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RESUMO

Extratos brutos de plantas medicinais da flora nativa podem ser utilizados no
controle de fitopatdgenos, por sua acdo fungitoxica direta ou indireta. A doenca em cevada
conhecida como mancha-foliar provocada pelo fungo Bipolaris sorokiniana causa prejuizos
aos produtores de cevada cervejeira. O objetivo do presente trabalho foi verificar a
possibilidade de inducdo de resisténcia local e sisttmica utilizando o extrato das folhas da
planta primavera (Bougainvillea spectabilis Willd) em plantas de cevada (Hordeum vulgare
L) da variedade Embrapa 128 contra Bipolaris sorokiniana. Para o extrato, 259 das folhas
foram trituradas com 500mL de &gua destilada, permanecendo uma hora em geladeira e,
posteriormente, filtrado em gaze e guardado no freezer. A concentracdo utilizada nos
tratamentos foi de 3,4mg de SAB (Soro Albumina Bovina). As plantas de cevada variedade
Embrapa 128 (estagio 5 de desenvolvimento) foram separadas em grupos para tratamentos
sendo: tratamento 1-grupo de plantas aspergidas com agua; tratamento 2-grupo de plantas
aspergidas com extrato de folhas; tratamento 3-grupo de plantas inoculadas com patdégeno
(suspensdo de conidios 10°conidios/mL); tratamento 4-grupo de plantas aspergidas com
extrato de folhas e, depois de 24 horas inoculadas com o patégeno; tratamento 5-idem ao
tratamento 4 sendo apds 48horas; tratamento 6-idem ao tratamento 4 sendo apds 72horas;
tratamento 7-pinceladas as primeiras folhas com extrato; tratamento 8-pinceladas as segundas
folhas com extrato. Grupos (7 e 8) de plantas tratadas foram separadas sendo que apos 24, 48
e 72 horas da aplicacdo, foram inoculadas com as suspens@es de conidios. A protecdo das
plantas de cevada foi avaliada 4 dias apds a inoculacdo do patdgeno. Os resultados obtidos
demonstraram que as plantas de cevada apresentaram protecdo acima de 90% em funcéo do
tempo (24, 48 e 72 horas), quando tratadas previamente com o extrato das folhas de
primavera. Na protecdo sistémica, as plantas tratadas apresentaram protecdo entre 80-100%,
tanto da direcdo da primeira para a segunda e terceira folha, quanto da fase inversa.
Entretanto, a protecdo na fase ascendente foi maior do que na descendente. A indugéo de
resisténcia foi correlacionada com as andlises bioguimicas onde ocorreu aumento na
quantidade de proteinas, enzima beta-glucanase e clorofila; diminuicdo na quantidade de
fenois e aumento da atividade de esterase. Os resultados sugerem a possibilidade de usar o
extrato das folhas da planta primavera como indutor de resisténcia local e sistémica perante
plantas de cevada (variedade Embrapa 128) contra Bipolaris sorokiniana.

Palavras-chave: Inducdo de protecdo, Bougainvillea spectabilis Willd, cevada, Bipolaris
sorokiniana.



ABSTRACT

Raw extracts of medicinal plants from native flora can be used in the control of
pathogen of plants, by direct or indirect fungitoxic action. The disease in barley known as
foliar spot blotch caused by the fungi Bipolaris sorokiniana present great loss to the culture
and for brewers industries. The purpose of the present trial was to verify the possibility of
local and systemic resistance induction on barley plants (Hordeum vulgare L.) variety
Embrapa 128, against Bipolaris sorokiniana, when using the extract of primrose leaves
(Bougainvillea spectabilis Wild). For the extract, 259 of the leaves were triturated with
500mL of distilled water, staying one hour in refrigerator and, later, filtrate in gauze and kept
in the freezer. The concentration used in the treatments was of 3,4mg of SAB (Serum
Albumin Bovin). The barley plants variety Embrapa 128 were separate in groups for
treatments being: treatment 1-group of plants sprayed with water; treatment 2-group of plants
sprayed with extract of leaves; treatment 3-group of plants sprayed with pathogen (conidia
suspension 10° conidia/mL); treatment 4-group of plants sprayed with extract of leaves and,
after 24 hours inoculated with the pathogen; treatment 5-same to the treatment 4 being after
48horas; treatment 6-same to the treatment 4 being after 72horas; treatment 7-brushstrokes
the first leaves with extract; treatment 8-brushstrokes second leaf with extract. Groups (7 and
8) of treated plants were separate and after 24, 48 and 72 hours of the application, were
inoculated with the conidia suspension. Protection of the barley plants was evaluated 4 days
after the inoculation of the pathogen. The results demonstrated that barley plants presented
protection above 90% in function of the time (24, 48 and 72 hours), when previously treated
with extract of the leaves. In systemic protection , treated plants presented among 80-100% of
protection, so much of the direction of the first for second and third leaf, as of the inverse
phase. However, the ascending phase present greater protection than the descending. The
resistance induction was correlated with the biochemical analyses where increase the
concentration of proteins, enzyme beta-glucanase and chlorophyll; decrease the concentration
of phenols and increase the activity of esterase. The results suggest the possibility to use
extract of leaves of primrose as local and systemic resistance as inducer in barley plants
(variety Embrapa 128) against Bipolaris sorokiniana.

Key-words: Induction of protection, Bougainvillea spectabilis Willd, barley, Bipolaris
sorokiniana.
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1 INTRODUCAO

A cevada produzida no Brasil tem sido utilizada por industrias cervejeiras para producgao de
malte (TONON, 1992), sendo que a area cultivada de cevada no Brasil no ano de 2004 foi de
aproximadamente 147.000 hectares que corresponderam a mais de 200.000 toneladas
(MINELLA, 2004).

Durante o cultivo da cevada, vérias doengas causadas por fungos patogénicos atacam as
plantas causando perdas e prejuizos aos produtores, podendo ser : Bipolaris sorokiniana,
Drechslera teres, Blumeria graminis hordei ¢ Puccinia hordei (REIS et al., 1988). Para impedir
que estas perdas ocorram, utilizam-se fungicidas no controle dos fitopatégenos, podendo afetar o
meio ambiente ¢ a saide do homem, surgindo assim, a necessidade da utilizacao de substancias
naturais que possam controlar os fitopatogenos impedindo o desenvolvimento das doencas na
cevada sem oferecer riscos ao meio ambiente e ao homem.

A inducdo de resisténcia tem sido utilizada como um controle alternativo capaz de
estimular as plantas a se defenderem dos patdégenos apds serem tratadas com agentes bioticos ou
abioticos, denominados elicitores ou indutores de resisténcia (KUC, 1987; 2000; 2001;
MANANDHAR et al., 1999).

Assim, o objetivo principal do presente trabalho foi verificar a possibilidade da utilizagao
do extrato das folhas da planta primavera (Bougainvillea spectabilis Willd) no controle da doenga

mancha-foliar causada por Bipolaris sorokiniana em plantas de cevada (variedade Embrapa 128).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cultura da cevada

No Brasil, segundo Moura (1987) o inicio do cultivo da cevada foi desde a época colonial,
mas o processo de sele¢do iniciou-se em 1920 por intermédio de imigrantes europeus,
principalmente Tchecoslovacos, que introduziram as primeiras linhagens e cultivares. A partir de
1976 a area de cultivo se expandiu devido a implantagdo do Plano Nacional de Auto-Suficiéncia
em Cevada e Malte, o qual incluiu a cevada na politica de precos minimos, crédito e

financiamento da produ¢dao (MOURA, 1987).

No ano de 2003, a area de cevada cultivada no Brasil foi de 136.000 hectares, passando

para 147.000 em 2004 (MINELLA, 2004).

No ano de 2004, iniciou-se no Estado de Goids o cultivo através de sistema irrigado com as
cultivares BRS 180 e BRS 195. "A preferéncia dos produtores, tanto no sequeiro como no
irrigado, foi pela cultivar BRS 195 por caracteristicas superiores como ampla adaptacdo,
resisténcia a doencas e alta produtividade. Esta cultivar respondeu por 60% da area cultivada no
Brasil". As lavouras de sequeiro foram plantadas no Rio Grande do Sul (88 mil hectares) e no
Parand (57 mil hectares) sendo que as cultivares mais plantadas foram BRS 195, MN 698,

Embrapa 127, Embrapa 128 e BRS 225 (MINELLA, 2004).

O grao da cevada além da utilizagdo para o malte pode ser usado também como ragao.

Suas aplicagdes sdo multiplas, como servir para alimentagdo de animais em pastoreio ou sob a
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forma de feno. Os graos também podem ser usados como matéria prima para farinhas e flocos na
alimenta¢gdo humana (TONON, 1992).

Para a preparacdo do malte costuma-se utilizar o grio germinado. Perdido o poder
germinativo, desaparece o seu valor como matéria-prima do malte. O malte que d4 as melhores
cervejas € feito com cevada de baixo teor de proteinas (no maximo 11,5%). Assim, o grao sem
germinagdo ou com alto teor de proteina ¢ encaminhado para a produgdo de ragdes, perdendo
grande parte do valor comercial. O teor de proteina esta relacionado nao s6 com a variedade, mas
também com a temperatura, teor da matéria organica e de nitrogénio no solo. A mesma variedade
de cevada cultivada em regides de climas diferentes produzira graos com maior teor de proteina
na area de clima mais quente. Em alguns paises, como o México, procura-se obter variedades de
cevadas mais ricas em proteinas para alimentagdo humana (MOURA, 1987).

A cevada foi encontrada no Oriente Médio e cultivada na regido denominada “ Fertile
Crescent “ abrangendo Israel, Jordania, Siria, Turquia, Iraque e Ird. A forma cultivada originou-
se da espécie selvagem Hordeum spontaneum que atualmente pertence a espécie Hordeum
vulgare sp. As sementes foram levadas a Grécia, Etiopia e China e por apresentarem grande
adaptabilidade ecologica, a cevada atingiu boa parte do planeta (MINELLA, 2001).

Entre as varias espécies de cevada que existiam em 1900, algumas conseguiam crescer nos
limites do Circulo Polar Artico, onde nenhum outro cereal conseguia sobreviver; outras
conseguiam crescer nos climas aridos do deserto do Saara; nos altiplanos do Tibet, até cerca de
4.600m de altitude, e outras, nas planicies tropicais da india (TONON, 1992).

Como a cevada sofre ataque de insetos, geadas e doengas (exemplo : mancha foliar), existe
uma preocupacao pela evolu¢do dessa cultura, pois o aumento da demanda de mercado e

competitividade sdo cada vez mais intensos.
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Lakew (1997), estudou a diversidade de cultivares de cevada na Etidpia, produzindo
durante cinco anos um total de 600 linhagens. Dentre estas linhagens, foram desenvolvidas
algumas resistentes a doencas e ataques de insetos.

Segundo Costa & Bolero (2001), os testes genotipicos de cultivares devem ser feitos ao
longo dos anos, a fim de caracterizar de maneira completa o desempenho destes.

O melhoramento da cevada tem como objetivo atender as demandas da industria cervejeira,
onde resisténcia a doengas ¢ adversidades ambientais sdo muito enfatizadas nos programas da
Embrapa. A variedade BR-2, foi langada em 1989, sendo o primeiro cultivar com resisténcia a
mancha-em-rede, a mais comum e destrutiva doenca no pais (MINELLA et al., 1996).

O melhoramento da qualidade do malte, foi relatado por Arias (1995) a partir dos cultivares
MN-656 ¢ BR-2, principalmente quanto ao rendimento de extrato e ao poder enzimatico.

Além dos cultivares mencionados anteriormente, existem outras importantes variedades de

cevada utilizadas no campo da maltaria (Embrapa 128, BRS-195 ¢ Borema).

