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BORO, M. C. INDUCAO DE RESISTENCIA EM MARACUJAZEIRO AMARELO (Passiflora
edulis f. flavicarpa) CONTRA Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae. Sdo Paulo, 2009.
Dissertacdo (Mestrado em Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegécio) —
Instituto Biologico.

RESUMO

O maracuja amarelo € uma das espécies de Passiflora mais importantes comercialmente,
podendo ser consumido tanto in natura como para a produgao de suco concentrado. Além
de problemas de comercializacdo e de mercado, o maracujazeiro € suscetivel a um grande
namero de pragas e doencgas de etiologia fangica, viral e bacteriana, sendo a principal delas
a mancha bacteriana ocasionada por Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae. Uma
possivel medida de controle desta doenca pode ser a ativacdo dos mecanismos de defesa
inerentes das plantas, através da aplicacdo de produtos bidticos ou abioticos. O presente
trabalho teve por objetivo estudar as formas de controle da bacteriose do maracujazeiro
amarelo através da avaliacdo do potencial de diversos agentes bidticos como isolados e
produtos a base de Bacillus thuringiensis, glicoproteinas (GP) extraidas de X. axonopodis
pv. passiflorae e de X. campestris pv. campestris, polissacarideos de Saccharomyces
cerevisiae, a proteina harpina e o indutor de resisténcia acibenzolar-S-metil (ASM). Os
experimentos foram realizados em condi¢bes de casa de vegetacdo no Instituto Bioldgico,
em Sao Paulo, SP, e os indutores foram aplicados pela aspersdo dis plantas ou por
imersdo das sementes. A inoculacdo de X. axonopodis pv. passiflorae foi realizada através
de ferimentos nas folhas, 72 h apés o tratamento das plantas e, nos ensaios com sementes,
guando as plantulas apresentavam quatro folhas verdadeiras. Os resultados indicaram que
0 ASM conferiu protecdo de 67% quando aplicado na concentragdo de 12,5 ug mL™ e, na
concentracdo 100 ug mL™, proporcionou o aumento dos sintomas da bacteriose. A proteina
harpina, quando aplicada por aspersdo, proporcionou um aumento dos sintomas no
maracujazeiro amarelo de até 108%. Os produtos comerciais a base de B. thuringiensis,

seus isolados, e seus respectivos metabdlitos, ndo proporcionaram protecdo ao



maracujazeiro amarelo contra X. axonopodis pv. passiflorae. As GP extraidas das duas
espécies de Xanthomonas, na concentra¢do de 97,93 ug mL*", protegeram em até 72% o
maracujazeiro amarelo contra a bacteriose. O extrato da levedura S. cerevisiae (200 Eq pg
de manose mL™) conferiu protecdo de 54% nas folhas. Os tratamentos das sementes com
ASM e a harpina, aplicados separadamente, conferiram protecdo nas plantulas de até 90%
e 71%, respectivamente, contra a bacteriose. Os tratamentos das sementes com ASM e a
harpina, aplicados separadamente, aumentaram a germinagao destas e proporcionarem um
maior crescimento das plantulas. Os resultados permitem concluir que o ASM, as
glicoproteinas e o extrato de S. cerevisiae podem ser usados como possiveis indutores de
resisténcia em plantas de maracujazeiro amarelo contra X. axonopodis pv. passiflorae e que
0 ASM e a harpina podem ser utilizados no tratamento das sementes de maracujazeiro

amarelo para protegerem as plantulas contra X. axonopodis pv. passiflorae.

Palavras-chave: proteina harpina, acibenzolar-S-metil, Saccharomyces cerevisiae,

glicoproteinas, indutores de resisténcia, tratamento de sementes.



BORO, M. C. INDUCED RESISTANCE IN PLANTS OF PASSION FRUIT (Passiflora edulis f.
flavicarpa) AGAINST Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae. S&o Paulo, 2009.
Dissertation (Mestrado em Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegocio) —
Instituto Bioldgico.

ABSTRACT

The yellow passion fruit is one of the most important commercial species of Passiflora that
can be consumed “in natura” or is employed in the production of concentrate juice. Besides
the problems with commercialization and market, the passion fruit is susceptible to several
pests and diseases of fungal, viral and bacterial etiology. Among these disease, the most
important is the bacterial leaf spot caused by Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae. A
possible way to control this disease is the natural defense mechanisms activation in the
plants, through the application of biotic or abiotic products. This work aimed to study the
potential for control of bacterial leaf spot using different biotic agents such as isolates and
products based on Bacillus thuringiensis, glycoproteins (GP) extracted from X. axonopodis
pv. passiflorae and from Xanthomonas campestris pv. campestris, polysaccharides of
Saccharomyces cerevisiae, the harpin protein and the resistance inducer acibenzolar-S-
methyl (ASM). The experiments were carried out in a greenhouse at Instituto Bioldgico, in
S&o Paulo, SP. The inducers were applied by spraying in the plants and by immersion of the
seeds. The inoculation with X. axonopodis pv. passiflorae was carried out through of leaf
wounds, 72 h after the treatment of the plant with the inducers and in the trials with seeds,
when the seedlings had four true leaves. The results revealed that ASM conferred a
protection of 67% at concentration of 12.5 ug mL* and, in concentration of 100ug mL™,
increase in the bacterial symptoms. The harpin protein, when sprayed, provided an increase
in plant symptoms by 108%. The products based on B. thuringiensis, the B. thuringiensis
isolate, and their respective metabolites, did not confer any protection to the plant against X.
axonopodis pv. passiflorae. The GP isolated from the two Xanthomonas species, in

concentration of 97.93 mg mL?, protected by 72% the plant against the bacteriosis. The
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yeast extract of S. cerevisiae provided protection around 54% in the plants, in concentration
of 200 ug Eq of mannose mL"'. The seeds treatment with ASM and the harpin protein,
applied separately, provided protection of the seedlings by 90% and 71%, respectively,
against the bacteriosis. The seeds treatment with ASM and the harpin protein, applied
separately, increased the seed germination and provided a greater growth of the seedlings.
The results of this study showed that ASM, the glycoproteins and yeast extract of S.
cerevisiae can be used as possible resistance inducer in yellow passion fruit against X.
axonopodis pv. passiflorae and ASM and the harpin protein can be used in seeds treatment

of yellow passion fruit to protect the seedlings against X. axonopodis pv. passiflorae.

Keywords: harpin protein; acibenzolar-S-methyl, Saccharomyces cerevisiae, glycoproteins,

plant resistance inducers, seed treatment.
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CV - coeficiente de variacao

Lev - extrato de levedura bruto
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GPs - glicoproteinas

SAB - soro albumina bovina
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1. INTRODUCAO

O maracujazeiro pertence a familia Passifloraceae e apresenta trés espécies
comercialmente importantes: Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg. (maracujazeiro
amarelo ou azedo), P. edulis Sims (maracujazeiro roxo) e P. alata Dryand. (maracujazeiro
doce). Os frutos podem ser consumidos tanto in natura ou utilizados para a producéo de
suco concentrado. O cultivo dessa planta foi estimulado pelas indastrias de suco
concentrado como alternativa aos pequenos produtores em substituicdo das lavouras
cafeeira e cacaueira, nos Estados de Séo Paulo e da Bahia, respectivamente, permitindo ao
produtor dispor de um capital de giro durante todo o ano (FERRARI, 2006).

Além dos problemas de comercializacdo e de mercado, o maracujazeiro (amarelo,
roxo e doce) é suscetivel a um grande numero de pragas e doencas de etiologia fangica,
viral e bacteriana.

