérias e fungos, bem como contra predadores. Dessa forma, buscou-se
avaliar o potencial de extratos metanolicos de secregdes cutneas de duas espécies de anfibios anuros
encontradas no bioma amazoénico, PRG (espécie 1) e PRM (espécie 2) na indugdo de fitoalexinas em
cotilédones de soja, hipocotilos de feijao e mesocoétilos de sorgo e, atividade enzimatica de B-1,3-
glucanases, peroxidases (POX), polifenoloxidases (PFO) e teor de proteinas totais em cotilédones de
soja.

MATERIAL E METODOS

Obtencao dos extratos metanolicos. As secrecfes cutaneas de duas espécies de anuros, PRG (espécie
1) e PRM (espécie 2), foram coletadas pela equipe de bidlogos da Universidade Federal de Mato Grosso
(UFMT), Campus Sinop (MT/ Brasil) sob coordenagdo do Prof. Dr. Domingos de Jesus Rodrigues
(Licenca de coleta do IBAMA n° 30034-1), secas em silica gel dessecante, extraido trés vezes em
metanol e evaporado em evaporador rotat6rio para obtencdo do extrato metandlico. Os extratos brutos
obtidos foram pesados, diluidos em agua estéril na concentragdo de 0,8 mg/mL e, submetidos a filtragem
em membrana Millipore® (0,22 um) para entdo serem diluidas nas concentracdes desejadas. Para os
tratamentos foram utilizadas concentracGes de 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 e 0,5 mg/mL do extrato metanoélico
(PRG e PRM), agua estéril (controle negativo) e Saccharomyces cerevisiae (20%) proveniente do
fermento comercial da Fleischmann® (controle positivo). Os ensaios foram realizados em triplicata
contendo sete tratamentos/ensaio e cinco repetigdes/tratamento.


http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/gcc-111448

22

Bioensaio de fitoalexinas em soja. Sementes de soja (Glycine max) foram selecionadas de acordo
com utilizacdo dos produtores da regido Central do Brasil. Apds selecdo das principais cultivares de
soja, optou-se por materiais genéticos distintos, Monsoy 8372 IPRO (transgénica RR2), TMG 132 RR
(transgénica RR1) e TMG 4182 (convencional) para verificar existéncia de variabilidade na resposta de
inducdo de gliceolina quanto ao genotipo da cultivar. Sementes das trés cultivares foram semeadas em
areia esterilizada e germinadas em temperatura ambiente. Apds periodo de sete dias, os cotilédones
foram destacados das plantulas, lavados em agua destilada, secos, pesados e cortados em sec¢do
aproximada de 1 mm de espessura e 6 mm de didmetro a partir da superficie inferior. Os cotilédones
foram pesados e alocados em placa de Petri com papel filtro umedecido com &gua estéril, com cinco
cotilédones para cada repeticdo. Sobre cada cotilédone foi aplicado uma aliquota de 75 pL de cada
tratamento. As placas de Petri foram mantidas a 25°C no escuro por 20 h. Passado o tempo estabelecido
os cotilédones foram transferidos para tubos de ensaio contendo 15 mL de agua estéril e deixados em
agitacdo por 1 h para extracdo da gliceolina e a absorbancia foi determinada a 285 nm (Ziegler e Pontzen
1982). Os dados foram expressos em absorbancia por grama de tecido fresco (Abs.gtf?). Apds esta
etapa, os cotilédones foram enrolados em papel aluminio e congelados a -20°C para avaliacdo de
atividade enzimética.

Bioensaio de fitoalexinas em feijdo. A determinacdo da indugéo de fitoalexinas em feijdo (Phaseolus
vulgaris) foi realizada conforme metodologia proposta por Dixon et al. (1983), com algumas
modificagdes. Sementes de feijdo (ANFc 9) foram desinfestadas em &gua sanitaria 1% durante cinco
minutos, lavadas em agua estéril, semeadas em areia esterilizada e mantidas no escuro em estufa. Ap6s
seis dias, foram cortados aproximadamente 5 cm dos segmentos de hipocotilos estiolados das plantulas,
lavados em agua estéril e secos em papel absorvente. Quatro segmentos de hipocétilo foram utilizados
para cada repeticdo, sendo transferidos para placas de Petri contendo papel filtro umedecido com &gua
estéril, aplicando-se aliquota de 1 mL de cada tratamento/repeticdo. As placas de Petri foram mantidas
a 25°C no escuro por 48 horas quando, os hipoc6tilos foram transferidos para tubos de ensaio contendo
10 mL de etanol e mantidos a 4°C por 48 horas. Ap0s este periodo, foram agitados por uma hora para a
extracdo da faseolina com absorbancia de 280 nm. Os dados foram expressos em absorbancia por grama
de tecido fresco (Abs.gtf?).

Bioensaio de fitoalexinas em sorgo. Sementes de sorgo (Sorghum bicolor), hibrido A9735R (Nidera),
tratadas com dicarboximida (Captan 200FS), foram desinfetadas em &gua sanitaria 1% durante 15
minutos, lavadas em agua estéril e embebidas em agua sob temperatura ambiente durante 24 horas. Ap6s
este processo as sementes foram enroladas em folhas de papel de germinagdo umedecidos e incubadas
no escuro a 28°C por aproximadamente 6 dias. As plantulas geradas ficaram expostas a luz por 4 horas
para paralisar a elongacdo dos mesocotilos. Os mesocétilos foram excisados e colocados em tubo de
ensaio (trés mesocotilos/repeticdo), contendo 1 mL de cada tratamento/repeticdo e, mantidos em camara
Umida a 25°C sob luz fluorescente por um periodo de 60 horas (Wulff 1997). Apds este periodo, foram
retirados dos tubos, a por¢do superior seca, pesada e cortada em pequenos segmentos. Estes segmentos
foram colocados em tubos para micro centrifuga contendo 1,4 mL de metanol 80% acidificado (0,1%
HCI; v/v) e mantidos a 4°C por 96 horas. A absorbancia para determinacéo de deoxiantocianidinas foi
realizada a 480 nm. Os dados foram expressos em absorbancia por grama de tecido fresco (Abs.gtf?).

Determinacdo da atividade de peroxidases. Os cotilédones foram maceradas em cadinho de
porcelana com auxilio de nitrogénio liquido, adicionando-se 4 mL de tampdo fosfato. O material
centrifugado a 14500 (SPEED) por 30 min, de 4 a 6°C. O sobrenadante das amostras foi retirado e
armazenado em congelador. A atividade da peroxidases foi determinada diretamente pela medida da
conversdo do guaiacol em tetraguaiacol, misturando 20 pL do extrato enzimatico a 2,9 mL de substrato
preparado com 80 uL de guaiacol e 122,4 pL de peréxido em 40 mL de tampao fosfato 0,01 M (pH 6,0)
(Lusso e Pascholati 1999). A atividade das peroxidases foi determinada a 30°C e realizada em
espectrofotdmetro a 470 nm, durante 2 mim em intervalos de 10 s. Os resultados de atividade especifica
foram expressos em unidade de absorbancia min™ mg™ de proteina. O teor de peroxidase foi determinado
conforme Bradford (1976).

Determinacéo da atividade de polifenoloxidases. A atividade de polifenoloxidases foi determinada
conforme Duangmal e Apenten (1999) com modificag¢fes, consistindo em quantificar a oxidagdo do
catecol convertido em quinona. O extrato enziméatico foi obtido com adi¢do de 12 mL de tampéao
polifenol e 0,0264 g de catecol, mantendo em banho-maria a 30°C por 30 min. O substrato foi composto
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por catecol, na concentragdo de 20 mM, dissolvido em tampéo fosfato de potassio 100 mM (pH 6,8). A
solugdo foi obtida com homogeneizagao de 980 pL do substrato e 20 pL. do extrato enzimatico. A reagdo
foi conduzida a temperatura de 30°C, acompanhada de leituras em espectrofotdmetro a 420 nm, de forma
direta por um periodo de 2 min. A determinacdo de proteinas foi feita segundo Bradford (1976) e
expressos em absorbancia mint mg de proteina.

Determinacgio da atividade de -1,3-glucanases. A atividade de p-1,3-glucanases foi realizada pela
quantificagdo de agUcares redutores liberados a partir da hidrolise do substrato laminarina pelo método
descrito por Vogelsang e Barz (1999). Utilizou-se 30 uL do extrato enzimatico juntamente com 120 pL
de tampao fostato de extracdo com adigdo de 150 pL de laminarina (2 mg/mL) em tamp&o fosfato de
sodio 0,01 M (pH 6,0). Como controle, utilizou-se a mesma reacdo, adicionando-se laminarina,
imediatamente antes da determinacao de agucares (sem incubagdo). A rea¢do foi conduzida a 40°C por
1 hora em banho-maria. Para isso, foi retirada uma aliquota de 30 pL dos tubos incubados e adicionado
1,5 mL de solucdo de hidrazida do acido p-hidroxibenzéico (PAHBAH) 0,5% em NaOH 0,5 M. A
mistura foi mantida a 100°C por 5 min e resfriada em banho de gelo. A leitura das absorbancias foi
realizada a 410 nm em espectrofotdmetro, descontando-se os valores de absorbéncia do branco. Para
determinacgdo de quantidade de acUcares, empregou-se curva-padrdo de concentracfes de glicose. Os
valores foram expressos em equivalente mg de glicose h™* mg proteina™.

Determinacao do teor de proteinas totais. Nas analises de proteinas totais empregou-se 0 método
proposto por Bradford (1976). O extrato enzimatico foi adicionado em tubos de ensaio juntamente com
o reagente Bradford, com 50 pL da amostra e 2,5 mL do reagente de Bradford, sob agitacdo em Vortex.
Como referéncia utilizou-se 50 puL de agua destilada e 2,5 mL de reagente Bradford. Apos cinco minutos
foi feita leitura em espectrofotdmetro com absorbancia a 595 nm. Os valores de absorbancia foram
plotados em curva padréo de concentra¢fes de albumina de soro bovino (ASB) de 0 a 4,0 mg/mL e a
concentragdo de proteinas expressa em mg proteina mL* de peso fresco.

Andlises estatisticas. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC)
e o0s dados analisados com auxilio do programa SISVAR 4.3 (SISVAR;
http://www.dex.ufla.br/~danielff/programas/sisvar.html). Para ensaios de fitoalexinas, os resultados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), aplicando-se teste F e, as médias comparadas pelo
teste de Scott-Knott (p<0,05). Na avaliacdo de atividade enzimética os resultados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA), aplicando-se teste F, e, quando significativos (p<0,05), realizou-se
andlise de regressdo, ajustando equacdes de regressdo (R2). O tratamento de S. cerevisiae foi utilizado
como padra de comparagdo para atividade especifica de cada cultivar.

RESULTADOS

Producéo de gliceolinas em cotilédones de soja. Para as cultivares Monsoy 8372 IPRO e TMG
4182 convencional, nos trés bioensaios, ndo houve producdo de gliceolinas nas concentragdes dos
extratos metandlicos de secrecOes cutaneas de PRG em relagdo ao controle negativo (Fig. 1A e 1C). Nas
duas cultivares o tratamento S. cerevisiae estimulou produgdo de gliceolinas. Para cultivar TMG 132
RR (Fig. 1B), nos bioensaios 1 e 3 houve inducéo de suscetibilidade nos cotilédones nas concentra¢es
0,1;0,2;0,5e0,1; 0,2; 0,3 mg/mL, respectivamente.