2.2 Crescimento da cevada

A semente de cevada, emite uma raiz seminal, em seqiiéncia, raizes laterais secundarias. O
coleoptilo desenvolve-se rompendo o solo acima da semente, e do seu interior, emerge a primeira
folha. Duas a trés semanas apds a emergéncia, aparecem no primeiro nd acima da superficie do
solo, ramifica¢cdes denominadas perfilhos. Durante o perfilhamento, as Unicas partes visiveis da
planta sdo as folhas e bainhas. As bainhas se assemelham a colmos, sendo denominadas
pseudocolmos, ja que os colmos verdadeiros ainda estdo incipientes no interior das bainhas. Apos

o perfilhamento, a planta inicia um desenvolvimento muito ativo, com a elonga¢ao dos entrenos ¢
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das bainhas que os cobrem. O inicio do crescimento do colmo ¢ marcado pelo aparecimento do
primeiro n6 na base da planta.

A partir do desenvolvimento do primordio floral, que no inicio da fase de crescimento do
colmo estd localizado na porgdo inferior da planta, vao ocorrendo a formagdo da espiga e o
deslocamento desta pelo interior do colmo. Nesta época, surge externamente a ultima folha
bandeira, a espiga se desenvolve mais, distendendo-a, caracterizando o estdgio denominado
emborrachamento. A emergéncia da espiga, pela abertura da bainha, caracteriza o espigamento,
surgindo primeiro a espiga do perfilho principal, seguida pelas espigas dos demais perfilhos, na

ordem em que estes apareceram (Figura 1) (SILVA et al., 1996).

ESPIGA

® (1)- Sementa
(2)-Raizes seminais

J (3)- Corea
(4)-Roaizes definitivas
(5)-Folhas

(6)-Nd

(@) -Enlrend

~Folha bandsira
(9)-Espiga

Figura 1: Morfologia da planta de cevada (FORCELINI, 1991).
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A semente de cevada possui trés partes (Figura 2):
* Germe, apos o plantio, € a parte que ira germinar, rica em proteinas, gorduras ¢ minerais.
* Casca, da protecdo ao germe e ao endosperma, rica em minerais e vitaminas.

* Endosperma, parte mais importante da semente, rica em amido, contém 75% das proteinas

existentes na semente.

Endosperma

. Casca

Germe

Figura 2: Morfologia da semente de cevada (FERRI, 1979).
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Virias fases podem ser identificadas no desenvolvimento da cevada. O conhecimento dessas
fases ¢ muito importante para a aplicagdo, na época adequada, de fertilizantes em cobertura,
defensivos, agua e indutores de resisténcia. O desenvolvimento da cevada e do trigo, para fins de

estudo, ¢ subdividido em estagios caracterizados pela escala de Feekes, modificada por Large

(1954) (Figura 3).

Elongacéo

—— e

Espigamento  Maluragio

o pe—— =

Partilhamenlo

WYY

Legenda da Escala Feekes-Large (LARGE, 1954)

Estagios Descri¢ao de cada estagio

1°ao 5° Perfilhamento — germinagdo, nascimento das folhas.

6° a0 10° Elongagdo — crescimento da planta e de suas folhas.
10.1°¢10.5° Espigamento — surgimento das espigas.

11° Maturag@o — a planta atinge o estagio maximo de crescimento.

Figura 3: Escala de Feekes-Large (LARGE, 1954).
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2.3 Doencas da cevada e patogenicidade

Entre as variaveis geradoras de insucesso na producao de cevada, plenamente controlaveis
pelo uso da tecnologia, tem merecido destaque os fungos patogénicos, bastante disseminados na
natureza, causando danos severos aos cereais. Dependendo do agente causal, cultivar e condi¢des
climaticas, as doengas fungicas podem provocar até 100% de perda, especialmente em trigo e
cevada (REIS et al., 1988). Tal situagdao exige o emprego de medidas apropriadas e econdmicas
de controle. Um expressivo e variado numero de doencas atacam os cereais, porém algumas
merecem maior destaque, devido aos sérios prejuizos causados nos ultimos anos (MOURA,
1987).

A Helmintosporiose em trigo e cevada causa sérios prejuizos na producao e qualidade dos
graos, isto para o caso de Helminthosporium sativum ou Bipolaris sorokiniana, podendo ser
veiculadas pelas sementes e associadas a podridio comum das raizes ou manchas foliares (REIS
et al., 1988). Na cevada, Drechslera teres também tem sido a causa de uma doenga foliar
destrutiva em algumas regidoes (MOURA, 1987). Estes patégenos podem sobreviver de uma safra
a outra, nas sementes e nos restos de cultura de trigo e cevada, entre outras (NILSEN et al.,
1979).

As folhas apresentam manchas que variam conforme a espécie infectante. A mancha
marrom, negra ou cinzenta ¢ causada por Bipolaris sorokiniana. Enquanto que a mancha amarela
¢ causada pela Drechslera teres (PICININI, 1990; MOURA, 1987).

Esses patogenos apresentam duas formas distintas de ataque: a primeira, ao afetar a
absor¢do de nutrientes e agua, que constitui a fase da doenga em Orgdos subterrineos como

raizes, causando podriddo; a segunda ao interferir no processo fotossintético, quando a infec¢ao
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ocorre nos orgaos verdes como folhas, bainhas, colmos, glumas e sementes em formagao, onde os
graos ficam enrugados e chochos, apresentando mancha marrom escura, denominada de “ponta-
preta” (PICININI, 1990; SANTOS et al., 1990). Em relagdo as sementes infectadas por Bipolaris
sorokiniana, estas apresentam elevada taxa de transmissdo que varia de 60 a 90%, sendo desta
forma, responsavel pelo estabelecimento de intimeros focos da doenca no campo (FORCELINI,
1991).

Freqiientemente, sementes de cevada (Hordeum vulgare L.) encontram-se infectadas por
fungos patogénicos que limitam a produtividade dessa cultura no Sul do Brasil, especialmente
nos Estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana (REIS, 1987).

As condigdes climaticas no Brasil sdo favoraveis ao desenvolvimento de doengas causadas
por fungos na cultura de cevada, (BRIGGS, 1978; LUZ, 1982; MATHRE, 1985), levando a
queda da produtividade e interferéncia na qualidade do malte produzido (VIEIRA, 1985).

Através da andlise de 320 variedades de cevada na Europa, quanto a infec¢do por
Drechslera teres, foi observado que a reagdo a doenga era similar em variedades provenientes de
diferentes paises, porém variava entre as diferentes fases de germinacdo das sementes
(JORGENSEN et al., 2000)

Em 2003a, Bach et al., demonstraram que isolados de Bipolaris sorokiniana causadores da
doenca mancha foliar em trigo, também foram capazes de causar doenca mancha foliar em
diferentes cultivares de cevada. No mesmo ano de 2003, Carmo et al., trabalharam com diferentes
cultivares de cevada e relataram que estas reagiram diferentemente em relacdo a patogenicidade

perante diferentes isolados de Bipolaris sorokiniana.
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2.4 Bipolaris sorokiniana

Patdgeno de gramineas inicialmente descrito como Helminthosporium, foi posteriormente
classificado como Bipolaris sorokiniana. De acordo com a germinagao dos conidios, os fungos
graminicolas podem ser de trés tipos: Helminthosporium, Drechslera e Bipolaris
(SHOEMAKER, 1959).

O fungo do género Bipolaris, caracteriza-se por conidios curtos, fusiformes, elipsoidais,
escuros, arredondados no é4pice, com cerca 75 um de comprimento, septos sem listras pretas e
condi6foros usualmente sem ramificagdes (MUCHOVE]J et al., 1988). A caracterizagdo do
género ¢ feita a partir de critérios como: tipo de conidio, germinagdo, tubo germinativo
(ALCORN, 1988).

O fungo Bipolaris sorokiniana causa a helmintosporiose da cevada, sobrevive como
micélio em sementes infectadas e saprofiticamente nos restos culturais de seus hospedeiros, este
fungo esta presente nas sementes das plantas de cevada, em fungao da época de colheita (LIMA
etal., 2001).

Para avaliar a dorméncia de Bipolaris sorokiniana no solo, varios autores desenvolveram
meios seletivos ou semi-seletivos (KULKARNI et al.,, 1978; DODMAN & REINKE, 1982;
REIS, 1983; FILIPPOVA & KASHEMIROVA, 1990). O desenvolvimento desses meios para a
detecgdo de conidios dormentes de Bipolaris sorokiniana no solo tem aberto a possibilidade de
seu uso na deteccdo desse fungo em andlises rotineiras de patologia de sementes (REIS et al.,
1999).

Turquetti et al., (2001) descreveram que praticamente todas as cultivares brasileiras de

cevada sdo sensiveis ao patdgeno Bipolaris sorokiniana.
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2.5 Mecanismo de penetracdo do fungo nas plantas

Na interacao envolvendo fungo e planta, o fungo ird aderir a folha da cevada, ocorrendo o
reconhecimento, tendo depois a penetracao e a infeccao que proporciona perdas na produgao.

O fungo Bipolaris sorokiniana produz metabolitos quando interage com trigo ou cevada,
onde induz a necrose das folhas. Nestes metabolitos foram identificadas proteinas de baixa massa
molecular responsaveis pela produgdo da lesao (BACH & KIMATI, 1999).

O fungo Bipolaris sorokiniana ¢ um organismo necrotrofico, isto €, capaz de matar as
c¢lulas da folha para garantir a sua sobrevivéncia, produz toxinas na penetragao podendo induzir
muitos dos sintomas comumente observados nas doengas como clorose, necrose além da

producao de fendis nas folhas infectadas (HAMMOND-KOSACK & JONES, 1996).

2.6 Bougainvillea spectabilis Willd

Também conhecida como primavera, trés-marias, ceboleiro, santa-rita, espinho-de-santa-
rita ¢ um arbusto com caules longos e espinhentos, nativo do leste e nordeste do territorio
brasileiro (LORENZI & SOUZA, 1999).

Conforme Lorenzi (1998), esta planta possui flores envolvidas por trés-bracteas vistosas,
de cores vermelhas, formadas no outono-primavera, existem hoje uma vasta gama de cultivares
com formas bem diferentes da espécie tipica. Por ser uma espécie muito hidridada, ja se obteve
bracteas com dezenas de formas e cores, inclusive bicolores. Foi observado que os coloridos mais

vibrantes e intensos desta planta sao encontrados em locais de clima quente.
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Cultivada a pleno sol como trepadeira para revestir caramanchoes e cercas, sempre em solo
bem drenavel, ndo tolera geadas fortes.

No caso da primavera, quem primeiro a coletou foi Louis Antoine de Bougainville,
almirante francés que navegou pelo mundo entre 1767 ¢ 1769. Este francés , teria se encantado
por esta planta que ocorria nas serras do Rio de Janeiro. Coletando assim, alguns exemplares que
foram levados a Europa e ofertados ao Rei Luis XIV, a partir dai seu cultivo se espalhou por todo
o mundo. Uma amostra destas plantas encontra-se depositada no museu de Paris, sendo a
primeira referéncia formal desta planta de origem brasileira. Bougainville foi homenageado pela
descoberta, pois o Rei deu o nome a planta de Bougainvillea ou planta de Bougainville.

De todas as trepadeiras, esta ¢ sem davida, uma das mais cultivadas nos jardins tropicais
em todo o mundo e também em vasos nos paises frios. Em pequenos jardins, muros e arcos
recomenda-se plantar apenas uma variedade de cor, o que possibilita maior desenvolvimento.
Com podas adequadas pode ser cultivada como uma arvoreta. Através de podas bem
conduzidas, ¢ possivel “ moldar “ a Bougainvillea, obtendo praticamente a forma que se quiser
da planta, sendo que apds a poda é necessario aplicagdo de adubo para aumentar a floragdo
(JOLY, 1993).

Esta planta floresce abundantemente na primavera ¢ também no comeg¢o do outono, por
isso ¢ tdo conhecida como primavera, outro nome, trés-marias também ¢ dado pelo fato desta
planta possuir trés bracteas que envolvem pequenas flores verdadeiras (JOLY, 1993).