Dentre essas doencas, a bacteriose do maracujazeiro, ocasionada pela bactéria
Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (Pereira) Dye € uma das principais doencas dessa
cultura, acarretando a diminuicao do seu periodo de exploracdo comercial. A bacteriose esta
presente em todas as regides onde se cultiva esta Passifloraceae, infectando todas as
espécies de maracujazeiro exploradas comercialmente.

As medidas de controle dessa bacteriose sao de carater genérico e sempre adotadas
de forma preventiva. Sem duvida, a melhor alternativa de controle seria a procura de
variedades resistentes ou que apresentassem tolerancia a X. axonopodis pv. passiflorae ou
ainda o controle através da utilizacdo de sementes sadias, visto que essa bacteriose é
veiculada pela semente, o que contribui para a distribuicdo da bactéria em todas as areas
onde o maracujazeiro é cultivado (BERIAM; MALAVOLTA, 2006).

Existe ainda a perspectiva de controle da doenca pela ativagdo dos mecanismos de
defesa inerentes das plantas, através da aplicacdo prévia de produtos biéticos ou abidticos,
gque atuam como indutores de resisténcia (MARTINS, 1991; MORAES, 1992).

Essa forma de resisténcia ativada em plantas suscetiveis € conhecida como
resisténcia sistémica adquirida (“Systemic Acquired Resistance”, SAR) ou inducdo de
resisténcia sistémica (“Induced Systemic Resistance”, ISR) (HAMMERSCHMIDT;
METRAUX; VAN LOON, 2001; STICHER; MAUCH-MANI; METRAUX, 1997). A SAR tem
sido demonstrada em varias interacbes hospedeiro-patdogeno, conferindo uma protecao
sistémica de longa duracdo e amplo espectro, sendo efetiva contra doencas causadas por
diferentes agentes bidticos, tais como virus, bactérias, fungos e nematéides (OKA; COHEN,
2001; RYALS et al., 1996). A SAR resulta na restricdo do crescimento de fitopatdgenos e

consequentemente, na supressdo ou diminuicdo dos sintomas de doencas, devido a
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ativacdo dos mecanismos de resisténcia das plantas, associada a expressao coordenada de
um conjunto de genes de defesa (METRAUX, 2001; RYALS et al., 1996).

Existem relatos na literatura que evidenciam o potencial de formulagcdes comerciais
de Bacillus thuringiensis Berliner ou do isolado bacteriano no controle de fitopatbgenos
(GUZZO; MARTINS, 1996; MELO, 1998; ROVERATTI; TEIXEIRA; MORAES, 1989).

Muitos trabalhos evidenciam o potencial da levedura Saccharomyces cerevisiae na
ativacdo de mecanismos de resisténcia e protecdo de plantas contra fitopatdgenos
(LABANCA, 2002; LYON; REGLISKY; NEWTON, 1995; MARTINS et al., 1986;
PASCHOLATI, 1998; PICCININ, 1995; ROVERATTI; TEIXEIRA; MORAES, 1989; SILVA;
PASCHOLATI, 1992).

Algumas glicoproteinas também tém sido estudadas como indutores de resisténcia,
porém, a maioria dos trabalhos relata o efeito de glicoproteinas de natureza fungica atuando
como indutoras de resisténcia. Glicoproteinas de natureza bacteriana ndao tém sido muito
estudadas (ROMEIRO; GARCIA, 2007).

O composto sintético éster S-metil do acido benzo-(1,2,3)-tiadiazole-7-carbotidico
(acibenzolar-S-metil, ASM) tem sido citado como um agente ativador dos mecanismos de
defesa de plantas, conferindo prote¢do sistémica contra diferentes patdégenos em varias
culturas, como por exemplo, fumo, trigo, feijoeiro e cacaueiro (FRIEDRICH et al., 1996;
GORLACH et al., 1996; IRITI; FAORO, 2003; RESENDE et al., 2002). O ASM vem sendo
comercializado como um ativador de plantas pela empresa Syngenta com o nome comercial
de Bion® e ja é utilizado no Brasil em escala comercial na cultura do tomate.

Harpinas s@o proteinas de origem bacteriana que ocorrem naturalmente e estdo
presentes em varias especies de bactérias fitopatogénicas, sendo que, a primeira proteina
harpina foi isolada de Erwinia amylovora. Constatou-se que a proteina harpina, produzida
por essa bactéria fitopatogénica, induz resisténcia sisttmica em plantas contra varias
doencas causadas por fungos, bactérias e virus, bem como contra alguns insetos herbivoros
(CAPDEVILLE et al., 2003; PENG et al., 2003; WEI et al., 1992). Além desses aspectos, foi
constatado que a harpina acelera o desenvolvimento vegetal (aumento da biomassa
radicular e foliar, antecipacdo da maturacdo e aumento do numero de frutos) e afeta
processos fisioldgicos basicos importantes para o crescimento vegetal, incluindo o aumento
de atividade fotossintética e absorcdo de nutrientes. Devido ao potencial no controle de
doencas de plantas, a harpina de E. amylovora tem sido comercializada em outros paises

com o nome de Messenger®, pela EDEN Bioscience.
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2. OBJETIVOS

Este projeto de pesquisa teve como principais objetivos:

1. Avaliar o potencial de diferentes agentes bidticos (polissacarideos de
Saccharomyces cerevisiae, isolados e produtos a base de Bacillus thuringiensis,
glicoproteinas de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae e X. campestris pv.
campestris e proteina harpina) e do agente abiético (acibenzolar-S-metil — ASM), na
inducdo dos mecanismos de resisténcia do maracujazeiro amarelo contra X.
axonopodis pv. passiflorae.

2. Avaliar o efeito direto dos diferentes agentes bidticos e do agente abibtico sobre o
crescimento in vitro de X. axonopodis pv. passiflorae.

3. Avaliar a possibilidade dos diferentes agentes bibticos e do agente abiético em
induzir resisténcia sistémica em maracujazeiro amarelo contra X. axonopodis pv.
passiflorae.

4. Avaliar a possibilidade de inducdo de resisténcia em maracujazeiro amarelo contra
X. axonopodis pv. passiflorae através da aplicacdo dos diferentes agentes bibticos e

do agente abiético em sementes e plantulas.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Considerag0es gerais sobre Passiflora sp.

As espécies de maracujazeiro pertencem a familia Passifloraceae, que é composta
por 19 géneros. Grande parte das espécies, cerca de 400, pertence ao género Passiflora.
No Brasil, ocorrem aproximadamente 130 espécies desta familia e o pais pode ser
considerado um dos seus centros de diversidade (BERNACCI et al., 2005).

Passiflora edulis é nativa do Brasil, apresenta varios nomes populares (maracuja
amarelo, maracuja azedo, maracuja preto e maracuja roxo) e grande variabilidade, sendo
que diferentes cores da casca do fruto sdo facilmente observadas. Entretanto, em 1932,
Otto Degener sugeriu que o0 maracuja amarelo originou-se através de melhoramento
genético, na Australia, denominando-o como P. edulis forma flavicarpa (BERNACCI et al.,
2008).

Atualmente, no Brasil, as espécies mais cultivadas de Passiflora sdo P. edulis Sims

(maracuja roxo), P. edulis Sims f. flavicarpa Deg. (maracuja amarelo) e seus hibridos. Sua
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importancia estd no valor decorativo das flores, qualidade gustativa dos frutos, bem como na
utilizacao alimentar e farmacologica do suco, casca e sementes (PIO-RIBEIRO; MARIANO,
1997). O Brasil é o maior produtor mundial e apresenta uma producao de 491 mil toneladas
em uma area de aproximadamente 36.500 ha (Agrianual, 2006). As principais regifes
produtoras encontram-se nos estados de Alagoas, Bahia, Minas Gerais, Para, Pernambuco,
Séo Paulo e Sergipe, nas quais varios problemas fitossanitarios tém sido observados, em
diferentes proporcoes, relacionados as condi¢cdes favoraveis de temperatura e umidade,
constituindo-se um problema limitante a producdo. Essas doencas, de modo geral, sdo
causadas por fungos, bactérias, virus e fitoplasmas, que atacam a parte aérea, provocando
gueda na producéo e ocasionando lesdo nos frutos.