O extrato metanolico de secre¢des cutaneas da espécie 2 (PRM), no terceiro bioensaio obteve
diferenca significativa (p<0,05) na sintese de gliceolinas na concentracdo 0,2 mg/mL, na cultivar
Monsoy 8372 IPRO (Fig. 1D) e, nas concentracfes 0,1 e 0,2 mg/mL na cultivar TMG 132 RR (Fig. 1E),
comparado ao controle negativo. Na cultivar TMG 4182 convencional ndo houve efeito do extrato sobre
producdo de gliceolinas (Fig. 1F). Para todas cultivares, o tratamento a base de S. cerevisiae
proporcionou aumento significativo na sintese de gliceolinas.



6
5
£4
[ a
@ 3
N
Q a
g2 2
1 Tbpb bb ppb bpb Phb pbb
b bb b bb p
0 =l - =l - =l m
0 sC 01 02 03 04 05
Tratamentos
A
6 a
5
£ 4
(@]
83
0 a
gz
1 pby by pby bbb pbp pby
o | M fm B ol Sm Bm
0 sC 01 02 03 04 05
Tratamentos
C
6
5
o 4
=3 aad
&
21,
1 b e bb? bb® bbe bb, bbg
N - i im
0 sCc 01 02 03 04 05
Tratamentos
E Bioensaio 1 mBioensaio 2 mBioensaio 3

24

6
5
s 4
=) a
Ln
g 3 al
22
1 {bpb Cbc Cbc b’ bbb Cbb
o L ul b
0 SC O,l 0,2 03 04 0,5
Tratamentos
B
6
5
£4
D
Ln
o]
<2 2 .
b b b
171 b, be Pbb Ppe be b
0 sC 01 02 03 04 05
Tratamentos
D
6
5
4
[ a
g2
éz
b b
1 |bP bp b°p bb, bPy bby
o | e e e o e R
0 sC 01 02 03 04 05

Tratamentos
F Bioensaio 1 mBioensaio 2 ™ Bioensaio 3

Fig. 1. Producéo de gliceolinas dos trés bioensaios em cotilédones de soja submetidos a diferentes concentragdes
de PRG e PRM (0,1; 0,2; 0,3; 0,4 e 0,5 mg/mL), agua estéril (0) e Saccharomyces cerevisiae (SC). Cultivares
submetidas ao extrato secrecdes cutaneas de PRG (espécie 1): A, Monsoy 8372 IPRO. B, TMG 132 RR. C, TMG
4182 convencional. Cultivares submetidas ao extrato secre¢@es cutaneas de PRM (espécie 2): D, Monsoy 8372
IPRO. E, TMG 132 RR. F, TMG 4182 convencional. Mesmas letras ndo diferem significativamente pelo teste de
Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. Dados transformados em (x + 1)%°.

Atividade especifica de peroxidases de guaiacol (POX). O extrato metanolico de secre¢Bes
cutaneas de PRG apresentou diferenca (p<0,05) na atividade de peroxidases de guaiacol nos
cotilédones da cultivar TMG 132 RR (Fig. 2B). Nota-se que houve maior atividade enzimatica
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na concentracdo 0,5 mg/mL do extrato. As demais concentracfes demonstraram reducfes na
sintese desta proteina em relagdo a agua estéril (controle negativo). Ndo houve acéo
significativa na ativacao de peroxidases nas cultivares TMG 4182 convencional e Monsoy 8372
IPRO ndo havendo ajuste satisfatorio dos dados (Fig. 2A e 2C). No tratamento a base de S.
cerevisiae houve maior atividade de peroxidases de guaiacol na cultivar TMG 4182
convencional.

Quanto ao extrato metandlico de secre¢des cutaneas da espécie 1 (PRM), a cultivar Monsoy
8372 IPRO apresentou resposta de inducdo significativa na atividade enzimética de peroxidases
de guaiacol (Fig. 2D), exibindo tendéncia linear crescente em relagdo as concentracdes. Os
teores de atividade de POX foram maiores nas concentragdes 0,2 e 0,5 mg/mL do extrato
diferenciando-se dos demais tratamentos. As demais cultivares ndo apresentaram diferenca
significativa nos tratamentos testados, ndo havendo ajuste dos dados (Fig. 2E e 2F). S.
cerevisiae apresentou maior atividade de POX em relacdo aos demais tratamentos nos
cotilédones da cultivar TMG 132 RR.
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Fig 2. Atividade especifica de peroxidases (POX) nas cultivares TMG 132 RR, Monsoy 8372 IPRO e TMG 4182
convencional submetidas a diferentes concentra¢@es de PRG e PRM (0,1; 0,2; 0,3; 0,4 e 0,5 mg/mL), &gua estéril
(0) e Saccharomyces cerevisiae (SC). Cultivares submetidas ao extrato secre¢@es cutneas de PRG (espécie 1): A,
Monsoy 8372 IPRO. B, TMG 132 RR. C, TMG 4182 convencional. Cultivares submetidas ao extrato secre¢des
cuténeas de PRM (espécie 2): D, Monsoy 8372 IPRO. E, TMG 132 RR. F, TMG 4182 convencional.

Atividade especifica de polifenoloxidases (PFO). Em polifenoloxidases o extrato
metandlico de secrecdes cutaneas de PRG ativou sua producdo na concentrac¢do 0,5 mg/mL nos
cotilédones da cultivar TMG 132 RR, diferenciando-se dos demais tratamentos (Fig. 3B). As
concentragdes analisadas do extrato nas cultivares Monsoy 8372 IPRO e TMG 4182
convencional ndo foram significantes em relacdo a testemunha negativa (Fig. 3A e 3C). Os
cotilédones das cultivares Monsoy 8372 IPRO e TMG 132 RR expostos ao extrato metandlico
de secrecOes cutaneas de PRM (Fig. 3D e 3E) demonstraram atividade enzimaética de
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polifenoloxidases significativa entre os tratamentos (p<0,05). Na cultivar TMG 132 RR houve
maior producdo de atividade de polifenoloxidases na concentragdo 0,1 mg/mL. Para cultivar
TMG 4182 convencional ndo houve significancia entre os tratamentos nao sendo realizado o

ajuste dos dados (Fig. 3F).
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Fig 3. Atividade especifica de polifenoloxidases (PFO) nas cultivares TMG 132 RR, Monsoy 8372 IPRO e TMG
4182 convencional submetidas a diferentes concentra¢es de PRG e PRM (0,1; 0,2; 0,3; 0,4 e 0,5 mg/mL), 4gua
estéril (0) e Saccharomyces cerevisiae (SC). Cultivares submetidas ao extrato secre¢des cutaneas de PRG (espécie
1): A, Monsoy 8372 IPRO. B, TMG 132 RR. C, TMG 4182 convencional. Cultivares submetidas ao extrato
secre¢des cutaneas de PRM (espécie 2): D, Monsoy 8372 IPRO. E, TMG 132 RR. F, TMG 4182 convencional.
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Atividade especifica de p-1,3-glucanases. Com relagdo a atividade de B-1,3-glucanases sob o efeito
do extrato PRG, pode-se concluir que houve significancia na cultivar TMG 132 RR (Fig. 4B). Porém,
as concentragdes do extrato ndo tiveram efeito positivo sobre a¢do de -1,3-glucanases com diminui¢ao
na atividade desta enzima quando expostas ao extrato em relacdo a testemunha negativa. As demais
cultivares ndo demonstraram significancia entre os tratamentos e controle negativo (Fig. 4A e 4C). As
analises do extrato metandlico de secre¢des cutdneas de PRM evidenciam que houve significancia nos
tratamentos testados na cultivar Monsoy 8372 IPRO (Fig. 4A). No entanto, as concentracfes de PRM
apresentaram efeito redutor na sintese de p-1,3-glucanases quando comparado ao controle negativo ndo
havendo efeito benéfico com aplicacdo do extrato metandlico de secre¢des cutaneas de anfibios anuros
nos cotilédones. Os tratamentos nas cultivares TMG 132 RR e TMG 4182 convencional ndo
apresentaram diferenca significativa, ndo sendo necessario o ajuste dos dados (Fig. 4B e 4C).
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Fig 4. Atividade especifica de p-1,3-glucanases nas cultivares TMG 132 RR, Monsoy 8372 IPRO e TMG 4182
convencional submetidas a diferentes concentra¢des de PRG e PRM (0,1; 0,2; 0,3; 0,4 e 0,5 mg/mL), &4gua estéril
(0) e Saccharomyces cerevisiae (SC). Cultivares submetidas ao extrato secre¢des cutaneas de PRG (espécie 1): A,
Monsoy 8372 IPRO. B, TMG 132 RR. C, TMG 4182 convencional. Cultivares submetidas ao extrato secre¢des
cutaneas de PRM (espécie 2): D, Monsoy 8372 IPRO. E, TMG 132 RR. F, TMG 4182 convencional.

Teor de proteinas totais. Para teor de proteinas totais o extrato metanolico de secrecdes cutaneas de
PRG foi significativo nas cultivares de soja Monsoy 8372 IPRO e TMG 132 RR (Fig. 5A e 5B). Ndo
foram verificadas diferengas no teor de proteinas totais na cultivar de soja TMG 4182 convencional
(Fig. 5C). Observa-se que, em ambas as cultivares Monsoy 8372 IPRO e TMG 132 RR, concentragdes
menores alcancaram maiores teores de proteinas de proteinas totais, 0,2 e 0,1 mg/mL, respectivamente.
Em relacdo a cultivar de soja TMG 132 RR destaca-se que o teor de proteinas totais, a partir da
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concentracdo 0,2 mg/mL, foi reduzido conforme aumento da concentragdo do extrato. Na avaliagéo da
concentracdo de proteinas totais com aplicacdo do extrato metanolico de secre¢des cutaneas produzidas
pela espécie 2 (PRM) ndo houve acréscimo nos tratamentos em nenhuma das cultivares analisadas (Fig.

5D, 5E e 5F).
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Fig 5. Teor de proteinas totais nas cultivares TMG 132 RR, Monsoy 8372 IPRO e TMG 4182 convencional
submetidas a diferentes concentracbes de PRG e PRM (0,1; 0,2; 0,3; 0,4 e 0,5 mg/mL), agua estéril (0) e
Saccharomyces cerevisiae (SC). Cultivares submetidas ao extrato secrecdes cutaneas de PRG (espécie 1): A,
Monsoy 8372 IPRO. B, TMG 132 RR. C, TMG 4182 convencional. Cultivares submetidas ao extrato secre¢des
cuténeas de PRM (espécie 2): D, Monsoy 8372 IPRO. E, TMG 132 RR. F, TMG 4182 convencional.
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Producao de faseolinas em hipocotilos de feijao e deoxiantocianidinas em mesocotilos de
sorgo. Na indugdo de faseolinas em hipocétilos de feijdo ndo houve resultados com efeito
significativo (p<0,05) nas concentracfes do extrato metandlico de secrecdes cutaneas da
espécie PRG (Fig. 6A) em relacdo a testemunha negativa. O tratamento positivo obteve acao
significativa na inducdo de fitoalexinas nos bioensaios 1 e 3 com producdo média de 1,75 e
1,53 Abs 280 gpfl. O extrato metandlico de secregbes cutdneas de PRM (espécie 2), no
bioensaio 2 (Fig. 6B) proporcionou aumento significativo na sintese de faseolinas em todas
concentragfes em comparacdo aos hipocétilos submetidos a agua estéril (controle negativo). A
concentracdo 0,3 mg/mL obteve maior capacidade de inducdo em relacdo as demais, com
valores médios de inducéo de 1,40 Abs 280 gpf, sequidas das concentragdes 0,4; 0,1; 0,2 e 0,5
mg/mL, com producio de 1,25; 1,23; 1,22 e 1,18 Abs 280 gpf*, que ndo alcancaram diferenca
entre si.

