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RESUMO

Inducéo de resisténcia em feijoeiro (Phaseolus vulgaris) por acibenzolar-S-metil e
Bacillus cereus: aspectos fisioldgicos, bioquimicos e parametros de crescimento
e producéo

A inducéo de resisténcia envolve a ativagdo de mecanismos de defesa latentes
existentes nas plantas em resposta ao tratamento com agentes bioticos ou abiéticos. As
plantas apresentam sistema de defesa induzivel, com a finalidade de economizar
energia. Desse modo, a resisténcia induzida em condi¢cfes naturais representara custo
apenas na presenca do patdégeno. Porém, plantas que investem seus recursos para se
defenderem na auséncia de patdgenos arcardo com custos que refletirdo na
produtividade, uma vez que as alteracbes metabdlicas que levam a resisténcia
apresentam custo adaptativo associado, o qual pode pesar mais do que o beneficio. O
efeito negativo na produtividade ocorre principalmente onde indutores quimicos séo
utilizados repetidas vezes ou em doses mais elevadas. Assim, em alguns casos
podemos estar caminhando sobre uma estreita linha entre custo e beneficio, onde a
cura pode ser tdo ruim quanto a propria doenca. Neste trabalho foram conduzidos
experimentos  objetivando  verificar  alteracdes bioquimicas e fisiologicas,
correlacionando-as com parametros de producédo do feijoeiro entre a inducdo mediada
por acibenzolar-S-metil (ASM), indutor quimico, e, a mediada por Bacillus cereus,
indutor bioldgico, antes da chegada do patégeno. Para tanto, foram avaliados plantas
de feijdo, induzidas por esses dois indutores e desafiadas com Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli, para constatar a ocorréncia do fendmeno da inducédo de
resisténcia. Na auséncia do patogeno, foram avaliados os parametros fisiologicos
respiracdo e fotossintese, determinada a atividade de enzimas envolvidas no processo
de defesa como peroxidase, quitinase, B-1,3-glucanase, fenilalanina amoénia-liase e
polifenoloxidase e a atividade de enzimas envolvidas no catabolismo como proteases, a
sintese de compostos do metabolismo secundario como fenais totais e lignina, a sintese
de compostos do metabolismo primario como proteinas e agucares redutores. Também
se avaliou o crescimento das plantas, a produtividade e parametros de producdo e
alguns parametros de qualidade dos grédos. Observou-se a ocorréncia da inducdo de
resisténcia em funcéo da aplicacdo dos dois indutores utilizados, porém para o indutor
ASM a inducéo de resisténcia estava associada a aumentos na atividade de peroxidase,
quitinase, B-1,3-glucanase e proteases, aumento da sintese de lignina e redugéo no
teor de fendis, aumentos no teor de proteinas sollveis e de acUcares redutores nas
folhas, reducdo do crescimento e da produtividade, aumento do teor de proteina dos
graos e reducao do teor de amido nestes. J& o0 B. cereus apenas ocasionou aumento na
atividade de peroxidase de forma atenuada e tendeu a aumentar a atividade de
proteases, e reduzir o teor de proteinas nas folhas sem interferir no crescimento ou na
produtividade, mas reduziu o teor de proteina dos gréos, mas aumentou o teor de
amido nestes. Portanto, o indutor B. cereus, aparentemente alterou muito pouco o
metabolismo do feijoeiro, sem interferir na produtividade e melhorando a qualidade da
producdo, enquanto que o indutor abiético ASM alterou muito mais seu metabolismo,
gerando um custo metabdlico e redirecionando os fotoassimilados para investir em
defesas, a custo da reducéo da produtividade.
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ABSTRACT

Resistance induced in bean plants (Phaseolus vulgaris) by acibenzolar-S-methyl
and Bacillus cereus: physiological and biochemical aspects, growth and
production parameters

The induction of systemic resistance involves the activation of latent resistance
mechanisms in plants against pathogens in response to the treatment with biotic or
abiotic agents. The plants present latent defense system that can be activated with the
goal of saving energy. Thus, the induced resistance under natural conditions will
represent cost only in the pathogen presence. In this way, plants that invest their
resources to defend themselves in the absence of the pathogen will pay off with costs
that will reflect in productivity, since the metabolic changes that led to resistance have
associated fitness cost which could outweigh the benefit. The negative effects on plant
productivity usually occur when chemical inducers are used repeatedly or in higher
doses, mainly in the absence of the pathogen. Thus, we can say that in some cases we
can be walking on a fine line between cost and benefit, where the cure may be as bad
as the disease itself. In this work, experiments were carry out to verify biochemical and
physiologic alterations, correlating them with production parameters of bean plants
treated with acibenzolar-S-methyl (ASM), chemical inducer, or Bacillus cereus, biological
inducer, before the pathogen arrival. Initially, bean plants were evaluated for induced
resistance against Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli when treated with the two
inducers. In the absence of the pathogen, it was evaluated the physiological parameters
respiration and photosynthesis and the activity of enzymes involved in the defense as
peroxidase, chitinase, [(-1,3-glucanase, phenylalanine ammonia-lyase and
polifenoloxidase and activity of enzymes involved in the catabolism as proteases, and
the synthesis of compounds of the secondary metabolism as phenols and lignin, and the
synthesis of compounds of the primary metabolism as proteins and sugars. The growth
of the plants was evaluated as well as their productivity and production parameters.
Some quality parameters of the grains were also evaluated. The occurrence of the
resistance induced in the bean plants against the pathogens was observed for the two
inducers. However, for the ASM the resistance induced was associated to increases in
peroxidase, chitinase and [3-1,3-glucanase activities, increase in the protease activity,
increase in lignin synthesis and reduction in the phenol content, increase in soluble
proteins and sugar content in the leaves, reduction of the growth and productivity,
increasing the protein and reducing the starch content of the grains. The B. cereus only
increased peroxidase activity in a lower way and showed a tendency to increase
protease activity, and to reduce the protein content in the leaves without interfering in
the growth or in the productivity, but it reduced the protein content and it increased the
starch content of the grains. Therefore, the biotic inducer, B. cereus altered a minimum
the metabolism of the bean plant, without interfering in the productivity and improving
the quality of the production, while the abiotic inducer ASM altered its metabolism,
generating a metabolic cost and consuming the plant photosyntathes to invest in
defenses, causing a reduction in the productivity.
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1 INTRODUCAO

“Em alguns casos podemos estar caminhando sobre uma
estreita linha entre custo e beneficio, onde a cura pode ser
tdo ruim quanto a propria doenca.”

Richard M. Bostock, 2005
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alteracbes metabdlicas que levam a resisténcia possuem um custo adaptativo
associado, o qual pode pesar mais do que o beneficio.

Em algumas pesquisas tem-se observado um ganho de produtividade, fato que
nos indica um custo menor do que o beneficio, porém, na maioria dos casos, ndao ha
incrementos na produtividade, ou até em alguns casos ha reducdo da produtividade,
mesmo com drastica reducao da doenga. Nesta Ultima condi¢ao, quais séo os principios
gue regem este acontecimento? Serd que a expressdo da defesa pode reduzir a
produtividade, a ponto de ser o custo maior do que o beneficio? E em que condi¢ao isso
pode acontecer? Serd que existem diferencas entre indutores bidticos e abiodticos?
Estas sdo perguntas que precisam ser respondidas para se redirecionar as pesquisas e
0 uso desta tecnologia.

Neste trabalho foram conduzidos experimentos objetivando verificar alteracdes
bioquimicas e fisiol6gicas, correlacionando-as com parametros de producéo do feijoeiro
entre a inducdo mediada por acibenzolar-S-metil, um indutor quimico, e, a mediada por

Bacillus cereus, um indutor bioldgico, antes da chegada do patégeno.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Aspectos dainducao de resisténcia a patdgenos e da cultura
2.1.1 Inducéo de resisténcia

Toda planta na natureza se desenvolve sob constante ameaca de seus
inimigos, sejam eles herbivoros ou patdgenos. Todavia, as plantas ndo aceitam
passivamente a agressao por parte de seus inimigos, mas apresentam barreiras ja
existentes antes do ataque, que visam conter esta agressdo. Estas barreiras séo
denominadas de defesas constitutivas e sédo representadas por estruturas, como: ceras,
cuticula, parede celular espessa, tricomas, adaptacbes em estdbmatos e fibras
vasculares, bem como substancias quimicas pré-formadas, como os fendis, alcaldides,
lactonas insaturadas, glicosidios fendlicos, glicosidios cianogénicos, fototoxinas,
inibidores protéicos e enzimas hidroliticas (AGRIOS, 2005; PASCHOLATI; LEITE, 1995).
Por outro lado, h4 mecanismos de defesa que se manifestam somente quando a planta
€ desafiada por um agressor. Estes mecanismos envolvem a formacéo de papila, halos,
lignificacdo, camada de cortica, formacao de tiloses e deposicdo de goma, além de
compostos como fitoalexinas, proteinas relacionadas a patogénese (Proteinas-RP) e
espécies reativas de oxigénio (AGRIOS, 2005; PASCHOLATI; LEITE, 1995).

A inducédo de resisténcia envolve a ativacdo de mecanismos de defesa latentes
existentes nas plantas em resposta ao tratamento com agentes bidticos ou abidticos
(BONALDO; PASCHOLATI; ROMEIRO, 2005; HAMMERSCHMIDT; DANN, 1997). O
termo inducao de resisténcia pode ser utilizado para designar uma protecao local, isto €,
a inducdo de resisténcia apenas nos tecidos onde se efetuou o tratamento com o
agente indutor, como também pode indicar uma resisténcia sistémica, que se manifesta
a distancia do local de aplicacdo do indutor (MORAES, 1992). Os agentes indutores de
origem bidtica ou abiotica, capazes de ativar ou induzir qualquer resposta de resisténcia
nas plantas sdo chamados de elicitores (SMITH, 1996), podendo apresentar natureza
quimica variada, como oligossacarideos, glicoproteinas, oligopeptideos e acidos graxos,
0 que demonstra a nao existéncia de caracteristica estrutural Gnica na determinacédo da
atividade elicitora (STANGARLIN et al., 1999).



18

A ativacdo das defesas das plantas pode ocorrer a partir da elicitacdo por
compostos presentes em extratos de plantas (BETTIOL; STADNIK, 2001; DAAYF;
SCHMITT; BELANGER, 1995; KONSTANTINIDOU-DOLTSINIS; SCHMITT, 1998;
SINGH; PRITHIVIRAJ, 1997; STANGARLIN, et al., 1999;), preparacdes de leveduras
(PASCHOLATI, 1998; STADNIK; BETTIOL, 2000), exopolisacarideos bacterianos
(BACH; BARROS; KIMATI, 2003; CASTRO; BACH, 2004), rizobactérias promotoras de
crescimento (KEHLENBECK; SCHONBECK, 1995, MURPHY et al., 2000;
NANDAKUMAR et al.,, 2001; ONGENA et al., 1999; VIDHYASEKARAN et al., 2001;
VISWANATHAN; SAMIYAPPAN, 2002), fungos promotores de crescimento (MADI,
KATAN, 1998), e ainda racas ndo virulentas do patégeno (MONOT et al., 2002;
SHIRAISHI et al., 1995; SMEDEGAARD-PETERSEN; STALEN, 1981;), além do proprio
patégeno inativado pelo calor (BACH; BARROS; KIMATI, 2003). Pode-se ainda utilizar
elicitores quimicos ou fisicos, como silicio (Si) (CHERIF; ASSELIN; BELANGER, 1994),
acido salicilico (AS) (BESSER et al.,, 2000; CIPOLLINI, 2002; HWANG et al., 1997;
MANANDHAR et al.,, 1998), acido D-L-aminobutirico (BABA) (COHEN; GISI;
MOSINGER, 1991; HWANG et al., 1997, ZIMMERLI et al., 2000), quitosana
(SATHIYABAMA; BALASUBRAMANIAN, 1998), cloreto férrico, fosfato de potassio
dibasico (BECOT et al., 2000; MANANDHAR et al., 1998), acibenzolar-S-metil (ASM)
(BESSER et al., 2000; BOKSHI; MORRIS; DEVERALL, 2003; COLE, 1999; COOLS;
ISHII, 2002; DANN et al., 1998; DIETRICH; PLOSS; HEIL, 2004; 2005; GEETHA,
SHETTY, 2002; GODARD et al., 1999; HEIL et al., 2000; IRITI; FAORO, 2003a, b;
KATZ; THULKE; CONRATH, 1998; LATUNDE-DADA; LUCAS, 2001; LOUWS et al.,
2001; SOARES; MARINGONI, 2002;), &cido 2,6-dicloroisonicotinico (INA) (BESSER et
al., 2000; DANN et al., 1998), fosfato de potassio monobasico (REUVENI et al., 2000),
acido jasmonico (AJ) (BALDWIN, 1998; CIPOLLINI, 2002; REDMAN; CIPOLLINI
JUNIOR; SCHULTZ, 2001), metil jasmonato (MeJa) (HEIJARI et al., 2004, VAN DAM;
BALDWIN, 2001), sacarina (BOYLE; WALTRERS, 2005a, b), acidos graxos (COHEN;
GISI; MOSINGER, 1991; COQUOZ et al., 1995) ou luz em comprimentos de onda
especificos (KHANAM et al., 2005).

Portanto, a resisténcia induzida consiste no aumento da resisténcia por meio

da utilizacdo de agentes externos, sem qualquer alteracdo no genoma da planta
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RYALS et al., 1996), e resisténcia induzida por rizobactérias promotoras de crescimento
(PGPR, do inglés - plant growth promoting rhizobacteria) que € conhecida por
resisténcia sistémica induzida ou ISR (do inglés — induced systemic resistance), cujos
principais sinalizadores sdo AJ e etileno (ET) e independe do AS (BOSTOCK, 1999;
BOSTOCK, 2005; PIETERSE et al., 1998; PIETERSE et al.,, 2001). De qualquer
maneira, independentemente do agente bidtico indutor, a comunicacdo cruzada entre
as diferentes rotas ja foi demonstrada (PIETERSE et al., 2005). Portanto, para se evitar
confusfes, alguns autores preferem o uso do termo geral inducdo de resisténcia
(HAMMERSCHMIDT; METRAUX; VAN LOON, 2001).

2.1.1.1 Pré-condicionamento (Priming)

O pré-condicionamento € um importante componente da resisténcia sistémica
induzida (COOLS; ISHII, 2002) e esta associado ao aumento da capacidade para uma
rapida e efetiva ativacdo das respostas de defesa celular, as quais sdo induzidas
somente apOs o contato com o patdégeno desafiante (CONRATH; PIETERSE; MAUCH-
MANI, 2002). Quando a planta é induzida pela presenca de um elicitor, sdo perceptiveis
alteracdes em seu metabolismo. Porém, quando comparada a uma planta induzida com
o mesmo elicitor e posteriormente desafiada com um patdgeno, nota-se que as
alteracdes no metabolismo sdo mais intensas do que na planta apenas desafiada ou
apenas induzida, evidenciando-se que a planta est4 mais capacitada para responder a
presenca do patdgeno.

A presenca do patdgeno, apos a indugdo, altera a magnitude dos eventos
bioguimicos, bem como, promove o acionamento de outros mecanismos, enquanto que,
plantas ndo induzidas e inoculadas com o patdgeno apresentam menor magnitude
desses eventos bioquimicos. Dessa forma, quando plantas sao pré-inoculadas com um
microrganismo ou tratadas com indutores abidticos de resisténcia sistémica, embora
pouco se observe em termos de alteracBes bioquimicas, a planta sistemicamente
protegida reage de forma mais rapida e eficientemente ao desafio com um patégeno
virulento (HEIL; BOSTOCK, 2002; STICHER; MAUCH-MANI; METRAUX et al., 1997).

O fenbmeno ndo é explicado unicamente pela expressdo dos mecanismos de

defesa, mas pelo aumento da sensibilidade da planta em perceber a chegada de um
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patégeno em potencial. O que chama a atengdo neste caso € a ocorréncia de um
aumento da resisténcia em plantas suscetiveis na auséncia de um sistema de
reconhecimento patdégeno-especifico baseado em genes R do hospedeiro
(HAMMERSCHMIDT, 1999; LATUNDE-DADA; LUCAS, 2001). Por exemplo, Cools e
Ishii (2002) demonstraram que plantas de pepino induzidas com ASM expressaram
genes de peroxidase e de proteinas-RP, mas que ndo havia a expressao de genes que
codificavam para a FAL. Porém, quando as plantas foram desafiadas com

Colletotrichum orbiculare
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da chegada do patégeno (VERHAGEN et al., 2004), enquanto que a via de sinalizacao
da SAR esta mais relacionada a expresséo direta de mecanismos de defesa (LAWTON
et al.,, 1995, MALECK et al.,, 2000). Finalmente, embora ndo se conheca a base
molecular para se explicar a maior sensibilidade das plantas (HAMMERSCMIDT, 1999;
LATUNDE-DADA; LUCAS, 2001), a transcricdo de genes envolvidos na percep¢ao do
patégeno, transducgdo de sinais, modificacdo da parede celular, metabolismo secundario
e de &cidos graxos, pode ser o processo chave associado com o estado de pré-

condicionamento sistemicamente ativado (SHENK et al., 2003).

2.1.2 Custo daresisténciainduzida

A alocacao de recursos internos da planta para o crescimento ou defesa é
determinado pela competicdo por substrato comum e energia, sendo que a planta deve
balancear os investimentos nesses processos (GAYLER et al., 2004; HERMS;
MATTSON, 1992). Toda alocacao de recursos para defesa pode ser considerado como
custo geral, porém, este custo é dividido entre defesas constitutivas e induziveis. O
custo da resisténcia induzida é definido por Heil e Baldwin (2002), como todo efeito
negativo sobre a adaptabilidade da planta que resulta da expressao de caracteristicas
de defesa quando a planta cresce sob condi¢cdes evolucionariamente relevantes, sendo
gue nessa condi¢do, é preciso considerar ndo apenas a elevacdo dos custos dos
processos internos, como alocacdo de carbono e autotoxidade, mas também os custos
ecologicos, que envolvem alteracBes no relacionamento com organismos benéficos ou
maléficos.

As plantas, do ponto de vista evolucionario, desenvolveram um sistema de
defesa latente, com a finalidade de economizar energia e substrato, que pode ser
ativado com a chegada do patdégeno, ao contrario da resisténcia constitutiva, que
representa um custo real para a planta, uma vez que independente da presenca do
patdégeno esta investe seus limitados recursos na defesa. De acordo com a hipétese de
alocacdo de recursos, € previsto que, quando 0s patdgenos estdo presentes o
investimento em defesa deve valer a pena e as plantas induzidas serem beneficiadas
(COLEY; BRYANT; CHAPIN, 1985). Dessa maneira, a resisténcia induzida em

condi¢des naturais representara custo apenas na presenca do patogeno (HEIL, 2002), e,
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mesmo com a chegada deste, hd uma compensacao pelo atraso temporal na expressao
da defesa, alocando recursos para este propdésito somente quando necessarios
(BOSTOCK, 2005). Porém, plantas que investem seus recursos para se defenderem na
auséncia de patdégenos arcardo com custos que refletirdo na produtividade, uma vez
que, as alteracbes metabdlicas que levam a resisténcia tém um custo adaptativo

associado, o qual pode pesar mais do que o beneficio (IRITI; FAORO, 2003b).

2.1.2.1 Mensuracéao dos custos

Na natureza as plantas sdo expostas a variagdes ambientais que as forcam a
se adaptarem através de alteracbes na atividade transcricional de diversos genes
(SUZUKI et al., 2006). Dessa maneira, o custo da inducéo de resisténcia é dificil de ser
mensurado, pois seria necessario um hospedeiro suscetivel no estado inteiramente ndo
induzido (PURINGTON, 2000). Porém, quando uma plantula comeca a interagir com o
ambiente que a rodeia, genes comec¢am a ser ativados em funcdo deste ambiente. Um
claro exemplo estd no trabalho de Sahashi; Tsuji e Shishiyama (1989), onde se
demonstrou que plantas de cevada crescidas em ambiente livre de microrganismos
exibiram aumento da suscetibilidade ao oidio, levando os autores a sugerir que na
natureza a resisténcia pode ser induzida pela interacdo das plantas com os
microrganismos que as circundam. Dessa forma, as plantas sempre estardo pelo
menos em um estado intermediario de inducdo (HATCHER; PAUL, 2000), assunto este
abordado na revisdo de Walters e Boyle (2005).

Devido a dificuldade de se mensurar os custos totais das defesas induzidas,
pesquisadores tem determinado apenas o0s custos de um indutor especifico entre
plantas induzidas ou ndo (PURINGTON, 2000). Isto faz com que surjam erros quando
se comparam os resultados de diferentes pesquisadores, observando-se assim
resultados contraditérios, como o0s enumerados por Walters e Boyle (2005).
Divergéncias podem ser geradas quando se comparam espécies ou variedades
diferentes de plantas (DANN et al. 1998; KONSTANTINIDOU-DOLSTINI; SCHMIDT,
1998;), bem como varia¢cdes ambientais (DIETRICH; PLOSS; HEIL, 2005; HEIL et al.,
2000). A influéncia da variacdo ambiental foi claramente demonstrada por Dietrich;

Ploss e Heil (2005), os quais aplicaram ASM em Arabidopsis cultivado em diferentes
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condicbes de fornecimento de agua e nitrogénio e por Heil et al. (2000), os quais,
trabalhando com trigo, observaram que o custo é dependente do fornecimento de
nitrogénio, bem como do estadio fenoldgico em que as plantas sdo induzidas. Portanto,
variagdes sutis no planejamento experimental e no indutor usado, associado com a
variagdo entre diferentes interacdes planta/patégeno e o uso de alta densidade de
in6culo, podem influenciar profundamente o resultado e a interpretacdo deste
(BOSTOCK, 2005). Dessa forma, para se comparar diferentes sistemas e se extrapolar
para as condi¢des naturais, deve-se considerar a concentracao do elicitor, 0 método de
aplicacdo, a auséncia de outros elicitores que possam estar presentes em fluidos
extracelulares do microrganismo desafiante, a espécie da planta hospedeira e o estadio
de crescimento da mesma (BOSTOCK, 2005).

Outra consideracdo importante € a separagdo entre o estado de preé-
condicionamento e 0s mecanismos de resisténcia ativados apds o desafio com o
patégeno. No primeiro caso, supde-se ser a alocacao de recursos menor, visto que a
expressao dos mecanismos de defesa € menor (COOLS; ISHII, 2002) ou inexistente
(LATUNDE-DADA; LUCAS 2001; SIEGRIST; JEBLICK; KAUSS 1994), resumindo-se a
possivel expressdo de genes ligados ao pré-condicionamento da planta hospedeira. E

assim, se forem avaliados os custos apenas na auséncia do patdgeno, o resultado sera
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producdo é dispendiosa e ocorre as custas da reducdo no crescimento da planta
(Figura 1).