O maracuja amarelo representa 97% da area plantada e do volume comercializado
em todo o Pais, com 60% da producdo destinada ao consumo in natura, e o restante, as
indUstrias de processamento, sendo o suco o principal produto (FRACARO, 2004).

No estado de S&o Paulo, a cultura do maracuja tem sido uma alternativa bastante
atraente para pequenos produtores, a maioria no contexto de agricultura familiar. O Estado,
que, em 1997, apresentava uma area cultivada de 4.000 ha, teve uma reducéo para 2.600
ha em 2004 (AGRIANUAL, 2006) devida aos problemas fitossanitarios que a cultura
enfrenta.

Embora a producdo brasileira seja bastante significativa em relagdo aos outros
paises produtores de maracuja, o volume produzido é insuficiente para atender a demanda
interna. O incremento da producdo constitui-se, portanto, numa excelente opcéao,
especialmente na regido Sudeste, onde 0 maracujazeiro amarelo se encontra em plena
expanséo (ATAIDE et al., 2007).

3.2. Mancha bacteriana causada por Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae.

A bacteriose do maracujazeiro foi descrita pela primeira vez no Brasil por Pereira (1969),
ocorrendo em pomares da regido araraquarense desde 1967, como Xanthomonas
passiflorae. Em 1980, com uma nova classificacdo proposta, essa bactéria passou a ser
denominada Xanthomonas campestris pv. passiflorae. Em 1995, foi feita uma reclassificacdo
do género Xanthomonas, ndo incluindo o patovar passiflorae de X.campestris, sugerindo a
denominacao de Xanthomonas sp. pv. passiflorae. Recentemente, foi proposta a mudanca
de espécie desta bactéria, baseados em estudos de homologia de DNA, passando de
Xanthomonas campestris pv. passifiorae a Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae
(GONGCALVES; ROSATO, 2000).
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A mancha bacteriana no maracujazeiro, causada por X. axonopodis pv. passiflorae, €,
na atualidade, um dos principais problemas fitossanitarios desta cultura, acarretando a
diminuicdo do seu periodo de exploracdo comercial.

A bacteriose esté presente em todas as regiées onde se cultiva esta Passifloraceae,
infectando as espécies de maracujazeiro exploradas comercialmente, principalmente o
maracujazeiro amarelo e o maracujazeiro doce. Além do maracujazeiro amarelo e do doce,
recentemente foi descrita a ocorréncia deste patdgeno em duas outras espécies: Passiflora
amethystina e P. serrato digitata (BERIAM; MALAVOLTA, 2006).

A mancha bacteriana do maracujazeiro pode ser facilmente reconhecida, pois
apresenta sintomas tipicos, distintos de outras doencas da cultura. Em estadios iniciais de
infeccdo nas folhas € comum ser observado encharcamento do tecido, ao redor das
manchas que se formam, sendo comum o inicio do desenvolvimento das lesdes a partir dos
bordos foliares. As lesbes avancam rapidamente em dire¢cdo ao centro, progredindo para
uma queima severa, na maioria das vezes com halo amarelado em torno do tecido
necrosado. Com o desenvolvimento da doenca ocorre seca das folhas e, posteriormente,
desfolha, reduzindo consideravelmente a produtividade. Ao atingir os feixes vasculares a
bactéria causa infeccao sistémica, podendo ocasionar morte de ramos e, ocasionalmente,
até da propria planta (VIANA; COSTA, 2003). Em frutos infectados, se desenvolvem
manchas pardas, quando h& condi¢cbes favoraveis ao desenvolvimento da doenca,
depreciando o aspecto do produto e, em raros casos, causando seu apodrecimento
(MALAVOLTA,; BERIAM; RODRIGUES NETO, 2001).

Estes sintomas tipicos, manifestados principalmente nas partes tenras ou suculentas dos
tecidos, ocasionam a inutilizag&o dos frutos para consumo, queda das folhas e ramos, levando a
morte da planta (RUGGIERO, 1987). Oliveira (1982) enfatiza que a ocorréncia de doencas € a
principal dificuldade para o cultivo do maracujazeiro e, dentre elas, se destaca a bacteriose. Ndo
raro a bacteriose destréi, em questdo de semanas, pomares inteiros. Os estados maiores
produtores sdo Bahia, Sergipe, Minas Gerais, Parana e Sao Paulo, e, em todos eles, a
enfermidade incide com diferentes graus de severidade. Uma doenca assim destrutiva tem sua
importancia maximizada se considerarmos que o Brasil € o maior exportador mundial do suco e
do concentrado, sendo também o maior produtor (ROMEIRO, 2000).

Na epidemiologia da bacteriose do maracujazeiro, o primeiro ponto a ser considerado
€ a transmissdo da bactéria pela semente (indculo primario). Plantulas infectadas
expressam sintomas da bacteriose quando ha condi¢cbes de alta umidade e de temperaturas
elevadas. Nestes casos, dificilmente a cultura sobrevive ao primeiro ano apds o plantio.

A bactéria X. axonopodis pv. passiflorae pode sobreviver durante varios meses em
restos culturais, havendo a possibilidade de permanecer em plantas de maracujazeiros

silvestres. Quando ocorre a forma sistémica da infeccdo, as préaticas culturais como
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polinizacdo, poda, desbaste, capinas e as préprias pulverizacbes com fungicidas, herbicidas
e adubos foliares, tém papel importante na disseminacdo da bactéria, principalmente
quando se considera a arquitetura da planta (espaldadeira ou parreira). A juncdo das
folhagens de duas ou mais plantas facilita a disseminagéo da bactéria planta a planta.

Nos periodos chuvosos, com temperaturas elevadas, o patégeno dissemina-se
rapidamente, comprometendo toda a cultura em curto espaco de tempo. Durante o inverno,
juntamente com periodos de estiagem, a disseminagdo da bactéria no campo, quando
ocorre, € lenta (BERIAM; MALAVOLTA, 2006).

A principal medida de controle da mancha bacteriana é a excluséo, evitando-se a
introducdo do patégeno na area de cultivo. O tratamento das sementes com agua aquecida
a 50 °C por 15 minutos é reportado como eficiente para erradicacdo da bactéria. A
eliminacdo de plantulas com sintomas da doenca, assim que detectadas em viveiro,
apresenta papel importante no controle. A poda e eliminacéo de érgdos vegetais infectados
contribuem para reducdo da densidade de in6culo, devendo-se fazer esta operacdo em dias
em que nao haja condi¢cbes de ocorrer molhamento das plantas. Neste caso, é aconselhavel
gue se faca desinfestacé@o de ferramentas de poda com hipoclorito de sodio (agua sanitaria)
ou amodnia quaternéria durante a operagéo (FISCHER; KIMATI; REZENDE, 2005).

Existem produtos cupricos e antibiticos registrados no controle da mancha-
bacteriana para a cultura do maracuja, formulados com sulfato de cobre + oxitetraciclina;
oxitetraciclina + sulfato de estreptomicina e casugamicina (MAPA-AGROFIT, 2008).
Fungicidas a base de cobre sdo uma op¢ao no controle da mancha-bacteriana, no entanto,
estudos indicam que podem ser encontrados isolados resistentes a fungicidas cupricos
(FRANCO; TAKATSU, 2004). E importante ressaltar que se deve utilizar com critério a
alternativa de controle quimico da doenca, ndo sendo o principal, mas sim um dos

componentes para 0 manejo integrado.