Esta planta prefere solos ricos em matéria organica, reproduzem-se normalmente por
estacas e raramente por sementes. As podas devem ser efetuadas somente entre julho e agosto.
Como as podas podem reduzir as floradas subsequentes, convém remover apenas galhos velhos
ou mal formados, procurando equilibrar a planta (JOLY, 1993).

Para o cultivo da primavera em vasos, devem ser observados alguns cuidados essenciais :
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* Preparar o solo para plantio com uma parte de terra comum de jardim, uma parte de terra
vegetal e duas partes de areia para facilitar a oxigenacdo, impedindo que o substrato fique muito
compactado.

* Colocar o vaso em local ensolarado, para florescer; a primavera precisa de pelo menos quatro
horas diarias de sol.

* Regar pela manha ou a tarde, quando os raios solares ndo estdo intensos.

* Fazer adubagdes periddicas, usando adubos organicos ricos em fosforo.

2.7 Inducdo de resisténcia

Desde o século XIX ¢ dada grande atencdo aos métodos alternativos de controle de
doencas, sendo que um destes métodos ¢ a inducdo de protecdo também conhecida como:
inducdo de resisténcia, imunidade adquirida, resisténcia induzida, ou ainda imunizacdo. A
resisténcia induzida ¢ a resisténcia que depende de fatores presentes no hospedeiro que se
manifestam apos o mesmo ter sido tratado com agentes bioticos ou abiodticos (quimicos ou
fisicos) (KUC, 1982; SEQUEIRA, 1983; STERMER & HAMMERSCHMIDT, 1987).

Hé mais de 100 anos ja se conhece o fendmeno de imunizacao de plantas contra seus
patogenos. Entretanto, os primeiros trabalhos em que foi verificada a possibilidade de se alterar a
sensibilidade de plantas, tornando-as menos suscetivel, datam do inicio do século passado. Entre
esses, podemos salientar o pioneirismo de Ray (1901), no qual o autor relata a “vacinagdo de
plantas” com formas atenuadas de ferrugens e também Bernard (1909) que trabalhou com bulbos
tornando-os resistentes a Rhizoctonia repens quando suas raizes foram previamente inoculadas

com um isolado fraco do mesmo fungo.



25

Smith (1911) verificou que margaridas Paris, quando inoculadas com Agrobacterium
tumefaciens, apresentavam tumores em seus tecidos e tornavam-se resistentes a uma posterior
reinoculagdo com o patdgeno. Estes dados ndo foram confirmados na época, porém, Brown
(1923), utilizando uma suspensido das mesmas bactérias mortas, conseguiu proteger as plantas
contra infec¢des posteriores.

Segundo Moraes (1991), algumas substancias quimicas ocorrem livres nos espagos
intercelulares de certos tecidos vegetais, substancias estas, produzidas pelas proprias células e
associadas as paredes celulares. Essas substancias sdo polissacarideos, glicoproteinas e proteinas
que podem ser liberadas para o espago intercelular na integra ou na forma de residuos terminais.
No instante em que o patdgeno penetra no hospedeiro, deve ocorrer o reconhecimento dos
determinantes especificos presentes nas paredes celulares do patégeno, através das
macromoléculas de alta especificidade existentes nas células do hospedeiro.

Quando provocadas por agentes bidticos ou abioticos, as plantas respondem alterando seu
metabolismo, aumentando ou diminuindo a concentragdo de alguns metabdlitos ou
macromoléculas bioquimicas, ou ainda, produzindo outros, que estejam relacionados com a
reacdo de resisténcia (FRY, 1986; KUC, 1993, 2001; BENHAMOU, 1996; KOMBRINK &
SCHMELZER, 2001).

A diminui¢do das proteinas encontradas nas plantas infectadas, comparadas ao aumento
das proteinas nas plantas cuja resisténcia induzida ocorreu, foram descritos por Guzzo, 1993;
Benhamou, 1996; Bach, 1997; Kombrink & Schmelzerk, 2001; indicando que as proteinas estdo
relacionadas a patogénese, e que no hospedeiro, os elicitores provocam uma intensa producao de
proteinas que protege as plantas contra os patdgenos.

A concentragdo de fenois diminui nas plantas onde a inducdo de resisténcia foi verificada

em comparacdo as plantas sadias. Entretanto, nas plantas infectadas (pulverizadas apenas com o
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patdgeno), a concentragdo de fenois aumenta consideravelmente. Oku (1964) obteve aumento de
substancias fendlicas em plantas de arroz infectadas, em relagdo as plantas sadias. Bach (1997)
também constatou aumento na concentracdo de fendis em plantas de trigo infectadas com
Bipolaris sorokiniana, Drechslera tritici-repentis ou Bipolaris bicolor. Rodrigues et al. (2002)
verificaram aumento na concentra¢do de fenois, em plantas de cevada infectadas com Bipolaris
sorokiniana.

Varios autores relacionam as seguintes alteragdes bioquimicas com a indugdo de
resisténcia: aumento na quantidade de proteinas e diminui¢do na quantidade de fendis (KARL &
KRUPINSKI, 1983; REUVENI & BOTHMA, 1985; SRIVASTAVA, 1987; BACH, 1989;
RODRIGUES et al., 2002; BACH et al., 2003).

Em plantas de trigo, foi observado que apos tratamento com o indutor goma xantana, a
concentragdo de proteinas aumentou em relacdo as plantas sadias, enquanto que nas plantas
infectadas, houve decréscimo (BACH et al., 2003b).

Para a cevada, utilizando como indutor a alicina, observou-se que as plantas submetidas ao
tratamento, apresentaram aumento na quantidade de proteinas em relagdo as plantas infectadas
que apresentaram decréscimo na quantidade de proteinas, que devem estar sendo utilizadas pelo
fungo (RODRIGUES et al., 2002).

Existem varias substancias sendo utilizadas atualmente como indutores ou elicitores. Uma
destas foi a utilizagdo do acido DL-beta-amino-n-butirico (BABA) em plantas de couve contra
Plasmopara helianthi, onde o tratamento induziu resisténcia (TOSI et al., 1998). Outros
exemplos podem ser : 4acido aracddnico, acido jasmonico e acido salicilico (BOLCH et al., 1984;
CREELMAN et al., 1992; RASKIN, 1992).

A resisténcia induzida nas plantas ndo se mostra especifica, sendo efetiva contra varios

tipos de patdogenos e em diferentes interagdes como: trigo - Bipolaris sorokiniana e Drechslera
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teres (BACH, 1997); cevada - Bipolaris sorokiniana (CASTRO et al., 2001; 2002; RODRIGUES
et al., 2002; SILVA, 2005; FELIPE, 2005); café - Hemileia vastatrix (GUZZO et al., 1993); arroz
- Pyricularia oryzae e Bipolaris sorokiniana (MANANDHAR et al., 1999) e pimentdo -
Phytophthora capsici (HWANG et al., 1997).

Em 1933, CHESTER levantou a hipotese de que as plantas teriam um sistema imunologico
similar ao dos mamiferos, isto €, existia a produ¢do de um sinal liberado na folha infectada que
seria transferido para outras partes da planta onde era induzida a reacdo de defesa.

BARTNICKI-GARCIA, (1968) menciona a presenga das proteinas relacionadas a
patogénese (PR), como freqlientemente encontradas na resposta a patéogenos. As PR-proteinas
mais extensamente estudadas sdo as quitinases e as beta-1,3-glucanases, capazes de hidrolisar,
respectivamente, quitina e beta-1,3-glucanas, encontradas na parede celular dos fungos (FRITIG
et al., 1998; KLEMENT et al., 1963 e VAN LOON et al., 1994). A indugdo de PR-proteinas apos
infeccdo viral, bacteriana ou fungica, bem como apds fatores de estresse abidtico, tem sido
documentada ¢ estudada, tanto em plantas dicotiledoneas, como em monocotiledoneas
(BOLLER, 1985).

Tanto a resisténcia local quanto a resisténcia sistémica, podem induzir ou estimular as vias
metabolicas bioquimicas do hospedeiro (CASTRO & BACH, 2004). Van Loon et al. (1998)
constataram que poucas horas apés a aplicacao do indutor em uma planta, foram encontradas PR-
proteinas em todas as suas folhas, tanto no ponto onde foi aplicado o indutor (protecdo local)
quanto em outros pontos que ndo receberam aplicacdo direta do indutor (protecdo sistémica).
Muitas PR-proteinas apresentam atividade antimicrobiana comprovada ou podem ativar outras
respostas de defesa em plantas (KOMBRINK & HAHLBROCK, 1986 e ROULIN &

BUCHALA, 1995).
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As PR-proteinas tem sido particularmente associadas a resisténcia sist€émica (PIETERSE et
al., 2001a e RYALS et al., 1996), como por exemplo, em fumo (PAN et al., 1991), tomate
(BENHAMOU et al., 1994), batata (SCHRODER et al., 1992), feijio (DANN et al., 1996),
pepino (STROBEL et al., 1996), melao (ROBY et al., 1988 ¢ BUZI et al., 2004), pimenta
(HWANG et al., 1997), cafeeiro (GUZZO & MARTINS, 1996) e videira (BUSAM et al., 1997).

Sinais moleculares secundarios podem se movimentar sistemicamente e induzir respostas
de defesa em locais distantes do sitio da infec¢do, aumentando a resisténcia a posteriores
infecgdes (DIXON & LAMB, 1990; METRAUX, 2001; RYALS et al., 1996).

Em relagdo as alteragdes bioquimicas, quando ocorre a indugdo de resisténcia, verifica-se
aumento na quantidade de proteinas, de agucares e¢ das atividades enzimaticas, também ¢
constatada a diminui¢do na quantidade de fendis (KARN & KRUPINSKI, 1983; REUVENI &
BOTHMA, 1985; SRIVASTAVA, 1987; BACH, 1989; RODRIGUES et al., 2002; BACH et al.,
2003).

Em reacdo de resisténcia, trabalhando com capim-elefante infectado com Exserohilum
turcicum, Bach et al., (1993) observaram aumento na concentragao de proteinas e redu¢do na
concentragdo de fendis.

Bach (1997) demonstrou altera¢des bioquimicas presentes em plantas de trigo tratadas com
indutores quando comparadas com as plantas controle, onde as plantas tratadas com indutores
apresentaram significativo aumento na quantidade de proteinas e enzimas beta-1,3-glucanase, ja a
concentragdo de fen6is aumentou nas plantas infectadas e diminuiu nas plantas submetidas a
tratamento. Azek et al., (2000), também observaram o aumento da quantidade de fenois em
cultura de células de cevada como reagdo ao fungo Bipolaris sorokiniana.

Elicitor ¢ a molécula capaz de induzir uma resposta de defesa (GRAHAM, 1995), podendo

ser elicitor bidtico ou abidtico. O termo elicitor foi empregado pela primeira vez, por Keen
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(1975), para designar substancias capazes de induzir o acimulo de fitoalexinas em tecidos
vegetais.

Os elicitores bidticos podem ter origem na propria planta hospedeira (elicitores enddgenos)
ou nos patdogenos (elicitores exogenos) (BENHAMOU, 1996; LEITE et al., 1997).
Quimicamente, os elicitores fungicos sdo: oligopeptideos, carboidratos, carboidratos complexos
ou ergosterol (OKU, 1994). Ja, Boller (1995), isolaram glicopeptideos de fungos, capazes de
induzir respostas de defesa em diferentes plantas.

Alguns compostos estdo sendo utilizados como elicitores abidticos, tais como:
benzotiadiazol (BTH), fosfato dipotassio, cloreto férrico, DL-beta-amino-n-butirico (BABA),
acilbenzolar-S-metil sendo que todos apresentaram reacdo nas plantas (GOTTSTEIN & KUC,
1989; MUCHARROMAH & KUC, 1991; REUVENI et al.,, 1996; GORLACH et al., 1996;
HWANG et al., 1997; REUVENI & REUVENI, 1998, MANANDHAR et al., 1998; ISHII et al.,

1999; DONG, 2001).

