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APRESENTACAO

A obra “As Ciéncias Biolégicas e da Saude na Contemporaneidade” consiste de
uma série de livros de publicacdo da Atena Editora, em seus 22 capitulos do volume
Il, apresenta a importancia do desenvolvimento de novas pesquisas nos ambitos da
saude e da natureza e ainda a relevancia da busca de novas terapias para o tratamento
de variadas patologias.

O desenvolvimento de pesquisas no campo da saude representa uma ferramenta
importante para a busca de novas estratégias para o diagnéstico, acompanhamento
do curso e tratamento de doencas. E na area da saide que a biotecnologia encontra
algumas de suas aplicagdes mais benéficas e abrangentes. Por meio de diferentes
vertentes biotecnologicas, como a producéo e atuacéo de organismos geneticamente
modificados; a engenharia genética, que permite qualquer tipo de alteracao em nivel de
DNA e experimentos empregando espécies vegetais e/ou compostos isolados para o
desenvolvimento de terapias alternativas e aprimoramento das terapias convencionais.

Atualmente a busca por novos compostos com atividade terapéutica é feita
majoritariamente através da experimentacdo de produtos naturais, uma vez que
muitos destes tém comprovadas cientificamente suas propriedades antimicrobianas,
antioxidantes, anti-inflamatérias, antineoplasicas, analgésicas, entre outras.

Desse modo, este volume Il apresenta artigos que tratam: das propriedades
antioxidantes de espécies vegetais como o alecrim e o cha verde; estudos
microbiolégicos e de toxicidade de espécies vegetais e animais; caracterizacdo de
acidos nucleicos e proteinas; emprego da engenharia genética para elucidacéo de
mecanismos de acéo e desenvolvimento e experimentagao de alimentos funcionais.
Assim, esta obra é dedicada aos pesquisadores da area de saude, que buscam reciclar
seus conhecimentos por meio de pesquisas relevantes e se atualizar perante as novas
tecnologias e descobertas cientificas e biotecnologicas aplicadas as areas da saude.

Portanto, esperamos que este livro possa estimular outros estudantes e
profissionais de saude ao desenvolvimento de pesquisas e estudos a fim de incorporar
a literatura referéncias atualizadas e possibilitar a aplicabilidade dos resultados dessas
pesquisas as praticas profissionais diarias.

Nayara Araujo Cardoso
Renan Rhonalty Rocha
Maria Vitéria Laurindo
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RESUMO: Ganoderma Ilucidum é cogumelo
conhecido popularmente como Reishi pelos
japoneses e tem sido empregado principalmente
como agente antitumoral, imuno-restaurador,
hipotensivo e hipoglicémico. No Brasil alguns
produtores de cogumelo estdo iniciando o
desenvolvimento de isolados de Ganoderma
lucidum (Gan). O objetivo do presente trabalho
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foi realizar extracdo de Gan., quantificar e,
verificar a acdo na planta de cevada no controle
da mancha foliar causada pelo fungo Bipolaris
sorokiniana. O extrato foi obtido por extragdo
aquosa e alcodlica sendo usada a mistura
do extrato aquoso e 20% de extrato alcodlico
perfazendoasolugéo hidroalcoolica. Este extrato
foi avaliado quanto a concentragao presente de
proteinas, fendis e beta-glucana. Para inducéo
deresisténciaforam utilizadas plantas de cevada
variedade Elis e aspergidas ou com a&gua,
extrato e suspenséao de conidios de Bipolaris
sorokiniana (Bs). Os resultados demonstraram
que extrato de cogumelo apresentou proteina,
fenol e beta glucana. As plantas submetidas
ao tratamento com extrato e inoculagdo com
fungo apresentou 65, 68 e 70% de protecéo
respectivamente para o intervalo de tempo de
24, 48 e 72h. As plantas de cevada com maior
protecdo apresentaram maior quantidade de
proteinas e menor de fendis quando comparado
com plantas infectadas, demonstrando efeito
indutor na planta de cevada. O metabolismo na
planta pode ter a beta glucana e fendis como
importantes na defesa. Assim, o extrato de Gan
pode ser usado como indutor de resisténcia na
planta de cevada controlando a doenca causada
por Bs além de proteger o meio ambiente néo
usando fungicida.