Figura 1 - Relacdo custo/beneficio proposta por Gayler et al. (2004), adaptado de Treutter
(2005), com base na producao de compostos de defesa em macieiras jovens

2.1.2.2 Origem dos custos

A diferenca de custos pode estar associada a ativacdo de diferentes rotas
sinalizadoras. Cada rota pode ser ativada separadamente por elicitores especificos
(PIETERSE et al., 2005; VAN WEES et al., 1999), sendo que cada uma induzira a
expressao de um conjunto especifico de genes. Por exemplo, AS controla a inducao de
genes que codificam proteinas-RP da familia PR1 (atividade antiomicetos e antifingica),
PR2 (B-1,3-glucanases) e PR5 (proteinas tipo taumatina, exibindo atividade antifingica)
(UKNES et al., 1992); o etileno esta envolvido na expressao de genes Hel induziveis
por patdgenos e que codificam proteinas do tipo heveina (POTTER et al., 1993), gene
ChiB que codifica uma quitinase basica (SAMAC et al., 1990) e Pdf1.2 que codifica uma
defensina de planta (PENNINCKX et al., 1996); o acido jasmonico é responsavel pela

inducdo dos genes Lox1 e Lox2 que codificam para duas lipoxigenases (BELL; MULLET,
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1993; MELAN et al., 1993) e pela inducao de Pall que codifica para FAL e que controla
a sintese dos fenilpropandides (MAUCH-MANI; SLUSARENKO, 1996), Pin que codifica
um inibidor de proteinase (FARMER; RYAN, 1992), genes Atvsp que codificam
proteinas vegetativas de reserva em Arabidopsis, além de também induzir os genes Hel,
ChiB e Pdf1.2. Obviamente, a expressao de cada um desses gene representa um custo
energético para a planta (HEIL, 2001).

No conjunto de genes expressos, podem estar genes nao relacionados a
defesa (HEIL; BALDWIN, 2002). Nesse contexto, Guzzo (2004) observou em cafeeiro
cv. Mundo Novo, induzido com ASM, a expressao adicional de 302 genes, dos quais
44% nao apresentaram similaridade com genes depositados no GenBank, 10% foram
similares a proteinas hipotéticas de funcdo desconhecida, 30% representavam genes
associados a manutencdo celular e desenvolvimento vegetal, enquanto que apenas
16% referiam-se a genes envolvidos com mecanismos de resisténcia. Quando a autora
inoculou o patdgeno Hemileia vastatrix em um hibrido resistente, 297 genes foram
expressos adicionalmente, dos quais 36% nao apresentaram nenhuma similaridade
com outros genes, 12% eram hipotéticos, 30% estavam envolvidos na manutencao
celular e 22% relacionados a mecanismos de resisténcia. Por sua vez, Desikan et al.
(2001), usando plantas de Arabidopsis infiltradas com H,0O,, observaram a expresséo
diferencial de 175 genes, dos quais 113 aumentaram e 62 foram reprimidos. Dos 113
genes estimulados, 34 % eram desconhecidos, 12% faziam parte do metabolismo
celular, 1% eram genes envolvidos no transporte de energia, 18% envolvidos na
transcricdo, 3% envolvidos no transporte de proteinas, 8% na organizagdo e ciclo
celular, 6% na transducao de sinais e apenas 18% envolvidos diretamente na defesa.

Além do custo associado a uma Unica rota sinalizadora, podem ocorrer
interacbes entre rotas. Como exemplo, para a completa expressdo do gene Pdfl.2 ha
necessidade de ativacdo das rotas do ET e AJ em conjunto (VAN WEES et al., 1999).
Penninckx et al. (1998) mostraram que o etileno atua em sinergismo com AJ para
elicitar genes de defesa em Arabidopsis e Xu et al. (1994) observaram o0 mesmo em
plantas de fumo. Ja a interagdo entre AJ e AS apresenta efeito aditivo na resisténcia
induzida por rizobactérias em Arabidopsis contra Pseudomonas syringae pv. tomato
(VAN WEES et al., 2000). No entanto, € comum encontrar na literatura trabalhos onde



27

AS ou seus analogos diminuem a acao do AJ (BALDWIN; SCHMELZ; ZHANG, 1996;
BALDWIN et al., 1997; HEIL; BOSTOCK, 2002; VAN WEES et al., 1999), sendo que
esse antagonismo pode ocorrer principalmente quando duas rotas metabdlicas que
desencadeiam defesas contra diferentes invasores, competem por um mesmo
precursor bioquimico (STRAUSS et al., 2002). Todavia, as plantas sdo capazes de
sustentar simultaneamente genes induzidos por AJ e AS (BOSTOCK, 2005).

Toda expressao génica demanda energia para que 0s eventos metabdlicos
sejam concretizados. Nesse sentido, o processo de respiracdo deve ser intensificado
para que haja energia suficiente. O aumento da respiracdo foi observado por
Smedegaard-Petersen e Stglen (1981) em plantas de cevada que expressaram
resisténcia contra um isolado de Erysiphe graminis f. sp. hordei, enquanto que Chen; Su
e Kao (2004) observaram aumento da respiracdo correlacionado com reducéo do teor
de sacarose e glicose em folhas de arroz induzidas com AJ. Assim, o resultado pode
ser positivo quando o beneficio for maior que o custo; negativo quando ocorrer aumento
do custo energético, sem que isso resulte em protecdo, ou ainda comportar-se de forma
neutra (BOSTOCK, 2005).

Um modelo para demonstrar esse balanco energético na planta foi proposto
por Gayler et al. (2004), onde assimilados séo disponibilizados através da fotossintese,
e utilizados para o crescimento produzindo biomassa estrutural. Parte dos assimilados é
carreada para gerar defesas constitutivas e o excedente € conduzido para tecidos de
reserva. Quando a planta necessitar, estes fotoassimilados sdo carreados para a
defesa induzivel e se a disponibilidade dos mesmos for baixa, pode ocorrer o
fornecimento por parte das reservas, e estes voltam a ser disponiveis. O processo de
respiracdo é o Unico a causar perda de biomassa. Porém, quando o produto de
interesse envolve os tecidos de reserva da planta, a inversdo ou mesmo o fato da
planta priorizar outros processos e ndo conduzir os assimilados disponiveis para a
reserva ha o que chamamos de custo adaptativo, com consequente reducdo na
produtividade (Figura 2).
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Figura 2 - Modelo para o balango energético entre crescimento e
defesas proposto por Gayler et al. (2004)

Além do custo energético envolvido com a expressado de genes, existe 0 custo
metabolico, que € explicado pela repressdo de alguns genes, 0S quais possuem
participacdo no crescimento ou no metabolismo primario das plantas. Esta represséo
pode ocorrer para balancear o metabolismo total e equilibrar os custos dentro do
sistema planta, como efeito compensatério (SOMSSICH; HAHLBROCK, 1998), dando
menor importancia a uma atividade que no momento se tornou secundaria,
aproveitando o0s recursos celulares disponiveis, incluindo substrato e energia
(LOGEMANN et al., 1995).

Weidhase e colaboradores (1987) observaram que quando folhas destacadas
de cevada eram tratadas com JA ou MeJa, ocorria um decréscimo no nivel de clorofila e
na atividade da ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco), indicando
aceleracdo da senescéncia. Porém, também observaram o aparecimento de pelo
menos trés novas classes de proteinas que poderiam estar relacionadas a defesa
celular.

Reinbothe; Reinbothe e Parthier (1993), estudando padrdes de proteinas em

folhas de cevada induzidas com MeJa, observaram a formacao de proteinas, as quais



29

denominaram de proteinas induzidas por jasmonato (JIPs — do inglés Jasmonate-
Induced Proteins). Em contrapartida, o tratamento causou uma redu¢do no nivel de
proteinas no plastideo, coincidentemente com reducdo das pequenas e grandes
subunidades da Rubisco e da clorofila.

Em funcéo de alteragbes na clorofila e/ou Rubisco espera-se uma redugdo na
taxa fotossintética. Baldwin e Callahan (1993), embora ndo tenham avaliado a
concentracdo de clorofila ou Rubisco, observaram uma redugdo da taxa fotossintética
correlacionada inversamente com o aumento da concentracdo do alcaldide nicotina em
Nicotiana sylvestris, induzida por ferimento. O contrario também tem sido observado,
pois Khodary (2004), induzindo plantas de milho com AS (100 mM), observou aumento
da atividade da Rubisco e da atividade fotossintética, bem como aumento no conteudo
das clorofilas a e b e carotendides.

Outros eventos metabdlicos relacionados ao ciclo celular também podem ser
inibidos. Logemann et al. (1995) induziram células de salsa em meio de cultura com luz
UV e elicitor proveniente de Phytophthora megasperma f. sp. glycinea e observaram a
expressao da FAL e CHS, concomitantemente com a repressdao de mRNA codificador
de proteinas tipo histonas (H2A; H2B; H3-7 e H4-3), importantes na divisdo celular,

proteina quinase (p34°°°?

) importante na sinalizacdo da divisdo celular e uma ciclina
mitGtica atuante na divisdo celular. Os autores também observaram o comportamento
do aumento do volume de células. Coincidentemente, células eliciadas com luz ultra-
violeta (UV) cessaram o crescimento, inibiram a sintese de mRNA de proteinas do ciclo
celular e induziram a sintese de mRNA para FAL e CHS. A partir do momento em que a
UV foi retirada a sintese de mRNA para FAL e CHS foi reprimida e a sintese de mRNA
das proteinas do ciclo celular foi iniciada, sendo retomado o crescimento. Ja para o
elicitor fangico, as células permaneceram induzidas por mais tempo, expressando
principalmente FAL, sendo que as proteinas do ciclo celular permaneceram reprimidas
mais tempo e o crescimento permaneceu inibido. Neste contexto, Suzuki et al. (2006)
observaram em culturas de células de fumo (Nicotiana tabacum cv. Xanthi, linha XD6S),
a expressao de mRNA que codifica quitinases induzidas pela presenca no meio de um
extrato de parede celular de Phytophthora infestans (PiE) ou pela presenca de uma

xilanase de Trichoderma viride (TvX). Concomitantemente, observaram reducdo na
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expressao dos genes Ntf3 e Ntf6, que codificam MAP quinases em fumo relacionadas
ao ciclo celular, bem como dos genes que codificam ciclinas mitéticas (CycAl;1,
CycB1;3, CycD3;2). Esses genes que se apresentam em niveis substanciais quando as
células de fumo estdo em ativo processo de proliferagcdo, foram completamente inibidos,

tendo como conseqiéncia uma significante redugédo na multiplicagédo das células.

2.1.3 Autotoxidade

Embora o custo diretamente relacionado a expressdao de genes possa ser
considerado como o mais importante, € preciso lembrar que alguns metabdlitos
envolvidos na resisténcia podem ser toxicos para as plantas e a expressao constitutiva
dos mesmos pode impor uma significativa carga metabdlica (HEIL, 2001; HEIL;
BALDWIN, 2002). Na literatura, trabalhos que se ocupam em explicar este fenébmeno
ainda séo escassos. A producdo de compostos como o AS, em altas concentracoes,
pode ser danosa ao tecido vegetal jovem, como demonstrado por Rasmussen;
Hammerschmidt e Zook (1991) que observaram uma correlacdo entre a alta
concentracdo de AS em folhas de pepino em expansado e o consequente atrofiamento
destas. Da mesma forma, espécies ativas de oxigénio (EAO), que participam do
processo de morte celular programada (LAMB; DIXON, 1997), bem como fitoalexinas
(CAVALCANTI; BRUNELI; STANGARLIN, 2005) apresentam efeito danoso ao tecido
vegetal.

Baldwin e Callahan (1993) elevaram o nivel de nicotina fornecido
exogenamente nos tecido foliares de Nicotiana sylvestris e Nicotiana glauca, que
naturalmente produzem este alcaléide como defesa induzivel e Datura stramonium e
tomate, que ndo produzem nicotina. Os autores observaram que o alto teor do alcal6ide
reduzia a capacidade fotossintética de todas as plantas, embora apenas N. sylvestris e
N. glauca tivessem a biomassa reduzida, ndo sendo atribuido apenas a reducdo da
capacidade fotossintética, mas também a possivel alteracdo no balangco hormonal nas

plantas.

2.1.4 Custo Ecologico

O custo ecoldgico ou custo indireto da resisténcia requer interagdes com outras

espécies para ser expresso. Dentre estas interacdes destacam-se a deterréncia de
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mutualistas, como polinizadores, dispersores de sementes, predadores e parasitdides
de herbivoros, fungos micorrizicos, fungos endofiticos e bactérias nodulantes; aumento
do parasitismo por outros patdégenos, aumento da predagdo por parte de outros
herbivoros; reducéo da tolerancia a inimigos ou reducéo da habilidade competitiva inter
ou intraespecifica (STRAUSS et al., 2002).

As plantas respondem a inducéo de resisténcia por diversos mecanismos, que
além dos ja mencionados, podem também incluir alteragdes na fisiologia e morfologia
radicular, alocacdo do carbono e exsudacao radicular (BAREA et al., 2005; LYNCH,
1990; MORGAN; BENDING; WHITE, 2005). A exsudacdo radicular e a liteira séo
importantes fontes de C para a microbiota e macrobiota do solo e podem ser
significativos no desempenho da microbiota decompositora (MORGAN; BENDING;
WHITE, 2005; WARDLE et al., 2003; WARDLE; WALKER; BARDGETT, 2004;
WARDLE et al.,, 2004; WARDLE; BARDGETT, 2004). Além disso, a morfologia e a
exsudacédo radicular podem influenciar diretamente organismos simbiontes, parasitas,
saprofitas (facultativos) e fitopatégenos rizosféricos (BAREA et al., 2005; CARDOSO;
FREITAS, 1992; LYNCH, 1990; MOREIRA; SIQUEIRA, 2002; MORGAN; BENDING,;
WHITE, 2005; SONNEMANN; MIKA; WOLTERS, 2005; WHIPPS, 2001).

A literatura mostra resultados conflitantes do impacto da resisténcia induzida
em patdégenos radiculares, e que de acordo com Sonnemann; Finkhaeuser e Wolters
(2002) podem ser atribuidos ao status nutricional da planta hospedeira, tipo de indutor
de resisténcia utilizado, a espécie vegetal e finalmente ao patégeno envolvido. Uma das
possiveis explicagcbes para a elevada variabilidade da efetividade da resisténcia
induzida é que a mesma esta sujeita a modulacdo por fatores ambientais, como o
estresse hidrico ou nutricional (LYON; NEWTON, 1997; BOSTOCK et al., 2001). Além
disso, alguns autores consideram que o uso da resisténcia induzida poderia interferir na
composicao, funcionamento e desempenho da comunidade do solo (HEIL, 1999; HEIL
et al.,, 2000; HEIL, 2001; HEIL; BOSTOCK, 2002; SONNEMANN; FINKHAEUSER;
WOLTERS, 2002; SONNEMANN; MIKA; WOLTERS, 2005). Parece que estes efeitos
negativos poderiam ter relacdo com a natureza inespecifica da inducdo de resisténcia
(HEIL, 1999).
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2.1.4.1 Efeito sobre insetos polinizadores

Strauss et al. (1999) relataram efeitos negativos da inducdo de resisténcia na
taxa de freqiiéncia de insetos polinizadores. Além disso, a resisténcia induzida em
plantas pode elevar a concentracdo de compostos secundéarios nos frutos, tecidos
florais ou néctar (néctar toxico), tornando-as menos atrativas para insetos polinizadores
(ADLER, 2000a). Para Adler (2000a,b) existe uma possibilidade relativa que a toxidez
do néctar esteja relacionada com a presenca de altas concentracbes de compostos
secundarios de defesa em verticilios florais. Neste caso, é provavel que seja uma
consequéncia da acado defensiva da planta, em resposta ao ataque de herbivoros em
outras partes da planta. Entretanto, ha casos em que a toxidez do néctar ndo esta
relacionada com a resposta defensiva da planta contra a acado de herbivoros. Prys-
Jones e Willmer (1992) relataram que a toxidez do néctar de Lathraea clandestina &
devida a presenca de amonia, produzida a partir da degradacao de aminoacidos. Essa
toxidez pode aumentar como consequéncia do pleiotrofismo resultante da acao
defensiva da planta contra herbivoros e persistir devido a especializacdo por parte dos
polinizadores ou outros aspectos benéficos a planta (ADLER, 2000a,b).

Para Agrawal; Gorski e Tallamy (1999), a resposta da planta a inducédo de
resisténcia pode aumentar a sua suscetibilidade para herbivoros ocasionais, seja pela
alteracdo na atracdo de herbivoros especificos ou devido a alteragdes nas respostas
relacionadas as vias de sinalizacdo para certos tipos de herbivoros considerados
pragas. Ainda de acordo com estes autores, cucurbitdceas produzem cucurbitacinas,
que podem torna-las resistentes a uma gama de artrépodes herbivoros, mas torna-las
também suscetiveis a besouros que usam a cucurbitacina como estimulo atrativo para a

alimentacao.

2.1.4.2 Efeito sobre as simbioses micorrizicas e rizébio-leguminosa

Estudos tém demonstrado que os organismos simbidticos mutualistas (ndo
patogénicos) e ndo mutualistas (patogénicos) ao longo de sua co-evolugdo com as
plantas hospedeiras, foram adaptando-se ao sistema defensivo natural das mesmas
(CIPOLLINI; PURRINGTON; BERGELSON, 2003; HEIL, 1999; HEIL et al., 2000; HEIL,
2001; WOLFE; HUSBAND; KLIRONOMOS, 2005). Entretanto, pouco se sabe acerca do
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impacto da inducao da resisténcia no mutualismo entre plantas e microrganismos (HEIL,
2000; HEIL, 2001). De acordo com alguns autores na maioria das interacdes
simbidticas parasiticas ou mutualisticas, a planta hospedeira ativa seu sistema
defensivo induzivel em resposta a presenca do invasor (CORDIER et al., 1998;
DUMAS-GAUDOT et al., 1996; PIETERSE; VAN LONN, 1999; RUIZ-LOZANO et al.,
1999; VAN WESS et al., 1997; VAN LOON; BAKKER; PIETERSE, 1998).

Comparados com fungos fitopatogénicos, e a semelhanca com a simbiose
Rhizobium-leguminosas, os fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) induzem
respostas de defesa vegetal atenuadas (KAPULNIK et al.,, 1996; LAMBAIS; MEHDY,
1998), onde a planta hospedeira expressa constitutivamente algumas proteinas-RP
(VIERHEILG et al., 1995). Pozo; Van Loon e Pieterse (2004) constataram que as
células que contém os arbusculos em plantas com raizes micorrizadas sdo imunes ao
ataque de fitopatdogenos e exibem resisténcia localizada, como a formacédo de calose
adjacente as hifas intracelulares. Estes dados também foram similares aos obtidos por
Lambais e Medhy (1998).

A aplicacdo de AS na planta pode inibir a atividade da catalase e induzir o
acumulo de EAO e ativar diversos genes ligados ao sistema de defesa bioquimico da
planta, incluindo quitinases e (-1,3-glucanases (DANN et al., 1996; LEITE et al., 1997;
MAUCH-MANI; METRAUX, 1998). Dessa forma, atividades mais elevadas de catalases
em raizes inoculadas com fungos micorrizicos mais infectivos para a planta hospedeira,
podem levar a atenuacdo das defesas da mesma, facilitando o crescimento
intrarradicular (COSTA; RIOS-RUIZ; LAMBAIS, 2000). Costa; Rios-Ruiz e Lambais
(2000) observaram que a aplicagdo de acido salicilico em raizes de feijoeiro, em solo
com baixo nivel de fésforo, resultou na reducdo da colonizagdo intrarradicular,
corroborando com a hipétese de que H,O, pode ser um mensageiro secundario
importante no controle do desenvolvimento de simbiose micorrizica (LAMBAIS; MEHDY,
1993; 1995). O efeito negativo do AS na colonizacdo das raizes de feijdo ocorre,
provavelmente, devido a inibicdo do crescimento fungico intrarradicular, e ndo devido ao
efeito inibitério nas fases de pré-infeccdo (germinacdo dos esporos, crescimento de
tubos germinativos e diferenciacdo de apressoérios), ja que o0s niveis iniciais de

colonizacdo, em todas as situacdes, foram similares nos trabalhos de Lambais e Mehdy
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(1993; 1995), e, aparentemente, a elevada atividade de quitinases nas raizes que
receberam o AS, é fator determinante dos baixos niveis de colonizagcdo micorrizica
(LAMBAIS; MEHDY, 1993; 1995). Muito embora o papel das quitinases no controle do
estabelecimento da simbiose micorrizica arbuscular seja ainda desconhecido, é
provavel que a inducao localizada de isoformas especificas desta enzima possam inibir
o crescimento fungico intrarradicular (LAMBAIS; MEDHY, 1995; 1998).

Aparentemente, a capacidade de FMAs em colonizar o tecido cortical da planta
hospedeira esta relacionada a sua capacidade em suprimir as atividades de quitinases
(LAMBAIS; MEDHY, 1996). Ja existe comprovacdo experimental de que o AS acumula
em raizes micorrizadas durante a fase inicial do estabelecimento da simbiose (BLILOU;
OCAMPO; GARCIA-GARRIDO, 1999). Sob este aspecto, a literatura comprova que as
modificagdes citoldgicas que ocorrem em raizes micorrizadas sédo similares as descritas
em raizes de plantas colonizadas por rizobactérias que induzem resisténcia sistémica
(CORDIER et al., 1998).

O uso do ASM simula o efeito do AS na planta, e aparentemente com 0 mesmo
modo de acdo ao nivel celular (GORLACH et al., 1996; LAWTON et al., 1996) e néo
resulta em acumulo local de AS endogeno (MARTINEZ-ABARCA et al., 1998). Deste
modo, todas as respostas bioquimicas defensivas induzidas pelo AS, também podem
ser induzidas pela acdo do ASM (FRIEDRICH et al., 1996). Hoffman e Cardoso (2001)
também relataram que a aplicacdo de ASM nas raizes de soja ocasionou efeitos
negativos na intensidade de colonizacdo por Bradyrhizobium elkani, restringindo a
viabilidade da aplicagcdo do produto na cultura. Deste modo, segundo os autores, a
aplicagéo radicular do ASM deve ser evitada na cultura da soja, ndo havendo restricoes
do produto para aplicacdo foliar. Ainda de acordo com estes autores, a interacéo
simbidtica poderia ter a capacidade de inibir a reacdo de defesa da planta. Por outro
lado, os autores ndo observaram nenhum efeito da acdo do ASM, em qualquer modo de
aplicacédo, na colonizacdo micorrizica de Glomus intrarradices. Tosi e Zazzerini (2000)
constataram que o ASM inibiu in vitro a germinacdo de esporocarpos de Glomus
mosseae, ao passo que a aplicacdo de BABA estimulou a germinacédo de G. mosseae.
Também foi observado que a aplicacdo foliar do BABA e ASM (4000 e 200pg mL™,

respectivamente) ndo acarretou nenhum efeito na taxa de colonizagéo do fungo.
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Efeitos negativos da aplicacdo exdgena de AS no tamanho e numero de
nodulos na simbiose entre alfafa (Medicago sativa) e Rhizobium meliloti foram
observados por Martinez-Abarca et al. (1998). Segundos estes autores, o0 AS poderia

estar interferindo no processo de organogénese nodular.

2.1.5 Crescimento e produtividade de plantas induzidas

Como uma diversidade de situacdes pode acontecer enquanto ocorre o
desenvolvimento de uma planta e a inducdo de resisténcia concomitantemente,
principalmente em funcdo da variacdo nas condi¢cdes de crescimento, a seguir seréo
analisados alguns trabalhos, onde parametros de produtividade e de producéo foram
avaliados em experimentos com plantas induzidas e que mostram dependéncia em
funcdo da dose do indutor, da condi¢ao nutricional e da interacdo biolégica a que estédo

sujeitas.