2.8 Métodos de inducéo de resisténcia

A resisténcia pode ser induzida mediante diferentes métodos, como tem sido demonstrado
por inlimeros autores :
* pré-inoculagdo das plantas com ragas avirulentas do patégeno (DEVERALL et al., 1968;
ELLISTON et al., 1971, 1976 a, b, ¢, 1977; KUC et al., 1975).
* inoculacdo com ndo — patdgenos (DOLAN et al., 1986).
* inocula¢do com patdgeno, termoinativado ou sonicado com ultra-som (HEALE & SHARMAM,

1977).
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* pré-tratamento das plantas com metabodlicos, filtrados de fungos, bactérias fitopatogénicas ou
outras substancias (EBRAHIM - NESBAT & SCHONEBECK, 1985; GUZZO et al., 1993;
KESSMANN et al., 1994; GUEDES & BACH, 1988).

* agentes abidticos como luz ultravioleta, ferimentos, enxertos, entre outros (KUC, 1982).

Todos os autores observaram que a ativacdo dos mecanismos de resisténcia de uma planta
dependiam de um estimulo externo, que pudesse desreprimir os mecanismos bloqueados para que
as células do hospedeiro respondessem como se fossem resistentes. Também verificaram que a
prote¢do induzida podia se manifestar tanto local como sistémica. Do ponto de vista pratico, a
resisténcia induzida sistémica ¢ mais importante porque a planta toda reage como resistente ¢ nao
somente o tecido submetido ao tratamento.

A resisténcia induzida seja local ou sistémica, segundo Kuc (1987) e Sequeira (1979, 1983)
mostra-se:

* dependente do tempo, isto €, a resisténcia ¢ estabelecida somente apo6s um intervalo minimo de
tempo entre aplicagdo do indutor e a inoculagdo com o patégeno, periodo em que a planta se
prepara para combater o patdgeno invasor.

A rapidez e a intensidade da resposta de prote¢do ¢ um fendmeno quantitativo diretamente
relacionado ao numero de células do hospedeiro que entra em contato com o indculo inicial.
Pascholati et al. (1986) observaram o fendmeno de resisténcia em plantas de meldo quando eram
tratadas com o indutor 24 horas antes da inoculagdo com o patogeno Mycosphaerella melonis.
Kutsner et al. (1993) observaram que utilizando o virus da necrose do fumo (TNV) como indutor,
eram necessarios 4 dias para que folhas de feijdo apresentassem protecdo contra Uromyces
phaseoli.

* dependente da temperatura, sendo a resisténcia sist€émica mais sensivel a esse fator.
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* dependente da concentragdo indutor vs. provocador. Pascholati et al. (1986) constataram que,
quanto maior a concentragdo de M. melonis (provocador), menor era a protecdo em plantas de
meldo pré-inoculadas com Helminthosporium carbonum. Guzzo et al. (1993) verificaram que o
aumento na concentracdo da goma xantana (indutor) elevava até certo nivel, a porcentagem de
protecdo em plantas de café contra Hemileia vastatrix. Segolin et al. (1997) trabalhando com
goma xantana e algumas variedades de capim elefante, observaram reagdo de resisténcia em
relagdo ao patdogeno Exserohilum turcicum. Bach (1997) observou a indugdo de resisténcia em
plantas de trigo quando inoculadas com goma xantana. A resisténcia foi observada para Bipolaris
bicolor, Bipolaris sorokiniana e Drechslera tritici-repentis.
* transmitida por enxertia ou por cultura de tecido. Hedrick et al. (1988) e Lawton et al. (1983)
induziram prote¢do em cultura de células de feijao contra Colletotrichum lindemuthianum pelo
seu tratamento prévio com o elicitor extraido da parede celular do mesmo fungo.
* natural, segura ao homem e ao ambiente, pois utiliza mecanismos de resisténcia inerentes as
plantas.

Embora a resisténcia induzida seja um fendmeno nao permanente ¢ ndo hereditario, ¢ de
extrema importancia para proteger as plantas nos periodos criticos favoraveis a ocorréncia de
doengas. E necessario ainda considerar que o efeito sistémico da indugio de resisténcia ndo é

especifico podendo ser efetivo tanto contra fungos, bactérias ou virus.
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2.9 Mecanismo de interacao dos indutores de resisténcia com as plantas

O mecanismo ocorre na ligacdo entre um indutor de resisténcia e um receptor presente na
célula vegetal. Normalmente, o receptor ¢ de natureza protéica e pode estar localizado tanto na
membrana plasmatica como no interior da célula vegetal. Nao existem muitos dados a respeito do
modo de como ¢ realizada a ligacdo entre o elicitor e o receptor do vegetal, no entanto, acredita-
se que a ligacdo elicitor-receptor pode ser multivalente, onde um elicitor pode se ligar a mais de
um receptor ou a mais de um sitio em um mesmo receptor (BERTOZZI & KIESSLING, 2001).

Fungos inoculados em plantas tratadas com ativadores de resisténcia apresentaram
germinagdo normal dos esporos com a emissao do tubo germinativo, formacao de apressorio e da
hifa de penetracao. No entanto, a penetragao nao ocorre normalmente. Muitas hifas de penetragao
sdo aprisionadas por papilas ou tem seu desenvolvimento retardado por aposi¢des na parede
vegetal, em ambos os casos impregnados por compostos fenolicos (MORAES, 1998). Assim,
foram observadas restri¢gdes no crescimento de patdégenos e conseqiientemente, uma diminuigao
da extensdo e severidade dos sintomas de doencas nas plantas previamente tratadas, quando
comparadas com plantas ndo induzidas e infectadas pelos mesmos fitopatogenos (HEIL &
BOSTOCK, 2002; RYALS et al., 1996 ¢ STICHER et al., 1997), caracterizando a indugdo de
protecao.

Apo0s o reconhecimento do indutor, a planta passa a manifestar as respostas de defesa. No
entanto, para que ocorram estas respostas, ¢ necessario haver a geragdao de sinais primarios, que
provavelmente agem em cascata somados a sinais secundarios que produzem resisténcia local ou
sistémica. A natureza do sinalizador primario nio ¢ conhecida. E pouco provavel que este

sinalizador seja uma molécula organica, pois para sua sintese ou liberagdo, seria necessario um
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outro sinal. E possivel que o sinalizador primario seja um sinal elétrico que poderia, por exemplo,

agir liberando uma molécula sinalizadora compartimentalizada (KUC, 1995).

2.10 Elicitores comerciais

Entre os indutores de resisténcia existentes no mercado mundial: encontram-se o
Oryzemate®, o Bion®, o Messenger®, 0 Oxycom ™ e 0 Opera®.

O Oryzemate® protege o arroz contra a brusone. Além do arroz, esse produto ¢ usado em
algumas culturas horticolas, mostrando-se efetivo, ndo s6 para o controle de fungos e bactérias,
mas também para o controle de viroses (KOGANEZAWA et al., 1998).

O Bion" age em cascata de sinais, um dos eventos que leva a resisténcia induzida
(HAMMERSCHIMIDT, 1999a; METRAUX, 2001; MOLINA et al., 1998; OOSTENDORP et
al., 2001). Trigo tratado com Bion depois pulverizado com Microdochium nivale apresentou
resisténcia a este patogeno (HOFGAARD et al., 2004).

O Messenger” é uma proteina, produzida por gene hrp, da bactéria fitopatogénica Erwinia
amylovora. E um produto classificado por EDEN Bioscience como regulador de planta tendo
sido o primeiro produto de tecnologia para plantas (EPA, 2000).

O Oxycom™ ¢ formado pela combinagio dos compostos: acido peracético, acido acético e
H,0,. Este produto ¢ capaz de aumentar a atividade de enzimas importantes ligadas a resisténcia
induzida, como a fenilalanina amdénia-liase (PAL), chalcona sintase e peroxidases (PO) sendo
capaz de proteger plantas contra nematodides e fungos, como exemplo temos um melhor
desempenho do feijdo em resposta a Pythium e Blumeria, em condigdes de campo (KIM et al.,

2001).
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O fungicida Opera® ¢ um novo fungicida pertencente a familia F500 promovido pela Basf.
F500 retine uma grande familia de fungicidas recomendados para as mais diversas e importantes
culturas com o moderno ingrediente ativo Piraclostrobin (C;9H;3CIN3O4) (4cido carbamico, [2-
[[[1-(4-clorofenil)-1H-pirazol-3-ilJoxi]metil fenil Jmetoxi-, metil éster). Este fungicida pertence a
classe dos fungicidas estrubilurinas (OPERA, 2005; F500, 2005).

“Strobilurins” ou estrubilurinas sdo produtos produzidos por fungos, estes produtos foram
descobertos por um grupo de cientistas alemdes no ano de 1970, sendo que as estrubilurinas
foram inicialmente encontradas em cogumelos (Strobilurus tenacellus) existentes em pinus. Este
fungo produzia a estrubilurina que protegia o pinus de diferentes doengas. Entretanto a molécula
era instavel na presenca de luz. Assim, isto foi melhorado na industria em meio sintético
passando assim a ser fungicida da Classe II (OPERA, 2005).

Inicialmente o Opera® foi usado para o controle das principais doengas da cultura da soja,
tem acao sistémica, pois foi associado a Epoxiconazol que apresenta efeito sistémico, permitindo
que a soja tenha maior produtividade e rentabilidade (OPERA, 2005).

O Opera® ¢ uma alternativa disponivel no mercado internacional e nacional para o
controle de doencas foliares da soja. Atualmente, o mesmo esta sendo utilizado em testes de

cultivo de cevada (OPERA, 2005).
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3 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi realizado nas dependéncias da Universidade Camilo Castelo Branco

(UNICASTELO).

3.1 Patdgeno

O patdgeno Bipolaris sorokiniana foi isolado diretamente de folhas de cevada oriundas do
campo da Fundagao Agraria, Guarapuava, Parana. Para isto, as folhas foram colocadas em placas
de Petri contendo papel de filtro umedecido com 4gua destilada esterilizada, onde foram mantidas
por 24 horas sob luz.

Os conidios desenvolvidos, observados através do microscopio estereoscopico, foram
transferidos para agar-agua 2% em placas de Petri. Apds 10 dias do desenvolvimento da cultura,
o fungo foi repicado para placa de Petri contendo meio de cultura BAD (batata-agar-dextrose),
onde ficou mais 10 dias e foi repicado para tubos de ensaio também contendo meio de cultura
BAD. Para a medida da esporulacdo, os conidios foram removidos do substrato com auxilio de 5
mL de 4gua destilada esterilizada contendo 0,05% de Tween 20 (poli-oxietileno sorbitan
monolaurato, Sigma Chemical Co.), filtrados em gaze para a eliminagdo dos restos de meio de
cultura e micélio, na seqiiencia, os conidios foram contados em hematocitometro (Improved

Newbauer 1/400 SQ. 1/10 mm deep ultraplane) até a concentragio de 2x10° conidios mL .
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3.2 Extrato indutor de protecéo

O extrato das folhas da planta primavera (Bougainvillea spectabilis Willd), foi preparado
triturando-se 25g das folhas no liquidificador com 500mL de dgua destilada mantido por uma
hora na geladeira e logo apos, filtrado em gaze. O extrato foi mantido em freezer a - 4°C até a
realizagdo das quantificacdes de proteinas através do método de Lowry et al. (1951) e
quantificagdes de fenois através do método de Swain & Hillis (1959) com posterior diluicdo do
extrato nas proporgdes 1:5 e 1:10, diluicdes estas, escolhidas aleatoriamente com o interesse de

verificar se diferentes concentragdes de extrato podem levar a diferentes percentuais de protegao.