PALAVRAS-CHAVES: Ganoderma, inducao de
resisténcia, cevada.
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ABSTRACT: Ganoderma lucidum is a mushroom popularly known as Reishi by the
Japanese and has been used mainly as an antitumor, immuno-restorative., hypotensive
and hypoglycemic agent. In Brazil, some mushroom producers are beginning to develop
Ganoderma Ilucidum (Gan) isolates. The objective of the present work was to extract
Gan, quantify and verify the action in the barley plant in the control of the leaf spot caused
by the fungus Bipolaris sorokiniana. The extract was obtained by aqueous and alcoholic
extraction and the mixture of the aqueous extract and 20% of the alcoholic extract was
used, making up the hydroalcoholic solution. This extract was evaluated for the present
concentration of proteins, phenols and beta-glucan. To induce resistance were used
Elis barley plants and sprinkled with water, extract or suspension of conidia of Bipolaris
sorokiniana (Bs).The results showed that mushroom extract presented protein, phenol
and beta glucan. The plants submitted to the treatment with extract and inoculation with
fungus showed 65, 68 and 70% protection respectively for the time interval of 24, 48
and 72h. Barley plants with higher protection presented higher amounts of proteins and
lower phenols when compared to infected plants, demonstrating an inductive effect
on the barley plant. The metabolism in the plant may have beta glucan and phenols
as important agents in defense. Thus, the Gan extract can be used as a resistance
inducer in the barley plant by controlling the disease caused by Bs besides protecting
the environment by not using fungicide.

KEYWORDS: Ganoderma, resistance induction, barley.

11 INTRODUCAO

A cevada é um cereal de inverno, utilizado na industrializagcdo de bebidas,
farinhas, medicamentos, produtos dietéticos e sucedaneos de café. Ainda, é
empregada na alimentag&o animal como forragem e na fabricacéo de ragdes. No Brasil,
a malteacao tem sido a principal aplicacao econémica da cevada, com 0 consumo
anual pela industria cervejeira estimada em um milh&o de toneladas. A producéao esta
concentrada na Regiao Sul, com registros de cultivo também nos estados de GO e
MG (EMBRAPA, 2018). Aproximadamente, 75% da cevada produzida é utilizada em
processamento industrial (na fabricacao de malte), 7% é reservada para semente e 0s
18% restantes na elaboracéo de racdes, por ndo atingir padrao de qualidade cervejeira.
Aproximadamente 95% do malte € destinado para fins cervejeiros (EMBRAPA on line,
2012).

As sementes de cevada, frequentemente, encontram-se infectadas por fungos
patogénicos, entre eles Drechslera teres e Bipolaris sorokiniana. Para evitar a
introducdo de organismos patogénicos, principalmente em areas onde se pratica a
rotacdo de culturas, indica-se o tratamento de sementes com fungicidas. A eficacia
dos fungicidas indicados para o tratamento de sementes depende, fundamentalmente,
da uniformidade de distribuicdo dos produtos sobre elas (EMBRAPA, 2018).

Em decorréncia de condigbes climaticas favoraveis ao desenvolvimento de
fungos e a suscetibilidade do material em cultivo, a lavoura de cevada pode ter seu
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rendimento severamente prejudicado pelo ataque de doencgas fungicas da parte aérea
(EMBRAPA, 2018). Para impedir que estas perdas ocorram, utilizam-se fungicidas no
controle dos fitopatdgenos, podendo afetar o meio ambiente e a satde do homem,
surgindo assim, a necessidade da utilizacdo de substancias naturais que possam
controlar os fitopatégenos impedindo o desenvolvimento das doencas na cevada sem
oferecer riscos ao meio ambiente e ao homem. A mancha foliar causada pelo fungo
Bipolaris sorokiniana é considerada a principal doenca da cevada.