2.1.5.1 Dependéncia da dose do indutor

Godard et al. (1999) conduziram experimento com couve-flor induzindo
resisténcia contra o mildio (Peronospora sp.) com o uso de ASM, em diferentes
concentracdes. De 1 a 30 dias as plantulas foram pulverizadas com suspensdes de
conidios e sete dias ap6s cada inoculacdo, as plantas foram avaliadas usando-se
escala de notas. Os autores observaram que a doenca podia ser controlada em
diferentes niveis, dependendo da concentracdo, porém ocorria uma reducdo na altura
das plantas que variou em torno de 6 a 25%.

Em campos cultivados com tomate, foram conduzidos 15 experimentos em
cinco localidades (Florida, Alabama, Carolina do Norte, Ohio e Ontario), representando
uma grande diversidade nos sistemas de producdo de tomate na parte leste dos EUA e
Canada. Na maioria dos experimentos, o ASM foi aplicado semanalmente, em uma
dose de 35 g ha', e reduziu a severidade da mancha bacteriana provocada por
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria, em niveis superiores a 50%. Esse nivel de
controle foi semelhante e, em alguns casos, superior ao do tratamento-padréo,
representado por pulverizacdes semanais com a mistura hidroxido de cobre e fungicida
protetor. A producao total ndo foi significativamente afetada pelo tratamento com ASM

ou pelo tratamento-padrdo em 13 dos 15 experimentos realizados (LOUWS et al., 2001).
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Redman; Cipollini Junior e Schultz (2001) conduziram experimentos com
tomate cultivado em casa de vegetacdo, em condicao livre de insetos. As plantas foram
tratadas com 1 ou 10 mM de &cido jasmonico (AJ) dissolvido em alcool e diluido em
agua, sendo pulverizado uniformemente até o escorrimento. As plantas controle foram
pulverizadas com o solvente. Os autores observaram diminuicdo do niamero de frutos
em resposta a aplicacdo de 10 mM de AJ em relagdo ao controle, porém os frutos eram
maiores. Outro fator importante foi o tempo para o inicio da maturacéo, o qual atrasou
em 20 dias para a concentragdo de 10 mM e 10 dias para 1 mM em relacao ao controle.
Outro aspecto foi a reducdo do numero de sementes nos frutos das plantas que
receberam 10 mM. O crescimento das plantas e a germinacédo das sementes ndo foram
afetados pelos tratamentos com AJ. Os autores consideram que defesas induzidas por
AJ podem ter efeito na adaptabilidade reprodutiva de plantas de tomate, que embora
produzindo frutos maiores, a quantidade dos mesmos e de sementes € menor, além do
atraso na maturagao.

Iriti e Faoro (2003b) conduziram experimentos com feijoeiro (Phaseolus
vulgaris cv. — BLF), cultivado em condi¢des de casa de vegetacao e telado no campo,
induzido com ASM (140 mg L™) em uma Unica aplicacdo quando a primeira folha estava
completamente expandida. Os autores ndo detectaram diferencas na taxa de
crescimento, comprimento de entrenos e expansao foliar medidos aos 15, 30, 45 e 60
dias apos a aplicagdo do indutor em casa de vegetagdo. Porém, no campo, em dois
anos de cultivo, houve sensivel diferenca na producdo devido ao menor numero de
vagens e menor peso seco das sementes. Visto que a andlise de variancia ndo mostrou
significancia, os autores consideraram que nas condicbes estudadas ndo havia
evidéncias de custos associados ao tratamento com o indutor ASM.

Estes experimentos demonstram claramente a penalidade sobre o
desenvolvimento das plantas e/ou produtividade em funcdo da dose utilizada e da
quantidade de aplicacdes dos elicitores, ainda que, no caso do trabalho de Louws et al.
(2001) onde n&o ha reducédo da produtividade, porém, se ha reducdo da doenca em
nivel superior a 50%, esperava-se que houvesse aumento na produtividade, pelo

menos para compensar a aplicagdo do indutor. Di Piero; Kuhn e Pascholati (2005) ja



37

chamaram a atencdo para esses fatos, sugerindo que o numero de aplicacdes e as

dosagens precisam ser otimizados.

2.1.5.2 Dependéncia da condig¢&o nutricional

Heil et al. (2000) conduziram trés experimento com trigo, dos quais o primeiro
foi em soluc&o nutritiva onde as plantas receberam 0,05 e 1 mM de N e aplicacdo de
150 mg L™* de ASM 4 semanas ap6s a semeadura e agua como controle. O segundo
experimento foi conduzido em vasos, onde as plantas receberam duas vezes por
semana 0, 50 e 200 mL de solucédo nutritiva contendo 1 mM de N, além de macro e
micro nutrientes e a aplicacdo de 150 mg L™ de ASM ou agua, quando as plantas
atingiram o estadio de dois nés. Em um terceiro experimento, as plantas receberam
diferentes solugdes contendo 0, 5 e 10 mM de N, neste caso variando apenas a
quantidade de N, distribuindo-se 100 mL por vaso duas vezes por semana. Quando as
plantas atingiram o estadio de dois nés, foram distribuidas ao acaso e separadas em
quatro grupos sendo um imediatamente tratado com 150 mg L™ de ASM, outro trés
semanas apos, outro apos o término do perfilhamento e um sem tratamento.

No primeiro experimento, 0os autores observaram uma reducdo no peso seco
das plantas de trés a quatro semanas apos o tratamento para ambas as condicdes
nutricionais, porém sempre uma maior diferenca na menor dosagem de N. No segundo
experimento, as plantas controle cresceram mais, 0 que era visivel na sexta semana
apos o tratamento. Em relacdo a aplicacdo de nutrientes, a biomassa soO diferiu nos
tratamentos representados pela média e alta fertilizacdo, ndo diferindo no tratamento
sem nutriente, visto que o estresse nutricional era bastante intenso e o crescimento
muito reduzido. O nimero de espigas por vaso também diferiu somente nas condi¢ées
com médio e alto teor de nutrientes, onde se observou a redu¢é@o do nimero de espigas
e de sementes pela aplicacdo de ASM. Ja no terceiro experimento, onde se variou
apenas a dosagem de N e ndo nos micro e macro nutrientes, observou-se uma nitida
dependéncia do N para que ndo ocorressem penalidades no acumulo de biomassa.
Neste experimento, com zero de N, todos os parametros avaliados diferiram entre
plantas induzidas ou ndo, sendo eles: numero de perfilhos, biomassa de perfilhos,

espigas por vaso, sementes por espiga e sementes por vaso. Ja com 5 mM de N,
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apenas o numero de espigas por vaso e sementes por vaso diferiram, e com 10 mM de
N ndo houve diferenca. Com relacdo a época de aplicagdo, quando esta foi efetuada
apos o perfilhamento, ndo houve alteracbes na biomassa e/ou produtividade em
nenhuma das condi¢fes nutricionais.

Dietrich; Ploss e Heil (2005) investigaram o custo adaptativo de Arabidopsis em
diferentes condicbes de fornecimento de N. Para tanto, os autores conduziram
experimentos que visavam avaliar a resposta de crescimento de plantas tratadas com
ASM. As plantas foram cultivadas em vasos com solo comercial, sem nitrogénio, em
condi¢cbes de camara de crescimento, sendo irrigadas trés vezes por semana. Uma vez
por semana, 0s vasos recebiam 10 mL de solucédo contendo 1 (N1), 3(N3), 10(N10) e
30(N30) g L™ de nitrato de aménio. Apés 25 dias, as plantas foram submetidas duas
vezes ao tratamento indutor (150 mg L™ de ASM). Foram avaliados semanalmente, o
diametro da roseta e o peso das sementes. Os autores observaram que na primeira
semana apos a aplicacdo do indutor houve uma reducdo no diametro da roseta para
todos os regimes de N. Na condicao altamente limitante (N1) esta diferenca tornou-se
menor com O crescimento, porém, as plantas induzidas permaneceram sempre
menores do que as plantas controle. Plantas induzidas, cultivadas com alta
concentracdo de N (N30), apés a segunda semana compensaram a reducdo no
crescimento e tornaram-se maiores do que as plantas controle. No mesmo experimento,
somente com N3 e N10 as plantas induzidas produziram menos sementes do que o
controle, considerando que a producdo de sementes na condi¢do altamente limitante foi
muito baixa, tanto para induzidas como para ndo induzidas, que ndo foi possivel
diferenciar os tratamentos. Quando o experimento foi repetido, novamente houve
reducdo no crescimento das plantas tratadas com ASM na primeira semana e uma
compensacao na segunda semana, porém, ndo se observou um crescimento maior do
que o controle na terceira semana com N30. Dessa forma, os autores concluiram que
plantas crescendo sob condi¢des limitantes de N somente compensam parcialmente o
crescimento, permanecendo continuadamente menores do que o controle. Entretanto,
as plantas que receberam altas doses de N (N30) tiveram um crescimento

compensatdrio maior, tornando-se significativamente maior do que o controle. Portanto,
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a capacidade de compensacdo depende das condicbes de crescimento e de
fornecimento de nitrogénio.

Como pode ser observado nos trabalhos acima, o menor custo da inducédo de
resisténcia esta principalmente relacionado ao fornecimento de nitrogénio. Uma
possivel explicacdo pode ser devido ao fato dos mecanismos de resisténcia serem
baseados na sintese de proteinas e de enzimas envolvidas em diferentes caminhos
metabdlicos, 0 que requer uma maior demanda por nitrogénio, o qual € suprido por
fontes exdgenas.

Na natureza, o nitrogénio é abundante, compreendendo 78% da atmosfera
terrestre. De acordo com Coley; Bryant e Chapin (1985), no contexto evolutivo, seria
vantajoso basear todo um sistema de defesa em elemento quimico que é abundante,
visto que ndo haveria falta do mesmo. Por outro lado, um sistema de defesa baseado
na disponibilidade de carbono poderia funcionar em plantas de deserto, onde 0 mesmo
€ abundante. Porém, em uma floresta densa talvez ndo seja a melhor alternativa, uma
vez que ha grande competicdo por esse elemento.

No contexto agricola moderno, onde a maioria dos solos estdo degradados e a
concentracdo de nitrogénio bastante baixa, os reflexos na produtividade em funcéo da

expressao dos mecanismos de defesa podem ser sentidos com maior facilidade.

2.1.5.3 Dependéncia da interagao biolégica

Ongena et al. (1999) induziram plantas de pepino, cultivadas em casa de
vegetacdo, inoculando agentes bidticos como Pseudomonas putida (BTP1) e seu
transformante sider6foro negativo (M3), mergulhando-se as raizes em suspensao
bacteriana durante o transplante, com o intuito de controlar a doenca causada por
Pythium aphanidermatum. Os autores observaram acentuada reducédo da severidade da
doenca em funcado da inducdo da sintese de compostos fendlicos por parte da planta,
impedindo o desenvolvimento do patdgeno. No entanto, ndo ocorreu reducdo no
acumulo de massa fresca da planta e houve aumento da massa seca de raizes para as
plantas que receberam o isolado BTP1.

Nandakumar et al. (2001), trabalhando com arroz cultivado em condi¢des de

campo, induzido com dois isolados de Pseudomonas fluorescens (PF1 e FP7) contra
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Rhizoctonia solani, aplicados via tratamento de sementes, solo, mergulho de raizes em
suspensédo ou aplicacao foliar, observaram aumentos na expressao de enzimas, como
quitinase e peroxidase associados a reducdo da severidade da doenca, bem como
aumentos na producdo de grdos em niveis superiores ao tratamento com fungicida.
Vidhyasekaram et al. (2001), também trabalhando com arroz cultivado em casa de
vegetacédo induzido com P. fluorescens, por tratamento de sementes, para o controle de
Xanthomonas oryzae pv. oryzae, observaram reducdo da intensidade da doenca
superior ao tratamento com antibiético (estreptociclina) e consequiente aumento na
produtividade.

Por sua vez, Kehlenbeck e Schonbeck (1995) induziram resisténcia em cevada,
em condi¢cdes de campo com o filtrado de cultura de Bacillus subtilis (B50) contra
Erysiphe graminis f. sp. hordei inoculado naturalmente. Os autores observaram uma
reducdo de 40% na area foliar infectada nas plantas induzidas, enquanto que para o
tratamento com fungicida (propiconazole) a reducéo foi de 93%. Com o uso do indutor
foi obtida a maior produtividade, e a qualidade dos graos foi melhorada em termos de
teor de amido.

Finalmente, com base nos ultimos quatro trabalhos acima comentados, toda
vez que a resisténcia é induzida por rizobactérias, fica evidente que, além da reducao
da doenca existe um ganho na produtividade e/ou qualidade. Até o momento, néo
encontramos na literatura trabalhos em que um indutor bidtico tenha causado efeitos
negativos na produtividade. Provavelmente isso se deve ao fato da resisténcia
proporcionada por rizobactérias estar mais relacionada ao pré-condicionamento.
Verhagen et al. (2004) avaliaram 8.000 genes de Arabidopsis em resposta ao
tratamento com rizobactéria, sendo que, desses genes, apenas 97 mostraram
alteracfes nas raizes, sendo que nenhum mostrou alteracao na parte aérea, embora as
plantas estivessem protegidas contra Pseudomonas syringae pv. tomato, Xanthomonas
campestris pv. armoriaceae, Alternaria brassicicola, Fusarium oxysporum f. sp. raphani
e Peronospora parasitica. Estes autores observaram que entre 0S genes expressos
diferencialmente nessas plantas pré-condicionadas pelo tratamento com rizobactérias
(ISR) e desafiadas com P. syringae pv. tomato, 35% eram induzidos via AJET , 17%

pelo sinergismo das vias do AJ/ET + AS e apenas 3% pela via do AS, além de 45%



41

serem induzidos por outras vias de sinalizagdo. Quando a planta era induzida por
tratamento com patdgeno (SAR), apenas 30% dos genes eram induzidos via AJ/ET,
22% pelo sinergismo de AJ/ET + AS e 12% pela via do AS, enquanto que 36% eram
induzidos por outras vias. Esses resultados podem indicar que a via do AJET
apresenta custo inferior em relacdo a via do AS, além do que, o pré-condicionamento

por rizobactérias praticamente ndo gera custos.

2.1.6 Enzimas envolvidas nainducédo de resisténcia
2.1.6.1 Peroxidases

O termo “peroxidase” tem por significado identificar a enzima que catalisa a
oxireducdo entre peréxido de hidrogénio e varios redutores. Sao enzimas presentes em
tecidos de animais, plantas e em microrganismos (HIRAGA et al., 2001), sendo
divididas em trés superfamilias, denominadas Peroxidase animal, Catalase e
Peroxidase de plantas, sendo esta Ultima dividida em trés classes, onde a Classe |
apresenta a citocromo c peroxidase, presente em leveduras e bactérias, a catalase
peroxidase, presente em bactérias e fungos e a ascorbato peroxidase presente em
plantas. A Classe Il apresenta as peroxidases dependentes de manganés e ligninases,
ambas presentes em fluidos extracelulares de fungos. Na Classe Il sdo classificadas as
peroxidases de plantas, responsaveis pela maioria das reacdes de oxireducdo
estimuladas pelas variagcbes ambientais, injurias e reacdes infecciosas. A grande
maioria das publicacdes apresentam a sigla POX para este tipo de peroxidase. A
atividade da POX foi descrita em 1855 por Schonbein e recebeu o nhome “peroxidase”
em 1898 por Linossier e isolada e caracterizada em 1923 por Willstater e colaboradores
(THEOREL, 1951).

As peroxidases apresentam um grande numero de isoformas, sendo, por
exemplo, em Arabidopsis codificadas por mais de 100 ESTs (do inglés Expressed
Sequence Tags)(DAYAN et al, 1999) e em arroz 42 ESTs foram identificadas
codificando independentes POX (YAMAMOTO; SASAKI, 1997). Em arroz foram
identificadas 25 isoenzimas e 12 em fumo, separadas por eletroforese em gel, com
base no ponto isoelétrico (ITO et al.,, 1991; LAGRIMINI; ROTHSTEIN, 1987). Essa

diversidade de isoformas de POX impedem estudos mais detalhados de uma
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determinada isoforma, visto que, além de um grande numero de isoformas, uma
isoforma isolada, atua sobre varios substratos in vitro (BERNARDS et al.,, 1999; DE
MARCO; GUZZARDI; JAMET, 1999; KVARATSKHELIA; WINKEL; THORNELEY, 1997,
QUIROGA et al., 2000), O contrario também pode ocorrer, onde mais de uma isoforma
pode atuar sobre o mesmo substrato, e, portanto, ndo seria adequado considerar o
funcionamento individual de POXs baseado apenas em estudos in vitro (HIRAGA et al.,
2001).

As POXs apresentam varias funcdes na defesa celular, pela sua participacéo
na lignificacdo, suberizacdo e metabolismo de parede celular, sendo classificadas por
Van Loon e Van Strien (1999) como proteinas relacionadas a patogénese (proteinas -
PR) pertencentes a familia PR-9. O funcionamento basico das POXs consiste em reagir
com compostos contendo grupos hidroxila anexado a um anel aromatico (HIRAGA et al.,
2001). A reacao classica destas enzimas € a oxidacao desidrogenativa do guaiacol (o-
metoxi-fenol) que resulta na formac&o de radicais fenoxi, sendo que a subseqiente
ligacdo de radicais instaveis leva a polimerizacdo ndo enzimética de monémeros e de
maneira similar, hidroxicinamil alcool e seus derivativos sdo convertidos em radicais
fenoxi formando lignina, bem como o &cido hidroxicindmico, contendo grupos funcionais
alifaticos, € convertido em suberina (HIRAGA et al., 2001).

POXs também oxidam dominios fendlicos de polissacarideos ferulicolados
(polisacarideo ligado a &cido ferulico) (FRY, 1986; VANCE; KIRK; SHERWOOD, 1980;)
e residuos de tirosina de proteinas estruturais da parede celular, como glicoproteinas
ricas em hidroxiprolina (EVERDEEN et al., 1988, BROWNLEADER et al., 1995),
formando moléculas maiores e mais complexas, a partir da ligagéo cruzada dos radicais
(HIRAGA et al.,, 2001). As macromoléculas polimerizadas pelas POXs também s&o
depositadas na superficie extracelular, fortalecendo a parede celular, restringindo a
invasao por patégenos, e a expansao celular (HIRAGA et al., 2001).

Devido a descarboxilacdo oxidativa proporcionada pela POX, acredita-se que a
mesma pode participar do processo de inativacdo do &cido indol acético (AlA), via
conversao para acido oxindol-3-acético pela oxidacdo. Neste contexto, Lagrimini et al.
(1997) observaram em fumo transgénico, expressando intensamente uma peroxidase, a

supressao da formacdo de raizes laterais, provavelmente por causa do aumento da
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degradacao do AIA. Gazaryam e Lagrimini (1996) ja haviam observado anteriormente a
degradacao do AlA in vitro por esta mesma peroxidase isolada. Entretanto, o significado
fisiologico da degradacéo via peroxidase € duvidoso, visto que, ndo foram observadas
alteracdes nos niveis de AIA em plantas transgénicas com a expressdo de peroxidases
aumentada em 10 vezes ou com essa atividade reduzida em 10 vezes (NORMANLY;
SLOVIN; COHEN, 1995; TAIZ; ZEIGER, 2004)

Durante seu desenvolvimento, as plantas passam por diversos estresses como
ferimentos causados por varios fatores bidticos ou abidticos que levam a planta a
perder 6érgdos essenciais ou estar sujeita a facil penetracao por patégenos (HIRAGA et
al., 2001). Por isso, a planta ativa sistemas de auto defesa em resposta a ferimentos
para restaurar tecidos danificados ou para se defender de patdgenos e insetos. Entre o
grande namero de proteinas induzidas por ferimentos estdo as POXs (HIRAGA et al.,
2001), cuja expressado esta espacial e temporalmente correlacionada com a deposicao
de suberina nos tecidos danificados (BERNARDS et al., 1999; ESPELIE;
KOLATTUKUDY, 1985; ESPELIE; FRANCESCHI; KOLATTUKUDY, 1986).

A expressdo das POXs também estd correlacionada com a ocorréncia de
infeccdo por patégenos. O papel destas no processo de defesa é reforcar a parede
celular a partir da formacdo de lignina, suberina, polissacarideos ferulicolados e
glicoproteinas ricas em hidroxiprolina (BOWLES, 1990; FRY, 1986; VANCE; KIRK;
SHERWOOD, 1980), aumento na producdo de EAO que apresentam agao
antimicrobiana, bem como atuam na sinalizacdo (BOLWELL et al., 1995; KAWANO;
MUTO, 2000; WOJTASZEK, 1997), induzindo a formagéo de fitoalexina (KRISTENSEN;
BLOCH; RASMUSSEN, 1999), participam também na peroxidacdo de lipidios que
apresentam papel na sinalizacdo, induzindo o actimulo de AS (LEON; LAWTON;
RASKIN, 1995).

Na inducéo de resisténcia as peroxidases sdo bastante estudadas devido a sua
importancia nos processos de defesa, e na maioria dos casos o aumento na atividade
esta diretamente relacionado a reducéo da severidade da doenca. Madi e Katan (1998)
observaram o aumento de forma sistémica da peroxidase em meldo e em algoddo em
funcéo do tratamento, por infiltracdo, de filtrado de cultura ou suspenséo de esporos de

Penicilium janczewskii, um fungo promotor de crescimento, que claramente reduziu a
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incidéncia de tombamento, causada por Rhizoctonia solani em meldo, em 85% para
ambos tratamentos, e, 0 mesmo acontecendo em algoddo. Cachinero et al. (2002)
induziram resisténcia contra Fusarium oxysporum f. sp. ciceris, causador de murcha em
gréo-de-bico utilizando-se de raga avirulenta desse patdgeno, bem como, de dois
isolados de F. oxysporum ndo patdégenos desta cultura, sendo que a pré-inoculagéo
desses indutores promoveu o atraso de 3 a 7 dias o desenvolvimento da doenca,
atingindo no final uma reducgéo de 24 a 40% no indice de intensidade da doenca, e, em
contrapartida, a atividade de peroxidase sempre foi significativamente maior para os
trés indutores. Vidhyasekaram et al. (2001) induziram arroz com Pseudomonas
fluorescens (PF1), uma rizobactéria promotora de crescimento, e, observaram reducao
no indice de intensidade da doenca de até 85%, também correlacionado com o
aumento na atividade de peroxidase e no acumulo de lignina nos tecidos. Silva et al.
(2003) observou expressivo aumento na atividade de peroxidase em tomateiro induzido
por Bacillus cereus isolado de solo rizosférico, estando sempre sua inoculacao
associada ao aumento da resisténcia do tomateiro a patégenos como Alternaria solani
(66%), Corynespora cassiicola (37%), Oidium lycopersici (66%), Stemphilium solani
(56%) e Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (35%). Com indutores abidticos, Buzi
et al. (2004) também associaram o aumento da resisténcia em meldo, mediada por
ASM e MeJa a partir do tratamento de sementes, contra Didymela bryoniae e
Sclerotinia sclerotiorum, e, observaram o aumento na atividade de peroxidase, além do
gue, no mesmo trabalho o tratamento de sementes com AS nao protegeu as plantas
contra estes patdgenos, bem como, nao houve aumento na atividade de peroxidase. Iriti
e Faoro (2003b) também destacam o aumento na atividade da peroxidase no processo

de defesa do feijoeiro induzido por ASM contra Uromyces appendiculatus.