3.3 Preparacao das plantas de cevada

As sementes de cevada da variedade Embrapa 128 fornecidas pela Fundacao Agraria da
Cidade de Guarapuava (Estado do Paranda), foram semeadas em vasos contendo terra vegetal
adubada com NPK (na formulagdo 10-10-10), acrescida de solo vermelho (oriundo do Parand) e
micronutrientes marca Ouro Verde. As plantas foram mantidas em casa-de-vegetagao a
temperatura ambiente, até o estagio 5 da escala de Feekes-Large (LARGE, 1954). Quando
submetidas a tratamentos os vasos foram colocados na bancada mantendo-se uma distancia entre

tratamentos e plantas infectadas.
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3.4 Indugao de resisténcia local

As plantas de cevada (variedade Embrapa 128) foram submetidas a 6 diferentes
tratamentos, sendo 10 vasos de cevada em cada tratamento:
a) Sadias: Pulverizadas com 10mL de agua.
b) E-Controle: Pulverizadas com 10mL do extrato das folhas da planta primavera.
c¢) E-24h: Pulverizadas com 10mL do extrato das folhas da planta primavera e inoculadas apds 24
horas com 10mL da suspensédo de conidios de Bipolaris sorokiniana.
d) E-48h: Pulverizadas com 10mL do extrato das folhas da planta primavera e inoculadas apos 48
horas com 10mL da suspensédo de conidios de Bipolaris sorokiniana.
e) E-72h: Pulverizadas com 10mL do extrato das folhas da planta primavera e inoculadas apds 72
horas com 10mL da suspensédo de conidios de Bipolaris sorokiniana.
f) Infectadas: Pulverizadas com 10mL da suspensdo de conidios de Bipolaris sorokiniana.

Todos os tratamentos acima foram repetidos por 3 vezes.

As plantas de cevada submetidas aos tratamentos E-24h, E-48h e E-72h foram inicialmente
aspergidas com indutor sendo que apds 24, 48 e, 72 horas, sob condi¢cdes de temperatura
ambiente e fotoperiodo de 12 horas (luz fluorescente 7,35 W m™), as folhas foram inoculadas por
aspersio, com suspensio de conidios de Bipolaris sorokiniana na concentragio de 10°
conidios/mL.

Durante as primeiras 24 horas ap6s a inoculagdo do patdgeno, as plantas submetidas aos
tratamentos E-24h, E-48h, E-72h e infectadas, foram mantidas em cadmara tmida (100% UR),
escura ¢ em temperatura ambiente, em seguida, as plantas foram transferidas para casa-de-

vegetagdo e mantidas sob condi¢des de temperatura ¢ luminosidade ambiente. Conforme BACH
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(1997) a protecdo das plantas foi avaliada 4 dias apds a inoculagao do patogeno, as folhas de
cevada foram coletadas para a contagem do numero de folhas com lesdes, sendo logo apos,
guardadas em freezer para que posteriormente fossem feitos os seus respectivos extratos e
quantificagdes de substancias bioquimicas.

Foi realizado um teste preliminar para verificar a acdo do isolado de Bipolaris

sorokiniana perante planta de cevada sendo denominado teste de patogenicidade.

3.5 Inducéo de resisténcia sistémica

As plantas de cevada (variedade Embrapa 128) foram submetidas a 5 diferentes
tratamentos, sendo 10 vasos de cevada em cada tratamento :
a) Sadias: Pulverizadas com 10mL de agua.
b) E-Controle: Pulverizadas com 10mL do extrato das folhas da planta primavera.
c¢) Sist.1T: Pinceladas as primeiras folhas (F1) com 2ml do extrato das folhas da planta primavera
e inoculadas em todas as folhas apos 24, 48 e 72 horas 10mL da suspensdo de conidios de
Bipolaris sorokiniana.
d) Sist.2T: Pinceladas as segundas folhas (F2) com 2ml do extrato das folhas da planta primavera
e inoculadas em todas as folhas apos 24, 48 e 72 horas 10mL da suspensdo de conidios de
Bipolaris sorokiniana.
e) Infectadas: Pulverizadas com 10mL da suspensédo de conidios de Bipolaris sorokiniana.

Todos os tratamentos acima foram repetidos por 3 vezes.

As plantas de cevada submetidas aos tratamentos Sist.1T e Sist.2T tiveram respectivamente

suas primeiras ¢ segundas folhas pinceladas com indutor sendo que apds 24, 48 e, 72 horas, sob
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condi¢cdes de temperatura ambiente e fotoperiodo de 12 horas (luz fluorescente 7,35 W m™),
todas as suas folhas foram inoculadas por aspersdo, com suspensdao de conidios de Bipolaris
sorokiniana na concentracdo de 10’ conidios/mL.

Durante as primeiras 24 horas ap6s a inoculagdo do patdgeno, as plantas submetidas aos
tratamentos Sist.1T, Sist.2T e infectadas, foram mantidas em camara timida (100% UR), escura e
em temperatura ambiente, em seguida, as plantas foram transferidas para casa-de-vegetagao e
mantidas sob condi¢gdes de temperatura e luminosidade ambiente.

Conforme Bach (1997) a prote¢do das plantas foi avaliada 4 dias apos a inoculagdo do
patogeno, as primeiras ¢ as segundas folhas das plantas de cevada foram coletadas separadamente
para a contagem das lesdes, sendo logo apos guardadas em freezer para que posteriormente

fossem feitos os seus respectivos extratos e quantificagdes de substancias bioquimicas.

3.6 Analises bioquimicas

Os extratos foram feitos com a utilizacdo de 1g das folhas de cevada submetidas aos
diferentes tratamentos, estas folhas foram trituradas em almofariz na presenga de 1mL de tampao
fosfato de sodio 0,IM pH 7,0 (ambos gelados). Assim, estes extratos foram mantidos em
geladeira por uma hora, filtrado em gaze e guardados em freezer para posterior quantificagdo das
substancias bioquimicas.

A quantificacdo de proteinas nos extratos foi realizada pelo método de Lowry (LOWRY et
al., 1951), com resultados expressos em mg SAB (Soro Albumina Bovina).

A quantificagdo de fenol foi realizada pelo método Folin-Ciocalteau (SWAIN & HILLIS,

1959), com resultados expressos em mg acido clorogénico.
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A atividade da enzima beta-1-3-glucanase foi medida pelo aumento dos grupos redutores
de agucares usando como substrato laminarina (Sigma) e o teste de agucares redutores segundo
Lever (1972). A glicose foi usada como padrio sendo que uma unidade do grupo redutor foi
definida como quantidade de enzima capaz de liberar 1 uM de glicose em 1 minuto a 37°C (VAN

HOOF et al., 1991).

3.7 Andlise da clorofila

O desenvolvimento das plantas de cevada ocorreu em vasos separadamente embrulhados
em papéis celofanes nas cores verde, vermelho, azul ¢ amarelo, mantendo-se também vasos em
luz total. Cada tratamento foi realizado em 4 vasos, com 3 repetigdes. Apds 14 dias do
desenvolvimento, as folhas das plantas de cevada foram pulverizadas com 10mL do extrato das
folhas da planta primavera, e logo apds, estas plantas foram embrulhadas novamente nos
respectivos papéis celofanes.

Apds 72 horas da aplicacdo do extrato das folhas da planta primavera, as plantas de cevada
foram aspergidas com 10mL da suspensio de conidios de Bipolaris sorokiniana (10°
conidios/mL), levadas a cdmara Uimida e escura, onde ficaram 24 horas sendo depois transferidas
(com os papéis celofanes) para casa-de-vegetacdo em temperatura e luminosidade ambiente. A
protecdo das plantas foi avaliada 4 dias ap6s a inoculacdo do patdgeno, as folhas foram coletadas,
guardadas em freezer para que posteriormente fossem feitos os extratos e as quantificagdes de
substancias bioquimicas.

A quantidade de luz foi medida através do aparelho luximetro (marca Lutron).
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A extracdo e a determinacao do conteudo de clorofila foi baseada no método descrito por
Jeffrey & Humphrey (1975), onde 1g de folha foi triturada em presenca de 10mL de acetona com
imediata verificagdo no espectrofotometro Shimadzu em 652 nm, e o calculo realizado como

A652/34,5 x volume/peso, resultando na concentragdo de clorofila expressa como mg/g PF.

3.8 Estatistica

Os resultados obtidos nos experimentos foram analisados por teste T (Student’s) junto ao

Excel 7.0 ou, ANOVA (Origin).

3.9 Eletroforese

As amostras obtidas a partir das folhas de cevada dos diferentes tratamentos foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida, na concentragdo de 7% de AA (acrilamida) e
Bis (N-metil bis acrilamida) em placa horizontal. As amostras apresentavam 300ug em
equivalentes de SAB/mL, segundo método utilizado por Bach (1997). Foi feita coloragdo para
isoenzimas de esterase, segundo Stegmann & Burgermeister (1987). A avaliagdo foi feita por
comparagao entre bandas de isoenzimas existentes nas plantas sadias, infectadas e submetidas aos
diferentes tratamentos através do uso do programa Analista Molecular da Biorad, acoplado no
computador ¢ ao densitdmetro situados no Laboratério de Bacteriologia Animal do Instituto

Biologico localizado na cidade de Sao Paulo.
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3.10 Efeito do fungicida Opera

Como efeito controle do indutor de resisténcia foi utilizado o Opera que € o fungicida mais
inovador F500 promovido pela Basf, que consta de uma molécula proveniente de um produto
natural transformado pela industria em fungicida.

Dessa forma, o mesmo foi utilizado na pulverizagdo na concentracdo de 0,6L/ha/100L de
agua.

Grupos de plantas de cevada foram submetidos a diferentes tratamentos:

1) E + fungo: grupo de plantas com 24 dias de germinacgdo, submetidas a pulverizagao com o
extrato das folhas de primavera, sendo apds 72 horas pulverizadas com o fungo.

2) E + opera + fungo: grupo de plantas com 14 dias de germinacdo, submetidas a
pulverizacao com o extrato das folhas de primavera, ap6s 10 dias, pulverizadas com o fungicida

opera, sendo ap6s 72 horas pulverizadas com o fungo.

3) Infectada: grupo de plantas com 24 dias de germinagao, submetidas a pulverizagdo com o
fungo.
4) Opera + fungo: grupo de plantas com 24 dias de germinagédo, submetidas a pulverizagio

com o fungicida dpera, sendo apos 72 horas pulverizadas com o fungo.
Em relagdo aos tratamentos, foi verificado o nimero de folhas de cevada com lesdes apos
uma semana em casa-de-vegetacdo, também foram preparados os extratos das respectivas folhas

e a realizagdo de andlises bioquimicas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Patdgeno

O isolado de Bipolaris sorokiniana oriundo do campo, demonstrou capacidade de formar
lesdes nas plantas de cevada (variedade Embrapa 128), fechando o postulado de Koch no qual
consta o isolamento do patogeno, a sua inoculagdo no hospedeiro, reproducdo dos sintomas e
reisolamento no final.

As manchas marrons observadas nas folhas de cevada 4 dias ap6s a inoculagdo, apresentam
caracteristica de Bipolaris sorokiniana sendo que estes também foram comprovados por Bach &

Kimati (1995); Bach (1997); Silva (2005) e Felipe (2005).

4.2 Extrato das folhas da planta primavera

O extrato das folhas da planta primavera apresentou por grama de folha (peso fresco) o
equivalente de 16,9mg SAB (soro albumina bovina ou proteinas) e o equivalente de 0,3mg de
acido clorogénico (fenol). Este extrato foi diluido na propor¢do de 1:5 apresentando 3,4mg de
proteina e 0,06mg de fenol para cada mL de extrato pulverizado e 1:10 representando 1,69mg de
proteinas e 0,03mg de fenol.