Assim, uma forma alternativa de controle de doencas em plantas é pelo uso de
indutores de resisténcia. A inducéo da resisténcia consiste no aumento da capacidade
de defesa da planta contra amplo espectro de organismos fitopatogénicos, incluindo
fungos, bactérias e virus. A atuacado dos indutores de resisténcia ndo se da pela
eliminacéo do patdgeno, e sim pela ativacao da resisténcia latente da planta, fazendo
com que a entrada ou posterior atividade do patdbgeno em seus tecidos seja evitada
ou atrasada. Existem varios mecanismos de defesa relacionados com a indugéao de
resisténcia, sendo um deles o pos-formado apos tratamento com algum produto natural
e formando na planta uma barreira bioquimica, que sao substancias que podem ser
toxicas ao patégeno ou que criam condi¢des que desfavorecem seu desenvolvimento
no interior da planta.

A exploracdo da atividade biol6gica de compostos secundarios presentes em
extratos obtidos de cogumelos naturais, pode constituir, uma forma efetiva de controle
de doencas em plantas cultivadas. Baseando-se neste principio, este trabalho teve
como objetivo avaliar o efeito curativo e preventivo do extrato de Ganoderma lucidum
no controle da mancha foliar em plantas de cevada

Ganoderma Ilucidum é conhecido popularmente como Reishi pelos japoneses
e, LINGZHI (planta do espirito) pelos chineses. Na China chegou a ser usado como
um remédio milagroso para diversas doencas, mesmo que em alguns casos a
reivindicacéo terapéutica fosse exagerada, no entanto atualmente estudos cientificos
tém comprovado as suas propriedades terapéuticas eficazes (JIN et al, 2012;
WACHTEL-GALORET al, 2011). Este cogumelo tem sido empregado principalmente
como agente antitumoral, imunorestaurador, hipotensivo e hipoglicemiante (LI et al,
2012; MIZUNO et al., 1995). E utilizado também no tratamento de varias doencas
como hepatite, bronquite, hipercolesterolemia e cancer (LIN et al, 2003).

No Brasil alguns produtores de cogumelo estdo iniciando o desenvolvimento
de isolados de Ganoderma lucidum (BACH, 2010) e, segundo WADT et al. (2015),
estes isolados desenvolvidos aqui no Brasil possuem proteina, fenol, peroxidase e
polifenoloxidase, acoplado de taninos, flavonoides, terpenos, anel lactona e agucares
(beta glucanas).

Segundo CASTRO e BACH (2004) e BACH (2003), é possivel usar o polissacarideo
de goma xantana, o qual apresenta beta-glucanas, na inducdo de resisténcia em
plantas de trigo e cevada, para controlar a doengca de mancha foliar.

O objetivo do presente trabalho foi realizar extracdo de compostos de Ganoderma
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lucidum, quantificar e, verificar a acdo na planta de cevada no controle da mancha
foliar causada pelo fungo Bipolaris sorokiniana.

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Extracao e analises do cogumelo

Corpos de frutificacéo seco do cogumelo foi oriundo da Firma Vitalli sendo triturado
em moinho de bola equipado com filtro de inox de 1Tmm mesh. O p6 foi estocado em
ambiente seco até o uso. O pé foi submetido a dois métodos de extracéo sendo: 1)
Extrato aquoso: 30 gramas de pd foram homogeneizados em 100mL de agua a 70°C
por uma hora e entdo a mistura foi filtrada em papel Whatmann n°1 e armazenada
até o uso. 2) Extrato alcoodlico: 30 gramas de p6 foram submetidos a um processo de
percolacdo com 50mL de etanol em concentracao 70% por uma semana e a solucao
foi armazenada até o uso. A solug¢édo para uso foi preparada pela mistura do extrato 1
com 20% do extrato 2, formando um extrato hidroalcodlico.