3.3. Inducéo de resisténcia em plantas

A agricultura atual busca um modelo de sustentabilidade no qual se deve usar o
minimo de pesticidas possivel para combater pragas e doencas. Para estar de acordo com
esta tendéncia, € preciso encontrar medidas alternativas de manejo fitossanitario
compativeis com a qualidade ambiental visada no manejo sustentavel. Dentre as opcbes de
manejo, cita-se o uso de substancias capazes de atuarem como indutores de resisténcia as
doencas de plantas.

A inducdo de resisténcia envolve a ativacdo de mecanismos de defesa latentes
existente nas plantas, ocorrendo naturalmente como resultado de uma infec¢éo limitada do

patdégeno, particularmente quando a planta desenvolve uma reacdo de hipersensibilidade
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(VAN LOON; BAKKER; PIETERSE, 1998), ou também em resposta ao tratamento com
agentes bidticos (microrganismos ou substancias de origem microbiana) e abibticos
(substancias de origem quimica) (BONALDO; PASCHOLATI; ROMEIRO, 2005; DANN et al.,
1996) sendo conhecida como resisténcia sistémica adquirida (“Systemic Acquired
Resistance”, SAR) ou inducdo de resisténcia sistémica (“Induced Systemic Resistance”,
ISR) (GUZZO et al., 2004; HAMMERSCHMIDT; METRAUX; VAN LOON, 2001; STICHER;
MAUCH-MANI; METRAUX, 1997).

Os mecanismos de defesa envolvidos incluem a resposta de hipersensibilidade;
alteracBes estruturais no tecido vegetal, como calose, lignificacBes e formacéo de papilas;
acumulo de substancias toxicas ao patdgeno, como espécies ativas de oxigénio (EAOS),
fitoalexinas, ou proteinas relacionadas a patogénese (PR- Proteinas); fenilpropandides;
produtos do metabolismo secundario, como fenilalanina aménia-liase (PAL) e
peroxidases (RESENDE et al., 2007; CAVALCANTI; BRUNELLI; STANGARLIN, 2005;
LEE; LEON; RASKIN, 1995; DURRANT; DONG, 2004; STICHER; MAUCH-MANI;
METRAUX, 1997).

A SAR tem sido demonstrada em varias interacdes planta-patdgeno, conferindo uma
protecdo sistémica de longa duracdo e amplo espectro, sendo efetiva contra doencas
causadas por diferentes agentes bioticos, tais como virus, bactérias, fungos e nematoéides
(DE NARDI et al.,, 2006; GORLACH et al., 1996; MISHINA; ZEIER, 2007; RYALS et al.,
1996).

Relatos demonstram que plantas suscetiveis previamente tratadas com racas
avirulentas de um patdgeno, patdgenos incompativeis, microorganismos nao patogénicos,
como por exemplo, leveduras, elicitores provenientes de patdégenos, metabdlitos de
microorganismos ou agentes abibticos também se apresentaram protegidas local e/ou
sistemicamente, contra diversos fitopatdgenos (KUC, 1995; MARTINS et al., 1985;
OOSTENDORRP et al., 2001; PASCHOLATI, 1998; STICHER; MAUCH-MANI; METRAUX,
1997).

O efeito protetor observado nas plantas se mostra persistente e dependente das
condi¢des de luz, temperatura, das concentracdes do indutor e do indculo utilizadas e do
intervalo de tempo entre o tratamento com o indutor de resisténcia e a inoculagdo com o
patégeno (KUC, 1995; MADAMANCHI; KUC, 1991).

A inducgédo de resisténcia ja foi demonstrada, até o presente momento, em inUmeras
espécies de plantas, distribuidas entre diversas familias botanicas, tanto em dicotiledéneas
como em monocotiledéneas (LUCAS, 1999).

Porém, o tratamento de plantas com indutores de resisténcia pode provocar efeito
contrdrio, ou seja, ocasionar a supressao da resisténcia, fendbmeno este chamado de

suscetibilidade induzida, quando o indutor torna a planta mais suscetivel ao patégeno ao
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invés de ativar seus mecanismos de resisténcia (OUCHI, 1983). Este fendmeno foi
observado por Kuhn et al. (2006) no patossistema mandioca x Xanthomonas axonopodis pv.
manihotis, através do tratamento com extrato de curcuma (Curcuma longa L.), também
conhecido como acafréo.

Os primeiros relatos de inducdo de resisténcia foram descritos por Beauverie (1901)
e Ray (1901), no qual obtiveram indugéo de resisténcia em begénias pelo uso de isolados
atenuados de Botrytis cinerea e relacionaram a inducdo com as condi¢cbes ambientais de
cultivo. Entretanto, o grande acontecimento ocorreu com a descoberta da inducdo de
resisténcia pelo professor Joseph Kué¢ da Universidade de Lexington, Kentucky, EUA,
gquando em 1975 descreveu a ativacao das defesas proprias de plantas de pepino apés uma
pré-infeccdo por um patégeno (CASTRO et al., 2007).

No Brasil, os primeiros estudos foram desenvolvidos em 1970, no Instituto Bioldgico,
pela Dra. Walkyria B. C. Moraes em plantas de café contra Hemileia vastatrix, com o uso de
uredosporos inativados de H. vastatrix (BONALDO; PASCHOLATI; ROMEIRO, 2005;
MORAES et al, 1976).

3.4. Indutores de resisténcia

Os agentes de origem bibtica e abibtica, capazes de ativar ou induzir qualquer
resposta de resisténcia nas plantas sdo chamados de elicitadores (SMITH, 1996). Estes
agentes podem apresentar natureza quimica variada, demonstrando a ndo existéncia de
caracteristica estrutural Unica na determinacdo da atividade elicitora (STANGARLIN et al.,
1999).

Existem varios relatos na literatura de diversas substancias de origem bioldgica que
agem como indutores de resisténcia (KUC, 2001), como fracdes de parede celular de
plantas, de fungos (DOKE; RAMIREZ; TOMIYAMA, 1987) e de bactérias;
lipopolissacarideos de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (PIETERSE et
al., 2001; VAN LOON; BEKKER; PIETERSE, 1998); fluido intercelular de plantas; extratos
vegetais (FOUGHT; KUC, 1996) e de microrganismos ndo patogénicos, como S. cerevisiae
(PASCHOLATI, 1998) e substancias provenientes de fitopatégenos, como Phytophthora
spp., Pyricularia oryzae e Erwinia amylovora (KELLER et al., 1996; SCHAFFRATH,;
SCHEINPFLUG; REISENER, 1995; WEI et al., 1992; YU, 1995).

Quanto aos agentes abioticos foi demonstrado que diferentes compostos inorganicos
ou organicos nao relacionados estruturalmente induzem resisténcia em plantas ao ataque
por insetos herbivoros e contra doengas causadas por nematoides, bactérias, fungos e virus
(BOSTOCK et al., 2001; HAMMERSCHMIDT; METRAUX; VAN LOON 2001; KESSMANN et
al., 1994; OOSTENDORP et al.,, 2001). Entre os compostos inorganicos podem ser
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mencionados, o acido [3-aminobutirico (BABA), o acido salicilico (AS) e seus analogos
funcionais, como o &cido-dicloroisonicotinico (INA) e o é&cido benzo-(1,2,3)-tiadiazole-7
carbotidico (acibenzolar-S-metil - ASM) (GUZZO et al., 2001; PEREIRA, 2006).

