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1. INTRODUCAO

O fungo Bipolaris oryzae (Breda de Haan) Shoem [teleomorfo: Cochliobolus
miyabeanus (Ito & Kuribayashi)], agente etiolégico da mancha-parda, causa 0s
maiores danos nas lavouras gauchas de arroz irrigado durante a germinacao das
sementes, causando a morte das plantulas e consequentemente reducdo no
estande (RIBEIRO, 1988; BEDENDO, 1997; BALARDIN, 2003; FUNCK; KEMPF,
2008).

Os sintomas foliares ocasionados por B. oryzae s&do bastante
caracteristicos sendo observadas nas folhas les6es arredondadas de coloracdo
marrom bem definida (FUNCK; KEMPF, 2008; FARIAS et al., 2011).

Lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas de origem ndo imunogénica que
se ligam especificamente e reversivelmente a diferentes carboidratos e
glicoproteinas. Representam um grupo heterogéneo de proteinas oligoméricas
variando em tamanho, estrutura, organizacdo molecular e entre os sitios de
ligacdo a carboidratos, e estdo amplamente distribuidas em plantas, virus,
bactérias e animais (GERLACH, 2005).

Essas proteinas servem como importantes moléculas de reconhecimento
em organismos, desempenhando um importante papel por apresentarem um
amplo espectro de atividades biolégicas. (PAN, 2010). Dentre as varias
propriedades biologicas dessas proteinas, destaca-se um envolvimento no
mecanismo de defesa das plantas contra ataque de insetos e fungos
fitopatogénicos.

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial antifingico de
uma lectina denominada BvL, obtida de sementes de B. variegata sobre isolados
de B. oryzae, oriundos de diferentes regides produtoras de arroz do estado do Rio
Grande do Sul.

2. METODOLOGIA

Para a obtencé&o da lectina BvL procedeu-se a homogeneizagao de farinha
de semente de B. variegata com tampéao Tris-HC| 100 mM pH 7,6 , NaCl 150 mM
(1:20 m/v) por 3 h em temperatura ambiente. Apds, realizou-se centrifugacédo, a
fracdo protéica foi carregada em uma coluna de agarose-lactose (Sigma)
equilibrada e eluida com o tampédo de extracdo em uma taxa de fluxo de 30
mL.min. Posteriormente, procedeu-se a lavagem das proteinas nédo ligadas a
coluna, a lectina foi eluida com tampao glicina 50 mM pH 2,6 com NaCl 150 mM.

As fracdes foram coletadas manualmente e testadas para a atividade
hemaglutinante em eritrcitos de coelho. As fragdes ativas foram associadas,
dialisadas extensivamente contra agua destilada, liofilizadas. A lectina liofilizada
foi ressuspensa em 1ml de agua ultrapura estéril para utilizacdo no ensaio
bioldgico.
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Para a realizagcdo do ensaio bioldgico, isolados fangicos B. oryzae de
diferentes regifes orizicolas foram cultivados em placa de petri contendo BDA
(batata+dextrose+agar) e incubados a 25°+ 2°C, com fotoperiodo de 12 h.

A atividade antifangica foi avaliada utilizando o ensaio de inibicdo de
expansdo das hifas. Em placas de Petri estéreis com meio solido BDA foi
colocado um fragmento de micélio do patégeno alvo no centro da placa e discos
estéreis de papel de filtro foram distribuidos sobre a mesma ao redor de cada
micélio. Em cada disco, foram aplicadas solu¢fes de lectinas em concentracdes
de 25; 50; 75 e 100 ug de lectina em 30 uL solugcéo, como controle foi utilizado um
disco contendo &gua ultrapura estéril e a atividade foi avaliada diariamente com a
realizacdo das medidas do halos de inibicéo.

Posteriormente, foi realizada a avaliacdo da esporulacdo das col6nias.
Realizou-se a raspagem superficial das colénias com auxilio de um pincel estéril e
agua destilada estéril. Apos, procedeu-se a contagem de esporos em Camara de
Neubauer, com auxilio de microscépio optico.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade, utilizando o programa WinStat, versdo 2.0 (MACHADO e
CONCEICAO, 2003).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As preparacgdes das lectinas de BvL nas concentragdes de 25, 50, e 75
ug/uL ndo apresentaram diferenca significativa estatisticamente para a inibicdo do
crescimento do fungo em relacdo a testemunha (Fig. 1). Em alguns casos, a
inibicdo do crescimento micelar tem a ver com a fase de crescimento do fungo,
podendo em determinado estadio ndo existir, ao nivel do micélio, hidratos de
carbono envolventes que a lectina possa reconhecer (MELO et al,2005).

No entanto, a concentracdo de 100 pg/uL da proteina diferiu
estatisticamente da testemunha, demonstrando potencial inibitério do crescimento
micelial.

As lectinas apresentam a habilidade dos seus sitios de ligarem quitina. Tal
propriedade provavelmente esta envolvida na atividade antifingica das lectinas
contra B. oryzae. Pois, lectinas ligadoras de quitina afetam o crescimento e
desenvolvimento fungico por causarem distarbios na sintese e deposicdo de
guitina na parede celular (SELITRENNIKOFF, 2001).
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Figura 1: Efeito da lectina de B. variegata (BvL) sobre o crescimento micelial de
isolados de B. oryzae de diferentes regides do RS. *Os valores das médias com a



mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. No eixo x, 1; 2; 3; 4; 5 representam ordenadamente a origem dos
isolados de B. oryzae (1= Depressao Central, 2=Regido da Campanha; 3=
Planicie Costeira Interna; 4= Planicie Costeira Externa; 5= Rosario).

A avaliacdo atividade da lectina BvL sobre a esporulacdo do patégenos de
B. oryzae, demonstrou atividade inibitéria da esporulacdo em todos os
tratamentos utilizados em relacdo a testemunha (Fig. 2). O tratamento com
concentracdo de 100 pg/uL da proteina em todos os isolados avaliados das
diferentes regifes orizicolas apresentou o melhor resultado na avaliagdo da
esporulacdo, demonstrando potencial inibitério de até 90% da esporulacéo.

Podemos observar, que o comportamento dos isolados frente ao teste de
inibicdo de esporulacdo ndo apresentaram diferencas entre si nas concentracdes
utilizadas, apesar da origem dos isolados serem de diferentes regides e acreditar
na variabilidade genética existente entre os isolados. Os isolados da Depressédo
Central e da Planicie Costeira Externa ndo apresentaram diferenca significativa
estatisticamente nas diluicées de 25 e 50 pg/uL.

O fato de ocorrer a reducdo da esporulagdo do fungo, pode estar
relacionada a atuacdo do lectinas ligadoras de quitina atuarem em algum estagio
de desenvolvimento de esporulagéo do fungo (SELITRENNIKOFF, 2001).
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Figura 2: Efeito da lectina de B. variegata (BvL) sobre a esporulagéo de isolados
de B. oryzae de diferentes regifes do RS. *Os valores das médias com a mesma
letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. No
eixo x, 1; 2; 3; 4; 5 representam ordenadamente a origem dos isolados de
B.oryzae (1= Depresséo Central, 2=Regido da Campanha; 3= Planicie Costeira
Interna; 4= Planicie Costeira Externa; 5= Rosario).

4. CONCLUSOES

Os resultados mostraram que a lectina isolada de sementes de B. variegata
apresenta grande potencial como insumo biotecnoldgico, podendo ser utilizado no
controle da esporulagéo do fungo fitopatogénico B.oryzae.

No entanto, novos estudos devem ser realizados para verificar o potencial
das lectinas frente a germinacéo dos esporos deste fungo.
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