Foi realizada a quantificacéo de proteinas (LOWRY et al., 1951), fendis (SWAIN
& HILLIS, 1959) e beta glucana Lever method (LEVER, 1972).

Compostos fendlicos foram separados no equipamento HPLC (Young Lin YL
9300) equipado com bomba quaternaria, detector UV-vis e forno de coluna (YL9330).
A coluna usada foi a Kinetex C18 (4.6mmx250mm i.d., 5um). O comprimento de
onda usado foi 254nm. Eluicao foi realizada a 1,0mL/min a 35C. A fase A consiste em
metanol e fase B foi 0,1% de &cido acético em dgua. O volume injetado foi de 20uL. Os
compostos usados como padrao foram adquiridos da Sigma (acidos cumarico, ferulico,
cafeico, rutina,quercetina, kaempferol) e dissolvidos em solvente grau HPLC (metanol).
Para identificacéo foi usado o tempo de retencdo e areas dos picos correlacionados
com concentracéo pelo software Clarity.

2.2 Plantas

Para a preparacédo das plantas foram semeadas dez sementes da cultivar
(Embrapa 195) em vasos contendo terra vegetal adubada e, mantidas em casa-de-
vegetacao a temperatura ambiente até o estagio 5 da escala de Feekes-large (LARGE,
1954).

Grupos de dez plantas foram usadas nos testes biolégicos para cada tratamento,
em 3 repeticbes. Em todos os tratamentos foram aspergidos cerca de 10mL da
suspensao de conidios ou, solucdo do extrato ganoderma ou ainda, agua. Os
tratamentos foram: Grupo a)sadia (plantas aspergidas com agua); Grupo b) tratadas
com indutor (plantas aspergidas com extrato); Grupo c) inoculadas com os patdégenos
(plantas aspergidas com suspensdes dos isolados); Grupo d) tratadas com indutor
e apos 24 h inoculadas com suspensao de conidios; Grupo e) idem ao grupo d,
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entretanto, ap6s 48 horas; Grupo f) idem ao grupo d, entretanto, apds 72 horas.

As plantas dos grupos d, e, f, foram inicialmente aspergidas com indutor sendo
que apos 24, 48 e, 72 horas, sob condi¢cdes de temperatura ambiente e fotoperiodo
de 12 horas (luz fluorescente 7,35 W m=2), as folhas foram inoculadas, por aspersao,
com as suspensodes de conidios dos isolados.

Durante as primeiras 24 horas ap0s a inoculacdo do patégeno, as plantas
foram mantidas em camara umida (100% UR), temperatura ambiente e, escuro. Em
seguida, o material foi transferido para casa-de-vegetacdo e mantido sob condicées
de temperatura e luminosidade ambiente.

A protecao das plantas foi avaliada 4 dias ap6s a inoculacéo do patégeno de
acordo com BACH et al. (2003) e CASTRO & BACH (2004). As folhas de cevada
foram coletadas para a contagem do numero de folhas com lesdes e calculada a
porcentagem de protecao.

Para as andlises bioquimicas, 1g das folhas de cada tratamento foi triturada em
5mL de tampéao fosfato 0,05mol/L pH=7,0 sendo depois filtrado e armazenado em
freezer até realizagao dos experimentos. Os extratos foram submetidos a quantificagao
de proteinas através do método de Lowry, em equivalentes de SAB (Soro Albumina
Bovina) (LOWRY, 1951) e, quantificacao de fenois baseado no método de SWAIN &
HILLIS (1959), em equivalentes de acido clorogénico.

2.3 Analise Estatistica

Os dados foram avaliados pela média + desvio padrao e avaliado por analise
de variancia One-Way ANOVA sendo considerado significante *P <0,05 através do
Software Assistat.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato de Ganoderma hidroalcodlico apresentou 0,62mg de proteina, 1,12mg
de fenol, 98,7mg de beta glucana (Tabela 1) resultados estes de acordo com o descrito
por WADT et al (2015).

mg Beta- mg Acucar Proteinas Fenois
Amostra glucana livre alfa/beta (mg SBA) (mg acido
(1,3; 1-6) glucan 9 clorogénico)

Ganoderma 98,74+ 38,15* 0,622+ 1,122

Tabela 1: Concentracéo de beta glucana, agucar livre, proteinas e fendis (mg/por 1g do po)
presente no Ganoderma lucidum

*Média de 5 amostras de fungo. Letra @ na colunas indicam que os valores das 5 amostras foram semelhantes.
Test Tukey (ANOVA).