2.1.6.2 Polifenoloxidases

Polifenoloxidases (PFO) agrupa um conjunto de enzimas responsaveis pela
catalise da reacdo de oxidacéo de polifendis (o-difenois) transformando-os em quinonas
(o-diquinonas) constituindo uma atividade de difenolase. Porém, em algumas plantas
essas enzimas podem também catalisar a o-hidroxilagdo de monofendis, constituindo
atividade de monofenolase (MAYER; HAREL, 1979; VAUGHN; DUKE, 1984). Séo
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também referidas na literatura como fenol oxidases, catecolases, fenolases, catecol
oxidases ou tirosinase (OKOT-KOTBER et al., 2002). As PFO foram descobertas e
nomeadas por Bertrand e Bourquelot em 1895 como tirosinase, porém, em 1938 Keili e
Mann preferiram chama-las de polifenol oxidases (DAWSON; TARPLEY, 1951). Estas
enzimas estdo amplamente distribuidas entre as espécies de plantas, sendo
encontradas também em varias espécies de bactérias, numerosos fungos e algas,
porém, ndo em algas unicelulares (FLURKEY, 1989; MAYER; HAREL, 1979). Nas
plantas, estdo geralmente distribuidas em toda sua estrutura, podendo alguns
orgaos/tecidos terem maiores concentracdes, bem como, o nivel pode variar em fungéo
da espécie ou cultivar (MAYER; HAREL, 1979), e do ambiente, podendo sua expressao
ser induzida por ferimentos ou por fornecimento exdgeno de MeJda (CONSTABEL;
BERGEY; RYAN, 1995). A expressdo de genes que codificam PFO é altamente
correlacionadas com a ativacdo da via sinalizadora dos octadecandides, indicando que
esta rota regula a expresséao destas enzimas (CONSTABEL; BERGEY; RYAN, 1995).

As PFO permanecem intracelularmente, em sua grande maioria em estado
inativado, compartimentalizadas dentro dos tilacoides nos cloroplastos, separadas dos
compostos fenodlicos, que também estdo compartimentalizados nos vacuolos, no
entanto, pequena parte pode estar extracelularmente na parede celular (MAYER,;
HAREL, 1979; VAUGHN; LAX; DUKE, 1988). Na medida em que ocorre a ruptura da
célula, ocasionada por ferimento, acdo de insetos ou patdégenos, ou ainda senescéncia,
as PFO sdao liberadas e iniciam o processo de oxidacdo de compostos fendlicos
(CONSTABEL; BERGEY; RYAN, 1995; MOHAMMADI; KAZEMI, 2002; THIPYAPONG,;
HUNT; STEFFENS, 2004).

A massa molecular das enzimas é bastante variavel e como as peroxidases, €
grande o numero de isoformas, o que pode significar uma maior importancia biolégica
(MAYER; HAREL, 1979). Essa importancia pode ser notada, por exemplo, em
tomateiros, onde 0s genes sdo altamente conservados e diferencialmente expressos,
exibindo ampla variacdo temporal e espacial na expressao, e, ocorrendo em resposta a
varios agentes indutores, (THYPYAPONG; STEFFENS, 1997; THIPYAPONG; JOEL,;
STEFFENS, 1997; THIPYAPONG; HUNT; STEFFENS, 2004). As PFO usam o cobre

como grupo prostético, o qual participa em varias reacdes redox (OKOT-KOTBER et al.,
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2002), utilizando o O, como aceptor de elétrons para estas reacdes (MOHAMMADI;
KAZEMI, 2002; THIPYAPONG; HUNT; STEFFENS, 2004).

As PFO tem sido bastante estudadas na area de ciéncia dos alimentos, devido
as caracteristicas negativas causada pela enzima, como a sintese de quinonas, que
causam o0 escurecimento de frutos e vegetais (AYDIN; KADIOGLU, 2001; VAMOS-
VIGYAZO, 1981). Outro aspecto, no entanto, positivo das PFO € sua participacdo na
fotossintese, visto que duas quinonas (Plastoquinonas A e B) participam no processo
de transporte de elétrons no fotossistema Il e outra, uma filoquinona altamente reativa
no fotossistema | (TAIZ; ZEIGER, 2004).

No processo de defesa celular, a principal acdo das quinonas € como fator
antinutritivo na alimentacdo de insetos, onde taninos na forma fendlica sdo oxidados a
quinonas apresentando alta reatividade com as proteinas da dieta do inseto, impedindo
que este possa digeri-las, (TAIZ; ZEIGER, 2004). A acdo contra fitopatdgenos ocorre
apoés a penetragdo, quando a enzima é liberada dos tilacéides, apds a ruptura da célula
pelo processo de penetracdo do patdégeno, oxidando os compostos fendlicos que
também sédo liberados dos vacuolos, produzindo quinonas (THIPYAPONG; HUNT,;
STEFFENS, 2004), que apresentam acdo antimicrobiana (LIU et al.,, 2005;
MOHAMMADI; KAZEMI, 2002). As a PFO também participam do processo de
lignificacdo durante a invasdo pelo patégeno (JUNG et al.,, 2004; MOHAMMADI;
KAZEMI, 2002).

Na inducédo de resisténcia, Chérif; Asselin e Bélanger (1994) concluiram que a
conversao de fendis a compostos toxicos, proporcionados pela PFO, foi em grande
parte responsavel pelo aumento da resisténcia em plantas de pepino induzidas por
silicatos solUveis contra Pythium aphanidermatum, agente causal de tombamento.
Ramamoorthy; Raguchander e Samiyappan (2002) induziram resisténcia em tomate e
pimenta, a partir do tratamento de sementes, com diversos isolados de P. fluorescens e
observaram reducédo de até 50% do tombamento causado por P. aphanidermatum,
estando esta protecdo relacionada ao aumento significativo na atividade da PFO,
juntamente com os efeitos também proporcionados pelo aumento da FAL e POX. Para
Liu et al. (2005) a inducéo de resisténcia com ASM, também resultou em aumento na

atividade de PFO em tratamento pdés-colheita de frutos de péssego, provendo reducdo
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da severidade de Penicilium expansum em 50%. Peng et al. (2004) induziram pepino
com pectinases extraidas de Penicilium oxalicum contra Cladosporium cucumerinum,
reduzindo em até 70% a severidade da doenca, dependendo da dose, correlacionado

com o aumento da atividade da PFO apés 72 horas.

2.1.6.3 Fenilalanina amoénia-liases

A fenilalanina amonia-liase (FAL) é uma enzima largamente estudada por
fisiologistas por causa de sua importancia chave no metabolismo secundéario das
plantas. Trata-se de uma enzima tetramérica composta por quatro subunidades
diferentes (RITTER; SCHULZ, 2004), expressa por multiplos genes em combinacéo,
com possiveis modificagbes pds-transcricionais que levam a formag¢do de uma gama de
formas heterotetraméricas que podem diferir dependendo do estimulo em particular
(DIXON; PAIVA, 1995; LIANG et al., 1989). Sua funcdo é catalisar a eliminacdo nédo
oxidativa da amoénia da L-fenilalanina, transformando-a em &cido trans-cinamico, o qual
€ o primeiro produto formado na rota biossintética dos fenilpropanoides em plantas
superiores (JONES, 1984; RITTER; SCHULZ, 2004). A FAL tem sido encontrada
principalmente em plantas superiores, mas também esta presente em fungos (ROSLER
et al., 1997) e bactérias (XIANG; MOORE, 2005), mas ndo em animais (ROSLER et al.,
1997). Na planta, € localizada principalmente dispersa no citoplasma das células em
geral, embora pode estar associada a organelas membranosas (DIXON; PAIVA, 1995;
JONES, 1984). A FAL difere das POX e PFO visto atuar sobre um substrato especifico,
a fenilalanina. Desse modo, aparentemente, ndo haveria a necessidade de isoformas
para atuar em substratos variaveis. No entanto, a FAL é codificada por multiplos genes,
evidenciando o grau de importancia para a planta, podendo ter multiplas combinacdes
entre os mondmeros da enzima, cuja combinacao estaria em fungéo do estimulo indutor
e que direcionaria para a producdo de um produto final especifico (DIXON; PAIVA,
1995).

O acido trans-cinamico é precursor de numerosos compostos fenilpropanoides
que realizam vérias funcbes essenciais na planta (RITTER; SCHULZ, 2004). Dentre
estas funcbes, destacam-se o suporte mecéanico da planta proporcionado pela lignina
(DIXON; PAIVA, 1995; WHETTEN; SEEDEROFF, 1995), as substancias que atuam
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como protetores contra estresses abidtico como os antioxidantes e compostos que
absorvem radiacdo UV, ou protecdo contra estresses bidticos como a acdo de
fitopatogenos, pela sintese de compostos como fitoanticipinas e acdo de insetos
mastigadores pela sintese de compostos fendlicos como fatores antinutritivos (DIXON;
PAIVA, 1995). O acido trans-cinamico também é precursor de pigmentos, como
antocianinas (HOLTON; CORNISH, 1995) e de moléculas sinalizadoras, como 0s
flavondides que sao fatores de nodulacdo em leguminosas (WEISSHAAR; JENKINS,
1998). A FAL, além de ser importante no desenvolvimento normal da planta, mantendo
de forma constitutiva estas caracteristicas, € também uma enzima chave indicadora de
estresses na planta (RITTER; SCHULZ, 2004). A atividade da FAL aumenta em
resposta aos estresses acima mencionados, aumentando a sintese dos protetores.
Pode-se ainda adicionar a lista de respostas, a sintese de fitoalexinas que sé ocorre
apos a ocorréncia do aparecimento de um patdégeno, a sintese de flavondides e
isoflavondides pela deficiéncia de nitrogénio, sintese de antocianinas pela deficiéncia de
fésforo e sintese de acidos fendlicos pela deficiéncia de ferro (DIXON; PAIVA, 1995).
Em meio ao fendmeno da inducdo de resisténcia, a FAL também é uma das
enzimas mais estudadas. Vidhyasekaram et al. (2001), trabalhando com arroz induzido
com P. fluorescens contra X. oryzae pv. oryzae, observaram reducao na severidade da
mancha bacteriana em 85% associado ao aumento na atividade da FAL. Ramamoorthy;
Raguchander e Samiyappan (2002), trabalhando com tomate e pimenta com resisténcia
induzida por P. fluorescens, observaram aumento na atividade da FAL somente ap0s o
desafio com P. aphanidermatum, no entanto, o desafio sem inducdo prévia ndo alterou
a atividade desta enzima. Ja Silva et al. (2003), induzindo resisténcia em tomateiro com
Bacillus cereus através do tratamento de sementes, ndo observaram alteracdo na
atividade da FAL, embora a atividade de peroxidase tenha sido elevada em dez vezes.
Com AS, Galis et al. (2004) induziram resisténcia em feijoeiro e observaram reducédo da
multiplicacdo do virus do mosaico branco do trevo (WCIMV), bem como aumento na
expressao da FAL. Com ASM, Liu et al. (2005) observaram aumento pouco expressivo
da FAL em frutos de péssego, em tratamento pds-colheita, porém, a severidade de
Penicillium expansum foi reduzida em 50%, sendo que esta reducdo, também estava

correlacionada com aumento na atividade da PFO. Peng et al. (2004) observaram
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aumento de sete vezes na atividade da FAL em pepino 48 horas apos ser induzida com

pectinases extraidas de Penicillium oxalicum.

2.1.6.4 Quitinases e 3-1,3-Glucanases

Quitinases sdo enzimas com atividade hidrolitica sobre a quitina, no entanto
algumas quitinases podem também hidrolisar outros polimeros relacionados a parede
celular, como polissacarideos contendo &cido N-acetiimuramico (KRAMER;
MUTHUKRISHMAN, 1997).

As quitinases estdo presentes em organismos que apresentam a quitina em
sua estrutura, como insetos, crustaceos, leveduras e fungos, haja vista que a enzima é
necessaria para seu crescimento e desenvolvimento, mas também, esta presente em
organismos que ndo apresentam quitina na sua constituicdo, como bactérias, plantas e
vertebrados (KASPRZEWSKA, 2003; KRAMER; MUTHUKRISHMAN, 1997). Em
bactérias, a presenca de quitinases estd associada a nutricdo, visto que, algumas
bactérias utilizam N-acetilglucosamina como fonte de carbono, e, em plantas e
vertebrados, a presenca desta enzima esta quase que exclusivamente relacionada a
defesa (KASPRZEWSKA, 2003). No entanto, em plantas, tem sido hipotetizado um
papel no desenvolvimento de flores, senescéncia das folhas ou embriogénese
(SCHULTZE et al., 1998), cuja participacdo pode estar na degradacdo de moléculas
sinalizadoras como observado durante o processo de nodulacdo, onde moléculas
sinalizadoras, como o0s lipoquitooligosacarideos bacterianos, sédo degradadas por
guitinases (CULLIMORE; RANJEVA; BONO, 2001; GOORMACHTIG et al., 1998).

As quitinases sao classificadas em sete classes agrupadas nas familias 18 e
19 das enzimas hidroliticas. A familia 18 inclui todas as quitinases de fungos, animais e
bactérias, além de quitinases de plantas classe Ill e V, enquanto que a familia 19
agrupa apenas quitinases de plantas das classes |, Il, 1V, VI e VIl (KASPRZEWSKA,
2003). Além da classificacdo dentro das enzimas hidroliticas, as quitinases foram
também classificadas por Van Loon e Van Strien (1999) como proteinas-RP. Dentro
dessa classificacdo, a classe PR-3 inclui as quitinases das classes |, II, IV, VI e VI, ja a
classe Ill pertence as PR-8 e a classe V as PR-11 (KASPRZEWSKA, 2003). Na célula,

muitas quitinases das classes |, Ill e VI, com alto ponto isoelétrico (basicas), séo
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armazenadas nos vacuolos, enquanto que as formas 4cidas das classes |, Il, 111, 1V, e VI
séo secretadas para o apoplasto (ARIE et al., 2000; KASPRZEWSKA, 2003).

A atuacgdo das quitinases esta principalmente na quebra das ligagbes (-1,4 dos
polimeros de N-acetilglucosamina por clivagem randdmica e interna do polimero,
reduzindo seu tamanho a vérios fragmentos menores, tendo no final oligbmeros
sollveis como quitotetroses, quitotrioses e quitobioses, sendo este Ultimo em maior
quantidade (KRAMER; KOGA, 1986; REYNOLDS; SAMUELS, 1996). Estes
oligosacarideos tornam-se substrato de outra enzima, a B-N-acetilglucosaminase, a
qual quebra os oligbmeros em monémeros de N-acetil-D-glucosamina (FUKAMIZO;
KRAMER, 1985). Porém, algumas quitinases também hidrolisam
lipoquitooligosacarideos produzidos por bactérias fixadoras de nitrogénio, que sé&o
conhecidos como fatores NOD, atuando como sinalizadores para induzir a formagéo
dos ndédulos em leguminosas, 0s quais perdem a atividade apdés serem clivados
(KASPRZEWSKA, 2002; SCHULTZE et al., 1998). Outra funcdo esta associada ao
enfraquecimento da parede celular de bactérias fitopatogénicas, que embora nao
possuam quitina nas paredes celulares, as quitinases quebram as ligacdes 3-1,4 entre
N-acetiglucosamina e acido N-acetilmuramico, presentes na constituicdo das paredes
celulares de bactérias (KASPRZEWSKA, 2002).

A presenca de um patdgeno induz a producdo de varias quitinases de ambas
as familias, diferindo na localizacdo, na atividade, propriedade de ligagdo com a quitina
e mecanismo catalitico. Esta variedade de quitinases permite que a planta supra
diferentes requerimentos (ISELI et al., 1996).

O tipo de quitinase produzido durante a inducdo de resisténcia esta
intimamente relacionado ao estimulo (indutor) ao qual a planta € submetida
(KASPRZEWSKA, 2003). Por exemplo, em Arabidopsis thaliana a infec¢do por um
microrganismo nao compativel causa um aumento da expressdo de mRNA de
quitinases da classe IV (GERHARDT et al., 1997), porém, inoculagcdo com patdégeno
compativel altera a expresséo das quitinases da classe Il ao redor da necrose (SAMAC;
SHAH, 1991). Em feijoeiro, raizes infectadas com Fusarium solani f. sp. phaseoli
compativel induziu o processo proteolitico de quitinases classe IV (LANGE et al., 1996),

contudo, este processo ndo foi detectado na reacdo incompativel ou na interacao
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simbiotica (KASPRZEWSKA, 2003). Em geral, infec¢do por patégeno incompativel leva
a uma maior e mais rapida inducéo sistémica e acumulo de quitinases, enquanto que,
patdgenos virulentos em geral induzem em menor grau e de maneira mais lenta
(MEIER et al., 1993). Outro aspecto interessante esta no fato de que AS e AJ induzem
diferentes agrupamentos de proteinas-RP, e, entre elas, varias quitinases (DERCKEL et
al., 1996; DING et al., 2002; THOMMA et al., 1998).

As [B-1,3-glucanases sao enzimas que hidrolisam polimeros de -1,3-glucana,
composto esse, que juntamente com a quitina, S&o 0s principais componentes que dao
resisténcia a parede celular dos fungos (CORNELISSEN; MELCHERS, 1993). A
atividade de B-1,3-glucanase foi demonstrada pela primeira vez por Kauffman et al.
(1987) em proteinas-RP de fumo. A enzima esta amplamente distribuida nas plantas
superiores, bem como em bactérias, fungos (MARKOVICH; KONONOVA, 2003), algas
e alguns invertebrados (CUTT; KLESSIG, 1992).

As [-1,3-glucanases de plantas tem sido classificadas em trés classes
estruturais que diferem na forma e seqiéncia em torno de 40-50%. A classe | apresenta
B-1,3-glucanases de aproximadamente 33 kDa e sdo proteinas basicas localizadas nos
vacuolos do mesofilo e células da epiderme (KEEFE; HINZ; MEINS JUNIOR, 1990;
BULCKE et al.,, 1989). A classe Il inclui proteinas de aproximadamente 36 kDa
induzidas em folhas de fumo por TMV e duas isoformas glicosidicas de
aproximadamente 41 kDa, localizadas no estilete (LOTAN; ORI; FLUHR, 1989; ORI et
al., 1990). A Classe Ill possui um Unico representante que € uma PR-Q encontrada em
folhas de fumo inoculadas com TMV (PAYNE et al., 1990). As isoformas das classes I
e lll sédo &cidas e localizadas extracelularmente (BEFFA; MEINS Jr., 1996). Ja na
classificacdo de Van Loon e Van Strien (1999) essas enzimas sao classificadas como
proteinas-RP dentro da familia PR-2.

Juntamente com as quitinases, as [(-1,3-glucanases representam hidrolases
antifingicas, as quais atuam sinergisticamente para inibir o crescimento flngico. Além
disso, B-1,3-glucanases liberam fragmentos glicosidicos, tanto do patégeno, quanto da
prépria parede celular da planta, os quais podem atuar como elicitores de defesas do
hospedeiro (CUTT; KLESSIG, 1992).
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Na inducdo de resisténcia, quitinases e [(-1,3-glucanases agem de forma
conjunta. Uma pequena quantidade de [-1,3-glucanases € sintetizada e excretada para
a lamela média (espaco intercelular), e, com o crescimento fangico neste espaco, esta
enzima comec¢a a degradar o tecido da parede celular do fungo, e os fragmentos
liberados pela acdo da enzima funcionam como exoelicitores, induzindo a sintese de
grande quantidade de quitinases e -1,3-glucanases que sdo acumuladas nos vacuolos.
A partir do momento em que o fungo consegue penetrar na ceélula, os vacuolos séo
rompidos e ocorre a liberacédo de grande quantidade destas enzimas reprimindo a acéo
do patogeno (MAUCH; STAEHELIN, 1989). Xue; Charest e Jabaji-Hare. (1998)
induziram resisténcia em feijoeiro a partir da inoculagdo com Rhizoctonia binucleada
ndo patogénica, e, a presenca do fungo aumentou a atividade de quitinase e [3-1,3-
glucanase associado a protecdo de 80% contra Rhizoctonia solani, e de até 100%
contra Colletotrichum lindemuthianum. Cachinero et al. (2002) induziram resisténcia em
grao-de-bico, com a inoculacéo de isolados de F. oxysporum n&do patogénicos com o
objetivo de controlar F. oxysporum f. sp. ciceris, um patégeno causador de murcha na
cultura, e, observaram aumento na atividade de quitinase e 3-1,3-glucanase, bem como
a reducao da severidade da murcha. Nandakumar et al. (2001), a partir da inoculagéo
de P. fluorescens em arroz, observaram a reducado da severidade da queima-da-bainha
causada por R. solani associado ao aumento na atividade de quitinase. Com o uso de
indutores quimicos, Dann et al. (1996) induziram resisténcia em feijoeiro com INA na
primeira folha verdadeira e observaram aumento na atividade de quitinase e (-1,3-
glucanase tanto nesta folha, quanto no primeiro e segundo trifolios. Buzi et al. (2004)
observaram aumento na atividade de quitinase em meldo que apresentava resisténcia
induzida por ASM e MeJda, mas ndo com AS. Bokshi; Morris e Deverall (2003)

observaram aumento da 3-1,3-glucanase em batata com resisténcia induzida por ASM.

2.1.7 Cultura do feijoeiro

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), dicotiledbnea originaria das Américas,
pertencente a familia Leguminosae, é uma planta herbacea, que pode apresentar habito
de crescimento determinado ou indeterminado, com ciclo anual variando de 60 a 120
dias (SANTOS; GAVILANES, 2006). E uma cultura de grande importancia para o Brasil,
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pois é um dos componentes basicos da alimentacdo do povo, independente das classes
sociais (PESSANHA et al., 1972). Considerado um prato quase obrigatério da
populacdo rural e urbana, € uma das mais importantes fontes de proteinas (BOREM;
CARNEIRO, 2006; YOKOYAMA; BANNO; KLUTHCOSKI, 1996; YOKOYAMA; STONE,
2000), carboidratos e ferro (BOREM; CARNEIRO, 2006).

Devido a boa adaptacdo do género Phaseolus as mais variadas condi¢fes
edafoclimaticas brasileiras (YOKOYAMA; BANNO; KLUTHCOSKI, 1996), o Brasil é o
maior produtor mundial de feijdo, com uma producéo superior a 3 milhdes de toneladas
(FNP CONSULTORIA & COMERCIO, 2006). Porém, esta producdo tem sido
insuficiente para abastecer o mercado interno (YOKOYAMA; STONE, 2000), que
consome per capita 16,55 kg ano™, fazendo com que o Brasil importe feijao
principalmente da Argentina e Bolivia (FNP CONSULTORIA & COMERCIO, 2006).

Na maioria das regides produtoras tem ocorrido baixa produtividade, devido a
problemas fitossanitarios associados a métodos culturais inadequados e o esgotamento
progressivo da fertilidade do solo (BOREM; CARNEIRO, 2006). O rendimento médio do
feijoeiro no Brasil gira em torno de 790 kg ha™ (FNP CONSULTORIA & COMERCIO,
2006), muito inferior a produtividade potencial da cultura que em condi¢cBes de pesquisa
chega a 6.000 kg ha* (WHITE; IZQUIERDO, 1991).