Pode-se verificar também, que a concentracdo 0,3 mg/mL do extrato metandlico de secrecdes
cutaneas de PRM, obteve resultados promissores no terceiro bioensaio com hipocétilos de
feijao, com inducio de 1,42 Abs 280 gpf?, apresentando diferenca estatistica em relagdo a
testemunha negativa, com inducdo média de 1,15 Abs 280 gpf?. O tratamento & base de S.
cerevisiae obteve maiores atividades na sintese de faseolinas nos trés bioensaios testados com
valores médios de inducio de 2,11; 2,40 e 2,44 Abs 280 gpf, diferenciando-se estatisticamente
dos demais.

Os tratamentos a base de extratos de secre¢@es cutdneas de PRG (espécie 1) e PRM (espécie
2) nao apresentam efeito na inducdo da sintese de deoxiantocianidinas em mesocétilos de sorgo
ndo diferindo da testemunha negativa testada (Fig. 6C e 6D).
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Fig. 6. Producéo de faseolinas em hipocotilos de feijéo e deoxiantocianidinas em mesocétilos de sorgo submetidos
a diferentes concentragdes de PRG e PRM (0,1; 0,2; 0,3; 0,4 e 0,5 mg/mL), &gua estéril (0) e Saccharomyces
cerevisiae (SC). A, Hipocotilos de feijdo submetidos ao extrato PRG. B, Hipocétilos de feijdo submetidos ao
extrato PRM. C, Mesocotilos de sorgo submetidos ao extrato PRG. D, Mesoco6tilos de sorgo submetidos ao extrato
PRM. Mesmas letras ndo diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
Dados transformados em (x + 1)%°.
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DISCUSSAO

Producdo de gliceolinas em cotilédones de soja. A supressao de fitoalexinas demonstrada na
producdo desses metabdlitos de defesa na cultivar de soja TMG 132 RR, proporcionada pelo extrato de
secregdes cutdneas da espécie 1 (PRG), provavelmente, deve-se ao fato do gene da planta reconhecer
este extrato como indutor de suscetibilidade. Esta resposta diferenciada pode estar relacionada a
modifica¢des no genoma da cultivar, que possui insercéo de transgenes tolerantes a herbicidas a base de
glifosato, Round up Ready® (RR). Esta modificacdo no material genético pode ter influenciado a
habilidade da cultivar em reconhecer a substancia como elicitora. Isto ocorre porque 0s mecanismos de
defesa das plantas sdo mediados pelos genes R (Elvira et al. 2008).

De acordo com Flor (1971), com base em estudos genéticos, elaborou a teoria gene-a-gene onde, o
alelo de aviruléncia (Avr) codifica uma molécula elicitora que é reconhecido por um receptor especifico
(codificado pelo alelo R) na planta hospedeira (Flor 1971). Segundo o autor, o reconhecimento da
molécula elicitora inicia uma rota de transducédo de sinais que ativam genes envolvidos na resposta de
hipersensibilidade. Se o patdgeno ndo possuir o0 gene de aviruléncia, este ndo seré reconhecido pelo
hospedeiro, resultando em interagdo compativel (suscetibilidade). Esta teoria € interpretada pelo modelo
receptor-ligante que, bioquimicamente, prediz que as proteinas do gene R de plantas reconhecem
diretamente as proteinas Avr do patgeno (Van der Biezen e Jones 1998), acionando o sistema de defesa
das plantas. Pode-se inferir que a capacidade das plantas em reconhecer e responder a um patdgeno ou,
no caso em questdo, o extrato de PRG, é o que diferencia suscetibilidade e resisténcia de uma interag&o.

Inducdo de atividade enzimatica em cotilédones de soja. A reducdo nos niveis de sintese de
peroxidases de guaiacol (POX) em algumas concentragdes do extrato PRG evidenciaram inducéo de
suscetibilidade nos cotilédones das cultivares de soja. Supressdo na atividade de peroxidases em
cotilédones de soja, empregando extratos de compostos provenientes da diversidade biologica, também
foi relatada por Peiter-Beninca et al. (2008) que observaram inibicdo na atividade enzimatica utilizando
extratos diclorometanico e etanélico de basidiocarpos de Pycnoporus sanguineus. Stangarlin et al.
(2011) afirmam que mudancas na atividade das peroxidases tém sido frequentemente correlacionadas a
resposta de resisténcia ou suscetibilidade em diferentes patossistemas. Esta resposta diferenciada quanto
a defesa vegetal, esta relacionada as peroxidases serem consideradas componentes de resposta inicial da
defesa de plantas contra o ataque de patégenos (Tuzun 2001). Além disso, estas enzimas estdo integradas
a varios processos fisiologicos na planta, tais como a lignificacdo, catabolismo de auxinas, suberizacéo,
formacé&o e reticulacdo de componentes da parede celular e senescéncia (Nascimento e Barrigossi 2014),
demonstrando a importancia desta enzima no estado de inducéo de defesa vegetal.

A resposta positiva na atividade polifenoloxidases (PFO) com extrato metandlico de secrecoes
cutaneas PRG em cotilédones da cultivar de soja TMG 132 RR, evidencia a importancia dos resultados
apresentados, uma vez que, estas enzimas estdo envolvidas nas rea¢fes de imunidade, biossintese de
componentes da planta, extravasamento de radicais livres de tecidos fotossintetizantes (Heimdal et al.
1994), controle dos niveis de oxigénio no cloroplasto e sintese de compostos fenolicos (Vaughn e Duke,
1984). Esta mesma cultivar de soja (TMG 132 RR), obteve no extrato PRM maior producdo de
polifenoloxidases na concentracdo 0,1 mg/mL. Quanto a atividade de polifenoloxidases na cultivar de
soja TMG 4182 Convencional, os resultados observados demonstram diminui¢do na acdo desta enzima
nas concentracdes testadas do extrato, em relacdo a testemunha negativa.

Os resultados demonstrados pela cultivar de soja TMG 132 RR para o extrato PRM, revelaram maior
atividade de polifenoloxidases na menor concentracdo (0,1 mg/mL). Possivel explicacdo para este
resultado é ocorréncia do efeito hormese, que refere-se a um fenémeno de dose-resposta distinguido por
estimulacdo a baixa dosagem e inibigdo em alta dosagem (Brennecke et al. 2015). Em hormese, a relagéo
dose-resposta é geralmente caracterizada por dose-resposta bifésica, plotada em gréficos como curvas
dose-resposta em formato de “U” invertido ou “J”” (Almeida et al. 2002). Basicamente, segundo 0 mesmo
autor, no efeito hormético, a atividade bioldgica desenvolvida numa faixa de concentragdo plasmatica é
abolida quando a dose é reduzida abaixo do limite inferior da curva dose-resposta, mas torna a se
manifestar em concentragdes muito mais reduzidas. Assim, pressupfe-se que a exposicdo dos
cotilédones desta cultivar de soja a menor concentracdo do extrato PRM induziu a sintese de
polifenoloxidases, enquanto altas doses ndo obtiveram mesmo efeito.
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A reducdo na atividade especifica de -1,3-glucanases observada nas concentragdes do extrato PRG,
sugere efeito negativo no estado de inducdo dos cotilédones, diminuindo a sinalizacdo de respostas de
defesas mais eficientes nas plantas tratadas. Isto ocorre porque, B-1,3-glucanases sdo enzimas que
hidrolisam f-1,3-glucana, principais polimeros componentes da parede celular de fungos tendo,
portanto, acdo tdxica direta sobre esses patdgenos (Resende et al. 2007), desempenhando papel
importante na defesa da planta. A supressdo na atividade desta enzima com uso de elicitores, também
foi observada por Lima Melo et al. (2016), ao aplicarem indutores de resisténcia abiéticos, fosfito de
célcio, fosfito de cobre, Agro-Mos®, silicato de calcio, Biopirol® e Bion® em frutos de abacaxizeiro,
descrevendo menor atividade de B-1,3-glucanase em relacdo a testemunha (agua esterilizada), assim
como demonstrado neste estudo.

As respostas de aumento no teor de proteinas totais em menores concentra¢des do extrato PRG nos
cotilédones das cultivares de soja TMG 132 RR e Monsoy 8372 IPRO, demonstradas neste estudo
confirmam que 0s compostos quimicos presentes no extrato podem originar dose-resposta bifasica. A
cultivar TMG 132 RR apresentou este mesmo efeito, quanto ao extrato PRM, em relacdo a atividade
especifica de polifenoloxidases demonstrando efeito hormético, onde, uma caracteristica bioldgica é
estimulada por subdoses ou baixas doses de um composto, porém inibida por altas doses do mesmo
(Calabrese e Baldwin, 2000).

Os dois extratos avaliados (PRG e PRM) demonstraram desempenhos distintos quanto a sintese de
gliceolinas nas cultivares de soja testadas (TMG 132 RR e Monsoy 8372 IPROQ), assim como, ha
atividade enzimatica e teores de proteinas. Esta ocorréncia pode estar relacionada ao material genético
das cultivares testadas. A cultivar de soja TMG 4182 convencional ndo exibiu producéo de gliceolinas
e ndo apresentou significancia quanto a atividade enzimatica em cotilédones submetidos aos extratos
PRG e PRM. Estes resultados demonstram que a cultivar de soja TMG 4182 convencional (nédo-
transgénica), que possui apenas melhoramento genético, ndo reconhece os extratos como elicitores.

As outras cultivares de soja apresentaram respostas diferentes quanto a inducdo de metabdlitos de
defesa sob influéncia dos extratos. Possivelmente, a modificagdo nos genotipos destas cultivares, podem
favorecer o reconhecimento dos extratos PRG e PRM como indutor. TMG 132 RR pertence ao primeiro
grupo de cultivares transgénicas (RR1), com tecnologia que confere a soja resisténcia ao glifosato e,
Monsoy 8372 IPRO, pertencente ao grupo de cultivares transgénicas de segunda geracdo (RR2) com
tecnologia que, além de conferir a soja tolerancia ao glifosato, possui transgenes de resisténcia as
principais lagartas da cultura da soja

Por outro lado, os extratos analisados originam-se de secrecfes cutaneas de duas espécies distintas
com variagao nos compostos quimicos de defesa, podendo ter efeito indutor ou supressor de gliceolinas
e outros metabolitos de defesa. Toledo e Jared 1995; Clarke 1997 citam que, determinados anuros,
compartilham as mesmas adaptacdes defensivas de glandulas granulosas (também conhecidas como
glandulas de veneno) e, secretam substancias similares, geralmente pertencentes a quatro categorias de
compostos: aminas biogénicas, alcaloides, esteroides e proteinas.