Os indutores de resisténcia ndo apresentam, normalmente, acdo antimicrobiana
direta (GUZZO et al., 2001; DURRANT; DONG, 2004), mas atuam como moléculas
sinalizadoras de respostas de defesa da planta. Ao serem reconhecidas pelas células
vegetais induzem a expressdao de genes que codificam a sintese de compostos de
resisténcia (RYALS et al., 1996; SCHENK et al., 2000; METRAUX, 2001; DANTAS et al.,
2004), impedindo ou dificultando o estabelecimento e/ou desenvolvimento do patdégeno e,

conseglentemente, reduzindo os sintomas da doenca.

3.4.1. Acibenzolar-S-metil (ASM)

Apoés a identificacdo na década de 90 de um composto derivado do benzotiadiazole
(BTH), o éster S-metil do acido benzo-(1,2,3)-tiadiazole-7-carbotibtico (acibenzolar — ASM),
atuando como indutor de resisténcia em diversas plantas (RYALS et al.,, 1996) e em
sementes (LATUNDE-DADA; LUCAS, 2001), observou-se um consideravel avanco nos
estudos sobre o fendmeno da indugdo de resisténcia. Desde entdo, varios produtos estéo
surgindo, alguns deles de origem natural e natureza biética, explorando de modo geral, a
capacidade de ativacdo de diversos mecanismos de defesa nas plantas (CASTRO et al.,
2007).

O ASM é talvez o mais potente ativador sintético da resisténcia sistémica adquirida
descoberto atualmente (KESSMANN et al., 1994). Este composto elicita o acimulo dos
mesmos genes ativados pelo acido salicilico (AS). Porém, apesar do AS ser um indutor de
resisténcia eficiente, pode apresentar problemas com estabilidade e fitotoxidade
(REGLINSKI; LYON; NEWTON, 1994), enquanto o ASM, que nao apresenta atividade
antimicrobiana direta, aumenta a resisténcia das plantas as doencas, ndo causando estes
efeitos indesejaveis (CASTRO et al., 2007).

O ASM é comercializado na Europa como Bion® (Syngenta Ltda, Suica) e nos EUA
como Actigard® (Syngenta, Carolina do Norte). O ASM pode ser enquadrado na definicdo
de um indutor de resisténcia, pois fornece protecdo a um amplo espectro de patdégenos e
nao apresenta atividade antimicrobiana direta (KESSMANN et al., 1994).

A aplicacéo foliar de ASM a 50 mg L™, no pré-florescimento de mel&es, provocou a
diminuicdo substancial da incidéncia de doencas de po6s-colheita (HUANG et al., 2000). A
aplicacdo pré-colheita de ASM em morangos, nas concentragbes de 0,25 a 2 mg mL™,
atrasou o desenvolvimento de Botrytis cinerea nos frutos (TERRY; JOYCE, 2000). Cia

(2005) constatou que a aplicagédo pré-colheita de ASM, em mistura com azoxistrobina, foi
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eficiente na reducéo da antracnose, causada por Colletotrichum gloeosporioides, em maméo
na pos-colheita.

Quando aplicado em Arabdopsis thaliana, 72 horas antes da inoculacdo com
patégenos, o ASM promoveu reducdo nos sintomas das doencgas causadas pelo fungo
Phytophthora parasitica, pela bactéria Pseudomonas syringae pv. tomato e pelo Turnip
crinkle virus (TCV) (LAWTON et al., 1996). Plantulas de tomate pré-tratadas com o ASM
mostraram uma reducdo na severidade do cancro bacteriano causado por Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (BAYSAL; SOYLU; SOYLU, 2003). Guzzo et al. (2001)
e Guzzo et al. (2004) constataram a inducdo de resisténcia local e sistémica a H. vastatrix
em tecidos foliares de cafeeiro cv. Mundo Novo, pela aplicacédo de ASM a 200 pg mL™.

Inbar et al. (1998) mostraram que o ASM induziu resisténcia simultanea, em
tomateiro, contra diferentes fitopatdgenos e contra a larva minadora Liriomyza spp.,
reduzindo significativamente a incidéncia da mancha bacteriana, da pinta preta e da mancha
de Cladosporium causadas, respectivamente, por Xanthomonas campestris pv. vesicatoria,
Alternaria solani e Cladosporium fuvum e a densidade das larvas de Liriomyza spp.

Plantulas de uma cultivar suscetivel de Vigha unguiculata, obtidas a partir de
sementes tratadas com ASM, mostraram-se protegidas contra a antracnose causada por
Colletotrichum destructivum (LATUNDE-DADA; LUCAS, 2001).

Ishida et al. (2008) verificaram significativa reducéo nos sintomas da mancha angular
em algodoeiros tratados com ASM. Tally et al. (1999) observaram que em plantas de tomate
a resisténcia foi ativada pelo ASM contra Phytophthora infestans, mas nenhum efeito
protetor significativo foi verificado em batata em relacdo ao mesmo patégeno. Os autores
concluiram baseados, também, em estudos efetuados com outras culturas, que o espectro
de resisténcia ativado por ASM é especifico e determinado para cada espécie vegetal.
Cardoso Filho (2003) também verificou que o ASM néo foi capaz de induzir resisténcia a
mancha preta dos citros (MPC) em mudas de limdo ‘Siciliano’ e em frutos de laranjeira
‘Péra-Rio’. No patossistema feijoeiro / Curtobacterium flaccumfaciens, Soares e Maringoni
(2002) nao verificaram protecdo tanto no tratamento de sementes, quanto com aplicacao
foliar de ASM. Soares; Maringoni e Lima (2004) verificaram a ineficiéncia do ASM na
inducdo de resisténcia a Murcha de Curtobacterium em feijoeiro e também um menor
desenvolvimento das plantas tratadas.

O ASM ja é utilizado no Brasil em escala comercial na cultura do tomate no controle
de X. campestris pv. vesicatoria, promovendo, além de menor severidade da doenca,
incrementos na producado e na qualidade dos frutos. Cavalcanti e Resende (2004), além da
efichcia do ASM como indutor de resisténcia em plantulas de cacaueiro contra a murcha de
Verticillium, com reducdo de até 55,4% na severidade da doenga, comprovaram um

acréscimo na ordem de 10,5% no peso fresco e 35,7% na altura das plantas, em
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comparacdo com aquelas somente inoculadas com o fungo. Estes resultados contrastam
com relatos na literatura (GODARD et al., 1999; IRITI; FAORO, 2003; KUHN, 2007) que
correlacionam negativamente a inducéo elicitada por ASM com o rendimento das culturas
em funcdo do custo energético da planta alocado para a ativacdo dos mecanismos de
defesa.

Kuhn (2007) determinou a ocorréncia da indugéo de resisténcia em feijoeiro contra
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli com base na reducdo do crestamento bacteriano
comum, e contra Sclerotinia sclerotiorum apds o tratamento com ASM e Bacillus cereus. No
mesmo trabalho, foi verificada a reducdo da massa seca e do crescimento, com diminuicdo
da produtividade do feijoeiro tratado com ASM, principalmente para os tratamentos que
receberam maior numero de aplicacfes. A reducdo do crescimento também foi observada
por Godard et al. (1999), que induziram a resisténcia em couve-flor contra mildio
(Peronospora sp.), aplicando ASM em diferentes concentrages em uma Unica vez, porém,
o crescimento foi reduzido em todas as doses. Iriti e Faoro (2003) induziram resisténcia em
feijoeiro com ASM em uma Unica aplicacdo de 140 mg L™, detectando sensivel diminuicdo
da produtividade, porém sem diferencas na taxa de crescimento. Buschmann; Fan e
Souerborn (2005) reportaram reducdo da biomassa de girassol tratado com ASM.