Assim, as plantas de cevada foram divididas em dois grupos sendo um grupo recebendo
extrato das folhas de primavera diluido 1:10 e outro grupo recebendo extrato das folhas de

primavera diluido 1:5.
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4.3 Inducéo de protecao local

Nas plantas de cevada pulverizadas com o extrato das folhas da planta primavera na
diluicao de 1:10 (1,69mg de proteinas e 0,03mg de fenois), foi possivel observar reagao de
inducdo de resisténcia sendo que as pulverizadas com 72 horas de antecedéncia a aplicacao do
patdégeno (Bipolaris sorokiniana) apresentaram uma maior prote¢do em relagdo as plantas de
cevada pulverizadas com o mesmo extrato com 48 horas e 24 horas de antecedéncia a aplicagdo
do patogeno (Tabela 1).

Nas plantas de cevada pulverizadas com o extrato das folhas da planta primavera na
diluicao de 1:5 (3,4mg de proteinas e 0,06mg de fenois), foi possivel observar maior porcentagem
de protecao do que na diluicao do extrato em 1:10. Na Tabela 1 pode-se observar que o indutor
extrato das folhas de primavera na dilui¢ao 1:5, foi capaz de induzir resisténcia apresentando uma
porcentagem de protecdo acima de 90%. No entanto, essa porcentagem de protecdo aumentou em
fun¢do do tempo (24, 48 e 72 horas), entre a aplicagao do indutor e a inoculagdo com o patdogeno
chegando a 96,6% de protecao.

Os resultados envolvendo a indugdo com o intervalo de tempo vieram ao encontro dos
resultados obtidos por Guzzo et al. (1993); Bach (1997), Bach et al. (2003) e Castro & Bach

(2004).
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Tabela 1: Porcentagem de protecdo em folhas de plantas de cevada variedade Embrapa 128, utilizando extrato das
folhas da planta primavera em duas diluigdes, nos diferentes intervalos de tempo.

Tratamentos*
Extrato diluido Extrato diluido
1:10 1:5
N° de folhas com % de protegdo** N°© de folhas com % de protecao**
lesGes*** lesOes***
Sadia 0 0 0 0
E-Controle 0 0 0 0
E-24h 26 13,33b 3 90,00 b
E-48h 20 33,33 ¢ 2 93,33b
E-72h 14 53,33 d 1 96,66 b
Infectada 30 Oa 30 Oa

Extrato diluido 1:10 (1,69mg de proteinas e 0,03mg de fenois)

Extrato diluido 1:5 (3,4mg de proteinas e 0,06mg de fenois)

* Tratamentos: Sadia: plantas aspergidas com agua; E-Controle: plantas aspergidas com extrato de primavera; E—
24h: plantas aspergidas com extrato de primavera 24h antes da inoculagdo com Bipolaris sorokiniana; E—48h:
plantas aspergidas com extrato de primavera 48h antes da inoculagdo com Bipolaris sorokiniana; ~ E-72h: plantas
aspergidas com extrato de primavera 72h antes da inoculagdo com Bipolaris sorokiniana; Infectada: plantas
aspergidas com suspenséo de conidios de Bipolaris sorokiniana.

** % de protegdo em plantas de cevada, dentro de 3 repetigdes, onde médias com letras diferentes, nas colunas,
diferem significativamente entre si ao nivel de 5% quando comparadas com plantas infectadas.

*** Média de folhas com lesdes presentes em 30 folhas.
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Infectadas

E-24h

E-48h

E-72h

Figura 4: Folhas de cevada submetidas aos diferentes tratamentos (local).
Infectadas: plantas aspergidas com suspensdo de conidios de Bipolaris sorokiniana; E-24h: plantas aspergidas com
extrato de primavera 24h antes da inoculagdo com Bipolaris sorokiniana; E-48h: plantas aspergidas com extrato de
primavera 48h antes da inoculagdo com Bipolaris sorokiniana; E-72h: plantas aspergidas com extrato de primavera
72h antes da inoculagdo com Bipolaris sorokiniana (fotos do autor).
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4.4 Andlises biogquimicas do tratamento local

Segundo Moraes (1991), algumas substancias quimicas ocorrem livres nos espacgos
intercelulares de certos tecidos vegetais, substancias estas, produzidas pelas proprias células e
associadas as paredes celulares. Essas substancias sdo polissacarideos, glicoproteinas, proteinas,
que podem ser liberadas para o espaco intercelular na integra ou na forma de residuos terminais.
No instante em que o patdogeno penetra no hospedeiro, deve ocorrer o reconhecimento dos
determinantes especificos presentes nas paredes celulares do patogeno, através das
macromoléculas de alta especificidade existentes nas células do hospedeiro.

Quando as plantas sdo estimuladas por agentes bidticos ou abidticos, tal como quando
aplicados indutores de protegdo, as plantas respondem alterando seu metabolismo, aumentando
ou diminuindo a concentragao de alguns metabolitos ou macromoléculas bioquimicas, ou ainda,
produzindo outros, que estejam relacionados com a reagdo de resisténcia, como por exemplo: as
PR-proteinas, os fendis, as fitoalexinas, dentre outros (KUC, 2001; BENHAMOU, 1996;
KOMBRINK & SCHMELZER, 2001).

Assim, todas as plantas de cevada oriundas dos tratamentos foram submetidas a
quantificagdes de proteinas, fendis e enzima beta-glucanase. Observou-se através da Tabela 2 e
da Figura 5 que as concentracdes de proteina e de enzima beta-glucanase aumentaram
distintamente nos intervalos de tempo dos diferentes tratamentos, também foi constatada
diferenga na quantidade de proteinas e enzima beta-glucanase quando compara-se os tratamentos
submetidos aos intervalos de tempo com as plantas infectadas, sadias e controles.

Por outro lado, nas plantas que somente foram inoculadas com o patdégeno (Infectadas), a

diminui¢do das proteinas e da enzima beta-glucanase foi bastante significativa, fato este,
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relacionado com o aparecimento de varias lesdes conforme Guzzo et al. (1993); Bach (1997),
Bach et al. (2003) e Castro & Bach (2004).

Quanto a concentracdo de fendis, esta diminuiu nas plantas onde a indugdo de resisténcia
foi observada em relagdo as plantas sadias. Entretanto, nas plantas infectadas (pulverizadas
apenas com o patodgeno), a concentragdo de fendis aumentou consideravelmente, dados estes, de
acordo com Oku (1964); Bach (1997) e Rodrigues et al. (2002).

Segundo Bach (1997), algum mecanismo na planta foi ativado a fim de diminuir a
concentragdo de fenois podendo estar associado com a inducdo de resisténcia.

Na Figura 5 também € possivel observar variagdes na quantidade de proteinas e enzima

beta-glucanase nas plantas submetidas aos diferentes tratamentos.

Tabela 2: Quantidade de proteina (mg SAB), atividade da enzima beta-1-3-glucanase (umol de glicose/min) e
quantidade de fenol (mg acido clorogénico), presentes nos extratos foliares de plantas de cevada da variedade
Embrapa 128, submetidas aos diferentes tratamentos.

Proteinas Desvio Fenois Desvio
mg SAB padrao Beta glucanase mg 4cido  padrdo
Tratamentos ** umol de glicose/min clorogénico

E-24h 2,00 b* 0,10 0,92 b 0,15b 0,05
E-48h 2,15b 0,08 0,98 b 0,14 b 0,03
E-72h 3,20b 0,10 1,16 b 0,13b 0,03
Infectada 0,40 a 0,05 0,20 a 0,45 a 0,02
E-Controle 1,81b 0,08 0,65b 0,17 b 0,05
Sadia 1,90 b 0,08 0,75b 0,18 b 0,05

* Médias +/- erro padrdo envolvendo 3 repetigdes de cada teste. Médias com letras diferentes, nas colunas,
diferem significativamente entre si ao nivel de 5% quando comparadas com plantas infectadas.

**Tratamentos: Sadia: plantas aspergidas com agua; E-Controle: plantas aspergidas com o extrato das folhas de
primavera; E-24h: plantas aspergidas com o extrato das folhas de primavera 24h antes da inoculagdo com Bipolaris
sorokiniana; E—-48h: plantas aspergidas o extrato das folhas de primavera 48h antes da inoculagdo com Bipolaris
sorokiniana; E-72h: plantas aspergidas com o extrato das folhas de primavera 72h antes da inoculagdo com
Bipolaris sorokiniana; Infectada: plantas aspergidas com suspensdo de conidios de Bipolaris sorokiniana.
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Figura 5: Concentragdo de proteina (mg SAB) e atividade da enzima beta-1-3-glucanase (umol de glicose/min)
presentes nos extratos foliares das plantas de cevada da variedade Embrapa 128, submetidas aos tratamentos em
relacdo ao percentual de protecao.

As plantas do grupo E-72h apresentaram significativo aumento na quantidade de proteinas
e enzima beta-glucanase em relagdo as plantas sadias, permitindo considerar este extrato como
elicitor de resisténcia, ja que conforme Bach et al. (2003); Rodrigues et al. (2002) aumento na
quantidade de proteinas e enzima beta-glucanase tem sido caracteristica de plantas que se tornam
resistentes a determinados patogenos.

Ja as plantas dos grupos E-48h e E-24h também tiveram aumento na quantidade de
proteinas e enzima beta-glucanase em relacdo as plantas sadias, é verdade que estes aumentos
foram menores em relagdo ao aumento de proteinas e enzima beta-glucanase nas plantas do grupo
E-72h, mas os resultados destes trés tratamentos ndo foram contraditdrios, e a quantidade de
proteinas e enzima beta-glucanase foi aumentando a medida que aumentavam-se as horas entre a
pulverizagdo com o extrato das folhas da planta primavera e a inoculagdo com o patdgeno
(Bipolaris sorokiniana), confirmando mais uma vez, a atuagdo deste extrato como elicitor de

protec¢ao.
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As plantas dos grupos E-72h, E-48h e E-24h tiveram redugdo na quantidade de fendis em
relacdo as plantas sadias, constatacdo esta, que vai ao encontro dos resultados obtidos por Bach et
al. (2003); Rodrigues et al. (2002); Kuc (2001) pois quando ocorre a indu¢do de protecdo, a

quantidade de fenois tende a diminuir.

4.5 Inducéo de protecdo sistémica

Na protecdo sist€émica toda a planta torna-se resistente ao patégeno e nao apenas o local
que entrou diretamente em contato com o elicitor de resisténcia. Isto auxiliara o agricultor que
ndo precisara pulverizar a planta por completo com o elicitor. Assim, foi avaliado o efeito
sistémico nas fases ascendente e descendente:

* ascendente ou Sist.1T: Pinceladas as primeiras folhas (F1) com 2ml do extrato das folhas da
planta primavera e inoculadas em todas as folhas apds 24, 48 ¢ 72 horas 10mL da suspensdo de
conidios de Bipolaris sorokiniana. Posteriormente foram verificados os efeitos protetores na
primeira, segunda e terceira folhas da planta de cevada.

* descendente ou Sist.2T: Pinceladas as segundas folhas (F2) com 2ml do extrato das folhas da
planta primavera e inoculadas em todas as folhas apds 24, 48 ¢ 72 horas 10mL da suspensdo de
conidios de Bipolaris sorokiniana. Posteriormente foram verificados os efeitos protetores na

primeira, segunda e terceira folhas da planta de cevada.
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Os resultados apresentados na Tabela 3 e Figura 6 indicam que o indutor extrato das folhas
de primavera apresentou protecdo sistémica em todos os intervalos de tempo, prote¢ao também
observada na terceira folha, a qual nao foi tratada com o elicitor. A fase ascendente foi mais
efetiva na protecdo da planta do que a fase descendente. O referido efeito também foi observado

por Bach et al. (2003), Castro & Bach (2004) em trabalhos com outros elicitores.

Tabela 3: Numero de folhas com lesdes e porcentagem de protecdo em folhas de cevada (variedade Embrapa 128),
utilizando extrato das folhas de primavera como indutor.