Porém, esses compostos quimicos de defesa possuem enorme complexidade envolvida quanto a
origem evolutiva e ecoldgica (Berenbaum 1995), possuindo varia¢do na quantidade, na estrutura e nas
moléculas secretadas de acordo com a espécie e com a regido corporal (Duellman e Trueb 1994; Clarke
1997; Pough et al. 2003; Jared et al. 2009). No veneno secretado pelas espécies PRG e PRM, podemos
encontrar quantidades relevantes de esteroides, principalmente do tipo bufodienolideo, entre eles:
bufalina, helebregenina, marinobufagina, resibufogenina e telocinobufagina (Fontana 2012).

Producao de faseolinas em hipocotilos de feijao e deoxiantocianidinas em mesocétilos de
sorgo. Nao ha relatos de atividade indutora de defesas em plantas de feijdo por secrecBes
cutaneas de anfibios, espera-se que esses resultados cooperem para desencadear estudos sobre
0 tema. As inducgdes descritas, em sua maioria, estdo relacionadas a preparados a base de
plantas. Indugdes estas, como descrita por Barcelos (2015) que avaliando a atividade elicitora
dos oleos essenciais de Cymbopogon citratus e Rosmarinus officinalis, observou sintese de
faseolinas em hipocdtilos de feijdo. O mesmo efeito indutor sobre producéo desses metabolitos
de defesa foi observado por Oliveira et al. (2011) que analisaram preparados homeopaticos de
Corymbia citriodora na indugéo de faseolinas em hipocétilos estiolados de feijoeiro.
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Em mesocaétilos de sorgo, apesar dos resultados com secrecfes cutaneas dos anfibios anuros
estudados ndo alcancarem efeitos promissores, a acdo indutora de fitoalexinas em sorgo com
utilizacdo de compostos de origem natural, como extratos de plantas e basidiocarpos, tem sido
relatadas por alguns autores. Meinerz et al. (2014) e Peiter-Beninca et al. (2008) obtiveram
resultados significativos, ao testarem decocto de Adiantum capillus-veneris e extratos de
basidiocarpos de P. sanguineus, respectivamente, na inducdo de resposta fitoalexinica em
mesocotilos estiolados de sorgo. Utilizando-se extratos etandlicos de prépolis, Baldin et al.
(2013) também alcancaram efeitos positivos na inducdo de fitoalexinas em mesocotilos de
sorgo.

Os mecanismos de acdo de inducdo de fitoalexinas por secre¢des cutaneas de anfibios ainda
sdo desconhecidos. Possivelmente, os extratos analisados ndo possuam acdo indutora de
fitoalexinas em sorgo pela falta de ativagdo dos genes requeridos para sintese de
deoxiantocianidinas. Uma hipdtese que também deve ser considerada, esta relacionada a
composicdo do extrato. Tratando-se de extrato bruto de secregcdes cutaneas, a associacao de
compostos quimicos, podem exercer acdo interferente sobre sua atividade quando comparados
ao uso de sua forma isolada. Estes efeitos s&o semelhantes aos demonstrados em estudos
fitoterapicos, com substancias que podem ter seu potencial reduzido na presenca de outros,
podendo suprimir a acdo de compostos indutores de metabdlitos de defesa. Além disso,
pressupde a existéncia de diversos receptores com os quais as moléculas dos elicitores devem
interagir para induzir fitoalexina, os quais devem ser especificos, uma vez que em muitos casos,
podem discriminar entre moléculas ativas e inativas estruturalmente similares (Pascholati et al.,
2008).
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Atividade in vitro de extratos metanoélicos de secre¢des cutaneas de
anfibios sobre fitopatdgenos

Resumo: A variedade de biomas reflete elevada diversidade bioldgica brasileira, abrigando,
entre outras, uma riqueza de espécies de anfibios especialmente da ordem Anura. Estes
anfibios possuem mecanismos bioquimicos de defesa derivados da secrecdo cutanea de
moléculas bioativas com potencial antimicrobiano. Portanto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito in vitro de extratos metandlicos de secrecBes cutaneas de duas espécies de
anfibios da ordem Anura, PRG (espécie 1) e PRM (espécie 2), no controle de Fusarium
udum, Fusarium solani, Colletotrichum truncatum, Aspergillus flavus, Rhizoctonia solani,
Macrophomina phaseolina e Calonectria pseudometrosideri. Avaliou-se crescimento
micelial, producdo de microesclerodios, esporulacdo, germinacdo de conidios e inibicdo de
apressorios. O extrato da espécie PRG (espécie 1) reduziu crescimento micelial dos
patdgenos F. udum, F. solani, A. flavus e M. phaseolina em algumas concentrac@es testadas.
As concentragdes 0,1 e 0,2 mg/mL deste extrato induziram crescimento micelial de C.
pseudometrosideri. A concentracdo 0,5 mg/mL do extrato de PRM (espécie 2) em C.
truncatum apresentou menor velocidade de crescimento micelial. Em A. flavus, as
concentracdes 0,1 e 0,5 mg/mL, apresentaram inibicdes no crescimento semelhantes ao
controle quimico (controle positivo). A producdo de microesclerddios de R. solani foi
reduzida nas concentracdes 0,2 e 0,3 mg/mL do extrato PRM. Os efeitos inibitérios do
extrato de PRM (espécie 2) foram menores que os valores observados em PRG (espécie 1).
Na esporulacdo e germinacdo de conidios, 0s extratos apresentaram percentuais de inibicdo
diversos. Quanto a inibicdo de formacdo de apressorios em C. truncatum, no extrato PRG
houve inibicdes de 85 a 99%, enquanto nas concentracdes de PRM, 63 a 100%. Os resultados
demonstrados ressaltam a importancia de estudos com secrecfes cutaneas de anfibios de
espécies amazonicas sobre o desenvolvimento de fitopatdgenos como possibilidade para
obtencdo de novas moléculas fungicidas.

Palavras-chave: inibicdo; atividade antimicrobiana; conidios; moléculas bioativas.
1. Introducéo

Os defensivos agricolas possuem importante papel nas atividades do setor, sendo
responsaveis por manter a produtividade nas Gltimas décadas e, foram introduzidos como
tentativa de prevenir e eliminar pragas e doencas para aumentar eficiéncia econémica do
processo [1]. Diante disso, o setor agricola brasileiro tem sido grande mercado para industria
mundial de defensivos agricolas [2].

A industria de defensivos agricolas, tanto em termos globais como locais, caracteriza-
se por ser altamente concentrada e por utilizar a inovacdo como principal estratégia
competitiva [3]. Porém, esta inovacdo tecnologica precisa estar adaptada a exigéncias do
mercado, com pesquisa e desenvolvimento de produtos que atendam as necessidades do
ponto de vista ambiental, de seguranca e qualidade dos alimentos e da continua obrigacao
de oferecer solugdes para que o produtor possa continuar apresentando ganhos sucessivos
de produtividade e competitividade [2]. Dessa forma, mesmo para grandes companhias, que
dispdem de portfélio de produtos bastante ampliado, ficou dificil encontrar algo mais
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original [4] com desenvolvimento de produtos com ingredientes ativos que apresentem
eficacia no controle de pragas e doencas.

Diversos estudos tem se dedicado a busca de novas substancias para desenvolvimento
de produtos inovadores a partir da biodiversidade, demonstrando que a importancia
econdmica dos recursos naturais € crescente, com potencial cientifico e tecnolégico. Porém,
0 Brasil esta perdendo a oportunidade de ser o Pais com maior biodiversidade do mundo,
onde a instalacdo de pesquisas em regides estratégicas, poderia gerar conhecimentos
necessarios para que a biodiversidade brasileira seja conhecida e aproveitada plenamente

[5].

Vérios trabalhos desenvolvidos com compostos obtidos a partir de plantas da flora
nativa, tem apresentado acdo fungitoxica direta, inibindo germinacdo de esporos e
crescimento micelial dos fitopatdgenos ou pela inducédo de fitoalexinas, indicando presenca
de compostos com caracteristicas elicitoras [6]. Portanto, a pesquisa de espécies nativas
torna-se importante para descoberta de novas substancias que sejam mais eficazes no
controle de espécies de fungos que ameacam a producdo de inimeras culturas [7].

Além das espécies nativas vegetais, avaliacdes relacionadas a utilizacdo de secre¢des
produzidas pelos animais pode nos dar alternativas inovadoras para controle de pragas e
doencas, buscando substancias com toxicidade baixa, acdo rapida e amplo espectro de
atividade antimicrobiana. Estas secre¢fes podem conter venenos que sao utilizados por
alguns animais como defesa quimica na natureza. Nos anfibios em geral, esses compostos
sdo basicamente sintetizados pelo metabolismo do préprio animal [8].

Essa defesa quimica em anfibios representa um conjunto de adapta¢des defensivas que
atuam na protecdo contra predadores, parasitas e microrganismos [9]. Essas adaptacdes,
apesar de comuns, possuem enorme complexidade envolvida quanto a origem evolutiva e
ecologica [10]. Entre os compostos quimicos de defesa, estdo mais de 850 alcaloides
divididos em mais de 20 classes estruturais, representando grande arsenal de defesa
distribuido em glandulas presentes na sua pele [11].

Os anfibios anuros (Anura), por exemplo, podem ser considerados o maior deposito
natural de compostos alcaloidicos do reino animal [12]. Além disso, as glandulas granulosas
em sua pele, também conhecidas como glandulas de veneno, séo responsaveis pela sintese e
armazenamento de diversidade de compostos quimicos com func¢des antibidticas [8,13]. Esse
veneno inclui mecanismos bioquimicos derivados da secrecdo de moléculas bioativas a partir
das glandulas dérmicas [14].

A composicdo deste veneno presente nestas secrecdes € um verdadeiro coquetel de
substancias com potencial ainda desconhecido, que necessitam de analises e pesquisas para
testar seus efeitos sobre fitopatdgenos, podendo ser utilizado pelas industrias quimicas como
alternativa aos agrogquimicos existentes ou mesmo na geracdo de novos fungicidas. Assim,
0 objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito in vitro de extratos metandlicos de secre¢des
cutaneas de duas espécies de anfibios da ordem Anura, PRG (espécie 1) e PRM (espécie 2),
no controle de Fusarium udum E.J. Butler, Mem., Fusarium solani (Mart.) Sacc.,
Colletotrichum truncatum (Schwein.) Andrus & W.D. Moore, Aspergillus flavus Link,
Rhizoctonia solani J.G. Kiihn, Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid. e Calonectria
pseudometrosideri R.F. Alfenas, L. Lombard, Crous & A.C. Alfenas.
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2. Resultados e discussao

De acordo com resultados para o extrato metandlico de secre¢des cutaneas de PRG
(espécie 1) houve diferenca significativa no crescimento micelial dos patégenos F. udum, F.
solani, A. flavus, M. phaseolina e C. pseudometrosideri, em relacdo a testemunha negativa
(Tabela 1). Considerando indice de crescimento micelial verificou-se valores significativos
nos tratamentos a base de extratos metandlicos de secre¢des cutaneas de PRG em F. udum,
F. solani, A. flavus, M. phaseolina e C. pseudometrosideri (Figura 1).
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Tabela 1. Crescimento micelial (CM) e indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) dos patégenos submetidos a diferentes concentragdes de extrato de secrecdes

cutaneas de PRG (espécie 1), agua estéril (controle negativo) e fungicidas: pyraclostrobina + metconazol™ e azoxistrobina + ciproconazol** (controle positivo).