O efeito na produtividade por ASM é dependente da dose utilizada, sendo que em
couve-flor, 75 mg L™ foi suficiente para reduzir a severidade de mildio em 80%, porém
reduziu o crescimento das plantas em 25% (GODARD et al., 1999). Portanto, pode haver
um prejuizo no desenvolvimento das plantas e/ou produtividade em funcdo da dose utilizada
e da quantidade de aplicagbes dos elicitores. Di Piero; Kuhn e Pascholati (2005) ja
chamaram a atencdo para estes fatos, sugerindo que o numero de aplicacdes e as

dosagens precisam ser otimizados.

3.4.2. Proteina harpina

Harpinas séo proteinas de natureza bacteriana naturalmente produzidas por algumas
espécies de bactérias fitopatogénicas (JONES, 2001). A primeira harpina foi isolada a partir
da cultura de um isolado avirulento de E. amylovora (WEI et al.,, 1992). Ao longo da
pesquisa, descobriu-se que esta proteina induz resisténcia e promove crescimento em
plantas.

A harpina, isolada de E. amylovora, apresenta na sua composi¢cdo 403 aminoacidos
e massa molecular de 44 kD. E termoestavel (100 °C por 10 min), rica em glicina, solivel em
agua, mas ndo possui atividade enzimatica conhecida, tendo sido sua sequéncia de
aminoacidos depositada no GenBank (n° de acesso AAC31644) (WEI et al., 1992).
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Foi constatado que a proteina harpina rica em glicina, produzida pela bactéria
patogénica E. amylovora, induz resisténcia sistémica em plantas contra varias doencas
causadas por fungos, bactérias e virus e também contra alguns insetos herbivoros
(CAPDEVILLE et al., 2003, PENG et al., 2003; WEI et al., 1992). As harpinas induzem a
resposta de hipersensibilidade em plantas, sendo codificadas por um grupo de genes
denominados “hypersensitive response and pathogenicity” (hrp) (reacdo de
hipersensibilidade e patogenicidade) (TERRY; JOYCE, 2004).

Conhecidas suas propriedades bioldgicas e de inducdo de resisténcia, teve inicio,
ainda no inicio da década de 90, o desenvolvimento de um produto comercial denominado
Messenger® (disponivel nos EUA) tendo como principio ativo a harpina, que ativa as
defesas naturais da planta e promove o seu crescimento (EDEN Bioscience Corporation,
2008).

Trabalhos subsequientes para o desenvolvimento do produto mostraram que as
harpinas agem como eliciadoras por ativar multiplas rotas de sinalizacdo que culminam na
ativacdo de genes de resisténcia. A promocao de crescimento também é ativada, com o
aumento da biomassa, do sistema radicular, floracdo precoce, maturacdo mais rapida dos
frutos e aumento de produtividade (EDEN Bioscience Corporation, 2008). French et al.
(2006) e French (2007) observaram que sementes de algodao tratadas com harpina, além
de proteger a cultura contra os nematdides Meloidogyne incognita e Rotylenchulus
reniformis, proporcionaram um incremento na producdo e aumento da biomassa da cultura.

O produto Messenger® ja foi testado em mais de 40 culturas e mostrou-se efetivo
para algodéo, trigo, pepino, citros, morango, fumo, tomate e pimentdo (ROMEIRO; GARCIA,
2007).

Capdeuville et al. (2002), verificaram reducéo dos sintomas de bolor azul, causado por
Penicillium expansum, em frutos de macieira tratados com harpina nas concentracdes de 10
a 80 ug mL* e em trés intervalos de tempo entre o tratamento e a inoculacdo do patégeno
(24, 48 e 96 h). Entretanto, o melhor resultado foi observado no tratamento com a
concentracdo de 80 pg mL™ realizado 96 h antes da inoculacdo. Em um segundo
experimento, quando foram testados tempos e doses maiores, a harpina mostrou melhores
resultados nas maiores concentracdes, de 80 e 160 mg L™, e nos intervalos de tempo de 48
e 96 h, sendo que no intervalo de tempo de 144 h a protecdo diminuiu significativamente,
nao diferenciando das testemunhas (CAPDEVILLE et al., 2003).

Yang et al. (2005) verificaram que a proteina harpina, quando aplicada na
concentracdo de 90 mg mL™ em cultivares de meldo Hami e inoculadas com Trichothecium
roseum, foi capaz de reduzir o didmetro das les6es nos frutos inoculados, né&o
demonstrando fitotoxicidade nos frutos e efeito fungicida in vitro. Péssegos tratados em pds—

colheita com dois produtos comerciais contendo proteina harpina na concentracao de 80 mg
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L™ do ingrediente ativo (i.a.) reduziram o desenvolvimento de Monilinia fructicola nos frutos
(DANNER et al., 2008).

A técnica de microscopia de varredura foi utilizada por Capdeville et al. (2008) para
avaliar alteracdes celulares induzidas pela harpina em tecidos de frutos de macieira, que
pudessem ter sido ativadas como resposta de defesa a P. expansum. Foi observado na
testemunha que o fungo iniciou a colonizac&o no intervalo de 48 h apds a inoculagéo e que
um pico de colonizacao ocorreu dentro de 72 h. Porém, nos frutos tratados com harpina, a
germinacdo de esporos e a colonizacdo dos tecidos ndo foram evidentes até 96 h. Na
testemunha foi possivel observar que o crescimento micelial ocorreu dentro das paredes
celulares em 72 h e que uma intensa colonizacao dos tecidos foi observada dentro de 96 h
ap6s a inoculacdo. Por outro lado, nos frutos tratados com harpina, a germinacdo dos
esporos e a colonizac¢do nos ferimentos ocorreram somente 144 h apos a inoculacdo com P.
expansum. Através de microscopia de transmissao, foi possivel observar diversas aposicoes
e depdsitos na parede celular e acumulo de tanino nos vacuolos em resposta ao tratamento
com harpina, blogueando o avanco do patdgeno nos frutos. Estas observacdes sugerem
gque a harpina pode desencadear ou intensificar respostas celulares de resisténcia em

macas.

3.4.3. Bacillus thuringiensis

B. thuringiensis Berliner (1911) é uma bactéria anaerdbica facultativa, gram-positiva,
em forma de bastonete, capaz de formar enddsporos e de produzir inclusdes cristalinas
protéicas durante o processo de esporulacdo. Estas inclusdes cristalinas, compostas por
diferentes proteinas com propriedades inseticidas, sdo responsaveis pela atividade todxica
desta espécie, especialmente para as ordens Coleoptera, Diptera e Lepidoptera (GLARE; O’
CALLAGHAM, 2000). Podem, também, ser téxicas a nematdides (CAMPOS et al., 2003).
Devido a essa caracteristica, B. thuringiensis tem sido utilizado em larga escala como
bioinseticida.

No Brasil, B. thuringiensis tém sido utilizado em pesquisas com inducdo de
resisténcia devido as facilidades encontradas na aquisicdo de formulacdes comerciais
(PICCININ, 2000). Alguns trabalhos mostram o uso de preparacbes comerciais de B.
thuringiensis no controle de fitopatdgenos (BATISTA Jr. et al., 2002; LA VEGA et al., 2006).

La Vega et al. (2006) evidenciaram o potencial de B. thuringiensis como agente de
controle biolégico para fungos fitopatogénicos. Quitinases produzidas por B. thuringiensis
mostraram atividade litica contra as paredes celulares de seis fitopatégenos, inibiram o
crescimento micelial de Fusarium sp. e de Sclerotium rolfsii, além de produzir um aumento

significativo na taxa de germinagcdo de sementes infestadas. Batista Jr. et al. (2002) também
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constataram que dois isolados de B. thuringiensis, um deles produtor da toxina bioinseticida
Cryl Ab, apresentaram efeito fungistatico sobre os fungos fitopatogénicos Fusarium solani
f.sp. phaseoli, F. solani f.sp. glycines, F. oxysporum e Colletotrichum sp.