Tratamentos F1 F1 F2 F2 F3 F3

Lesoes* % Lesoes* % Lesoes* %

24h Sist. 1T 4,80 84,0 2,40 92,0 0 100
24h Sist.2T 428 85,7 8,57 71,5 2,14 93,0
48h Sist. 1T 2,72 90,9 1,95 93,5 0 100
48h Sist.2T 2,00 933 3,00 90,0 0 100
72h Sist. 1T 2,20 92,7 2,10 94,0 0 100
72h Sist.2T 1,36 95,5 1,80 93,0 0 100
Infectada 30,00 0 30,00 0 25,00 16,6

* Média de folhas com lesdes presentes em 30 folhas.

Sist.1T: Pinceladas as primeiras folhas (F1) com 2ml do extrato das folhas da planta primavera e inoculadas em todas
as folhas ap0s 24, 48 ¢ 72 horas 10mL da suspenséo de conidios de Bipolaris sorokiniana.

Sist.2T: Pinceladas as segundas folhas (F2) com 2ml do extrato das folhas da planta primavera e inoculadas em todas
as folhas apos 24, 48 € 72 horas 10mL da suspensio de conidios de Bipolaris sorokiniana.

F1: primeira folha da planta de cevada.

F2: segunda folha da planta de cevada.

F3: terceira folha da planta primavera.
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Figura 6: Folhas de cevada submetidas aos diferentes tratamentos (sistémico).
Infectadas: plantas aspergidas com suspensdo de conidios de Bipolaris sorokiniana; Sist.1T: Pinceladas as primeiras
folhas (F1) com 2ml do extrato das folhas da planta primavera e inoculadas em todas as folhas apds 24, 48 e 72 horas
10mL da suspensdo de conidios de Bipolaris sorokiniana; Sist.2T: Pinceladas as segundas folhas (F2) com 2ml do
extrato das folhas da planta primavera e inoculadas em todas as folhas ap6s 24, 48 e 72 horas 10mL da suspensdo de
conidios de Bipolaris sorokiniana (fotos do autor).

4.6 Analises bioquimicas do tratamento sistémico

As plantas de cevada submetidas aos tratamentos sistémicos e que receberam o indutor na
primeira folha (F1), apresentaram na propria primeira folha aumento na quantidade de proteinas e
de enzima beta-1-3-glucanase em relagdo as plantas sadias. Foi observado também que o efeito
protetor também foi transmitido para a segunda folha, evidenciando assim, o efeito sistémico

ascendente (Tabela 4).
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O efeito sistémico de protecao também foi percebido na concentracdo de fenois, pois na
primeira folha (F1) e na segunda folha (F2), a quantidade de fendis diminuiu significativamente
em relacdo as plantas infectadas, com quantidade de fenois proximas as plantas sadias ou controle
(Tabela 4).

A atividade da enzima beta-1,3-glucanase aumentou nas plantas onde a prote¢do foi
induzida em relagdo as plantas sadias e também em relacdo aos intervalos de tempo entre a
aplicagdo do indutor ¢ do patogeno. Esses resultados indicam que essas proteinas estdo
relacionadas a patogénese e que quando os elicitores acionam “um sinal’, o hospedeiro
intensifica a produ¢do destas proteinas, prevenindo-se contra outros ataques do patdégeno. Desta
maneira, esses dados reforcam a teoria das PR-proteinas preconizada por outros autores
(HWANG & KIM, 1990; DU & WANG, 1992; ANURATHA et al., 1996; BENHAMOU, 1996;

MANANDHAR et al., 1999; KUC, 2001; KOMBRINK & SCHMELZER, 2001) (Tabela 4).
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Tabela 4: Quantidade de proteinas (mg SAB), de enzima beta-1-3-glucanase (umol de glicose/min) e de fendis (mg
acido clorogénico), presentes nos extratos foliares de plantas de cevada (variedade Embrapa 128) submetidas a
tratamentos sistémicos com indutor extrato de folhas de primavera contra Bipolaris sorokiniana.

Tratamentos **
Proteinas Fenois Beta-glucanase
mg SAB*  mg ac.clorogénico* pmol de glicose/min*

24h Sist. 1T 2,10c 0,530b 0,92b
24h Sist.2T 2,00c 0,510b 0,78b
48h Sist.1T 2,40c 0,470b 0,98b
48h Sist.2T 2,30c 0,410b 0,85b
72h Sist.1T 3,25d 0,410b 1,16b
72h Sist.2T 3,10d 0,390b 1,07b
E-Controle 1,94b 0,530b 0,65b

Sadias 1,90b 0,610b 0,76b
Infectadas 0,30a 1,023a 0,20a

* Médias +/- erro padrdo envolvendo 3 repetigdes de cada teste. Médias com letras diferentes, nas colunas,
diferem significativamente entre si ao nivel de 5% quando comparadas com plantas infectadas.

**Tratamentos: Sist.1T: Pinceladas as primeiras folhas (F1) com 2ml do extrato das folhas da planta primavera e
inoculadas em todas as folhas apds 24, 48 e 72 horas 10mL da suspensdo de conidios de Bipolaris sorokiniana;
Sist.2T: Pinceladas as segundas folhas (F2) com 2ml do extrato das folhas da planta primavera e inoculadas em todas
as folhas apds 24, 48 e 72 horas 10mL da suspensdo de conidios de Bipolaris sorokiniana; E-Controle: Pulverizadas
com 10mL do extrato das folhas da planta primavera; Sadias: Pulverizadas com 10mL de agua; Infectadas:
Pulverizadas com 10mL da suspensio de conidios de Bipolaris sorokiniana.

Pode-se afirmar que o extrato das folhas da planta primavera ¢ indutor de resisténcia
sistémica, isto porque toda a planta se tornou resistente ao patégeno e nao somente as folhas que
foram pinceladas com o elicitor.

Assim como na indugdo de protecao local, o tratamento com o elicitor extrato das folhas de
primavera 72h antes da aplica¢do do patdogeno também se mostrou o mais eficaz na inducao de
protecao sistémica em relacao ao tratamentos 24h e 48h.

Com base nas quantificagdes de proteinas, fendis e enzima beta-glucanase, ¢ possivel
declarar que a indugdo de protecdo ascendente ¢ mais efetiva do que a indugdo de protecdo
descendente.

Com base nos resultados obtidos nos tratamentos sobre a caracteristica de protegdo

sistémica do indutor, recomenda-se a realizagdo de testes em “campo”.
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4.7 Clorofila

4.7.1 Padronizagdo do luximetro para determinar a quantidade de luz

O luximetro apresentou sensibilidades diferentes nos variados comprimentos de onda,
observado na Figura 7 analisado com filtros especiais. O mesmo aparelho foi utilizado para medir
a quantidade de luz que a planta recebia através dos celofanes de diferentes cores (verde,
vermelho, azul e amarelo), observando-se que a quantidade de luz s6 era maior quando a luz era

totalmente incidida, isto ¢, com todos os comprimentos de luz (Tabela 5).
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Figura 7: Sensibilidade do luximetro (marca Lutron) nos diferentes comprimentos de onda.
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Tabela 5: Medida de luminosidade através dos celofanes em plantas mantidas em casa-de-vegetagdo incidida com
luz solar ou luz total (fotoperiodo de 14 horas).

Cor dos celofanes/ comprimento de onda ~ Quantidade de luz através dos celofanes *

Amarelo / 550nm 1718
Vermelho / 730nm 1345
Verde / 500nm 1441
Azul / 430nm 1248
Luz total 8346

* lux/dia = média lux medido durante o periodo de 15 dias ensolarados (més de Dezembro 2004 / Janeiro 2005)

4.7.2 Determinacao da protecéo e da quantidade de clorofila

A indugdo de resisténcia promovida pelo extrato das folhas de primavera em plantas de
cevada contra Bipolaris sorokiniana demonstra ser dependente da luz que incide sobre as plantas
(Tabela 6). As cores verde, vermelha, azul e luz total apresentaram altos percentuais de protecao.
J& a luz amarela foi importante, mas permitiu apenas 50% de protecao.

As faixas de luz azul e vermelha apresentaram maior percentual de protecdo do que as

faixas de luz verde e amarela.
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Tabela 6: Porcentagem de prote¢do e quantidade de clorofila em folhas de plantas de cevada ( variedade Embrapa
128) contra o isolado de Bipolaris sorokiniana, utilizando o extrato das folhas de primavera, em varios
comprimentos de onda de luz.

Clorofila total
Tratamentos/ cores % de Protecao mg/g folha

Primavera verde 100 88,3
Primavera verde patogeno 73,3 55,9
Sadia verde 100 26,3
Infectada verde 0 21

Primavera vermelha 100 64,5
Primavera vermelha patogeno 86,6 63,5
Sadia vermelha 100 98,7
Infectada vermelha 0 51,2
Primavera azul 100 48,5
Primavera azul patogeno 93,3 80,9
Sadia azul 100 74,8
Infectada azul 0 65.3
Primavera amarela 100 39,8
Primavera amarela patogeno 50 48,9
Sadia amarela 100 61,9
Infectada amarela 0 45,5
Primavera luz total 100 81,2
Primavera luz total patogeno 93,3 92,9
Sadia luz total 100 63,4
Infectada luz total 0 18,7

Conforme Castro & Bach (2004) e Bach (1997), a prote¢ao ¢ mediada pela luz com
aumento da clorofila.

Todas as faixas de luz sdo importantes para a agdo do indutor nas plantas promovendo a
transformagao de energia solar em compostos organicos que promoveram a prote¢ao das plantas.

Com base nos dados existentes na Tabela 6, ¢ possivel vincular a eficacia do indutor com a
luminosidade a que as plantas sdo submetidas, sendo assim, quando ocorrer a aplicagdo do
indutor em “campo” sera necessario atentar para o fato de que dias ensolarados e nublados
apresentam diferentes comprimentos de luz que podem causar variagdes no desempenho do

elicitor de resisténcia.
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4.8 Eletroforese das plantas de cevada

Esterases representa um grupo diverso de enzimas hidrolases, catalizando a hidrélise
de compostos do grupo éster. Elas estdo distribuidas em animais, plantas € microrganismos,
entretanto, a funcao delas ¢ muito ampla e muitas vezes desconhecida (OKUDA, 1991). Varias
esterases carboxilicas podem estar ligadas a degradagdo da parede celular dos fungos.

Muitas isoenzimas de esterase foram produzidas em plantas infectadas por patogenos, e
que no entanto, ndo foram encontradas em plantas sadias Hwang et al. (1991). Essas isoenzimas
produzidas nas plantas infectadas por patdgenos podem estar relacionadas com a produgao de
compostos antifungicos (HWANG & KIM, 1990), podendo ser visualizadas pela eletroforese.

Foi feita a eletroforese esterase em gel de poliacrilamida de todos os extratos das plantas de
cevada tratadas e ndo tratadas com o indutor extrato das folhas da planta primavera, onde foi

observado o efeito de protegao local e sistémica.
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Figura 8: Eletroforese dos extratos das plantas de cevada tratadas e ndo tratadas com o indutor extrato das folhas da
planta primavera nos diferentes intervalos de tempo (referente indugdo de resisténcia local).

Sadia(Sadias): Pulverizadas com 10mL de 4dgua; Cont(E-Controle): Pulverizadas com 10mL do extrato das folhas da
planta primavera; 24h(E-24h): Pulverizadas com 10mL do extrato das folhas da planta primavera e inoculadas apos
24 horas com 10mL da suspensdo de conidios de Bipolaris sorokiniana; 48h(E-48h): Pulverizadas com 10mL do
extrato das folhas da planta primavera e inoculadas ap6s 48 horas com 10mL da suspensdo de conidios de Bipolaris
sorokiniana; 72h(E-72h): Pulverizadas com 10mL do extrato das folhas da planta primavera e inoculadas apds 72
horas com 10mL da suspensdo de conidios de Bipolaris sorokiniana; Inf(Infectadas): Pulverizadas com 10mL da
suspensdo de conidios de Bipolaris sorokiniana.