2.1.7.1 Resisténciainduzida em feijoeiro

O feijoeiro tem sido estudado quanto a capacidade de se induzir resisténcia
contra fungos (BIGIRIMANA; HOFTE, 2002; CAMPOS et al., 2003; DANN; DEVERALL,
1995; IRITI; FAORO, 2003a, b; MEYER; HOFTE, 1997, ONGENA et al., 2002; XUE;
CHAREST; JABAJI-HARE, 1998), bactérias (DANN; DEVERALL, 1995; SOARES;
MARINGONI, 2002) e virus (GALIS; SMITH; JAMENSON, 2004), utilizando-se para isto,
indutores bidticos, como rizobactérias (BIGIRIMANA; HOFTE, 2002; MEYER; HOFTE,
1997; ONGENA et al., 2002), patégeno avirulento (XUE; CHAREST; JABAJI-HARE,
1998) ou indutores abidticos, como ASM (BIGIRIMANA; HOFTE, 2002; SOARES;
MARINGONI, 2002; IRITI; FAORO, 2003a, b), INA (DANN; DEVERALL, 1995; DANN et
al., 1996) e AS (CAMPOS et al., 2003; GALIS; SMITH; JAMENSON, 2004).
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Contra fungos, Dann e Deverall (1995) induziram plantas de feijao com INA aos
nove dias, quando apresentavam apenas o primeiro par de folhas e inocularam
Colletotrichum lindemuthianum aos 16, 21 ou 25 dias, correspondendo ao tempo
necessario para que o primeiro, segundo e terceiro trifélio, respectivamente, estivessem
completamente expandidos. Os autores observaram reducdo de 97,6% do numero de
lesbes e 91,6 % de reducdo no numero de pontuagdes (flecks) para o primeiro trifélio.
Para o segundo e terceiro trifélios houve a ocorréncia apenas de pontua¢cbes, com uma
reducédo de 94,4 e 98,1% respectivamente, considerando-se um elevado aumento na
resisténcia a este patégeno. Quando os mesmos autores inocularam da mesma forma
Uromyces appendiculatus, observaram reducéo de cerca de 66 % no primeiro trifélio,
85,2 no segundo e de 99% no terceiro. No entanto, ao se inocular Fusarium solani f.sp.
phaseoli ou Rhizoctonia sp. ndo houve diferenca entre os tratamentos. De acordo com
0s autores, a auséncia de resisténcia aconteceu devido aos patdgenos iniciarem o
processo de infeccdo na raiz e o sinal da resisténcia induzida ser translocado
principalmente em direcdo as folhas mais novas. Por outro lado, Birigimana e Hofte
(2002) testaram diferentes doses de ASM, mergulhando-se as folhas em solucdes
contendo 0,1; 1; 10; 100 e 1000 pM, sendo que trés dias ap6s inocularam C.
lindemuthianum, a partir de suspensdo de esporos. Os autores observaram que o
aumento da resisténcia era dependente da dose utilizada. Porém, doses de 100 e 1000
UM tornaram as folhas menores e verde escuras, 0 que 0s autores consideraram como
fitotoxidez. Iriti e Faoro (2003b) utilizaram a dose de 300 pM, visto que, em trabalhos
anteriores demonstrou maxima eficiéncia sem causar sintoma de fitotoxidez, e,
inocularam U. appendiculatus 1, 3, 7 ou 14 dias apos a inducéo e observaram reducéo
de 54,2, 81,1, 99,9 e 100% no numero de pustulas, respectivamente e quando se
efetuou 2 ou 3 aplicacbes antes da inoculacdo a reducédo foi de 99,6 e 100%,
respectivamente.

Com o uso de indutores bidticos, Ongena et al. (2002) induziram resisténcia em
feijoeiro com Pseudomonas putida (isolado BTP1) e P. aeruginosa (isolado KMPCH)
contra Botrytis cinerea, onde observaram redug&o nos sintomas da doenca de 42 e 35%,
respectivamente. Os autores consideraram que houve inducdo de resisténcia, uma vez
gue as bactérias indutoras e o patégeno foram inoculados em partes diferentes da
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planta. Bigirimana e Ho6fte (2002) observaram que diferentes rizobactérias induziram
resisténcia atraves de diferentes rotas sinalizadoras. O isolado de P. aeruginosa
KMPCH, que sintetiza AS e por consequéncia ativa essa via de sinalizacdo, alterou o
nivel de resisténcia de um cultivar suscetivel. Ja o isolado de P. fluorescens (WCS417),
um conhecido ativador da rota sinalizadora do AJ e ET e independente do AS em
Arabidopsis, induziu resisténcia em todas as condi¢oes.

Contra bactérias fitopatogénicas, Soares e Maringoni (2002) ndo observaram
protecédo contra Curtobacterium flaccunfaciens pv. flaccunfaciens, causador da murcha-
de-curtobacterium no cultivar IAC-Carioca, tanto em tratamento de sementes quanto em
aplicacao foliar do ASM. Dann e Deverall (1995) também ndo observaram ocorréncia de
resisténcia induzida por INA pulverizado sobre o primeiro par de folhas contra
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola. No entanto, os autores consideraram que o
método de inoculagéo foi muito severo, sendo efetuado por injecdo de suspensédo no
espaco intercelular do tecido foliar.

Contra virus, Galis; Smith e Jamenson (2004) observaram que plantas de feijao
que foram induzidas com AS e inoculadas com o virus do mosaico do trevo branco
(WCIMV), 12 horas apds mostraram um nitido impedimento de multiplicacdo do virus e
Clarke et al. (1998) com a aplicacdo de 0,25 nM de AIA (auxina), 25 nM de
dihidrozeatina (citocinina), 0,25 nM de ACC (1-aminociclopropano l-acido carboxilico),
0,25 nM AJ e 100 uM de AS inibiram a replicac&o do virus na planta, embora nédo esteja
claro o mecanismo em cada tratamento que impediu a multiplicacéo do virus.

Os mecanismos de resisténcia estudados em feijoeiro envolvem a reacéo de
hipersensibilidade, sintese de H,O, (IRITI; FAORO, 2003b) e aumentos nas atividades
das peroxidase (XUE; CHAREST; JABAJI-HARE, 1998), quitinases e (-1,3-glucanases
(DANN et al., 1996; MAUCH; STAEHELIN, 1989; XUE; CHAREST; JABAJI-HARE,
1998).

2.1.8 Crestamento bacteriano comum

O crestamento bacteriano comum, causado por Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli (Smith) Vauterin et al. e por sua variante fuscans (PAULA JUNIOR;

ZAMBOLIM, 2006), é uma doenca cosmopolita que ocorre na cultura do feijoeiro,
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principalmente nas regifes Umidas e quentes do globo. No Brasil, tem sido problemética
nos estados de S&o Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Parana, Santa Catarina,
Espirito Santo, Rio Grande do Sul e na Regido Centro Oeste, principalmente na safra
das aguas, periodo quente e umido, podendo chegar a perdas de até 45% (BIANCHINI;
MARINGONI; CARNEIRO, 2005).

2.1.8.1 Sintomas

Os sintomas da doenca sao visiveis em toda parte aérea da planta.
Inicialmente, sdo observadas manchas encharcadas nas folhas que aumentam em
tamanho e progridem para necréticas e podem apresentar halo amarelo ao redor. As
manchas podem ser encontradas distribuidas pelo limbo foliar ou concentradas nas
margens. No caule sdo observadas manchas inicialmente encharcadas, que se tornam
avermelhadas, de onde, pode exudar pus bacteriano de coloracdo amarela. Nas vagens,
as lesbes variam em forma e tamanho, sendo inicialmente circulares e encharcadas,
tornando-se necroticas e avermelhadas (BIANCHINI; MARINGONI; CARNEIRO, 2005;
PAULA JUNIOR; ZAMBOLIM, 2006; VIEIRA, 1988).

2.1.8.2 Etiologia

X. axonopodis pv. phaseoli € uma bactéria baciliforme, Gram-negativa e possui
um flagelo polar, sendo cultivada em meio nutriente-dgar contendo glicose ou sacarose,
formando colonias amareladas de bordos lisos, convexas, brilhantes e circulares.
Apresenta metabolismo oxidativo da glicose, aerdbica, hidrolisa amido, esculina,
gelatina, caseina e Tween-80. Nao reduz nitrato a nitrito, ndo utiliza asparagina como
Unica fonte de carbono e nitrogénio, € oxidase e urease negativa e catalase positiva e
sua temperatura para crescimento € de 37 °C. Sobrevive principalmente nas sementes
(de 2 a 15 anos) no estado hipobidtico interna ou externamente, sem perder sua
patogenicidade. Nos restos culturais, a sua sobrevivéncia é variavel, se permanecer na
superficie pode sobreviver por até 180 dias, mas se 0s restos culturais forem
incorporados ao solo, esse periodo ndao passa de 90 dias (BIANCHINI; MARINGONI;
CARNEIRO, 2005). Sua sobrevivéncia pode-se dar também em plantas alternativas ou
como epifitas (PAULA JUNIOR; ZAMBOLIM, 2006). A principal forma de disseminacao

€ por sementes contaminadas, porém na lavoura a populacdo epifitica pode ser
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disseminada por respingos ou por alguns insetos que a carregam em Seu COrpo
(BIANCHINI; MARINGONI; CARNEIRO, 2005; PAULA JUNIOR; ZAMBOLIM, 2006).

2.1.8.3 Controle

O controle do crestamento bacteriano comum do feijoeiro é realizado através
de vérias medidas simultaneamente. O uso de sementes sadias € a principal medida,
além da incorporacédo de restos culturais quando o sistema de plantio permite, e 0 uso
de variedades resistentes (porém, a grande maioria das variedades disponiveis sao
suscetiveis). Nao se recomenda trabalhar em campos que apresentam focos da doenca,
se as plantas estiverem molhadas, com o objetivo de reduzir a disseminagdo da
bactéria. O uso de controle quimico € contraditério, uma vez que, nem sempre
pulverizacBes na lavoura produzem resultados satisfatérios (BIANCHINI; MARINGONI;
CARNEIRO, 2005; PAULA JUNIOR; ZAMBOLIM, 2006).

2.1.9 O mofo branco

O mofo branco, causado por Sclerotinia sclerotiorum, também €& conhecido por
murcha-de-esclerotinia ou podriddo aquosa (VIEIRA, 1988), ocorre na maioria dos
paises produtores, principalmente nas regides de clima temperado e subtropical
(BIANCHINI; MARINGONI; CARNEIRO, 2005). E considerada atualmente a doenca
mais destrutiva nas areas irrigadas do Brasil, notadamente nos plantios realizados nas
safras de outono-inverno-primavera (BIANCHINI; MARINGONI; CARNEIRO, 2005;
PAULA JUNIOR; ZAMBOLIM, 2006). Na literatura mundial € mencionado como
causador de doenca em 374 espécies de plantas suscetiveis, compreendendo 237
géneros e 65 familias (VIEIRA, 1988).

2.1.9.1 Sintomas

O fungo pode afetar toda parte aérea da planta, causando les@es inicialmente
pequenas e aquosas. Estas lesbes aumentam de tamanho rapidamente, tomando todo
0 Orgdo afetado. Posteriormente, as partes afetadas perdem cor, tornando-se
amareladas e marrons, produzindo uma podriddo mole nos tecidos. Em condi¢des de

alta umidade, desenvolve-se sobre as lesdes, um micélio branco e cotonoso do fungo,
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causando a formacdo de esclerddios visiveis a olho nu (BIANCHINI; MARINGONI;
CARNEIRO, 2005; PAULA JUNIOR; ZAMBOLIM, 2006; VIEIRA, 1988).

2.1.9.2 Etiologia

O fungo pertence a subdivisdo Ascomycotina, produz apotécios de 2 a 10 mm
de diametro, com formato chato a concavo quando jovens. Os ascos sao cilindricos,
medindo de 7 a 10 um de diametro por 112 a 156 um de comprimento. Os ascOsporos
sdo elipséides, hialinos, com dimensdes de 4-6 por 9-14 um. O patdgeno forma
esclerddios pretos irregulares com 2-15 por 2-30 mm, 0s quais podem germinar e
produzir micélio e apotécio (BIANCHINI; MARINGONI; CARNEIRO, 2005). A faixa de
temperatura ideal para o fungo esta entre 11 e 20 °C e, em ambiente com solo Umido
por mais de uma semana sdo condi¢cbes propicias para a doenca (BIANCHINI;
MARINGONI; CARNEIRO, 2005; PAULA JUNIOR; ZAMBOLIM, 2006). Porém, se as
condi¢cdes ndo forem favoraveis, o esclerédio pode permanecer dormente no solo por
varios anos (VIEIRA, 1988)

2.1.9.3 Controle

Diferentes medidas de controle devem ser utilizadas, como: uso de sementes
livres de patdgeno; evitar o trafego de pessoas e equipamentos provenientes de areas
infestadas; rotacdo de culturas com gramineas pode ajudar a reduzir o inéculo inicial;
destruicdo dos residuos culturais infectados; solarizacdo do solo quando possivel para
diminuir a viabilidade dos esclerédios; controle da agua de irrigacdo, evitando o
encharcamento; uso de menor densidade de sementes e de plantas de porte ereto em
areas com problemas para facilitar a aeracdo e penetracdo de raios solares; uso de
fertilizantes nitrogenados devem ser feitos com moderacédo (BIANCHINI; MARINGONI;
CARNEIRO, 2005; CANTERI et al., 1999; PAULA JUNIOR; ZAMBOLIM, 2006; VIEIRA,
1988). O controle gimico em geral ndo é eficaz (CANTERI et al., 1999), no entanto, a
densidade de inéculo no solo determina a eficiéncia do controle quimico da doenga
(PAULA JUNIOR; ZAMBOLIM, 2006).
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2.2 Material e métodos
2.2.1 Obtencdo e manutenc¢do dos microrganismos

Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli foi isolada de plantas de feijao
contaminadas, sendo cultivada em meio 523 de Kado e Heskett (1970), constituido de
10 g de sacarose, 8 g de caseina &cida hidrolisada, 4 g de extrato de levedura, 2 g de
K;HPO,4, 0,3 g de MgS0,4.7H,0, 15 g de agar em 1000 mL de agua destilada. As
culturas foram mantidas a 25 °C no escuro por periodo de 96 h, sendo que para o
processo de inoculacéo foi preparada suspenséo de células ajustadas para 108 células
mL?. A manutencdo da bactéria foi efetuada através do método simples de
armazenamento de bactérias fitopatogénicas a —20 °C (MARIANO; ASSIS, 2000).

O isolado RSR-01 de Bacillus cereus, com comprovada ac¢do de inducdo de
resisténcia, foi fornecido pelo Dr. Reginaldo da Silva Romeiro do Laboratério de
Bacteriologia de Plantas da Universidade Federal de Vigosa, o qual foi cultivado em
meio 523 de Kado e Heskett (1970). A conservacédo por longo prazo desta também foi

efetuada pelo método de armazenamento a —20 °C.

2.2.2 Producéo das plantas em casa de vegetacao

Plantas de feijdo foram cultivadas em vasos de 4 L contendo mistura de solo,
areia e matéria organica (2:1:2) autoclavados (uma hora a 121 °C, sendo repetida a
operacdo 24 h apds) e mantidos em casa de vegetacdo. As sementes de feijdo do

cultivar Carioca Tybatéa foram fornecidas pelo Instituto Agrondmico de Campinas (IAC).

2.2.2.1 Cultivo em casa de vegetacdo com aplicacédo dos indutores

Os tratamentos foram dispostos em esquema fatorial 2x4, considerando dois
indutores e quatro formas de aplicacdo. Os indutores foram representados por
acibenzolar-S-metil (ASM) e B. cereus. Assim, as plantas receberam os tratamentos da
seguinte forma: para cada indutor foram efetuadas aplica¢cdes no Tratamento 1 aos 14,
28, 42 e 56 dias ap0s a emergéncia (dae); Tratamento 2 aos 14, 28 e 42 dae;
Tratamento 3 aos 14 e 42 dae; Tratamento 4 plantas que receberam agua destilada
(controle). Seis sementes foram semeadas em cada vaso, sendo mantidas duas plantas

aos quinze dias, ap0s a emergéncia. Para as avaliagbes de parametros fisioldgicos e
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bioguimicos, cada tratamento foi composto de quatro repeticdes, totalizando 32
unidades experimentais. Para as avaliagbes de parametros de producdo e
produtividade, cada tratamento foi composto de oito repeticdes totalizando 64 unidades
experimentais. Cada experimento foi conduzido por pelo menos duas vezes.

Plantas sem a aplicacao dos indutores (controle) foram pulverizadas com agua
destilada. O ASM foi aplicado pulverizando-se 10 mL de solucdo por planta, na
concentracdo de 50 mg i.a. L do produto Bion® (Syngenta), e o B. cereus foi utilizado

na concentracéo de 10® ufc mL™, pulverizando-se 10 mL por planta.

2.2.3 Cultivo a campo

O feijao foi cultivado a campo, sendo as plantas tratadas com os dois indutores
(ASM ou B. cereus) em combinacfes idénticas ao item 2.2.2.1. As parcelas foram
compostas de quatro linhas de 5 m com espacamento 0,5 m entrelinhas,
correspondendo a 10 m? sendo a &rea Util do experimento representada pelas duas
linhas centrais descontando-se 0,5 m em cada extremidade, correspondendo a 4 m?. As
plantas receberam adubacdo uniforme (NPK), nas quantidades de 30 kg ha’ de
nitrogénio, 105 kg ha™ de fésforo e 60 kg ha™ de potéssio, para fornecer condicdo de

otima fertilidade, adequado aos padrbes de alta tecnologia.

2.2.4 Avaliacdo de doencga

Em casa de vegetacao foram cultivadas plantas de feijdo, conforme item 2.2.2.,
procedendo-se aos 10 dias o tratamento com B. cereus (suspensdo com 10°® UFC),
ASM (50 mg i.a. mL™?) e agua destilada (controle), todos na quantidade de 10 mL por
planta, pulverizados nas primeiras folhas verdadeiras. Trés dias apds os tratamentos,
quando a planta ja apresentava a primeira folha trifoliolada, foi inoculado X. axonopodis
pv. phaseoli a partir da pulverizacéo de suspensdo de células (10° ufc) preparada com
colonia de quatro dias. Aos 15 dias apos a inoculacdo foi avaliada a severidade do
crestamento bacteriano a partir da quantificacdo da area lesionada, com o auxilio do
software QUANT v. 1.0 (UFV).
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2.2.5 Anélises bioquimicas e fisiol6gicas
2.2.5.1 Obtencao e armazenamento das amostras de tecido foliar

Para a realizacdo das analises, em cada amostragem, folhas de feijoeiro
completamente expandidas foram coletadas das plantas de cada tratamento em casa
de vegetacédo, sendo as coletas efetuadas 14, 21, 35, 49 e 63 dias apds a emergéncia.
Essas amostras foram acondicionadas em geladeiras de isopor contendo gelo e
transportadas imediatamente ao laboratdrio para pesagem e processamento, visando o

armazenamento em congelador (—20 °C) para posterior andlise experimental.

2.2.5.2 Fendis totais

Amostras de tecido vegetal, obtidas conforme item 2.2.5.1, foram trituradas em
nitrogénio liquido e secas por 6 h em liofilizador (Integrated SpeedVac System modelo
ISS 100, marca Savant). Deste material liofilizado, 30 mg foram transferidas para tubo
eppendorf de 2 mL e homogeneizadas com 1,5 mL de metanol 80% e extraidas sob
agitacdo por 15 h em agitador rotativo, protegido da luz e em temperatura ambiente. O
extrato metandlico foi centrifugado a 12.000g por 5 min e o sobrenadante foi transferido
para novo tubo eppendorf e o residuo foi utilizado para determinacdo lignina. Os
compostos fendlicos totais foram determinados pipetando-se 150 pL do extrato
metandlico, misturando-se 150 pL do reagente de Folin-Ciocalteau 0,25N e mantido em
temperatura ambiente por 5 min, adicionando-se entdo 150 puL de Na,CO3; 1M, sendo
homogeneizado e mantido por 10 min em temperatura ambiente. A mistura foi entdo
homogeneizada com 1 mL de H;O destilada e deionizada e mantido a temperatura
ambiente por uma hora. A absorbancia da reacado foi lida a 725 nm. Os valores de
absorbancia foram calculados com base em curva de catecol e os compostos fenolicos
totais foram expressos em equivalente mg de catecol g* de tecido seco (RODRIGUES
et al., 2005)

2.2.5.3 Lignina

Um volume de 1,5 mL da agua destilada foi adicionado ao residuo proveniente
do item 2.2.5.2., homogeneizado e centrifugado a 12.000g por 5 min. O sobrenadante

foi descartado e o residuo foi seco a 65 °C por 15 h. O residuo seco insoluvel em alcool,
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contendo lignina e &cidos fendlicos esterificados da parede celular, foi utilizado para
determinacdo de lignina, de acordo com metodologia de Barber e Ride (1988). Para
tanto, um volume de 1,5 mL de solucdo contento acido tioglicolico e HCI 2M (propor¢ao
de 1:10) foi adicionado ao residuo. Os tubos eppendorf foram agitados suavemente
para hidratar o residuo e entdo colocados em banho-maria a 100 °C por 4 h. Apés, 0s
tubos foram colocados em gelo para resfriar rapidamente por 10 min e entédo
centrifugados a 12.000g por 10 min, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
lavado com 1,5 mL de agua destilada e deionizada e novamente centrifugado a 10.000g
por 10 min. ApoOs isto, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspenso
em 1,5 mL de NaOH 0,5 M, sendo a mistura agitada em agitador rotativo por 15 h em
temperatura ambiente. A mistura foi centrifugada a 10.000g por 10 min e o
sobrenadante foi transferido para novo tubo eppendorf, sendo apds adicionado 200 pL
de HCI concentrado ao sobrenadante e mantido em camara fria (4 °C) por 4 h para
permitir a precipitacdo da lignina ligada ao &cido tioglicélico. A seguir, a mistura foi
centrifugada a 10.000g por 10 min, o sobrenadante descartado e o0 precipitado
ressuspenso em 2 mL de NaOH 0,5 M. A absorbéancia desta solucéo foi determinada a
280 nm e os valores calculados com base na curva de lignina, sendo expresso em mg
de lignina por grama de tecido seco (RODRIGUES et al., 2005).

2.2.5.4 Obtencéo dos extratos protéicos

As amostras de folhas (0,5 g) foram homogeneizadas mecanicamente em 4 ml
de tampé&o acetato de sédio 100 mM (pH 5,0), com auxilio de almofariz. O homogenato
foi centrifugado a 20.000g durante 25 min a 4 °C, sendo o sobrenadante obtido
considerado como extrato enzimatico, para a determinacéo da atividade da peroxidase,
quitinase, [-1,3-glucanase, fenilalanina amonia-liase, polifenoloxidase, protease e

conteudo protéico.

2.2.5.5 Atividade de peroxidase

A atividade da peroxidase foi determinada a 30 °C, através de método
espectrofotométrico direto, pela medida da conversdo do guaiacol em tetraguaiacol a
470 nm (LUSSO; PASCHOLATI, 1999). A mistura da reacdo continha 0,10 mL do
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extrato protéico (conforme item 2.2.5.4.) e 2,9 mL de solucdo com 250 puL de guaiacol e
306 pL de peroxido de hidrogénio em 100 mL de tampéo fosfato 0,01M (pH 6,0). A
cubeta de referéncia continha 3 mL da solugdo com 250 pL de guaiacol e 306 pL de
peroxido de hidrogénio em 100 mL de tampéo fosfato 0,01 M (pH 6,0). A atividade da
peroxidase foi expressa como atividade especifica (unidades de absorbancia min™* mg™

proteina), sendo a determinacao de proteinas efetuada como descrito no item 2.2.5.11.