O uso de B. thuringiensis, ou de produtos comerciais a base destes, na inducao de
resisténcia em plantas contra patégenos também foi demonstrado (GUZZO; MARTINS,
1996; JESUS; GUZZ0O; HARAKAVA, 2008; ROVERATTI; TEIXEIRA; MORAES, 1989; CIA,
2005).

Cafeeiros suscetiveis a H. vastatrix, agente causal da ferrugem alaranjada,
previamente tratados com Thuricide® (B. thuringiensis), mostraram-se protegidos contra
uma posterior infeccdo pelo patégeno (ROVERATTI; TEIXEIRA; MORAES, 1989). O produto
mostrou-se eficiente em induzir resisténcia sistémica nas plantas, reduzindo o tamanho das
lesBes. Posteriormente, Guzzo e Martins (1996) demonstraram que B. thuringiensis
protegeu plantas de café contra H. vastatrix na concentracdo de 50 mg mL™ e induziu a
sintese de B-1,3-glucanases e quitinases. Jesus; Guzzo e Harakava (2008) observaram
reducdo dos sintomas (66,3%) em cafeeiros tratados com B. thuringiensis, isolados do
produto comercial Dipel PM®. Cia (2005) constatou que a aplicacdo de B. thuringiensis na
concentracdo de 7,5 mg mL™, efetuada 24 h antes da inoculacdo com C. gloeosporioides,
reduziu a severidade e a incidéncia de antracnose em mamdes, de forma dependente do
intervalo de tempo entre o tratamento e a inoculagcdo. O fato da bactéria ndo ter atuado
diretamente sobre o crescimento micelial e a germinacdo de conidios do patégeno,
evidencia que a protecdo observada nos frutos pode estar relacionada a inducédo de

resisténcia pos-colheita.

3.4.4. Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae é um fungo ascomiceto que pode formar ascos sem a producdo de
ascocarpos e o0 crescimento da coldénia se da por brotacdo das células, ndo havendo
producdo de micélio (AGRIOS, 2004). Seu habitat natural é a superficie de frutas, porém
tem sido utilizada pelo homem na producao de bebidas alcodlicas, etanol e na panificacéao.
Ja esta evidenciado na literatura que S. cerevisiae € capaz de induzir respostas de defesa
nas plantas (FIALHO, 2004; LOPEZ, 1991; MARTINS et al., 1986; PICCININ, 1995;
REGLINSKI; LYON; NEWTON, 1994; RONCATTO; PASCHOLATI, 1998; ROVERATTI;
TEIXEIRA; MORAES, 1989; SILVA; PASCHOLATI, 1992; STANGARLIN; PASCHOLATI,
1994; WULFF; PASCHOLATI, 1998; CIA, 2005).

Martins et al. (1986) relataram que a aplicagéao do filtrado de cultura de S. cerevisiae
em folhas de café, 72 h antes da inoculacdo com H. vastatrix, induziu resisténcia ao

patégeno. Silva e Pascholati (1992) constataram que o filtrado de cultivo da levedura inibiu a
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germinacdo de esporos e a formacdo de apressérios por Colletotrichum graminicola e
protegeu plantas de milho contra o patdgeno. Reglinski; Lyon e Newton (1994) observaram
que extratos de S. cerevisiae resultaram na reducdo de cerca de 90% da infeccdo por
Erysiphe graminis em cevada. Fialho (2004) constatou que S. cerevisiae inibiu em 73% o
crescimento micelial de Guignardia citricarpa. Demonstrou-se também o efeito de
suspensfes de células dessa levedura (linhagem de panificacdo), bem como do filtrado
dessas suspensdes na protecdo de plantas de sorgo contra C. graminicola e Exserohilum
turcicum (LOPEZ, 1991; PICCININ, 1995) e milho contra E. turcicum (STANGARLIN;
PASCHOLATI, 1994), sendo que, a resposta protetora foi dependente da concentracdo da
levedura utilizada, bem como do intervalo de tempo entre a aplicagdo do produto e a
inoculacdo do patégeno. Piccinin (1995) demonstrou o efeito de suspensfes de células
dessa levedura (linhagem de panificacdo) na protecdo de plantas de maracuja contra X.
campestris pv. passiflora e plantas de eucalipto contra B. cinerea.

O potencial de S. cerevisiae foi verificado no controle pds-colheita de antrachose em
mama&o quando esta levedura foi aplicada na concentracdo de 20 mg mL™, 24 h antes da
inoculacdo com C. gloeosporioides (CIA, 2005). Gomes et al. (2007) verificaram em videira,
em condi¢cdes de campo, que o produto Agromos®, a base de manano-oligossacarideo
fosforilado, proveniente da parede celular de S. cerevisiae, foi eficiente na protecdo contra
oidio e mildio causados por Uncinula necator e Plasmopora viticola, respectivamente. O
produto aplicado em intervalos de sete dias foi mais eficiente para o controle de oidio,
enquanto que a melhor protecao ao mildio foi conferida com a aplicacdo em intervalos de 15

dias.

3.4.5. Macromoléculas de natureza glicoprotéica

A exploséo oxidativa é uma das respostas mais rapidas de defesa da planta apés o
reconhecimento do patdégeno. Contudo, os elicitores mais efetivos para causar este
fenbmeno sdo macromoléculas derivadas do patdégeno que se ligam a receptores na
superficie da célula vegetal (ALLAN; FLUHR, 1997). Os primeiros relatos da producéao de
espécies reativas de oxigénio nas interacBes incompativeis nos patossistemas batata X
Phytophthora infestans e fumo X virus do mosaico do fumo (TMV) foram descritos em 1983
por Doke e 1988 por Doke e Ohashi.

Vérias classes de compostos estruturalmente distintos, como oligossacarideos,
moléculas lipofilicas, glicoproteinas e peptideos agem como sinais quimicos que sao
percebidos pelas plantas e induzem elementos envolvidos na resposta de defesa
(CAVALCANTI; RESENDE; OLIVEIRA, 2007).



30

As glicoproteinas sdo compostos de proteinas simples combinadas com algum grupo
de carboidrato e estdo sempre presentes em componentes das bactérias (GEOCITIES,
2008).

Algumas glicoproteinas tém sido estudadas como indutores de resisténcia, porém, a
maioria dos trabalhos relata o efeito de glicoproteinas de natureza fangica atuando como
indutoras de resisténcia. Glicoproteinas de natureza bacteriana ndo tém sido muito
estudadas (ROMEIRO; GARCIA, 2007).

Na literatura sdo encontrados alguns trabalhos evidenciando o potencial destas
macromoléculas como indutores de resisténcia em algumas interacdes planta-patégeno.

Jabs et al. (1997) verificaram que um elicitor de natureza glicoprotéica isolado de
Phytophthora sojae induz respostas de defesa através da formacao de espécies reativas de
oxigénio. A acdo ativadora de defesa de fraches protéicas de um extrato aquoso proveniente
de massa seca de Lentinula edodes foi comprovada em plantas de pepino inoculadas com
Colletotrichum lagenarium. As fracBes protéicas parcialmente purificadas reduziram a
severidade da antracnose e induziram um aumento de peroxidase nos tecidos vegetais (DI
PIERO; WULFF; PASCHOLATI, 2006).

Cavalcanti, Resende e Oliveira (2007) também concluiram que o extrato protéico
obtido de lobeira (Solanum lycocarpum) infectada com Crinipellis perniciosa reduziu em
tomateiro o progresso da mancha foliar bacteriana, causada por X. campestris pv.
vesicatoria, sendo capaz de induzir respostas de defesa como, a ativacéo de peroxidase nos
tecidos vegetais.