Todos os extratos das plantas de cevada tratadas e ndo tratadas com o indutor extrato das
folhas da planta primavera foram submetidos a eletroforese esterase em gel de poliacrilamida,
onde primeiramente foi observando o efeito de protecao local (Figura 8). Na referida eletroforese
observa-se que as plantas infectadas ndo apresentam banda 3, podendo ser devido ao ataque do
fungo.

Com a utilizagdo do programa de computador denominado Analista Molecular (Bio rad)
foi possivel observar que a atividade das isoenzimas, nas plantas tratadas com o elicitor foi maior
no intervalo de 72 horas onde a banda 3 com Rm (2,58-3,03) apresentou a maior atividade que

diminuiu nos intervalos de 48 e 24 horas. Observando a planta infectada, a atividade das
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1soenzimas foi baixa nas bandas 1 e 2 e praticamente desaparece a banda 3. Isto veio comprovar
que as plantas tratadas apresentaram maior atividade esterasica, o que pode estar diretamente
envolvida na interagdo planta-patdogeno, degradando a parede celular do fungo. Isto vem ao

encontro dos resultados obtidos por Bach (1997) e Castro & Bach (2004).
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Figura 9: Mobilidade eletroforética e atividade da enzima esterase presente nos extratos das folhas de cevada
tratadas e ndo tratadas com o indutor extrato das folhas de primavera (referente indugdo de resisténcia local).
Contr(E-Controle): Pulverizadas com 10mL do extrato das folhas da planta primavera; Infec(Infectadas):
Pulverizadas com 10mL da suspensdo de conidios de Bipolaris sorokiniana; Sadia(Sadias): Pulverizadas com 10mL
de agua; 72h(E-72h): Pulverizadas com 10mL do extrato das folhas da planta primavera e inoculadas apds 72 horas
com 10mL da suspenséo de conidios de Bipolaris sorokiniana; 48h(E-48h): Pulverizadas com 10mL do extrato das
folhas da planta primavera e inoculadas apds 48 horas com 10mL da suspensdo de conidios de Bipolaris
sorokiniana; 24h(E-24h): Pulverizadas com 10mL do extrato das folhas da planta primavera e inoculadas apds 24
horas com 10mL da suspensao de conidios de Bipolaris sorokiniana.
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Na eletroforese para verificagdo da indugdo de resisténcia sistémica (Figura 10 e 11)
observou-se que:

As plantas tratadas nos intervalos de tempo de 48 ¢ 72h apresentaram 3 bandas tanto no
tratamento da primeira folha (F1) quanto no tratamento da segunda folha (F2). Entretanto, no
intervalo de tempo de 24h a banda 3 ndo foi observada, podendo ser motivo de menor
concentragdo de proteinas presentes no extrato foliar.

As plantas sadias (aspergida somente com agua) e controle (aspergida somente com extrato
de primavera) também apresentaram 3 bandas.

Em relagdo a todos os tratamentos, a atividade da banda 3 foi maior nos tratamentos de
intervalo de tempo 72h, tanto no tratamento da primeira folha (F1) quanto no tratamento da
segunda folha (F2).

Nas plantas infectadas foram somente observadas 2 bandas de isoenzimas, e as mesmas
apresentaram baixa atividade.

Os resultados vieram indicar que a planta produz isoenzimas como rea¢ao de resisténcia
induzida para impedir o sucesso do patégeno, ndo causando assim a doenga mancha-foliar.

Resultados similares foram observados por Bach (1997), Castro & Bach (2004), entre outros.
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Figura 10: Eletroforese dos extratos das plantas de cevada tratadas e ndo tratadas com o indutor extrato das folhas da
planta primavera nos diferentes intervalos de tempo (referente inducéo de resisténcia sistémica).

1F(Sist.1T): Pinceladas as primeiras folhas (F1) com 2ml do extrato das folhas da planta primavera e inoculadas em
todas as folhas apos 24, 48 ¢ 72 horas 10mL da suspensdo de conidios de Bipolaris sorokiniana; 2F(Sist.2T):
Pinceladas as segundas folhas (F2) com 2ml do extrato das folhas da planta primavera e inoculadas em todas as
folhas apds 24, 48 e 72 horas 10mL da suspensio de conidios de Bipolaris sorokiniana; Cont(E-Controle):
Pulverizadas com 10mL do extrato das folhas da planta primavera; Sadia(Sadias): Pulverizadas com 10mL de agua;
Inf(Infectadas): Pulverizadas com 10mL da suspensdo de conidios de Bipolaris sorokiniana.



63

_S 2,61-3
‘ﬂé
)
°
< 1,73-2,46 O contr
% m Infec
2 7 @ sadia
;g 0,7-1,47
z sy 174,
25 30 35
Absorbéancia x area (Atividade)
E
"X 2,61-3
(]
=
XS @ 72h 2F
@]
© 72h 1F
S 173246 "
% 0 48h 2F
i O48h 1F
3 J
= 0.7-1.47 m 24h 2F
z @ 24h 1F
=
0 5 10 15 20 25 30 35
Absorbéancia x area (Atividade)

Figura 11: Mobilidade eletroforética e atividade da enzima esterase presente nos extratos das folhas de cevada
tratadas e ndo tratadas com o indutor extrato das folhas de primavera (referente inducdo de resisténcia sistémica).
Contr(E-Controle): Pulverizadas com 10mL do extrato das folhas da planta primavera; Infec(Infectadas):
Pulverizadas com 10mL da suspensao de conidios de Bipolaris sorokiniana; Sadia(Sadias): Pulverizadas com 10mL
de agua; 1F(Sist.1T): Pinceladas as primeiras folhas (F1) com 2ml do extrato das folhas da planta primavera e
inoculadas em todas as folhas apds 24, 48 e 72 horas 10mL da suspensdo de conidios de Bipolaris sorokiniana;
2F(Sist.2T): Pinceladas as segundas folhas (F2) com 2ml do extrato das folhas da planta primavera e inoculadas em
todas as folhas ap6s 24, 48 ¢ 72 horas 10mL da suspensao de conidios de Bipolaris sorokiniana.
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4.9 Efeito com o fungicida Opera

A porcentagem de protecao nas plantas de cevada submetidas ao tratamento com o extrato
das folhas de primavera(E)+fungo foi de 90%, enquanto que a porcentagem de prote¢do nas

plantas que receberam extrato de primavera (E)+opera+fungo e dpera+fungo foi de 100%.

Tabela 7: Porcentagem de protecdo nos diferentes tratamentos para a verifica¢do da atuagdo do fungicida dpera

Tratamentos N° total de folhas / % de protegao

N° de folhas com lesoes

E+fungo 30/3 90

E-+o6pera+fungo 30/0 100
Infectada 30/30 0

Opera+fungo 30/0 100

Tratamentos: E + fungo: grupo de plantas com 24 dias de germinagdo, submetidas a pulverizacdo com o extrato das
folhas de primavera, sendo ap6s 48 horas pulverizadas com o fungo; E + opera + fungo: grupo de plantas com 14
dias de germinagdo, submetidas a pulverizagdo com o extrato das folhas de primavera, ap6s 10 dias, pulverizadas
com o fungicida 6pera, sendo apds 72 horas pulverizadas com o fungo; Infectada: grupo de plantas com 24 dias de
germinagio, submetidas a pulverizagdo com o fungo; Opera + fungo: grupo de plantas com 24 dias de germinagio,
submetidas a pulveriza¢do com o fungicida dpera, sendo apds 72 horas pulverizadas com o fungo.

Observando as analises bioquimicas (Tabela 8) foi possivel constatar que plantas tratadas
com o extrato das folhas de primavera e/ou Opera apresentaram as mesmas alteracoes
bioquimicas como aumento de enzima beta-glucanase, proteinas e diminui¢cdo de fendis quando
comparadas com plantas infectadas. Entretanto, quando o extrato foi associado ao Opera, a beta-

glucanase diminuiu, ficando praticamente com a mesma quantidade de uma planta sadia.



65

Assim, foi possivel confirmar que plantas submetidas ao tratamento Opera ou plantas
tratadas com extrato de primavera, apresentaram resultados semelhantes podendo serem
comparados entre si.

Tabela 8: Quantidade de proteinas (mg SAB), de enzima beta-1-3-glucanase (umol de glicose/min) e de fenois (mg
acido clorogénico), presentes nos extratos foliares de plantas de cevada (variedade Embrapa 128), submetidas aos
diferentes tratamentos com o fungicida dpera.

Proteinas Beta-glucanase Fenois

Tratamentos ** mg SAB*  umol de glicose/min*  mg 4cido clorogénico*
E-+fungo 2,2b 0,98b 0,14b
E+o6pera+fungo 1,9b 0,76b 0,13b
Opera+fungo 1,1b 1,02b 0,14b
Infectada 0,4a 0,2a 0,48a
Sadia 1,9b 0,75b 0,18b

* Médias com letras diferentes, nas colunas, diferem significativamente entre si ao nivel de 5% quando
comparadas com plantas infectadas.

** E + fungo: grupo de plantas com 24 dias de germinagdo, submetidas a pulverizagdo com o extrato das folhas de
primavera, sendo apos 48 horas pulverizadas com o fungo; E + opera + fungo: grupo de plantas com 14 dias de
germinacao, submetidas a pulverizagdo com o extrato das folhas de primavera, ap6s 10 dias, pulverizadas com o
fungicida opera, sendo apds 72 horas pulverizadas com o fungo; Infectada: grupo de plantas com 24 dias de
germinagio, submetidas a pulverizagdo com o fungo; Opera + fungo: grupo de plantas com 24 dias de germinagio,
submetidas a pulverizacdo com o fungicida opera, sendo apds 72 horas pulverizadas com o fungo; Sadia: grupo de
plantas com 24 dias de germinagdo, submetidas a pulveriza¢do com agua.
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5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram as seguintes conclusoes:

1) O extrato das folhas da planta primavera atuou como elicitor de resisténcia em plantas de cevada

(variedade Embrapa 128) contra o fungo Bipolaris sorokiniana.

2) Plantas de cevada tratadas com o extrato das folhas de primavera 72 horas antes da inoculacdo do
patogeno Bipolaris sorokiniana, apresentaram maior percentual de prote¢do em relagdo as plantas de

cevada submetidas a0 mesmo tratamento com intervalos de tempo de 48 ¢ 24 horas.

3) A resisténcia induzida na cevada foi local e sistémica, sendo que na resisténcia sist€émica, a fase

ascendente apresentou maior prote¢ao do que a fase descendente.

4) A inducdo de resisténcia foi comprovada por analises bioquimicas com o aumento de proteinas,
enzima beta-glucanase e diminuicao de fenois. Jé& nas plantas submetidas a infec¢cao com o fungo, foi
constatado aumento na quantidade de fendis e diminui¢do na quantidade de proteinas e enzima beta-
glucanase. As andlises eletroforéticas demonstraram que em plantas infectadas desapareciam a

atividade esterasica enquanto nas submetidas a tratamento, a atividade esterdsica apresentou-se maior.

5) Plantas tratadas com o indutor, nas faixas de luz azul e vermelha apresentaram maior percentual
de prote¢do em relacdo a plantas tratadas em faixa de luz verde e amarela, sendo que esta ultima

apresentou apenas 50% de protegao.

6) O extrato das folhas de primavera demonstrou ser indutor de resisténcia local e sistémica,

permitindo assim, resposta de defesa semelhante a verificada na utilizagao do fungicida opera.

7) As perspectivas para trabalhos futuros sao realizar testes em campo utilizando o extrato das folhas
da planta primavera e analises quanto as propriedades quimicas (purificagdo) e identificacdo do

principio ativo existente no extrato responsavel pelo mecanismo de agao.
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