2.2.5.6 Atividade de quitinase

A atividade enzimatica da quitinase foi avaliada através da liberacdo de
fragmentos sollveis de “CM-chitin-RBV”, a partir de quitina carboximetilada marcada
com remazol brilhante violeta (CM-Quitin-RBV 4 mg mL™?, Loewe Biochemica GmbH)
(STANGARLIN; PASCHOLATI; LABATE, 2000). Para tanto, 200 uL do extrato protéico
(conforme 2.2.5.4.) foi misturado com 600 pL do mesmo tampéao de extragdo e 200 pL
de “CM-chitin-RBV” (2,0 mg mL™). Apés incubacdo por 20 min a 40°C, a reag&o foi
paralisada com a adicdo de 200 pL de solucdo de HCI 1 M, seguida de resfriamento em
gelo e centrifugagéo a 10.000g / 5 min. A absorbancia a 550 nm do sobrenadante foi
determinada tendo-se tampao de extracdo na cubeta de referéncia. Os resultados foram
expressos em unidades de absorbancia min® mg™ proteina, descontando-se os valores
de absorbancia do controle (800 pL de tampéo de extracdo + 200 pL de “CM-chitin-
RBV").

2.2.5.7 Atividade de -1,3-glucanase

Para a determinacdo espectrofotométrica da atividade de B-1,3-glucanases nos
extratos foi utilizado como substrato uma solucdo de carboximetilcurdlan-remazol
brilhante azul (CM-Curdlan-RBB 4 mg mL™, Loewe Biochemica GmbH), de acordo com
metodologia desenvolvida por Wirth e Wolf (1992) e com o procedimento descrito por
Guzzo e Martins (1996). Para tanto, 200 puL do extrato protéico (conforme 2.2.5.4) foi
misturado com 600 pL do mesmo tampao de extracdo e 200 uL de CM-curdlan-RBB
(4,0 mg mL™). Apés incubacéio por 20 min a 40°C, a reacao foi paralisada com a adigéo
de 200 pL de solucdo de HCI 1 M, seguida de resfriamento em gelo por 10 min e

centrifugacdo a 10.000g por 5 min. A absorbancia a 600 nm do sobrenadante foi
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determinado tendo-se tampdao de extracdo na cubeta de referéncia. Os resultados foram
expressos em unidades de absorbancia min™® mg proteina™, descontando-se os valores
de absorbancia do controle (800 pL de tampao de extracdo + 200 pL de “CM-curdlan-
RBB").

2.2.5.8 Atividade de polifenoloxidase

A atividade das polifenoloxidases (PFO) foi determinada usando-se a
metodologia de Duangmal e Apenten (1999). O ensaio consistiu em mensurar a
oxidacdo do catecol convertido em quinona, reacdo esta mediada pela enzima em
estudo. O substrato foi composto por catecol, ha concentracdo de 20 mM, dissolvido em
tampéo fosfato de sédio 100 mM (pH 6,8). A reacdo se desenvolveu misturando-se 900
pL do substrato e 100 pL do extrato enzimatico (Item 2.2.5.4). A temperatura de reacéo
foi de 30 °C e as leituras em espectrofotdbmetro, a 420 nm, foram realizadas de forma
direta por um periodo de 2 min. O diferencial entre a Ultima e a primeira leitura foi
utilizado para a determinacdo da atividade. Os resultados foram expressos em

absorbancia min™ mg™ de proteina.

2.2.5.9 Atividade de fenilalanina amonia-liase

A atividade da fenilalanina amoénia-liase foi determinada pela quantificacéo
colorimétrica do acido trans-cinamico liberado do substrato fenilalanina (UMESHA,
2006). A mistura da reac¢dao, incubada a 40°C por 2 h, continha 100ul do extrato protéico
(Item 2.2.5.4.), 400uL do tampéao Tris HCI 25 mM (pH 8,8) e 500ul de L-fenilalanina (50
mM em tampao Tris HCI 25 mM, pH 8,8). A absorbancia das amostras foi determinada
a 290 nm, contra tampédo de extracdo, sendo subtraido de cada amostra o valor do
controle (esse controle correspondia a uma mistura 100 pyL do extrato protéico e 900 L
de tampéo Tris HCI 25 mM, pH 8,8 ). As leituras de absorbéancia foram plotadas em
curva padrdo para o acido trans-cinamico e a atividade enzimatica expressa em ug de

acido trans-cinamico min* mg™* de proteina.
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2.2.5.10 Atividade de proteases

Para avaliacdo da atividade proteolitica foi de acordo com a metodologia
utilizada por Fialho (2004), para tanto, 0,5 g de caseina foi dissolvida em 40 mL de agua
destilada e deixada sob agitacdo durante 20 min. Em seguida foi adicionado 1 mL de
NaOH 1 M e 2,5 mL de Tris 1 M. Apés um periodo de agitacdo, com a caseina
completamente dissolvida, o pH foi ajustado para 7,8 com acido fosférico 85%. O
volume foi completado para 100 mL obtendo-se assim a solu¢éo final de substrato 0,5%
(m/v).

Para a reacao, 500 pL do substrato foi incubado com 200 pL da amostra a 30
°C durante 30 min. A reacao foi interrompida através da adicdo de 650 pL de &cido
tricloroacético (TCA) 10% (m/v), seguida de centrifugacdo a 10000g por 15 min. A
atividade foi determinada através da leitura de absorbéancia a 280 nm do sobrenadante
contra branco preparado através da adicdo de TCA previamente ao acréscimo da
amostra. A leitura da absorbancia foi efetuado a 280 nm e o resultado expresso em

unidades de absorbancia mg™ de proteina.

2.2.5.11 Proteinas totais

O teste de Bradford (1976) foi empregado para a quantificacdo do conteudo
total de proteinas nas amostras. Para tanto, foram adicionados a cada 0,8 mL do
sobrenadante, sob agitacdo, 0,2 mL do reagente de Bradford. Apés 5 min, foi efetuada
a leitura da absorbancia a 595 nm em espectrofotometro. A concentragdo de proteinas,
expressa em termos de equivalentes pg de albumina de soro bovino (ASB) em um mL
de amostra (ug proteina mL™?), foi determinada utilizando-se curva padrdo de

concentracdes de ASB, variando de 0 a 20 pg mL™.

2.2.5.12 Acucares redutores

O contetudo de acgUcares redutores foi determinada pelo método de Lever
(1972), cuja reacdo envolveu 500 pL de extrato (item 2.2.5.4) adicionando-se 1,5 mL de
solucdo de hidrazida do &cido p-hidroxibenzoico 1% em NaOH (HAPH). A mistura foi

mantida em agua em ebulicdo sob banho-maria por 5 min e resfriada, determinando-se
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entdo a absorbancia a 410 nm. As leituras de absorbancia foram plotadas em curva

padrdo para a glicose e o resultado expresso em pg de glicose g* de tecido fresco.

2.2.5.13 Respiracao e fotossintese

A respiracdo e fotossintese foram avaliadas por métodos ndo destrutiveis,
conforme utilizado por Ribeiro; Machado e Oliveira (2003), sendo que a medida do CO,
e fluxo de vapor d’agua foram obtidos em folhas maduras e completamente expandidas,
com o auxilio de um medidor infravermelho de gas (LI-6400, LICOR, Lincoln, NE USA)
em sistema aberto. A condicdo ambiental para o aparelho foi a mesma na qual as
plantas cresceram. A assimilacdo de CO, foi medida pela manha, entre 8 e 10 h, sendo
armazenada quando o coeficiente de variagdo do dado foi menor que 1%. A respiracéo
foi medida pela manha, entre 10 e 12 horas com a fonte luminosa desligada sendo
armazenado o valor de liberacdo de CO; quando o coeficiente de variagdo foi menor

que 1%.

2.2.6 Parametros de producéao e qualidade de gréos

Em casa de vegetacado, foram coletados dados de massa e numero de graos
produzidos por planta, nimero de vagens e niumero de graos por vagem. A massa seca
total foi obtida pela pesagem das plantas coletadas aos 14, 21, 35, 49 e 63 dias apos a
emergéncia, de cada vaso, apos permanéncia do material a 60 °C até peso constante.

A qualidade dos graos foi avaliada a partir da analise centesimal,
determinando-se umidade, proteina bruta, extrato etéreo e cinza da matéria seca, de
acordo com a metodologia indicada pela Associacdo Oficial de Quimica Analitica -
AOAC (1995), e as fibras soluvel e insolivel de acordo com a metodologia proposta por
Asp et al. (1983).

Para a determinacdo de umidade e obtencdo da matéria seca, as amostras
foram submetidas & secagem em estufa regulada a 105 °C, até peso constante
(aproximadamente 14 h), sendo a umidade obtida por diferenca. O teor de proteina foi
determinado pela quantificacdo do nitrogénio total da amostra, utilizando-se o destilador
microkjeldahl, sendo que no calculo da conversao do nitrogénio em proteinas, utilizou-
se o fator 6,25. O extrato etéreo foi determinado utilizando-se o extrator de Soxhlet. Na

extracao foi utilizado como solvente o éter etilico a temperatura de 45-50°C em refluxo
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continuo da amostra durante 6 h. Recuperado o éter etilico, os tubos foram retidos e
colocados em estufa por 20 min a 100°C, depois disso os tubos esfriaram em
dessecador e foram pesados, obtendo-se a quantidade de lipideos por diferenca de
peso do tubo.

A determinacédo da fracdo de cinzas se deu por incineracdo das amostras em
mufla a temperatura de 600 °C por 4 h.

O teor de fibra dietética foi determinado de acordo com o método de Asp et al.
(1983). Esse ensaio determina o contetdo de fibra solivel e insoluvel dos alimentos
usando uma combinacdo dos métodos enzimaticos e gravimétricos. As amostras
desengorduradas foram tratadas com a-amilase estavel ao calor e entdo digeridas
enzimaticamente com pepsina e pancreatina. O etanol foi adicionado para precipitar a
fibra solavel, sendo todos os residuos filtrados e lavados com etanol e acetona. Apos a
secagem, os residuos foram pesados e analisou-se o conteldo de proteina e cinza. O
total de fibra foi calculado com base no peso do residuo menos o peso da proteina e da
cinza.

Os carboidratos foram obtidos por diferenca, ou seja, 100% - (% proteina + %

umidade + % fibra + % cinza + % extrato etéreo).

2.3 Resultados
2.3.1 Avaliacédo da severidade do crestamento bacteriano

Com o0 uso dos dois indutores, ASM e B. cereus, pbdde-se confirmar a
ocorréncia do fendbmeno da indug&o de resisténcia em feijoeiro contra X. axonopodis pv.
phaseoli com base na reducdo do crestamento bacteriano comum (Tabela 1). A
protecdo proporcionada pelo ASM foi significativa em relacdo ao controle, porém,
também apresentou diferenca significativa em relagcdo ao indutor B. cereus, o qual

apresentou valor intermediario.
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Tabela 1 - Severidade e percentual de controle do crestamento bacteriano causado por X. axonopodis pv.
phaseoli em feijoeiro cv. Carioca Tybatd com resisténcia induzida por acibenzolar-S-metil
(ASM) ou Bacillus cereus trés dias antes da inoculagdo comparados com plantas tratadas
apenas com 4gua destilada. Dados transformados por ,/x+0,5

Tratamento Severidade Controle (%)
area lesionada (%)*

ASM 47+11 a 79,1

Bacillus cereus 142+23 b 36,8

Controle 225+3,2 C -

C.V. (%) 58,4

Média geral 13,8

* Valores com letras distintas diferem pelo teste de Tukey a 1%. Média + erro padrao.

2.3.2 Avaliagdo da severidade do mofo branco no campo

A partir da contagem das plantas doentes pdde-se observar certa tendéncia a
reducdo da incidéncia, na medida em que se aumentava o0 numero de aplicacbes de
ASM (Tabela 2). No entanto, ndo houve diferenga significativa, visto que o coeficiente
de variacdo foi bastante alto (37,1%). O alto coeficiente de variagdo esta associado
principalmente a desuniformidade de distribuicdo do in6culo na &rea, visto que se trata
de infeccdo natural. Os tratamentos com suspensdo de células de B. cereus néo

apresentaram tendéncia em aumentar a protecdo conforme o numero de aplicagdes.
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Tabela 2 - Incidéncia e percentual de controle do mofo branco, causado por Sclerotinia sclerotiorum, em
infeccdo natural, na cultura do feijoeiro cv. Carioca Tybatd com resisténcia induzida por
Bacillus cereus (concentracdo de 10° ufc) ou acibenzolar-S-metil (ASM) (concentracéo de 50
mg i.a. L") aplicados 4, 3, 2 ou nenhuma (0) vez ao longo do ciclo da cultura. Dados

transformados por ,/x+0,5

Indutor Numero de Incidéncia (%) * Controle (%)
aplicacbes

0 475+11,6 -

B. cereus 2 40,0 £ 13,9 15,8
3 23,4+12,0 50,5
4 42,5+10,5 10,5
0 46,3+ 11,6 -
2 375+ 6,6 19,0

ASM 3 33,8+10,5 27,0
4 26,0+ 8,5 43,8

C.V. (%) 30,4

Média geral 37,1

* Média + erro padréo

2.3.3 Atividade de enzimas relacionadas a inducéo de resisténcia

A atividade das enzimas relacionadas a inducdo de resisténcia como
peroxidase, quitinase, [-1,3-glucanase, fenilalanina amonia-liase e polifenoloxidase
foram avaliadas obedecendo ao esquema trifatorial considerando-se 2 indutores (B.
cereus e ASM) x 4 quantidades de aplicacéo (0, 2, 3 e 4 aplicacdes) x 5 épocas de
coleta ao longo do ciclo da cultura (0, 7, 21, 35 e 49 dias ap0s o inicio dos tratamentos),
sendo o comportamento dessas variaveis demonstrado a partir do desdobramento da

interacao tripla.

2.3.3.1 Peroxidase

A atividade de peroxidase foi influenciada em funcéo do tempo (P < 0,01), em
funcdo do namero de aplica¢gdes (P < 0,01) e em funcgéo do indutor (P < 0,05). Para o
indutor bidtico somente o tratamento com 4 aplicagBes exibiu diferenca estatistica aos
49 dias apos o inicio dos tratamentos (P < 0,01). No entanto, os tratamentos mostraram
tendéncia em aumentar a atividade da peroxidase quanto maior era 0 numero de
aplicacbes (Figura 1 — B. cereus). Para o0 ASM esse aumento da atividade foi mais

acentuado, apresentando diferenca estatistica apos a terceira aplicacédo (35 dias apos
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inicio dos tratamentos) para o tratamento com 3 aplicacdes e apds a quarta aplicacdo

para os tratamentos com 3 e 4 aplicacdes (Figura 1 - ASM).

30 - B. cereus

25 - .

Abs min 1 mg? proteina

Tempo (Dias ap06s inicio dos tratamentos)

307 ASM

*%

25 A

20 +

15

10 -

Abs min 1 mg? proteina

O T T T TT._T T T T
0 7 14 21 28 35 42 49

Tempo (Dias apds inicio dos tratamentos)

Figura 1 — Atividade de peroxidase em funcéo do tratamento com suspensdo de células de Bacillus
cereus (concentracdo de 10° ufc) ou acibenzolar-S-metil (ASM) (concentracdo de 50 mg i.a.
L™) aplicados 4 (W/12), 3 (A/2), 2 (//A) ou nenhuma (*/_) vez ao longo do ciclo da cultura.
Setas indicam o momento das aplicacdes (2 aplicacdes — 0 e 28; 3 aplicacdes — 0, 14 e 28 e
4 aplicacdes — 0, 14, 28 e 42 dias ap6s o inicio). Barras indicam a média + o erro padrdo. *

Indica diferenca estatistica a 5% e ** a 1% pelo teste de Tukey
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2.3.3.2 Quitinase

A atividade de quitinase nao foi alterada significativamente com o indutor
bidtico (Figura 3 - B. cereus). Porém, com a aplica¢do do indutor abiético (ASM), nota-
se a elevacdo da atividade alcancando diferenca significativa a 1% apds a primeira
aplicacdo e segunda aplicacao (P < 0,01) e a 5% apés a terceira aplicacdo (P < 0,05).
Interessantemente, nota-se que apds a primeira aplicacdo, onde todos os tratamentos
receberam a mesma dose, 0s mesmos apresentavam aumento significativo na atividade
em relacdo ao controle. Apés a segunda aplicagédo, os tratamentos que receberam a
segunda dose (3 e 4 aplicagdes) continuaram a aumentar a atividade, no entanto, o
tratamento com 2 aplicagbes de ASM, que foi pulverizado com agua destilada, voltou a
niveis semelhantes ao controle. Apds a terceira aplicagdo, onde todos os tratamentos
receberam sua dose, apenas o tratamento com 3 aplicagdes foi significativamente maior
do que o controle. Apds a quarta aplicacdo, as atividades foram muito semelhantes néo

ocorrendo diferenca (Figura 3 - ASM).
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Figura 2 — Atividade de quitinase em funcéo do tratamento com suspenséo de células de Bacillus cereus
(concentracéo de 10° ufc) ou com solucéo de acibenzolar-S-metil (ASM) (concentracéo de 50
mg i.a. L™) aplicados 4 (W/12), 3 (A/2), 2 (/./A) ou nenhuma (*/_) vez ao longo do ciclo da
cultura. Setas indicam o momento das aplicagdes (2 aplicagbes — 0 e 28; 3 aplicagbes — 0, 14
e 28 e 4 aplicagbes — 0, 14, 28 e 42 dias apds o inicio). Barras indicam a média + o erro
padréo. * Indica diferenca estatistica a 5% e ** a 1% pelo teste de Tukey. Valores do grafico

representam média de dois experimentos conduzidos em 2004 e 2005
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2.3.3.3 B-1,3-Glucanases

A atividade de [-1,3-glucanase comportou-se de forma muito semelhante a
quitinase. O indutor bidtico ndo proporcionou aumento significativo (Figura 3 — B.
cereus), enquanto que o ASM aumentou significativamente a atividade desta enzima
apés a primeira aplicagdo para o tratamento com 2 aplicacdes, embora todos os
tratamentos receberam sua primeira aplicacdo neste momento, sendo que todos
apresentaram a mesma tendéncia. Apés a segunda aplicacdo, somente 0s tratamentos
que receberam 3 e 4 aplicacdes receberam sua dose, elevando sua atividade a valores
diferentes do controle (P < 0,01). Porém, o tratamento com 2 aplicagcbes que ha
segunda aplicacdo recebeu apenas agua, voltou a niveis de atividade semelhantes ao
controle, evidenciando o mesmo efeito que ocorreu para a quitinase, ndo estando mais
ativo 15 dias ap0s a aplicacdo da primeira dose. Apds a terceira aplicagdo ndo houve
diferenca significativa. Apdés a quarta aplicagdo apenas o tratamento que recebeu
guatro aplicacdes elevou-se a ponto de diferir do controle (P < 0,05), embora, todos o0s
tratamentos com ASM sempre apresentaram tendéncia a serem mais elevados. (Figura
3 - ASM). De modo geral, as médias de cada um dos tratamentos com ASM, 2, 3 e 4
aplicacbes, independente da época de coleta (interacdo indutor x quantidade de

aplicacao), diferiram do controle (ASM 0), ao nivel de P < 0,05 (dados n&o mostrados).
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Figura 3 — Atividade de (3-1,3-glucanase em funcdo do tratamento com suspenséao de células de Bacillus
cereus (concentracdo de 10° ufc) ou com solucéo de acibenzolar-S-metil (ASM) (concentracdo
de 50 mg i.a. L™) aplicados 4 (W/12), 3 (A/2), 2 (/./A) ou nenhuma (®/_) vez ao longo do
ciclo da cultura. Setas indicam o momento das aplicagdes (2 aplicagdes — 0 e 28; 3 aplicagbes
— 0, 14 e 28 e 4 aplicacdes — 0, 14, 28 e 42 dias apds o inicio). Barras indicam a média + o
erro padrdo. * Indica diferenca estatistica a 5% e ** a 1% pelo teste de Tukey. Valores no

grafico representam média de dois experimentos conduzidos em 2004 e 2005
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2.3.3.4 Fenilalanina amo6nia-liase

A atividade de fenilalanina amoénia-liase n&o foi alterada em funcdo dos
indutores, bem como em fun¢éo do nimero de aplicagdes ao longo do ciclo da cultura
(Figura 4).
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Figura 4 — Atividade de fenilalanina amdnia-liase em funcdo do tratamento com suspenséo de células de
Bacillus cereus (concentragdo de 10° ufc) ou com solucdo de acibenzolar-S-metil (ASM)
(concentracdo de 50 mg i.a. L™) aplicados 4 (W/3), 3 (A/2), 2 (//A) ou nenhuma (*/_) vez
ao longo do ciclo da cultura. Setas indicam o momento das aplicac@es (2 aplicacdes — 0 e 28;
3 aplicagbes — 0, 14 e 28 e 4 aplicagdes — 0, 14, 28 e 42 dias ap0s o inicio). Barras indicam a
média = o erro padrdo. * Indica diferenca estatistica pelo teste de Tukey a 5%. Valores do

gréfico representam médias de dois experimentos conduzidos em 2004 e 2005
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2.3.3.5 Polifenoloxidases

A atividade de polifenoloxidase néo foi alterada em funcéo dos indutores, bem

como em fungdo do nimero de aplica¢des ao longo do ciclo da cultura (Figura 5).
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Figura 5 — Atividade de polifenoloxidase em fungéo do tratamento com suspenséo de células de Bacillus
cereus (concentracéo de 10° ufc) ou com solucgdo de acibenzolar-S-metil (ASM) (concentracdo
de 50 mg i.a. L") aplicados 4 (W/12), 3 (A/2), 2 (/./A) ou nenhuma (*/_) vez ao longo do
ciclo da cultura. Setas indicam o momento das aplicagdes (2 aplicagdes — 0 e 28; 3 aplicacdes
— 0, 14 e 28 e 4 aplicacdes — 0, 14, 28 e 42 dias ap6s o inicio). Barras indicam a média + o
erro padrao. Valores do grafico representam médias de dois experimentos conduzidos em
2004 e 2005
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2.3.4 Atividade de protease