Patogenos

Colletotrichum

Macrophomina

Calonectria

Tratamentos  Fusarium udum Fusarium solani truncatum Aspergillus flavus  Rhizoctonia solani phaseolina pseudometrosideri
CM IVCM CM IVCM CM IVCM CM IVCM CM IVCM CM IVCM CM IVCM

Agua estéril 6,60 ¢ 0,9c 7,18¢ 0,90 ¢ 6,30 a 0,53 a 6,78 ¢ 0,75¢ 6,48 b 2,16 b 7,94d 2,65¢ 5,88 a 0,42 a
Fungicida 1,37 a 0,20 a 3,56 a 0,45a 6,52 a 0,54 a 2,53 a 0,28 a 2,48 a 0,83 a 1,07 a 0,36 a 5,00 a 0,36 a
0,lmg/mL  6,62c 0,95¢ 571b 0,71b 6,33 a 0,53a 420b 0,47b 7,73b 2,58b 6,88 b 2,29b 6,64 b 0,47b
0,2mg/mL  6,74c 0,96 ¢ 5,96 b 0,75b 6,60 a 0,55a 599¢ 0,67c 8,06 b 2,69 b 7,53 ¢ 251c 7,36 b 0,53 b
0,3mg/mL  682c 0,97 ¢ 5,48b 0,69 b 6,37a 0553a 6,02 c 0,67 ¢ 7,64 b 2,55b 7,76 C 2,59 ¢ 5,04 a 0,36 a
0,4mg/mL  684c 098¢ 5,62b 0,70b 6,74 a 0,56 a 5,67 ¢ 0,63¢ 8,03b 2,68 b 7,92d 2,64c 523a 0,37 a
05mg/mL 521D 0,74 b 5,84b 0,73b 6,41a 0,53a 4,13b 0,46 b 8,19b 2,58b 8,10d 2,70¢c 492a 0,35a

Médias seguidas pelas mesmas letras, na coluna, ndo diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). Dados transformados em (x + 1)%5.

*Controle positivo utilizado nos ensaios de Fusarium udum, Fusarium solani, Colletotrichum truncatum, Aspergillus flavus, Rhizoctonia solani e
Macrophomina phaseolina.

** Controle positivo utilizado no ensaio de Calonectria pseudometrosideri.
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Fusarium udum

Fusarium solani

Colletotrichum truncatum

Aspergillus flavus

Rhizoctonia solani

Macrophomina phaseolina

Calonectria pseudometrosideri

Figura 1. Crescimento micelial das col6nias dos patégenos Fusarium udum, Fusarium solani,
Colletotrichum truncatum, Aspergillus flavus, Rhizoctonia solani, Macrophomina phaseolina e
Calonectria pseudometrosideri submetidos ao extrato de PRG (espécie 1). Agua estéril (A); Fungicida
(B); 0,1 mg/mL (C); 0,2 mg/mL (D); 0,3 mg/mL (E); 0,4 mg/mL (F) e 0,5 mg/mL (G).

Para o isolado de F. udum observa-se que a concentracdo 0,5 mg/mL apresentou
crescimento inferior ao demonstrado pelo controle negativo. A mesma concentracéo, 0,5
mg/mL., apresentou menor valor de IVCM, diferenciando-se do controle negativo. O mesmo
isolado foi avaliado por Donato [15] com extrato de secre¢des cutaneas da espécie (LB) da
ordem Anura, nas mesmas concentraces contidas neste trabalho, obtendo fungitoxicidade
in vitro no crescimento micelial do patégeno na concentracdo 0,2 mg/mL, demonstrando o
potencial de secrecdes de anfibios, mesmo quando utiliza-se extratos de secre¢des de
espécies diferentes.

Em geral, tanto a espécie LB quanto a espécie PRG, contém grande numero de
compostos biologicamente ativos presentes, incluindo aminas biogénicas, esteroides,
alcaloides, bufodienolideos, peptideos e proteinas. No entanto, como pode ser observado, o
estudo realizado por Donato [12] demonstrou reducdes significativas em menores
concentracdes (0,2 mg/mL) diferindo dos resultados demonstrados neste ensaio, onde a
maior concentracdo, 0,5 mg/mL obteve menores estimagdes de IVCM. Apesar das duas
espécies apresentarem compostos biologicamente ativos semelhantes, o resultado pode ser
atribuido a composicdo da secrecdo que evoluiu independentemente nos diferentes grupos
de anfibios de acordo com sua interacdo com meio ambiente [16] variando de forma
qualitativa e quantitativa entre espécies [11].

No patdégeno F. solani, houve menor crescimento micelial e IVCM independente da
concentracdo do extrato de glandulas cutaneas de PRG em comparacéo ao controle negativo.
No IVCM, o patdgeno apresentou indices significativos nas concentragdes 0,1; 0,2; 0,3; 0,4
e 0,5 mg/mL, quando comparados a agua estéril. Menor IVCM foi observado no controle
positivo (pyraclostrobina + metconazol) diferindo dos demais tratamentos.
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Pode-se observar que o extrato apresenta efeito fungitdxico no desenvolvimento do
isolado de F. solani, uma vez que, foram obtidos resultados satisfatorios a partir das menores
concentracdes. Com a utilizacdo de extratos vegetais existem Vvarios relatos de atividade
fungitdxica em relacdo ao patdgeno F. solani. Ao testar extratos bruto aquoso de partes de
plantas obteve-se resultados satisfatorios na inibicdo do crescimento micelial com o uso de
extrato botdo floral de cravo-da-india (Syzygium aromaticum L.) [17].

Em relacdo ao isolado A. flavus, as concentracdes 0,1 e 0,5 mg/mL do extrato reduziram
crescimento e IVCM do patdgeno, diferenciando-se da &gua estéril. Estes resultados vem
unir-se a diversas pesquisas empregando controle alternativo do género Aspergillus sp. P.
Micheli ex Haller. Contudo, em sua maioria, estes estudos estdo relacionados ao uso de
extratos vegetais, como extrato aquoso de alho (Allium sativum L.) no controle de
Aspergillus niger Tiegh., apresentando potencial fungitoxico sobre crescimento micelial e
esporulacao [18].

Os géneros Fusarium sp. Link e Aspergillus sp. também foram avaliados por Mossini
[19] ao utilizar extratos e residuos de folhas de nim (Azadirachta indica A. Juss) alcancando
resultados satisfatdrios, mostrando seus efeitos fungitoxicos e fungistaticos. A atividade
antimicrobiana demonstradas nos estudos empregando cravo-da-india, alho e nim € atribuida
aos diversos metabolitos secundérios bioativos produzidos pelas plantas.

Os compostos presentes nestas espécies vegetais variam, podendo ser: terpenos
(eugenol), sesquiterpenos e derivados de fenilpropano (cravo-da-india); compostos volateis,
compostos sulfurados, carboidratos, proteinas, sais minerais e vitaminas (alho); e, a classe
dos produtos naturais conhecidos por triterpenos, mais especificamente limonoides, acidos
graxos livres e tocoferdis (nim). Alguns destes grupos de compostos sao semelhantes aos
encontrados no extrato metanolico de secrecBes cutaneas da espécie PRG, podendo
apresentar efeitos equivalentes na atividade fungitoxica.

Quanto ao patégeno M. phaseolina, observou-se reducdo no crescimento da colénia nas
concentracdes 0,1; 0,2 e 0,3 mg/mL, em relacdo a testemunha tratada com agua estéril.
Porém, menor desenvolvimento do micelio foi observado na concentragcdo 0,1 mg/mL,
diferindo das demais concentracfes. No IVCM de M. phaseolina, obteve-se reducdes com
significancia nas concentragdo 0,1 mg/mL.

Muitos sdo os estudos que sugerem efeito fungicida de substancias de produtos naturais
nativos, entretanto, nem sempre esses resultados adotam mesma tendéncia. Pode-se observar
no patdégeno M. phaseolina que, concentracdes menores alcancaram efeito fungitoxico no
desenvolvimento da col6nia, enquanto, 0 mesmo ndo ocorreu com concentragdes maiores.
Provavelmente, por se tratar de extrato bruto, com varios compostos que possuem efeitos
similares ou associacao destes compostos, inibiram crescimento do patégeno nas menores
concentragoes.

E provavel que a diferenca de comportamento frente as concentragdes do extrato
relaciona-se ao efeito hormese onde ha manifestacdo de um fenémeno de dose-resposta
distinguido por estimulagéo a baixa dosagem e inibicdo em alta dosagem [20]. Os resultados
com perfil hormético apresentam curva dose-resposta bifésica em forma de “U” invertido,
com supressdao no desenvolvimento da atividade bioldgica numa faixa de concentragdo
plasmatica quando a dose é reduzida abaixo do limite inferior da curva dose-resposta, mas
torna a se manifestar em concentragdes muito mais reduzidas [21].

Com base no crescimento micelial e IVCM do isolado C. pseudometrosideri, constatou-
se que o extrato metandlico de secrecdes cutaneas da espécie PRG, nas concentracfes 0,1 e
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0,2 mg/mL provocaram maior desenvolvimento da colénia quando comparados a agua
estéril. Este fato pode estar associado a presenca de compostos que possuem tanto atividade
antifingica, como também compostos que estimulam crescimento dos patégenos [22].
Segundo os autores, quantidade e longevidade destes compostos, assim como relagdo
existente entre estes, podem resultar em determinados momentos, em maior ou menor
inibicdo dos fitopatdgenos.

Avaliando uso do extrato metandlico de secre¢des cutaneas da especie PRM (espécie
2), verificou-se que ndo houve reducdo em relacdo ao crescimento micelial dos fitopatégenos
em comparacdo a testemunha negativa (Tabela 2). Na presenca do fungicida (controle
positivo) os isolados de F. udum, F. solani, A. flavus, R. solani e M. phaseolina,
apresentaram crescimento significativo menor que os demais tratamentos (Figura 2).

Os patdgenos C. truncatum e C. pseudometrosideri ndo apresentaram reducdes no
crescimento micelial na presenca do fungicida, ndo diferindo dos demais tratamentos. C.
pseudometrosideri também ndo apresentou diferenca nos valores de IVCM. Em ambos os
ensaios de desenvolvimento micelial de C. pseudometrosideri, o isolado demonstrou
crescimento lento, com média de 16 dias de anélises apds incubacdo do disco de micélio.
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Tabela 2. Crescimento micelial (CM) e indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) dos patégenos submetidos a diferentes concentragdes de extrato de secrecdes

cutaneas de PRM (espécie 2), agua estéril (controle negativo) e fungicidas: pyraclostrobina + metconazol* e azoxistrobina + ciproconazol** (controle positivo).