SBA=soro albumina bovina
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Compostos fendlicos possuem agéo antioxidante e dentro do extrato de cogumelo
foram encontrados fendis como acido cumarico, caféico, ferulico, rutina e quercetina,
podendo ser importantes no mecanismo de defesa da planta de cevada (Tabela 2).

Acido Acido Acido . .
Extrato . - L rutina quercetina
cumarico caféico ferulico
Ganoderma 1.46 0.20 18.19 12.21 2.68

Tabela 2: Quantidade de acido cumarico, caféico, ferulico, rutina e quercetina em ug/mL
presente no extrato de Ganoderma pela analise no HPLC.

Na Tabela 3, pode-se observar que plantas de cevada tratadas com extrato de
Ganoderma apresentaram inducdo de resisténcia em até 70% quando comparado
com plantas infectadas isto porque as plantas infectadas apresentaram todas as
folhas com 100% de lesdo. Nas plantas sadias e infectadas, tem-se que plantas sadias
apresentam maior quantidade de proteina e menor de fenol sendo ao contrario em
plantas infectadas quando estas apresentam baixa quantidade de proteina e maior
guantidade de fenol podendo ser pelo ataque do patdbgeno na planta que apresenta a
reacao necrotrofica. Por este motivo, as plantas de cevada da cultivar Elis, quando
inoculadas com o patdégeno e denominadas de infectadas, apresentaram a maior
concentracéo de fenol.

Ja nas plantas de cevada, em relagdo ao tratamento, com o aumento no intervalo
de tempo, apresentou aumento na quantidade de proteinas e diminuicao de fenol
como, por exemplo, a planta no intervalo de 72h esta com 0,97mg de proteina e a
planta sadia com 0,773 mg de proteina, traduzindo em 70% de protecdo em relacéo
a planta infectada. O mesmo ocorreu com o fenol sendo diminuido com o intervalo de
tempo. Isto vem de acordo com CASTRO & BACH (2004), onde em plantas de cevada
tratadas com elicitor goma xantana observaram que a concentracdo de proteinas
sempre foi maior. Entretanto, em relacéo a concentracdao de fendis, o valor sempre
diminuiu.

Compostos como beta-glucana e fenois pode estar envolvido no mecanismo de
protecéo das plantas de cevada agindo como antioxidantes e fazendo com que a planta
de cevada reaja com seu mecanismo de defesa impedindo a entrada do patégeno.

Tratamentos % de protecao* proteina mg' fenol mg'
Sadia (controle agua) X 0,773a 0,590a
Controle (extrato) X 0.565a 0.192a
Gan 24h 65,0 b** 0.970a 0.210a
Gan 48h 68,0 b 0.971a 0.186a
Gan 72h 70,0 b 0.976a 0.149a
Infectada O,0a 0,255b 0,811b
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Tabela 3: Porcentagem de protecdo em folhas de plantas de cevada variedade Elis, utilizando
extrato hidroalcoodlico de ganoderma como indutor, nos diferentes intervalos de tempo.

*Porcentagem de protecéo seguidas por letra b, sdo significativamente diferentes das plantas infectadas, pelo
teste T (P<0,05). Numeros representam média de um total de 30 folhas/tratamento.

41 CONCLUSAO

O extrato hidroalcodlico de Ganoderma, provou ser potente indutor de resisténcia
nao necessitando de uso de fungicida auxiliando assim a nao poluicdo do meio
ambiente e na manutencéo da qualidade de vida e alimento para o ser humano.
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