A atividade de protease foi avaliada obedecendo ao esquema trifatorial (2
indutores x 4 quantidades de aplicagdo x 5 épocas de coletas ao longo do ciclo da
cultura), e o comportamento dessa variavel foi analisado a partir do desdobramento da
interagdo tripla que pode ser visualizada na Figura 6. Para o indutor biético ndo houve
nenhuma diferenca significativa para as quantidades de aplicacbes em nenhuma época
de coleta. Porém, para o indutor abidtico houve aumento significativo, para os
tratamentos que receberam 3 e 4 aplicacdes na terceira época de coleta, efetuada apos
a segunda aplicacdo. No desdobramento da interacdo entre os fatores “quantidade de
aplicagéo” e “indutor” observa-se o efeito do aumento da atividade de protease para o
tratamento que recebeu 4 aplicagbes de ASM, havendo nitida tendéncia para os
tratamentos que receberam 2 e 3 aplicacdes de ASM e 3 e 4 aplicacbes de B. cereus
(Figura 7).
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Figura 7 - Atividade de protease em fung¢éo do tratamento com suspensédo de células de Bacillus cereus
(concentracdo de 10° ufc) ou com solucdo de acibenzolar-S-metil (ASM) (concentracdo de 50
mg i.a. L") aplicados 2 (), 3 ( ) ou 4 (/) vezes ao longo do ciclo da cultura, comparado com
plantas pulverizadas apenas com 4gua (A). Letras distintas indicam diferenca estatistica pelo

teste de Tukey a 1%

2.3.5 Aspectos fisiolégicos
2.3.5.1 Fotossintese

A fotossintese ndo sofreu alteracdo com a utilizacdo dos dois indutores,
avaliada diariamente apos a sua aplicacdo (Figura 8). Porém, ao longo do ciclo da
cultura, cuja avaliagdo, seguiu ao esquema trifatorial (2 indutores x 4 quantidades de
aplicacdo x 8 épocas de coleta de dados ao longo do ciclo da cultura), o comportamento
dessa variavel foi analisado a partir do desdobramento da interagdo tripla (Figura 9).
Observou-se tendéncia a reducdo da atividade fotossintética pela aplicacdo de ASM,
embora ndo tenha mostrado diferenca significativa em nenhuma das épocas de coleta
(Figura 8 — ASM). Enquanto que B. cereus ndo mostrou nenhuma tendéncia. No
desdobramento da interacdo entre as variaveis “indutor” x “nimero de aplicacdo”, 2, 3 e
4 aplicagbes de ASM causaram reducdo na fotossintese, enquanto que esse mesmo

desdobramento para o indutor B. cereus ndo mostrou diferenca significativa (Figura 10).
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Fotossintese em feijoeiro em fungéo do tratamento com suspensédo de células de Bacillus
cereus (concentracdo de 10° ufc) ou com solucdo de acibenzolar-S-metil (ASM)
(concentracdo de 50 mg i.a. L") aplicados 4 (W/12), 3 (~/2), 2 (/./A) ou nenhuma (3/_)
vez ao longo do ciclo da cultura. Setas indicam o momento das aplicagdes (2 aplicagbes — 0
e 28; 3 aplicacdes — 0, 14 e 28 e 4 aplicacdes — 0, 14, 28 e 42 dias apés o inicio). Barras
indicam a média + o erro padrdo. * Indica diferenca estatistica a 5% e ** a 1% pelo teste de
Tukey. Valores no grafico representam média de dois experimentos conduzidos em 2004 e
2005
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Figura 10 - Fotossintese em feijoeiro em funcdo do tratamento com suspensdo de células de Bacillus
cereus (concentragdo de 10° ufc) ou com solucdo de acibenzolar-S-metil (ASM)
(concentrag&o de 50 mg i.a. L™) aplicados 2 (%), 3 ( ) ou 4 (~) vezes ao longo do ciclo da
cultura, comparado com plantas pulverizadas apenas com agua (A). Valores representam
média de dois experimentos conduzidos em 2004 e 2005. Letras distintas indicam diferenca
estatistica pelo teste de Tukey a 1%

2.3.5.2 Respiracao

A respiracdo avaliada diariamente apds a aplicagdo dos indutores foi
aumentada em funcdo dos indutores. Na Figura 11 pode-se verificar a elevacao da
respiracdo para os dois indutores, no entanto apenas o indutor bidtico (B. cereus)
apresentou aumento significativo até quatro dias apos a aplicacédo, ndo se constatando
diferenca no sexto dia, e tendendo a voltar a normalidade. J& ao longo do ciclo da
cultura, cuja avaliacdo, obedeceu ao esquema trifatorial (2 indutores x 4 quantidades de
aplicacdo x 8 épocas de coleta de dados ao longo do ciclo da cultura), e o
comportamento dessa variavel analisado a partir do desdobramento da interacao tripla
(Figura 12), a respiragdo comportou-se de maneira diferenciada para os dois indutores,
sendo que o indutor bidtico ndo alterou significativamente a respiracdo em nenhuma
das épocas de coleta de dados para os quatro niveis da variavel numero de aplicacéo,
porém, apos as duas primeiras aplicagdes nota-se uma tendéncia a ser mais elevada,
para todos os tratamentos independente do numero de aplicagdes (Figura 12 - B.

cereus). O ASM manteve a respiracdo mais elevada em todo o ciclo da cultura diferindo



83

estatisticamente (P < 0,01) em pelo menos duas épocas de avaliagdo (24 e 31 dias
apos o inicio dos tratamentos) diferenciando-se do controle na coleta de dados aos 24
dias o tratamento com 3 aplicagfes e na coleta aos 31 dias diferiu os tratamentos com 2
e 4 aplicacbes (Figura 12 - ASM), e, no desdobramento da interacdo “indutor” X “nimero
de aplicagbes”, 2, 3 ou 4 aplicacbes de ASM, diferiram (P < 0,01) em relagdo ao
controle (agua), embora entre as trés quantidades de aplicacdo de ASM ndo houve
diferencas (Figura 13).
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Figura 11 — Respiragdo em feijoeiro em fung¢do do tratamento com suspensdo de células de Bacillus
cereus na concentracdo de 10° ufc (13) ou com solucdo de acibenzolar-S-metil (ASM) na
concentracdo de 50 mg i.a. L™ (A), comparados com plantas tratadas apenas com &gua
destilada (A). Barras indicam a média + o erro padrdo. * Indica diferenca estatistica a 5%
pelo teste de Tukey
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Figura 12 —
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Respiracdo em feijoeiro em funcdo do tratamento com suspenséo de células de Bacillus
cereus (concentracdo de 10° ufc) ou com solucdo de acibenzolar-S-metil (ASM)
(concentracdo de 50 mg i.a. L™") aplicados 4 (W/12), 3 (A/A), 2 (//A) ou nenhuma (*/_)
vez ao longo do ciclo da cultura. Setas indicam o momento das aplicagdes (2 aplicagbes — 0
e 28; 3 aplicacdes — 0, 14 e 28 e 4 aplicagdes — 0, 14, 28 e 42 dias ap6és o inicio). Barras
indicam a média + o erro padrado. * Indica diferenca estatistica a 5% e ** a 1% pelo teste de

Tukey. Valores no gréfico representam média de dois experimentos conduzidos em 2004 e
2005
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Figura 13 — Respiracdo em feijoeiro em fungdo do tratamento com suspensdo de células de Bacillus
cereus (concentracdo de 10° ufc) ou com solugdo de acibenzolar-S-metil (ASM)
(concentragdo de 50 mg i.a. L™) aplicados 2 (2\), 3 ( ) ou 4 (/) vezes ao longo do ciclo da
cultura, comparado com plantas pulverizadas apenas com agua (A). Valores representam
média de dois experimentos conduzidos em 2004 e 2005. Letras distintas indicam diferenca

estatistica pelo teste de Tukey a 1%

2.3.6 Sintese de compostos de defesa celular

O teor de compostos fendlicos e a sintese de lignina foram avaliados
obedecendo ao esquema trifatorial com 2 indutores x 4 quantidades de aplicagdo x 5
épocas de coleta ao longo do ciclo da cultura.

2.3.6.1 Fendis totais

O teor de compostos fendlicos totais ao longo do ciclo da cultura para cada
guantidade de aplicacdo pode ser visualizado na Figura 14, onde se observa que esta
variavel foi alterada em funcdo dos indutores. A aplicacdo de B. cereus exibiu uma
tendéncia na reducdo do teor de fendis totais apds a segunda aplicacdo, no entanto,
sem causar diferenca estatistica. O ASM apresentou a mesma tendéncia, porém
alcancando diferenca significativa apos a segunda aplicagdo para as quantidades de 3

e 4 aplicacdes que ja haviam recebido cada um a sua segunda dose. Por sua vez, o
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tratamento com 2 aplicagdes havia recebido apenas uma dose na primeira época de
aplicagdo, embora tenha exibido uma tendéncia em reduzir o teor de fendis, a mesma
ndo foi significativa. Essa tendéncia em apresentar menor concentracdo de fendis

permaneceu até o fim do ciclo.
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Figura 14 — Teor de compostos fendlicos no tecido foliar do feijoeiro em fungdo do tratamento com
suspensdo de células de Bacillus cereus (concentracdo de 10° ufc) ou com solucdo de
acibenzolar-S-metil (ASM) (concentracédo de 50 mg i.a. L™) aplicados 4 (W/12), 3 (A/A), 2
(/./A) ou nenhuma (®/_) vez ao longo do ciclo da cultura. Setas indicam o momento das
aplicacbes (2 aplicacdes — 0 e 28; 3 aplicacbes — 0, 14 e 28 e 4 aplicagbes — 0, 14, 28 e 42
dias apés o inicio). Barras indicam a média + o erro padrdo. ** Indica diferenca estatistica a

1% pelo teste de Tukey
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2.3.6.2 Lignina

A sintese de lignina a partir do desdobramento da interacdo tripla pode ser
visualizada na Figura 15. O indutor bidtico ndo induziu a formag¢do de lignina nos
tecidos, ndo sendo possivel detectar diferenca estatistica, € nem mesmo alguma
tendéncia (Figura 15-B. cereus). Ja para o indutor ASM, os resultados de todos os
tratamentos diferiram estatisticamente do controle (aAgua) na ultima coleta, ap6s a

quarta aplicacéo (Figura 15-ASM).
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Figura 15 — Teor de lignina do tecido foliar do feijoeiro em fungdo do tratamento com suspensdo de
células de Bacillus cereus (concentracdo de 10® ufc) ou com solucdo de acibenzolar-S-metil
(ASM) (concentracdo de 50 mg i.a. L™ )aplicados 4 (W7/3), 3 (A/2), 2 (/./A) ou nenhuma
(*/_)vez ao longo do ciclo da cultura. Setas indicam o momento das aplicacdes (2
aplicacbes — 0 e 28; 3 aplicacdes — 0, 14 e 28 e 4 aplicacdes — 0, 14, 28 e 42 dias apds o
inicio). Barras indicam a média + o erro padréo. ** Indica diferenca estatistica a 1% pelo

teste de Tukey
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2.3.7 Teor de compostos do metabolismo primario no tecido foliar

O conteudo de proteinas soltveis, bem como de aglcares redutores no tecido
foliar, foram avaliados obedecendo ao esquema trifatorial (2 indutores x 4 quantidades

de aplicacdo x 5 épocas de coleta ao longo do ciclo da cultura)

2.3.7.1 Proteina

O comportamento dessa variavel, a partir do desdobramento da interacao tripla,
pode ser visualizada na Figura 16. Houve reducgdo significativa do teor de proteina
solavel, para o tratamento com quatro aplicacdes na quarta coleta para o indutor B.
cereus, enquanto que para o indutor ASM ndo houve diferenca em nenhuma das
épocas de coleta, embora se possa notar uma tendéncia contraria ao efeito do indutor
bidtico, com um aparente aumento na concentracdo de proteinas. No desdobramento
da interacdo entre “quantidades de aplicacdo” x “Indutor” observa-se o efeito do indutor
B. cereus na reducgdo do teor de proteinas sollveis, enquanto que com ASM isso ndo

acontece (Figura 17).
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Figura 17 — Teor de proteinas sollveis do feijoeiro em fung&o do tratamento com suspenséo de células
de Bacillus cereus (concentracdo de 10° ufc) ou com solucéo de acibenzolar-S-metil (ASM)
(concentracéo de 50 mg i.a. L™) aplicados 2 (2\), 3 ( ) ou 4 (~\) vezes ao longo do ciclo da
cultura, comparado com plantas pulverizadas apenas com agua (4). Valores representam
média de dois experimentos conduzidos em 2004 e 2005. Letras distintas indicam diferenca

estatistica pelo teste de Tukey a 1%

2.3.7.2 Acgucares redutores

Os acucares redutores avaliados a partir do desdobramento da interacao tripla
nao mostraram grandes alteracdes no tecido foliar para os dois indutores, ndo sendo
observada diferenca estatisticas (Figura 18). Porém, uma pequena tendéncia em
aumento pode ser notada com o indutor ASM, para todos os tratamentos que

receberam o indutor a partir da primeira aplicagéo.
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Figura 18 — Teor de aclcares redutores em tecido foliar do feijoeiro em funcdo do tratamento com
suspensdo de células de Bacillus cereus (concentracdo de 10° ufc) ou com solucdo de
acibenzolar-S-metil (ASM) (concentracdo de 50 mg i.a. L™) aplicados 4 (W/13), 3 (A/A), 2
(/./A) ou nenhuma (*/_)vez ao longo do ciclo da cultura. Setas indicam o momento das
aplicacdes (2 aplicagdes — 0 e 28; 3 aplicacdes — 0, 14 e 28 e 4 aplicagbes — 0, 14, 28 e 42
dias ap6s o inicio). Barras indicam a média * o erro padrao. Valores no gréafico representam

média de dois experimentos conduzidos em 2004 e 2005
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2.3.8 Producéo
2.3.8.1 Massa seca das plantas

O acumulo de massa seca por parte da planta também foi avaliado
obedecendo ao esquema trifatorial (2 indutores x 4 quantidades de aplicacdo x 5
épocas de coleta ao longo do ciclo da cultura), e 0 comportamento dessa variavel, a
partir do desdobramento da interacdo tripla, pode ser visualizada na Figura 19. O
acumulo de massa seca ao longo do seu ciclo ndo foi afetado pela presenca do indutor
bidtico, ndo mostrando diferenga estatistica (Figura 19 - B. cereus). No entanto, 0s
tratamentos que receberam 3 e 4 aplicacdes de ASM diferiram estatisticamente apos a
terceira aplicacao (P < 0,01). Apds a quarta aplicagdo, o tratamento com 4 aplicacbes
de ASM reduziu a massa seca a ponto de se diferenciar (P < 0,01) ndo apenas do
controle, mas também dos outros tratamentos (2 e 3 aplica¢des), enquanto que o
tratamento com 2 aplicacdes de ASM ndao foi afetado o suficiente para se diferenciar do

controle, porém, notando-se uma nitida tendéncia a reducgéo (Figura 19 - ASM).
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gue nao houve diferenca significativa para o tratamento com 2 aplicacdes de ASM, mas
observa-se uma nitida tendéncia a reducdo, ja para 3 e 4 aplicacdes houve diferenca
significativa (P < 0,01). Essa redugcdo na produtividade ocorreu principalmente pela
reducdo do numero de gréos (Figura 21 — B), uma vez que, o tamanho do grdo néo
sofreu alteracdo, o que € refletido na variavel peso de 100 sementes (Figura 21 — D), a
qual ndo apresentou diferenca significativa. A variavel nimeros de grdos por vagem
também foi afetada, sofrendo reducdo pela aplicacdo de ASM (Figura 21 — C), no
entanto, a variavel numero de vagens néo foi afetada pela aplicagdo de ASM (Figura 21
— A). Ja o indutor bidtico ndo afetou a produtividade das plantas, o que € demonstrado
na Figura 20, bem como nenhuma das variaveis relacionada aos parametros de

producéo foram alteradas significativamente (Figura 21).
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Figura 20 — Produtividade do feijoeiro em funcdo do tratamento com suspensédo de células de Bacillus
cereus (concentracdo de 10° ufc) ou com solucdo de acibenzolar-S-metil (ASM)
(concentracéo de 50 mg i.a. L™) aplicados 2 (), 3 ( ) ou 4 (/) vezes ao longo do ciclo da
cultura, comparado com plantas pulverizadas apenas com agua (A). Valores representam
média de dois experimentos conduzidos em 2004 e 2005. Letras distintas indicam diferenca

estatistica pelo teste de Tukey a 5%. Coeficiente de variacdo 22,23%
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Figura 21 — Namero de vagens por planta (A), nimero de grdos por planta (B), nimero de grdos por
vagem (C) e peso de 100 sementes (D) do feijoeiro, em funcdo do tratamento com
suspenséo de células de Bacillus cereus (concentracdo de 10® ufc) ou com solucdo de
acibenzolar-S-metil (ASM) (concentracdo de 50 mg i.a. L™ aplicados 2 (), 3 ( ) ou 4 (A)
vezes ao longo do ciclo da cultura, comparado com plantas pulverizadas apenas com agua
(A). Valores representam média de dois experimentos conduzidos em 2004 e 2005. Letras
distintas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey a 5%

2.3.9 Qualidade

Do ponto de vista da qualidade do gréo, avaliou-se o teor de amido e o teor de
proteina a partir do desdobramento da variavel “indutor” dentro da variavel “namero de
aplicagcbes”, onde nota-se a ocorréncia do aumento do teor de proteinas em fungédo do
aumento do numero de aplicagbes de ASM em relacdo ao aumento do numero de
aplicacbes de B. cereus (Figura 22 — A), e, o efeito contrario para o teor de amido,
mostrando aumento pela aplicagdo de B. cereus em relagdo a aplicacdo de ASM

(Figura 22 — B). Porém, ndo se constatou diferenca dos efeitos das quantidades de
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aplicacdo em relacdo as plantas que nao receberam os indutores (zero). As variaveis
teor de fibras (Figura 22 — C), teor de lipidios (Figura 22 — D) e cinzas (dados nao

mostrados) ndo sofreram alteracdes em fungcdo do tratamento com os indutores.
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Figura 22 — Teor de proteinas (A), amido (B), fibras (C) e lipidios (D) das sementes de feijdo em funcéo
do tratamento com suspenséo de células de Bacillus cereus (concentragdo de 10° ufc) ou
com solucdo de acibenzolar-S-metil (ASM) (concentracdo de 50 mg i.a. L™) aplicados 4, 3, 2
ou nenhuma vez ao longo do ciclo da cultura. Letras distintas indicam diferenca estatistica a
5% pelo teste de Tukey

2.4 Discussao

A excecao das avaliacdes de severidade (itens 2.3.1 e 2.3.2), todos os dados
analisados consistem em efeitos dos indutores (B. cereus e ASM) na auséncia do
patdgeno, uma vez que, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar o custo adaptativo da

resisténcia induzida até o momento da chegada deste. Como as plantas apresentam
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mecanismos de resisténcia latentes, com o objetivo de poupar energia para a
reproducdo, aproveitando o atraso temporal até a eventual chegada do patdgeno
(BOSTOCK, 2005; HEIL, 2002), o custo de maior importancia esta nesse periodo, visto
que, o custo para proteger a planta, quando um patégeno ataca as mesmas, deve valer
a pena, e, as plantas induzidas serem beneficiadas (COLEY; BRYANT; CHAPIN, 1985).
Se energia € alocada para protecdo, onde ndo ha condi¢cdes para a ocorréncia da
doenca, o investimento pode ndo valer a pena e 0 custo ser muito maior do que

simplesmente o valor de aplicacado de um indutor.

2.4.1 Avaliacdo da severidade do crestamento bacteriano

O crestamento bacteriano foi reduzido a partir da inducdo de resisténcia com
os indutores ASM e B. cereus, porém o efeito do ASM foi superior ao B. cereus,
reduzindo a doenca em torno de 79,1%. Nenhum trabalho com ASM no patossistema
feijoeiro/X. axonopodis pv. phaseoli foi encontrado, porém a eficiéncia do ASM tem sido
verificada em feijoeiro em outras interagcdes, como mostrado por Birigimana e Hofte
(2002), onde a reducgéo da severidade da antracnose causada por C. lindemuthianum
foi reduzida em 47%. Iriti e Faoro (2003a) reduziram em até 100% os sintomas de
ferrugem causada por U. appendiculatus. Porém, no  patossistema
feijoeiro/Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, Soares e Maringoni (2002)
ndo verificaram protecdo tanto no tratamento de sementes, quanto com aplicacao foliar
de ASM.

O efeito do indutor B. cereus foi inferior ao ASM, ocasionando 36,8% de
protecdo. A acdo do indutor biotico foi através da inducéo de resisténcia, visto que, sua
aplicacgéao foi efetuada sobre o primeiro par de folhas, e o desafio com X. axonopodis pv.

phaseoli foi sobre o primeiro trifélio, portanto, em locais diferentes na planta. Com
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tomateiro induzido por B. cereus, isolado de solo rizosférico, aumento da resisténcia a
patdbgenos como Alternaria solani (66%), Corynespora cassiicola (37%), Oidium
lycopersici (66%), Stemphylium solani (56%) e Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
(35%).

2.4.2 Avaliacédo da severidade do mofo branco no campo

A proposta inicial deste trabalho foi de se avaliar no campo as doencas
eventuais que pudessem aparecer. Para tanto, a condicdo para favorecimento da
ocorréncia foi utilizar alta densidade de plantio, no caso, aproximadamente 20 plantas
por metro linear e irrigacéo por aspersao, mantendo-se o solo sempre Umido, em todo o
periodo vegetativo, reduzindo-se no inicio do florescimento, para se evitar acamamento.
A Unica doenca que se manifestou no campo foi o mofo branco, causado por Sclerotinia
sclerotiorum, mostrando-se bastante agressiva principalmente devido a condigcédo
ambiental favoravel, alta umidade e temperaturas amenas, uma vez que, o plantio foi
efetuado no més de marco de 2006. A ocorréncia da doenga também estava associada
a presenca de inéculo na area, cujo histérico mostrava ocorréncia generalizada.

A severidade do mofo branco foi alta devido as condicbes ambientais
favoraveis e o alto potencial de inéculo inicial que também contribuiu para a severidade.
Como a presenca do inéculo ndo estava sob controle, possivelmente estava distribuido

desuniformemente na area, isto fez com que ocorresse elevado coeficiente de variacdo
(37,1% - dados transformados por /X +0,5) e assim ndo se puderam observar

diferencas estatisticas. No entanto, nos tratamentos observou-se uma tendéncia na
reducdo da doenca com o aumento do numero de aplicacbes para o indutor ASM,
sendo que, com 2 aplicagbes na média do tratamento, a severidade foi 19% menor,
com 3 aplicagbes, a média foi 27% menor e com 4 aplicagc6es 43,8% menor em relacao
ao tratamento que recebeu apenas agua destilada. O indutor B. cereus com 2
aplicagbes reduziu o valor da severidade em 15,8% e com 3 aplica¢cées em 50,5%, no
entanto, com 4 aplicacdes esse alto efeito redutor ndo existiu, sendo que o valor da
severidade foi reduzido em apenas 10,5%. Esse efeito pode estar relacionado a
desuniformidade da distribuicdo dos esclerddios na area, mascarando o efeito real.

Dann et al. (1998) verificaram a inducdo de resisténcia com ASM em quatro cultivares
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de soja contra S. sclerotiorum, agente causal de mofo branco, e o efeito médio nos
cultivares foi uma reducdo de 44,3% na severidade, sendo esse valor significativo,
porém, o inoculo foi incorporado ao solo de forma e quantidade semelhantes para todos
os tratamentos. Mesmo assim, nota-se no trabalho de Dann et al. (1998), que o
coeficiente de variacdo também foi alto, pois embora o mesmo néo tenha sido mostrado,
a diferenca minima significativa foi bastante alta, o que pode ser um efeito comum em

interac6es com este patdgeno.