Patogenos

Colletotrichum

Macrophomina

Calonectria

Tratamentos  Fusarium udum Fusarium solani truncatum Aspergillus flavus  Rhizoctonia solani ohaseolina pseudometrosideri
CM IVCM CM IVCM CM IVCM CM IVCM CM IVCM CM IVCM CM IVCM
Agua estéril  4,90b 0,61b 6,44 b 0,81b 6,48 a 0,54b 6,93b 0,63b 6,68 b 3,34b 8,32b 2,77b 587a 0,3la
Fungicida 2,70 a 0,34a 3,26a 041a 5,94 a 0,50 a 3,87a 0,35a 2,23a 112a 1,60 a 0,53a 6,83 a 0,36a
0,1 mg/mL  5,73b 0,72b 593b 0,74b 6,82 a 0,57b 7,06 b 0,64b 6,66 b 3,33b 8,10b 2,70b 721a 0,38a
02mg/mL  6,77b 0,85b 5,66 b 0,71b 6,74 a 0,56 b 6,74 b 0,61b 7,08b 3,54b 8,44 b 2,81b 6,14 a 0,32a
03mg/mL  6,10b 0,76 b 6,01b 0,75b 6,76 a 0,56 b 7,31b 0,66 b 6,62 b 3,31lb 8,13b 2,71b 7,0la 0,37a
04mg/mL  6,41b 0,80 b 5,03b 0,63b 6,86 a 0,57b 6,76 b 0,62 b 6,87 b 3,44 Db 8,37b 2,79b 6,86 a 0,36a
0,5mg/mL  558b 0,70b 5,68b 0,71b 5,63a 0,47 a 6,80b 0,62b 7,03b 3,52b 8,33b 2,78b 7,28 a 0,38a

Médias seguidas pelas mesmas letras, na coluna, ndo diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). Dados transformados em (x + 1)%°.

*Controle positivo utilizado nos ensaios de Fusarium udum, Fusarium solani, Colletotrichum truncatum, Aspergillus flavus, Rhizoctonia solani e
Macrophomina phaseolina.

** Controle positivo utilizado no ensaio de Calonectria pseudometrosideri.
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Fusarium udum
Fusarium solani
Colletotrichum truncatum

Aspergillus flavus

Rhizoctonia solani

Macrophomina phaseolina

Calonectria pseudometrosideri ° o a o j o ° O

Figura 2. Crescimento micelial das col6nias dos patdgenos Fusarium udum, Fusarium solani,
Colletotrichum truncatum, Aspergillus flavus, Rhizoctonia solani, Macrophomina phaseolina e
Calonectria pseudometrosideri submetidos ao extrato de PRM (espécie 2). Agua estéril (A); Fungicida
(B); 0,12 mg/mL (C); 0,2 mg/mL (D); 0,3 mg/mL (E); 0,4 mg/mL (F) e 0,5 mg/mL (G).

No indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) do isolado de C. truncatum,
houve reducdo no IVCM na concentragdo 0,5 mg/mL, em relagdo ao controle negativo
(Tabela 2). A concentracdo 0,5 mg/mL do extrato de secre¢fes cutaneas de PRM (espécie 2)
apresentou IVCM semelhante ao demonstrado pelo fungicida pyraclostrobina + metconazol,
ndo havendo diferenca significativa entre 0s mesmos. O mesmo nao foi observado nos
ensaios frente aos demais patdgenos.

A reducdo na velocidade de crescimento de C. truncatum torna-se promissora pois, 0
fungicida demonstrou baixa eficiéncia no controle do patdégeno. Além disso, resultados
satisfatorios com uso de extratos como agentes antimicrobianos apresenta baixo risco de
aumento da resisténcia microbiana a sua acdo, porque tratam-se de misturas complexas,
fazendo com que haja maiores dificuldades para adaptabilidade microbiana [23].

Quando observa-se 0 uso de controle alternativo do género Colletotrichum sp. Corda,
Deutschl. Flora, utilizando-se de extratos vegetais, diversos estudos com resultados
promissores sao descritos. Entre eles, [17] citaram atividade antiflngica do extrato aquoso
de cravo-da-india com supressdo sobre crescimento de Colletotrichum sp. a partir da
concentragdo de 7,4%. Oleos essenciais de sementes verdes de Schinus
terebinthifolius Raddi foram avaliados sobre patdégeno Colletotrichum gloeosporioides
(Penz.) Penz. & Sacc., e alcancaram resultados de 100% de inibig&o do crescimento do fungo
[24].

Em relacdo a porcentagem de inibi¢cdo do crescimento micelial (PIC), o extrato de
secrecBes cutaneas da especie PRG (Tabela 3) inibiu crescimento de F. udum, na
concentragdo 0,5 mg/mL (21,34%). Maior efeito inibitorio foi observado no tratamento a
base de pyraclostrobina + metconazol (controle positivo), com percentual de 79,25%,
diferindo dos demais tratamentos. Em oposic¢ao aos resultados demonstrados neste estudo,
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Mochko [25] ndo observou efeito de inibicdo no crescimento micelial de isolados de
Fusarium sp. com uso de extratos glandulares de secre¢des de anfibios.

Efeito inibitdrio significativo, também foi observado no crescimento micelial de A.
flavus, nas concentragfes 0,1 e 0,5 mg/mL, com inibicdes de 38,04 e 40,62%,
respectivamente. Essas inibi¢6es foram semelhantes a demonstrada pelo fungicida (62,71%),
ndo apresentando diferenca significativa, evidenciando o efeito fungitdxico do extrato sobre
este fungo.

Pela anélise do percentual de inibicdo de M. phaseolina, nota-se diferenca nas
concentracdes do extrato. Porém, o incremento na porcentagem de inibicdo foi menor ao
demonstrado pelo fungicida. A partir dos resultados encontrados, pode-se inferir que a
medida que as concentracdes do extrato aumentaram, o efeito inibitorio foi reduzido. Este
efeito foi similar ao demonstrado no crescimento micelial e IVCM com efeito fungitoxico
em menores concentragoes.

Resultados semelhantes, de maior inibicdo em concentragfes mais baixas, foram
relatados ao utilizarem extratos brutos aquosos de gengibre (Zinziber officinalis Roscoe) em
fibras de bananeira infectadas com Helminthosporium sp. Link [26]. Estes autores relataram
que o extrato de gengibre, na concentragdao 50 pg/mL, reduziu o crescimento micelial e, em
concentracdes mais elevadas (100, 200 e 400 ug/mL), esta inibigdo foi reduzida.

Nos ensaios de C. pseudometrosideri as concentracoes 0,1 e 0,2 mg/mL apresentaram
percentuais de supresséo do crescimento do fungo, menores que os demais tratamentos. As
concentracdes 0,3; 0,4 e 0,5 mg/mL apresentaram inducdo similar ao fungicida
azoxistrobina + ciproconazol.
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Tabela 3. Porcentagem de inibicéo de crescimento micelial (PIC) dos patédgenos submetidos a diferentes concentragGes de extrato de secrecdes cutaneas de PRG (espécie
1) e PRM (espécie 2), agua estéril (controle negativo) e fungicidas: pyraclostrobina + metconazol* e azoxistrobina + ciproconazol** (controle positivo).

Patégenos

Colletotrichum Macrophomia Calonectria

Tratamentos  Fusarium udum Fusarium solani Aspergillus flavus  Rhizoctonia solani - C
truncatum phaseolina pseudometrosideri

PRG PRM PRG PRM PRG PRM PRG PRM PRG PRM PRG PRM PRG PRM

Fungicida 79,25a 38,24a 50,21a 49,28a 2,12a 948a 62,71a 41,14a 5086a 6652a 86,53a 80,73a 19,68a 4,27a
0,1 mg/mL 194c 12,18b 20,04b 10,95b 4,49a 0,60b 3804a 1063b 8,00b 1,77b  1333b  2,63b 7,46 b 0,50 a
0,2 mg/mL 2,30c 144b 16,88b 13,84b 234a 0,00b  13,30b 816D 518D 0,00b 511c 0,44 Db 2,68b 4,63 a
0,3 mg/mL 1,45¢ 6,59b 2333b 1199b 536a 229b 1137b 564D 8,12b 4,92b 2,98 ¢c 2,36 b 15,14a 082a
0,4 mg/mL 1,88 ¢ 567b 21,78b 21,80b 1,66 a 0,30b  16,92b 11,79b  3,65b 1,13 Db 1,59d 1,18 Db 1691a 4,75a
05mg/mL 21,34b  3,62b 1911b 11,67b 2,71a 13,19a 40,62a 7,27b 0,35b 0,00 b 0,24d 0,83b 1793a 151a

Médias seguidas pelas mesmas letras, na coluna, ndo diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). Dados transformados em (x + 1)%5.
*Controle positivo utilizado nos ensaios de Fusarium udum, Fusarium solani, Colletotrichum truncatum, Aspergillus flavus, Rhizoctonia solani e
Macrophomina phaseolina.

** Controle positivo utilizado no ensaio de Calonectria pseudometrosideri.
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Quando utilizou-se extrato metandlico de secrecdes cutaneas de PRM em C. truncatum,
observou-se inibigcdo do crescimento micelial com percentual equivalente ao demonstrado
pelo fungicida. Como pode ser observado nos parametros avaliados, este isolado manifestou-
se de dificil controle. Avaliando IVCM dos ensaios de ambos 0s extratos, nota-se que
apresentou, em meédia, indices menores, com crescimento lento em relacdo aos demais
patdgenos testados ampliando analises até 12 dias apds incubacéo.

Os isolados de F. udum, F. solani, A. flavus, R. solani e M. phaseolina, apresentaram
diferenca inibitorias na presenca do fungicida em relagéo ao extrato. Nao foram observadas
reducdes em relacdo ao fungicida no isolado C. pseudometrosideri, cujas concentracdes
apresentaram inibicOes reduzidas.

Quando o parametro avaliado foi esporulacéo, verificou-se que o extrato de secregdes
cuténeas de PRG (espécie 1), nas concentragfes 0,1 e 0,5 mg/mL, reduziu producdo de
conidios do patégeno A. flavus, com percentuais inibitorios de 93,12 e 83,68%,
respectivamente (Tabela 4). Estes resultados foram semelhantes ao efeito evidenciado pelo
tratamento quimico pyraclostrobina + metconazol (95,98%). Nos resultados encontrados
para F. udum, F. solani, C. truncatum e C. pseudometrosideri ndo houve efeito inibitério da
producdo de conidios entre concentracfes do extrato e controle quimico.
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Tabela 4. Porcentagem de inibicdo de esporulacdo (PIE) dos patdgenos submetidos a diferentes concentracfes de extrato de secrecBes cutaneas de PRG (espécie 1) e PRM
(espécie 2), agua estéril (controle negativo) e fungicidas: pyraclostrobina + metconazol* e azoxistrobina + ciproconazol** (controle positivo).

Pat6genos

Tratamentos Fusarium udum Fusarium solani Ccilrls':]og;'ttmjm Aspergillus flavus psel(j;clJ(r)'r:]ei(;gsI?deri

PRG PRM PRG PRM PRG PRM PRG PRM PRG PRM
Fungicida 6,67 a 84,65a 18,50 a 53,18 a 20,00 a 40,00 a 95,98 a 85,70 a 60,00 a 39,14 a
0,1 mg/mL 0,00 a 77,35a 58,21 a 35,29a 0,00 a 20,00 a 93,12 a 35,82 b 12,50 a 49,97 a
0,2 mg/mL 20,00 a 71,84 a 55,51 a 1741a 40,00 a 27,69 a 18,35b 17,57b 18,75 a 31,76a
0,3 mg/mL 20,00 a 79,00 a 27,82 a 29,74 a 40,00 a 40,00 a 29,14 b 11,14 b 52,50 a 26,82 a
0,4 mg/mL 20,00 a 72,19a 64,63 a 15,63 a 20,00 a 18,46 a 45,48 b 54,98 a 38,75a 40,55 a
0,5 mg/mL 6,67 a 66,33 a 25,28 a 32,48 a 20,00 a 40,00 a 83,68 a 42,17 b 58,75a 38,39a

Médias seguidas pelas mesmas letras, na coluna, ndo diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). Dados transformados em (x + 1)%5.
**Controle positivo utilizado nos ensaios de Fusarium udum, Fusarium solani, Colletotrichum truncatum e Aspergillus flavus.