2.4.3 Atividade de enzimas relacionadas a inducéo de resisténcia

A atividade de peroxidase foi aumentada pelos dois indutores nas plantas de
feijdo, e quanto maior o niumero de aplicacdes, maior a atividade a medida que vai se
chegando ao fim do ciclo da cultura. Porém, a atividade foi sempre menor com o indutor
biético do que com o ASM. As atividades de quitinase e B-1,3-glucanase mostraram-se
muito semelhantes, sendo que a atividade destas duas enzimas para o indutor ASM
aumentava quando recebiam aplicacdo, porém, decorridos 14 dias o nivel de atividade
retornava a valores proximo ao controle. Porém, quando as plantas recebiam nova
aplicagéo a atividade voltava a aumentar. Isso pode ser observado no tratamento com 2
aplicacdes, cujo intervalo entre aplicacOes foi de 28 dias, tempo suficiente para que
estes mecanismos ndo estivessem mais ativos. Ja nos tratamentos com 3 e 4
aplicacOes, o intervalo entre aplicac6es foi de 14 dias, fazendo com que 0s mecanismos
permanecessem ativos no periodo de tempo em que estavam sendo efetuadas as
aplica¢cbes. Ja o indutor B. cereus ndo mostrou ativagédo de quitinase e B-1,3-glucanase.

Outros pesquisadores observaram a atividade destas enzimas sempre que as
plantas expressavam a resisténcia induzida. Nandakumar et al. (2001) induziram
resisténcia em arroz com Pseudomonas fluorescens, uma rizobactéria promotora de
crescimento, e verificaram a reducao da severidade da podriddo da bainha causada por
Rhizoctonia solani, correlacionada com o aumento na atividade de peroxidase e
quitinase de forma bastante atenuada. Porém, a partir do momento em que as plantas
foram desafiadas com o patdgeno, a magnitude dessa atividade foi aumentada, o que
ndo aconteceu em plantas que ndo foram induzidas, mas desafiadas com o patdgeno,

caracteristica comum de plantas pré-condicionadas. Portanto no presente trabalho, isso



100

pode indicar que a expressdao mais atenuada da peroxidase e a ndo observagao de
diferencas significativas nas atividades para quitinase e 3-1,3-glucanase com B. cereus
ndo seja rejeitdvel como mecanismo envolvido na resisténcia, pois 0 objetivo foi de se
verificar os custos antes da chegada do patdgeno. Estes mecanismos podem ser
acionados apresentando maior expressao a partir do desafio com algum patdgeno, e
assim, mostrar que a planta pode estar pré-condicionada. Ja em tomateiro, Silva et al.
(2003) constataram que B. cereus causou uma super expressdo da peroxidase,
aumentando em 10 vezes a atividade da mesma, mostrando que dependendo da
interacdo, o resultado pode ser bastante variavel. J& com ASM, Buzi et al. (2004),
trabalhando com meldo, observaram aumentos na atividade da peroxidase e quitinase
correlacionados com aumento na resisténcia a Didymella bryoniae e Sclerotinia
sclerotiorum. Bokshi; Morris e Deverall (2003) observaram aumento de 3-1,3-glucanase
em batata induzida com ASM, correlacionado com aumento da resisténcia contra
Fusarium semitectum. Iriti e Faoro (2003a), trabalhando com feijoeiro induzido com
ASM, demonstraram reducdo de 100% na ocorréncia de ferrugem, causada por
Uromyces appendiculatus, e em testes histoldgicos a presenca de alta concentracao de
H.O,, evidenciando alta atividade de peroxidase nas plantas que expressaram
resisténcia.

A atividade de peroxidase pode produzir radicais livres, tdxicos para o
patdgeno, em explosdes oxidativas (LAMB; DIXON, 1997), participar da sintese de
lignina para reforcar a parede celular (IRITI; FAORO, 2003a), bem como produzir
moléculas sinalizadoras como o H;0,, que podem levar a expressdo de genes
relacionados a outros mecanismos de resisténcia (LAMB; DIXON, 1997; OROZCO-
CARDENAS; NARVAEZ-VASQUES; RYAN, 2001). A quitinase e B-1,3-glucanase
apresentam acdao direta contra o patdgeno degradando a parede celular, com o objetivo
de impedir 0 estabelecimento de relacdes parasitarias estaveis e a colonizacdo. Neste
processo, polimeros de N-acetilglucosamina e (-1,3-glucana, provenientes da parede
celular de fungos ou bactérias, podem funcionar como exoelicitores e ativar outros
mecanismos de defesa, no entanto, estes mecanismos s6 sdo ativados durante a
interagdo patdgeno-hospedeiro e, portanto, somente haveria esse custo na presenca de

algum patégeno. Como o indutor bidtico B. cereus ndo ocasionou aumentos na
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atividade de quitinase e [-1,3-glucanase, esse custo ndo pode ser tributado as plantas
tratadas por esse indutor. A rota sinalizadora ativada por rizobactérias geralmente pré-
condiciona a planta a responder de forma mais rapida somente com a chegada do
patdgeno e isso significa manter os mecanismos de defesa latentes e a planta continua
a armazenar energia para quando e se houver necessidade, embora a planta esteja
capacitada a expressar resisténcia.

As atividades de fenilalanina amonia-liase (FAL) e polifenoloxidase (PFO) néo
mostraram alteracdes em funcdo dos indutores na analise quantitativa, o0 que poderia
significar que toda a rota dos fenilpropandides ndo sofreu alteracdo, ou seja,
mecanismos como sintese de lignina, compostos fendlicos, quinonas, etc. podem nao
ser potencializados em funcdo dos indutores. Uma substancial por¢cdo de carbono
fixado € canalizado pela FAL para a rota dos fenilpropandides, visto que o acido trans-
cindmico € precursor de uma ampla gama de compostos como flavondides, cumarinas,
ligninas, compostos fenolicos, alcaldides, etc. (APPERT; ZON; AMRHEIN, 2003).
Campos et al. (2003) induziram resisténcia em quatro cultivares de feijoeiro com AS e
um isolado de C. lindemuthianum avirulento e observaram que o fungo e o AS
induziram a atividade da FAL, porém, a magnitude dessa atividade variou em funcao do
cultivar. Galis; Smith e Jamenson (2004), também induziram resisténcia em feijoeiro
com AS e, observaram aumento na expressao da FAL. Nenhum trabalho com ASM ou
rizobactéria em feijoeiro foi encontrado onde se avaliou a atividade da FAL, porém em
outras culturas, Vidhyasekaram et al. (2001), trabalhando como o arroz e,
Ramamoorthy; Raguchander e Samiyappan (2002), trabalhando com tomate e pimenta
utiizando P. fluorescens observaram aumento na atividade da FAL. No entanto,
Ramamoorthy; Raguchander e Samiyappan (2002) constataram aumento somente apés
o desafio com P. aphanidermatum, enquanto que, o desafio sem inducdo prévia nao
alterou a atividade desta enzima. Silva et al. (2003), induzindo resisténcia em tomateiro
com B. cereus através do tratamento de sementes, ndo observaram alteracbes na

atividade da FAL, embora a atividade de peroxidase tenha sido elevada em 10 vezes.
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2.4.4 Atividade de protease

A atividade de protease aumentou de forma significativa para as plantas que
foram tratadas com o indutor ASM. Isso significa que o processo de degradacao de
proteinas € intensificado, possivelmente devido a demanda por substrato para a
producdo de toda a maquinaria enzimatica responsavel pelos mecanismos de defesa. A
degradacdo € necesséaria para balancear o metabolismo total e equilibrar os custos
dentro da planta (SOMSSICH; HAHLBROCK, 1998), possivelmente aproveitando
aminoacidos dentro de um conjunto de enzimas e proteinas que sdo abundantes, como
as do metabolismo priméario (LOGEMANN et al., 1995). Neste contexto, Weidhase et al.
(1987) observaram a formacédo de novas proteinas, em detrimento de outras moléculas,
como clorofila, bem como redugéo da atividade de Rubisco, em folhas de cevada, com
resisténcia induzida por AJ. Reinbothe; Reinbothe e Parthier (1993) observaram a
formacdo de um determinado grupo de proteinas em cevada, e em contrapartida a
reducdo do nivel de proteinas do plastidio, coincidentemente com reducdo da Rubisco,
além de reducéo no teor de clorofila.

O B. cereus nédo proporcionou aumento significativo na atividade de protease,
visto que, de maneira geral, a ativacdo por rizobactérias ndo demanda ativagdo de
mecanismos, mas apenas 0 pré-condicionamento onde a ativacdo poderia estar
acontecendo pela sintese de proteinas ligadas a recep¢do de sinais na membrana
(VERHAGEM et al., 2004). Logo o reordenamento da atividade metabdlica ndo segue a

mesma via sinalizadora do ASM.

2.4.5 Aspectos fisiologicos
2.4.5.1 Respiracéo

O indutor B. cereus elevou a respiracdo nos primeiros dias apos a aplicacao,
mas apos 6 dias a respiracdo ja havia retornado aos valores do tratamento controle.
Porém, avaliando-se ao longo do ciclo da cultura, ndo elevou a respiracdo a valores de
liberagdo de carbono significativos, mas no inicio do ciclo houve uma tendéncia da
respiracao ser mais elevada. Ja com ASM, a respiracdo manteve-se elevada por todo o
ciclo da cultura para todos os tratamentos, independente do nimero de aplicacdes (2, 3
ou 4).
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Na literatura, Weidhase et al. (1987) demonstraram que folhas destacadas de
cevada, induzidas por AJ ou MeJa, apresentaram reducdo no teor de clorofila, bem
como reducdo da atividade da Rubisco, correlacionadas com o aparecimento de pelo
menos trés novas classes de proteinas, que poderiam estar relacionadas a defesa
celular. Da mesma forma, Reinbothe; Reinbothe e Parthier (1993), estudando padrées
de proteinas em folhas de cevada induzidas por MeJa, observaram a formacdo de
novas proteinas, e, em contrapartida reducdo no nivel de proteina do plastideo,
coincidentemente com reducao das grandes e pequenas subunidades da Rubisco e de
clorofila. A inducdo de resisténcia mediada por ASM pode estar, as custas da
degradacao das proteinas relacionadas a fotossintese, reduzindo sua atividade, e assim,
gerando um custo metabdlico.

Heil et al. (2000) e Dietrich; Ploss e Heil (2005) constataram que 0 nitrogénio
tem papel importante no processo de inducédo de resisténcia mediada por ASM. Dessa
forma, em ambientes onde esse nutriente é escasso, 0 custo adaptativo da inducao de
resisténcia sempre é maior, visto que, todo o sistema defensivo das plantas é baseado
nesse nutriente, através da sintese de enzimas e proteinas relacionadas aos processos
de defesa (COLEY; BRYANT; CHAPIN, 1985). Assim, a planta reprime alguns genes,
0S quais apresentam participacdo no metabolismo primario, dando maior énfase para as
defesas. Esta repressdo pode ocorrer pela falta de matéria prima (nitrogénio,
aminoacidos) para a sintese de proteinas relacionadas a defesa, balanceando o
metabolismo total e equilibrando os custos dentro da planta, como efeito compensatorio
(SOMSSICH; HAHLBROCK, 1998). Portanto, se ha reducéo da atividade fotossintética,
a qual esta relacionada ao crescimento da planta, associada ao aumento da respiracéo,
gue efetivamente € a Unica perda de massa (GAYLER et al., 2004), é obvio que uma
reducdo no crescimento deve ocorrer.

J& com o indutor B. cereus ndo ocorreu alteracdo da fotossintese, visto que,
como mencionado anteriormente, na indu¢cdo mediada por rizobactéria, geralmente o
efeito ndo estd na ativacdo de mecanismos de defesa, mas no pre-condicionamento
(VERHAGEN et al., 2004).
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2.4.6 Sintese de compostos de defesa celular



106

2.4.6.2 Lignina

A formacéo de lignina torna a parede celular das células vegetais rigidas e seu
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2.4.7 Teor de compostos primarios no tecido foliar
2.4.7.1 Proteina

O teor de proteinas se mostrou contrario para os dois indutores, sendo que o
ASM tendeu a aumentar o teor de proteinas solUveis, enquanto que o indutor B. cereus
ndo so tendeu a diminuir, como exibiu diferenca significativa. Esse fendbmeno pode ser
explicado pelos diferentes tipos de proteinas sintetizadas a partir da indugédo. Para o
indutor ASM, o aumento pode envolver a sintese de proteinas-RP, além de outras
proteinas relacionadas a defesa vegetal. Porém, o aumento dessas proteinas demanda
substrato, que poderia ser o resultado da degradacdo de outras proteinas sollveis
existentes no protoplasma, como a Rubisco por exemplo, dessa forma fazendo com que
a alteracdo no conteudo de proteinas sollveis fosse menor. Ja& com o indutor bidtico, o
substrato também poderia ser representado por proteinas presentes no protoplasma,
porém, o tipo de proteinas sintetizadas, poderiam ser proteinas de membrana, do tipo
integrais ou intrinsecas que estdo firmemente ligadas as membranas por interacdes
hidrofébicas, que s6 podem ser separadas por tratamentos com solventes que rompem
a membrana (VOET; VOET, 2006), portanto, ndo soliveis em tampdes aquosos. Assim,
se poderia explicar a redu¢do do teor de proteinas sollveis no tecido de plantas com
resisténcia induzida por B. cereus.

Nas plantas resistentes nem sempre seus principais mecanismos de defesa
sdo constitutivos, mas podem ser mecanismos latentes, que sdo expressos depois da
chegada do patdégeno, porém, no momento certo, com velocidade e magnitude
adequadas. Contudo, para isso é preciso receptores (proteinas de membrana), que
percebam rapidamente as mudancas no exterior da célula, bem como, a existéncia de
uma via de sinalizacdo eficiente, que faca com que a informagédo chegue rapidamente

no nudcleo, para se iniciar o processo de expressao dos mecanismos de defesa.

2.4.7.2 Aculcares redutores

Os acucares redutores exibiram uma pequena tendéncia em aumentar seu
conteudo com o indutor ASM, o que pode evidenciar uma inversdo no processo de
armazenamento, visto que, para a planta manter um nivel respiratorio mais elevado ha

necessidade de aguUcares simples como glicose, frutose e sacarose disponiveis. No
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entanto, Chen; Su e Kao (2004) observaram efeito contrario, sendo que o aumento na
respiracao estava correlacionado com reducéo do teor de sacarose e glicose em folhas

de arroz com resisténcia induzida por AJ.

2.4.8 Producéo
2.4.8.1 Massa seca das plantas

A massa seca das plantas reflete a quantidade de carbono incorporado ao
sistema, e consequentemente mostrando o crescimento das plantas. A aplicacdo de
ASM causou reducéo no crescimento do feijoeiro, acentuando-se, na medida em que se
aumentou o numero de aplica¢cdes. A reducdo no crescimento foi observada por Godard
et al. (1999), que induziram resisténcia em couve-flor contra mildio (Peronospora sp)
aplicando ASM em diferentes concentragbes em uma Unica vez. O crescimento foi
reduzido de forma dependente da dose utilizada, no entanto, todas as doses reduziram
o crescimento. Com 1,5 mg i.a. L essa reducéo foi de 6%, sem, no entanto, reduzir a
severidade da doenca, j& com a dose de 75 mg i.a. L o crescimento foi reduzido em
25%, com reducao da severidade em 80%. Iriti e Faoro (2003b) induziram resisténcia
em feijoeiro com ASM (140 mg i.a. L) em uma Unica aplicacdo, porém, ndo detectaram
diferencas na taxa de crescimento, comprimento de entrenos e expansao foliar ao longo
do ciclo da cultura em casa de vegetacao.

No presente trabalho, as doses aumentavam em quantidade de aplicacoes,
levando a planta, ndo apenas a exibir uma resposta logo ap0s a aplicacdo, mas a
manter a resposta de elevacdo da respiragdo por todo o ciclo. Se considerarmos que a
respiracdo foi mantida elevada por todo o ciclo da cultura, podemos pensar que
possivelmente as plantas tenham incorporado a mesma quantidade de carbono. No
entanto, as plantas que receberam maior nimero de aplicacdes, perderam parte desse
carbono pela respiracdo, para gerar energia e manter os mecanismos de defesa ativos.
Outro fator importante € a fotossintese, uma vez que, constatou-se reducdo da sua
atividade, pode-se pensar que este efeito estd envolvido na menor incorporacédo de
carbono e consequente reducdo no crescimento.

Heil et al. (2000), trabalhando com trigo induzido com ASM (150 mg i.a. L) em

dose Unica, observaram reducdo do crescimento em fungdo da concentragdo de



109



110

observado no trabalho acima, sem interferir no crescimento. Este fen6meno ocorre
principalmente devido aos diferentes caminhos pelo qual as plantas podem expressar
resisténcia. As rizobactérias induzem resisténcia pela via do AJ/ET, sendo que esta via,
normalmente interfere na sensibilidade de percep¢éo do patégeno (VERHAGEN et al.,
2004), e, quando o patdgeno atinge a superficie do hospedeiro, a maior capacidade de
percepcdo deste, leva ao aumento na magnitude e velocidade de resposta dos
mecanismos de resisténcia para conter o avanco do patdgeno, reforcando a teoria de
gue B. cereus poderia ter induzido resisténcia sem ativar mecanismos diretamente, mas
sim genes envolvidos na percepcdo do patégeno. Porém, o custo da inducdo de
defesas s poderia ser medido apds a chegada do patégeno, como sugerem Walters e
Boyle (2005), mas o maior objetivo do presente trabalho foi avaliar o custo da

resisténcia induzida, antes da chegada do patdégeno.

2.4.8.2 Produtividade, parametros de producéo e qualidade

A produtividade do feijoeiro com resisténcia induzida por ASM foi reduzida em
funcdo do numero de aplicacdes, e, na medida em que se aumentava o numero de
aplicagbes, mais a produtividade era reduzida. Notou-se que com 2 aplicacdes, as
plantas produziram em média, cerca de 22,9% a menos, porém, ndo foi significativo, e,
com 3 e 4 aplicagbes a produtividade foi reduzida em 29,7 e 30,7%, sendo
significativamente menor. Esta reducdo se deu principalmente pela reducdo do niumero
de gréos e numero de graos por vagem. Embora ndo houvesse diferenca significativa, o
namero de vagens também exibiu tendéncia de reducdo, contudo, ndo afetando o
tamanho do gréo. Iriti e Faoro (2003b), em trabalho de campo com feijoeiro induzido
com ASM (140 mg i.a. L"), detectaram sensivel diferenca na producéo devido ao menor
namero de vagens e menor peso seco dos grdos. Visto que ndo houve diferenca
estatistica, os autores consideraram que o indutor ASM ndo apresentava evidéncias de
custo associado. No entanto, é preciso considerar que, neste caso, foi efetuada apenas
uma aplicagdo, que protegeu a cultura comprovadamente por 14 dias, mas ndo ha
ainda estudos que mostrem protecao até o fim do ciclo. Heil et al. (2000) observaram
reducdo da produtividade do trigo em plantas tratadas com ASM em funcdo da

deficiéncia de nitrogénio, mas também em funcdo da época de aplicacdo do indutor. A
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maior ou menor demanda por um determinado nutriente dentro da planta esta em
funcdo do estadio fenologico, sendo que, em culturas anuais ha periodos de maior
exigéncia, diminuindo posteriormente (MALAVOLTA, 2006). No trabalho de Heil et al.
(2000), quando o ASM foi aplicado apds o término do perfilhamento, ndo foi notada a
ocorréncia de custos, porém, antes desse prazo, o efeito se deu principalmente pela
reducdo do numero de perfilhos. Antes do término do perfilhamento, ocorre uma disputa
por esse nutriente na planta, e a reprogramacdo metabdlica faz sobressair o sistema
defensivo restringindo o crescimento (HEIL et al., 2000). Efeitos semelhantes da
reprogramacao metabodlica podem estar afetando a produtividade do feijoeiro. No
entanto, € preciso verificar quais sdo os periodos de maior demanda desse nutriente,
associado a indugéo de resisténcia no feijoeiro.

Com o indutor B. cereus ndo houve alteragdo na produtividade, embora
resisténcia induzivel tenha sido ativada. Nandakumar et al. (2001), induzindo resisténcia
em arroz com o indutor biético P. fluorescens contra R. solani, combinando diferentes
formas de tratamentos (sementes, aplicacdo no solo, imersdo de raizes e aplicacao
foliar), conseguiram reducdes na severidade de até 51% e aumentos na produtividade
de até 25%. Em comparacdo com fungicida (carbendazin), cujo melhor resultado foi
reducdo de 50% da severidade da doenca, a produtividade foi melhorada em apenas
14%, portanto inferior a produtividade proporcionada pelo indutor biético. Ainda neste
trabalho, a aplicacéo foliar de P. fluorescens reduziu a doenga em 26% e 0 aumento da
produtividade foi de 16%. Kehlenbeck e Schonbeck (1995) induziram resisténcia em
cevada, com aplicacdo de filtrado de Bacillus subtilis e observaram a redugédo da
doenca em 40%, associada ao aumento de 25% na produtividade, bem como melhora
na qualidade do grdo, com aumento do teor de amido em 30%, enquanto que O
fungicida (propiconazole) aumentou a produtividade em apenas 14%, embora a reducao
da doenca tenha sido de 90%. Os trabalhos acima mencionados apresentam aumento
de produtividade por parte das plantas em funcdo dos indutores bioticos, no entanto,
estes indutores apresentam caracteristicas que os classificam como promotores de
crescimento. O B. cereus utilizado ndo apresenta essas caracteristicas, apenas a
capacidade de induzir resisténcia contra patdégenos, portanto, ndo poderia aumentar a

produtividade.
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Até o momento, ndo encontramos na literatura trabalhos em que indutores
bidticos tenham causado reducdo da produtividade. Nesse contexto, Verhagen et al.
(2004) avaliaram 8.000 genes de Arabidopsis em resposta ao tratamento com
rizobactérias promotoras de crescimento. Desses genes, apenas 97 mostraram
alteracdes nas raizes, sendo que nenhum mostrou alteracdo na parte aérea, embora as
plantas estivessem protegidas contra Pseudomonas syringae pv. tomato, Xanthomonas
campestris pv. armoriaceae, Alternaria brassicicola, Fusarium oxysporum f. sp. raphani
e Peronospora parasitica. Os autores observaram que entre 0S genes expressos
diferencialmente, nessas plantas pré-condicionadas pelo tratamento com rizobactérias e
desafiadas com P. syringae pv. tomato, 35% eram induzidos via AJET , 17% pelo
sinergismo das vias do AJ/ET + AS e apenas 3% pela via do AS, além de 45% serem
induzidos por outras vias de sinalizacdo. Quando a planta era induzida por tratamento
com o patégeno, que induz a via do acido salicilico, semelhante ao efeito do ASM,
apenas 30% dos genes eram induzidos via AJ/ET, 22% pelo sinergismo de AJ/ET + AS
e 12% pela via do AS, enquanto que 36% eram induzidos por outras vias. Esses
resultados podem indicar que a via do AJ/ET, normalmente induzida por rizobactérias,

apresenta custo inferior em relacéo a via do AS, induzida por ASM.
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3 CONCLUSOES

Os indutores B. cereus e ASM induziram resisténcia em feijoeiro contra X.
axonopodis pv. phaseoli e Sclerotinia sclerotiorum;

O indutor biético B. cereus alterou o metabolismo do feijoeiro sem interferir na
produtividade e melhorando a qualidade da producéo;

O indutor abiético ASM alterou acentuadamente o metabolismo do feijoeiro,
gerando um custo metabdlico e redirecionando seus fotoassimilados para

aparentemente investir em defesas, ocasionando reducao da produtividade.
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