** Controle positivo utilizado no ensaio de Calonectria pseudometrosideri.



52

A acdo in vitro do extrato de secrecdes cutaneas de PRM na inibicdo de esporulacdo de
F. udum evidenciou que todas concentracdes do extrato apresentaram inibigdes similares ao
controle positivo, com inibi¢des acima de 65%. Para A. flavus, o extrato também apresentou
atividade antimicrobiana quando na concentracdo 0,4 mg/mL. Verificou-se reducdo na
producdo de conidios de 54,98%, com valor similar ao demonstrado pelo tratamento positivo
(85,70%).

Esta reducdo na esporulacdo do patogeno A. flavus, para ambos extratos, torna-se de
importancia, principalmente devido a quantidade de conidios produzido pelo patégeno,
aumentando sua disseminacdo. Na busca de controle alternativo do patogeno Aspergillus
flavus, isolado da castanha-do-brasil, Pimentel e colaboradores [27] observaram redugéo
significativa da esporulacdo com uso do 6leo essencial de folhas frescas de Tanaecium
nocturnum (Barb. Rodr.) Bureau & K. Schum., por meio das técnicas de contato e
fumigacdo.

Para producdo de microesclerddios de R. solani sob o efeito do extrato metandlico de
secrecOes cutaneas da espécie PRG (Tabela 5), ndo foram observadas diferencas para 0s
tratamentos avaliados. Avaliando extrato da espécie PRM (Tabela 5), constatou-se que as
concentragdes 0,2 e 0,3 mg/mL, apresentaram inibi¢6es sobre producdo desta estrutura de
resisténcia em relacdo aos demais tratamentos. As concentragdes demonstraram menor
incidéncia na producdo de microesclerddios apresentando valores menores que o controle
positivo (pyraclostrobina + metconazol).

A capacidade de inibicdo na producdo de microesclerddios por extrato, mostra-se
importante pois, estas estruturas de resisténcia garantem sobrevivéncia do agente patogénico
em condicbes adversas, tais como auséncia do hospedeiro e/ou condicdes climaticas
desfavoraveis, permanecendo no solo e na matéria organica, apos final do cultivo de plantas
infectadas, sendo indculo para culturas subsequentes. Algumas pesquisas empregando fontes
de controle alternativo de microesclerddios vem apresentando resultados satisfatorios, como
descrito por Kunieda-Alonso; Alfenas; Maffia [28] que relataram reducdo significativa na
sobrevivéncia desta estrutura de Rhizoctonia sp. DC. no solo tratados com suspenséo
conidial de Trichoderma longibrachiatum Rifai e Trichoderma inhamatum Veerkamp & W.
Gams. Segundo autores, ao longo de doze meses de avaliacdo, a sobrevivéncia dos
esclerodios decresceu progressivamente, atingindo 59% de inviabilidade ao final do
primeiro més.
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Tabela 5. Nota de microesclerodios do patégeno Rhizoctonia solani submetidos a diferentes concentragdes de
extrato de secrecBes cutdneas de PRG (espécie 1) e PRM (espécie 2), agua estéril (controle negativo) e

fungicidas: pyraclostrobina + metconazol (controle positivo).

Rhizoctonia solani

Tratamentos
PRG PRM
Agua estéril 4,00 a 3,80b
Fungicida 4,00 a 3,20b
0,1 mg/mL 4,00 a 4,00 b
0,2 mg/mL 4,00a 2,40 a
0,3 mg/mL 4,00 a 1,00 a
0,4 mg/mL 3,20a 4,00b
0,5 mg/mL 3,80a 400D

Médias seguidas pelas mesmas letras, na coluna, nao diferem significativamente pelo teste de
Scott-Knott (p<0,05). Dados transformados em (x + 1)%°.

Avaliou-se germinacdo de conidios dos isolados F. udum, C. truncatum e C.

pseudometrosideri sob influéncia dos extratos de secre¢fes cutdneas de PRG (espécie 1) e
PRM (espécie 2). Comparando-se 0s tratamentos dos ensaios do extrato de secrecOes

cutdneas de PRG, nota-se que isolados F. udum, C. truncatum e C. pseudometrosideri

apresentaram reducdo em relacdo a germinacdo de conidios, sendo mais acentuada no

tratamento positivo (fungicida).
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Tabela 6. Porcentagem de inibicdo de germinacéo de conidios (PIG) dos patégenos submetidos a diferentes concentracdes de extrato de secrecdes cutaneas de PRG (espécie
1) e PRM (espécie 2), agua estéril (controle negativo) e fungicidas: pyraclostrobina + metconazol* e azoxistrobina + ciproconazol** (controle positivo) e porcentagem de
inibicdo de formacdo de apressorios (P1A) (Colletotrichum truncatum).

Patogenos
Tratamentos Fusarium udum Colletotrichum truncatum psel(j;clJ(r)'r:]ei(;gsI?deri
PIG PIG PIA PIG
PRG PRM PRG PRM PRG PRM PRG PRM
Fungicida 83,99 a 93,58 a 95,60 a 95,49 a 100,00 a 100,00 a 95,76 a 91,61a
0,1 mg/mL 0,00 ¢ 67,76 b 41,43b 55,94 b 85,39 b 100,00 a 38,30 ¢c 18,10 b
0,2 mg/mL 31,67b 66,09 b 52,85b 42,69 b 99,22 a 98,21 a 37,64c¢ 28,97 b
0,3 mg/mL 55,50 a 59,34 b 43,52 b 41,55 b 95,63 a 95,14 a 50,99 b 27,53 b
0,4 mg/mL 33,97b 57,10 b 39,34 b 42,40 b 98,30 a 98,26 a 55,47 b 27,03 b
0,5 mg/mL 33,06 b 53,04 b 26,94 c 21,62c¢ 85,91b 63,11 b 50,96 b 30,62 b

Médias seguidas pelas mesmas letras, na coluna, ndo diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). Dados transformados em (x + 1)%°.
*Controle positivo utilizado nos ensaios de Fusarium udum e Colletotrichum truncatum.
** Controle positivo utilizado no ensaio de Calonectria pseudometrosideri.
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Referente ao extrato de secre¢des cutaneas de PRG (espécie 1), nos patdgenos F. udum, C.
truncatum e C. pseudometrosideri, maiores efeitos inibitorios da germinacéo foram alcancados
nas concentragdes 0,3 (55,50%); 0,2 (52,85%) e 0,4 mg/mL (55,47%), respectivamente. No
isolado F. udum, a concentragéo 0,1 mg/mL néo apresentou efeito inibitorio.

Com relacdo ao extrato de secrecOes cutaneas de PRM (espécie 2), constatou-se diferenca
na germinacgdo dos conidios dos patdgenos avaliados. As inibicbes com maiores valores, assim
como nos ensaios com a espécie PRG, foram obtidas para tratamento a base de controle
quimico. Houve reducdo na germinagdo de conidios de F. udum, com percentuais acima de
50%, em todas concentracdes contendo extrato de secrecdes cutaneas da espécie PRM. Os
demais patogenos apresentaram inibicGes menores, apresentando inibi¢des intermediérias de
18,10 a 55, 94%.

Resultados semelhantes foram obtidos com extratos de secre¢Ges cutaneas de uma espécie
de anfibio da ordem Anura na germinacéo de conidios de F. udum, alcancando inibicdes de até
46%, nas concentraces 0,4 e 0,5mg/mL [15]. O efeito do extrato da mesma espécie foi
avaliado, sobre germinacéo e desenvolvimento de esporos de isolados do género Fusarium sp.,
apresentando inibicdo de até 95% e, quando estes conidios foram inoculados em meio de cultura
BDA, ndo houve desenvolvimento dos mesmos [25].

A efetividade da acdo dos extratos glandulares de anfibios sobre germinacao in vitro dos
patdgenos C. truncatum e C. pseudometrosideri ainda € desconhecida. O efeito antimicrobiano
demonstrado neste estudo pode ser atribuido as substancias encontradas nas secrecfes cutaneas
das espécies PRG e PRM de anfibios.

Nos ensaios de germinacdo de conidios de C. truncatum observou-se, visualmente,
formacéo de apressorios, com reducdes no desenvolvimento desta estrutura nos tratamentos a
base dos extratos de secrecdes cutaneas de anfibios (Tabela 6). No extrato PRG houve inibigdes
de 85 a 99%, enquanto nas concentracdes de secrecdes da espécie PRM, 63 a 100%. Este efeito
inibitorio na formacdo de apressorios, torna-se importante, pois, espécies de patdgenos que
apresentam estas estruturas tem capacidade de penetrar diretamente pela superficie intacta do
hospedeiro, fixando no ponto de contato causando a dissolucéo do tecido formando um pequeno
orificio.

Consequentemente, reducdo na emissao desta estrutura pode auxiliar no controle da doenca
provocada pelo patégeno C. truncatum, pois o apressorio atua como estrutura de infeccdo
especializada que se forma a partir de uma hifa ou tubo germinativo, sendo importante no
processo de penetracdo do fungo através da superficie foliar do hospedeiro [29]. O género
Colletotrichum, também foi estudado por Bonaldo; Pascholati [30] que, utilizando-se de
suspensoes de células da levedura S. cerevisiae Meyen, verificaram estimulo da germinagéo e
formacéo de apressorios de conidios de Colletotrichum sublineolum Henn. ex Sacc. & Trotter.

As secrecdes cutaneas presentes nas glandulas das duas espécies avaliadas (PRG e PRM)
sdo bioquimicamente semelhantes, compostas por alcaloide, proteinas, aminas biogénicas e
esteroides [8]. Porém, apesar de comuns, estes compostos quimicos de defesa, apresentam
enorme complexidade envolvida quanto a origem evolutiva e ecolégica [10].

O isolamento dos compostos presentes nas secrecdes cutaneas das espécies estudadas
demonstraram quantidades relevantes de aminas biogénicas (dehidrobufotenina, N-metil-
serotonina, serotonina e bufotenina) e esteroides, principalmente do tipo bufodienolideo
(bufalina, helebregenina, marinobufagina, resibufogenina e telocinobufagina) [8]. Atualmente,
a marinobufagina € o membro mais amplamente estudado da familia dos bufodienolideos, com
comprovada atividade antimicrobiana, podendo ser responsavel pelas inibices no
desenvolvimento dos patdégenos demonstradas neste estudo. Cunha-Filho e colaboradores [31]
comprovaram atividade antibacteriana da marinobufagina contra Staphylococcus aureus e
Escherichia coli.
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3. Conclusdes

O extrato de secrec¢des cutaneas de PRG (espécie 1) proporcionou redugdes no crescimento
micelial dos patogenos F. udum, F. solani, A. flavus e M. phaseolina. O desenvolvimento
micelial do isolado C. pseudometrosideri foi estimulado na presenca deste extrato. Algumas
concentracdes do extrato, em alguns parametros, foram semelhantes ao fungicida. O extrato
também apresentou inibicao na esporulacdo do patégeno A. flavus e inibigdo de germinagédo de
conidios acima de 50%, em algumas concentracdes, em F. udum, C. truncatum e C.
pseudometrosideri.

Extrato metandlico de secrecdes cutaneas de PRM (espécie 2) reduziu a velocidade do
crescimento micelial do patégeno C. truncatum na maior concentracdo. A producdo de
microesclerodios de R. solani foi reduzida sob efeito deste extrato. Todas as concentracfes do
extrato demonstraram efeito inibitorio na producédo e germinacao de conidios de F. udum.

Os extratos de secrecOes cutdneas de PRG e PRM apresentaram efeito inibitorio na
formacdo de apressérios de C. truncatum, com inibi¢fes acima de 60%.

Os resultados demonstrados neste trabalho ressaltam a importancia da avaliacao dos efeitos
das secre¢des cutaneas de espécies de anfibios presentes na Amazdnia sobre o desenvolvimento
de fitopatdgenos.

4. Material e métodos

4.1. Obtencédo dos extratos e isolados

Os ensaios foram conduzidos utilizando-se secrecdes cutaneas de duas espécies de anfibios
da ordem Anura, PRG (espécie 1) e PRM (espécie 2), provenientes da Amazonia Meridional,
coletadas pela equipe de bidlogos da Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT), Campus
Sinop/Mato Grosso, Brasil, sob coordenacdo do Prof. Dr. Domingos de Jesus Rodrigues
(Licenca de coleta do IBAMA n° 30034-1).

O material de cada espécie foi seco, extraido trés vezes em metanol e evaporado em
evaporador rotatorio para obtencdo do extrato metandlico. O extrato metandélico obtido foi
pesado, diluido em agua estéril e submetido a filtragem em membrana Millipore® (0,22 um).

Foram utilizados isolados de Fusarium udum, Fusarium solani, Colletotrichum truncatum,
Aspergillus flavus, Rhizoctonia solani, Macrophomina phaseolina e Calonectria
pseudometrosideri provenientes das micotecas da Universidade Federal de Mato Grosso
(UFMT) Campus Sinop/Mato Grosso, Brasil.

Os patdgenos foram cultivados em placas de Petri contendo meio de cultura Batata
Dextrose Agar (BDA) preparado, utilizando-se 39 g do produto comercial (Acumedia) e,
incubados em camara BOD a 25°C por aproximadamente dez dias para realizacdo dos testes.
No patégeno Calonectria pseudometrosideri foram acrescentados ao meio de BDA preparado,
20 g/L de Agar-Agar (Micromed) para cultivo e realizacdo dos ensaios.

Os ensaios para verificar efeito dos extratos metanolicos de secrec¢des cutaneas de PRG e
PRM sobre patdgenos foram realizados utilizando concentragdes de 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 e 0,5
mg/mL, além de dois controles: agua estéril (controle negativo) e fungicidas pyraclostrobina +
metconazol (500 mL/ha) para os patégenos F. udum, F. solani, C. truncatum, A. flavus, R.
solani e M. phaseolina e, azoxistrobina + ciproconazol (450 mL/ha) para o patogeno C.
pseudometrosideri como controle positivo.

4.2. Ensaios de atividade antimicrobiana
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A atividade antifingica dos extratos de secrecfes cutaneas de PRG (espécie 1) e PRM
(espécie 2) foi avaliada sobre crescimento micelial através do teste de disco-difusdo em meio
BDA [32] nos patdgenos F. udum, F. solani, C. truncatum, A. flavus, R. solani, M. phaseolina
e C. pseudometrosideri. Utilizou-se quatro discos de papel filtro esterilizados, de 5,5 mm de
diametro, dispostos equidistantes em cada placa de Petri (9 mm), embebidos na solucdo dos
tratamentos, nas quais depositou-se, centralmente, disco de micélio fungico de 5 mm de
diametro. As placas foram vedadas e levados a camara incubadora BOD a 25°C no escuro, até
um dos tratamentos do patdgeno avaliado ter atingido 2/3 da superficie da placa de Petri. Cada
tratamento constituiu-se de cinco repeticdes com medicao diaria do diametro da coldnia (media
de duas medidas diametralmente opostas) [33].

Os valores obtidos para crescimento micelial foram analisados e estimados em indice de
velocidade de crescimento micelial (IVCM) utilizando-se a formula apresentada por Oliveira
[34]:

IVCM = (D - Da)/N

Sendo:
IVCM = indice de velocidade de crescimento micelial.
D = diametro médio atual da colénia.
Da = didmetro médio da col6nia do dia anterior.
N = numero de dias apds a inoculacao.
A determinacdo da porcentagem de inibigdo do crescimento micelial (PIC), foi realizada
por meio da formula proposta por Bastos [35]:

didmetro da testemunha negativa - didmetro do tratamento
PIC :< diametro > X 100
da testemunha negativa

Analisou-se o efeito dos extratos sobre esporulacdo de F. udum, F. solani, C. truncatum,
A. flavus e C. pseudometrosideri, através da adicdo de 10 mL de agua estéril em cada placa de
Petri e, em seguida, efetivou-se raspagem das colénias apds término do ensaio de crescimento
micelial de cada patdgeno. A suspensao resultante foi filtrada em gaze e a contagem dos
conidios realizada em camara de Neubauer com auxilio de microscopio Optico. Os dados
obtidos foram transformados em porcentagem de inibicdo da esporulagdo (PIE) para cada
tratamento em relacdo ao tratamento negativo [35]:

esporulagdo da testemunha negativa- esporulagcdo do tratamento
PIE = esporulagao X 100
da testemunha negativa

Para avaliar o efeito dos extratos de secre¢Bes cutaneas sobre producgao de microesclerodios
do patégeno R. solani, apds 21 dias de incubacdo do disco micelial, as placas de Petri foram
divididas em quadrantes iguais partindo do disco micelial central. Foram considerados
quadrantes com sinal negativo (-) para auséncia e, positivo (+) para presenca dos
microesclerodios. Foi estabelecida uma escala de nota visual para quantificacdo de
microesclerddios, sendo: (++++) Muito, (+++) Moderado, (++) Pouco, (+) Muito pouco, (-)
Ausente. Obteve-se entdo, soma dos sinais que foram convertidos em escala numeral (0 a 4)
para analise estatistica.
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A acdo dos extratos sobre germinacdo dos conidios de F. udum, C. truncatum e C.
pseudometrosideri foi realizada por meio de adaptacdo de metodologia [36]. Para obtencéo da
suspensdo de esporos foram utilizadas col6nias fungicas dos patdgenos cultivadas em meio
BDA por aproximadamente dez dias. Acrescentou-se 10 mL de agua estéril sobre as culturas
fangicas, realizando-se raspagem com al¢a de Drigalski para posterior filtragem com gaze
esterilizada. Apos filtragem, a suspenséo, com auxilio de cdmara de Neubauer, foi ajustada de
acordo com concentragdes: 1x10%1x10° e 5x10* conidios mL* para patdgenos C.
pseudometrosideri, C. truncatum e F. udum, respectivamente.

Na avaliacdo de germinacdo de conidios, empregou-se microplacas de titulacdo estéreis
com 96 pocos [37]. Foram depositados em cada pocinho 40 pL da suspensdo do patdgeno
avaliado. Nestes pocinhos foram acrescentados 40 pL dos tratamentos, onde cada coluna
constituiu-se um tratamento, com oito repeti¢cGes/tratamento e sete tratamentos/patégeno.

As placas foram mantidas sob incubacgédo a 25°C por 3; 6 e 24 horas para 0s patogenos C.
pseudometrosideri, C. truncatum e F. udum, respectivamente. Apds o periodo, a germinacéo
foi paralisada com 20 pL de azul algoddo e lactofenol. As avaliagdes foram realizadas em
microscopio optico (AF = 400X), avaliando 100 conidios/repeticdo, considerando germinados,
conidios que apresentavam sinal de emissdo de tubo germinativo. Os resultados foram
expressos em porcentagem de inibicdo de germinacgéo (PIG), para cada tratamento em relagao
ao tratamento negativo, por meio da formula conforme Bastos [35]

germinagdo da testemunha negativa - germinagao do tratamento
PIG = germinacao X 100
da testemunha negativa

Para o patdgeno C. truncatum realizou-se avaliacfes da emissao de apressorios, analisando
emissdo da estrutura nos ensaios de germinacdo de conidios [38]. Os valores obtidos foram
calculados em porcentagem de inibicdo de formacdo de apressorios (PIA) em relacdo ao
controle negativo (agua estéril) utilizando-se a formula:

n° apressorio da testemunha negativa - n° apressorio do tratamento
PIA = n° apressorio X 100
da testemunha negativa

4.3. Analises estatisticas

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
submetendo os resultados a analise de variancia (ANOVA) e, quando necessario, as médias
foram comparadas pelo teste de Scott-Knott (p<0,05) com auxilio do programa SISVAR [39].
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CONCLUSAO GERAL

Na producdo de fitoalexinas, o extrato metandlico de secrecdes glandulares de PRG
apresentou acdo supressora na sintese deste mecanismo de defesa em cotilédones de soja da
cultivar TMG 132 RR. Nos demais materiais vegetais analisados ndo houve acédo sobre indugéo
de fitoalexinas deste extrato. Nos ensaios com extrato PRM, houve inducéo de fitoalexinas em
soja, nas cultivares TMG 132 RR e Monsoy 8372 IPRO e, em hipocatilos de feijéo.

Nos ensaios de atividade enzimatica, observou-se indu¢es de PRG na atividade das
enzimas peroxidases, polifenoloxidasse e teor de proteinas totais na cultivar de soja TMG 132
RR. Em PRM houve acao indutora na atividade de peroxidases e polifenoloxidase nas cultivares
Monsoy 8372 IPRO e TMG 132 RR, respectivamente. A atividade de B-1,3-glucanase nas
cultivares TMG 132 RR e Monsoy 8372 IPRO é reduzida conforme aumento na concentracdo
dos extratos PRG e PRM, respectivamente.

A atividade antimicrobiana do extrato metandlico de secre¢des glandulares de PRG
confirmou-se em reducdes do crescimento micelial nos patégenos F. udum, F. solani, A. flavus
e M. phaseolina. Em contrapartida, o desenvolvimento micelial do isolado C.
pseudometrosideri foi estimulado na presenca deste extrato. Concentracfes do extrato, em
alguns pardmetros, foram similares ao controle quimico. O extrato também apresenta acéo
fungitoxica na esporulacdo do patégeno A. flavus e inibicdo de germinacdo de conidios acima
de 50%, em algumas concentracdes, em F. udum, C. truncatum e C. pseudometrosideri.

Extrato metandlico de secrecdes glandulares de PRM reduziu a velocidade do
crescimento micelial do patdégeno C. truncatum na maior concentracdo. Os resultados
demonstram que o extrato possui acao sobre a producao de microesclerédios de R. solani. Todas
as concentracfes do extrato demonstraram efeito inibitério na producdo e germinacdo de
conidios de F. udum.

As atividades demonstradas pelos extratos neste estudo, revelam a presenca de
compostos nas secrecBes cutdneas das espécies com atividade antifingica e elicitora de
mecanismos de defesa em plantas. Esta pesquisa torna-se de grande importancia na busca de
novas moléculas de agroquimicos, utilizando-se de substancias de origem natural, oriundas da
biodiversidade da Amazonia Meridional.

Como pode ser observado, a relevancia deste estudo ndo esta somente nos resultados
satisfatorios adquiridos, mas no aumento de informacBes e, consequente valorizagdo de

substancias, até entdo, pouco exploradas.