Videiras foram protegidas em 75% contra B. cinerea através da aplicacdo de
elicitinas, compostos de natureza protéica, extraidas de Phytophthora oligandrum
(MOHAMED; LHERMINIER; FARMER, 2007).

Romeiro e Kimura (1997) demonstraram que macromoléculas de natureza
glicoprotéica isoladas de células fracionadas de X. campestris pv. vesicatoria, dissolvidas
em agua destilada na proporcdo de 1 mg mL*, e aplicadas em plantas de pimentdo 72 h
antes da inoculagdo com o mesmo patdgeno, induziram resisténcia. Além deste trabalho, na
literatura existem outros ressaltando o papel de proteinas e glicoproteinas nos mecanismos
de resisténcia das plantas (MORAES, 1998; PASCHOLATI; LEITE, 1995).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material vegetal

Sementes de maracujazeiro amarelo foram colocadas para germinar em uma mistura
de solo, areia e esterco de curral, na propor¢cdo de 1:1:1, em sementeiras. Quando as
plantulas apresentaram o primeiro par de folhas verdadeiras, foram transferidas para sacos
de plantio (cerca de 2 L), contendo a mesma mistura.

Este procedimento foi desenvolvido em condicdes de casa-de-vegetacao.

4.2. Linhagem bacteriana

Foi utilizada a linhagem IBSBF 1343 de X. axonopodis pv. passiflorae (linhagem
tipo), pertencente & Cole¢do de Cultura de Fitobactérias do Instituto Biologico, isolada de
plantas de Passiflora edulis originarias da regido de Araraquara, estado de Sao Paulo.

A linhagem est4 mantida sob liofilizacdo e foi recuperada em meio Nutriente Agar
(NA) e mantida em suspenséo aquosa estéril a temperatura ambiente, durante a conducgéo

dos experimentos.

4.3. Testes de patogenicidade

Os testes de patogenicidade foram conduzidos em condi¢cbes de casa-de-vegetacao
em plantas de maracujazeiro amarelo.

Foram preparadas suspensdes bacterianas de X. axonopodis pv. passiflora em 4gua
destilada estéril, com concentracéo aproximada de 3x10° Unidades Formadoras de Col6nia
(UFC) mL™, que correspondem a uma absorbancia no comprimento de onda de 600 nm
igual a 0,283 (Asoonm = 0,283).

Para verificacdo da patogenicidade, as plantas foram inoculadas através de

infiltracdo nas folhas.

4.4. Obtencao dos indutores de resisténcia

4.4.1. Acibenzolar-S-metil (ASM)

Suspensfes aquosas preparadas a partir do produto Bion® (éster S-metil do &cido

benzo-(1,2,3)-tiadiazole-7-carbotidico), um derivado do benzotiadiazole (acibenzolar-S-metil,
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ASM), contendo 50% do i.a., foram utilizadas nos testes biolégicos para avaliagdo da
inducao de resisténcia.

Para os ensaios de indugdo de resisténcia, foram avaliadas as concentracdes de
12,5; 25; 50; 100 e 200 pg do i.a. mL?. As suspensdes aquosas foram submetidas a
agitacdo durante 10 min & temperatura ambiente antes da aplicagédo nas plantas.

Para o ensaio in vitro, onde se verificou a possibilidade da ag&o direta do ASM sobre
o patogeno, foram utilizadas concentracdes de 50, 100 e 200 pg mL™*, previamente
preparadas, filtradas em membrana Sartorius de 0,8 um (pré-filtro), 0,45 um e 0,2 um e,

posteriormente, incorporadas ao meio de cultura NA.

4.4.2. Proteina harpina

Suspensdes aquosas contendo proteina harpina, preparadas a partir do produto
Messenger® (3% de proteina harpina), foram utilizadas nos testes biolégicos para avaliagcao
da inducdo de resisténcia. Foram avaliadas as concentragbes de 0,003; 0,0075; 0,015 e
0,03 mg i.a. mL™. As suspensfes aquosas foram submetidas & agitacdo durante 10 min a
temperatura ambiente antes da aplicacdo nas plantas.

Para o ensaio in vitro, onde se verificou a possibilidade da acdo direta da proteina
harpina sobre o patégeno, foram utilizadas concentracdes de 0,03 e 0,06 mg mL™.
Suspensdes destas concentragdes foram preparadas, filtradas em membrana Sartorius de

0,8 pum (pré-filtro), 0,45 um e 0,2 um e, posteriormente, incorporadas no meio de cultura NA.

4.4 3. Produtos a base de Bacillus thuringiensis (Dipel PM® e Dimy Pel®)

Os produtos a base de B. thuringiensis, Dipel PM® (Arysta Lifescience) e Dimy Pel®
(Serv-San) foram utilizados, para os ensaios de inducao de resisténcia, nas concentracfes
de 5 e 10 mg mL™. As suspensdes aquosas foram submetidas & agitacdo durante 10 min &

temperatura ambiente antes da aplicacdo nas plantas.

4.4.4. |Isolados de Bacillus thuringiensis

Isolados de B. thuringiensis obtidos dos produtos comerciais Dipel PM® (Bt-Dipel) e
Dimy Pel® (Bt-Dimy) foram utilizados nas concentracdes de 4,5 x 108 UFC mL™ e 6 x 10°
UFC mL™.

Os isolados foram plagueados em meio NA e mantidos a 30 °C até seu crescimento

(aproximadamente 48 horas). Apds o crescimento, foram preparadas as suspensdes
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aquosas contendo os isolados de B. thuringiensis nas concentragdes de 4,5 e 6 x 10° UFC

mL™, segundo a escala de McFarland, para que fossem aplicadas nas plantas.

4.4.5. Metabdlitos obtidos de isolados de  Bacillus thuringiensis

Os isolados foram plagueados em meio NA e permaneceram a 30 °C até seu
crescimento. ApOs o crescimento, transferiu-se uma colénia dos isolados para cada 10 mL
de meio de cultura Batata Dextrose (BD) em tubos ‘Falcon’ previamente esterilizados. Os
tubos foram vedados e mantidos sob agitacdo por 72 horas, tempo necessario para o
crescimento da bactéria e producao de metabdlitos.

Apds 72 horas, os tubos foram centrifugados por 30 min. (6.000 g) a 4 °C. Os
sobrenadantes foram filtrados em membrana Sartorius de 0,8 um (pré-filtro), 0,45 um e 0,2
um e utilizados (metabdlito filtrado puro) para aspersao das plantas.

Como testemunha foi utilizado meio BD puro, preparado através do mesmo

procedimento, e uma testemunha aspergida somente com agua deionizada.

4.4.6. Glicoproteinas extraidas de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae e X.

campestris pv. campestris.

A extracdo das glicoproteinas (GPs) foi feita segundo a técnica descrita por Digat e
Cambra (1976). Para tal, a cultura de X. axonopodis pv. passiflorae (IBSBF 2267) foi
plagueada em meio NA permanecendo por 48 horas a 28 °C. Ap6s o crescimento, 2 g de
células foram misturadas a 20 mL de agua destilada, agitadas por 3 h em temperatura
ambiente e centrifugadas (15.000 g) por 15 min. O sobrenadante foi filtrado duas vezes e
precipitado em igual volume de (NH,4),SO, saturado, mantido por 16 h em geladeira (8 °C) e,
depois, novamente centrifugado (20.000 g) por 30 min. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi dissolvido, no volume original, com agua destilada estéril. Procedeu-se a
dialise contra 4gua por 48 h. O mesmo procedimento foi realizado para a extragdo de GPs
de uma linhagem de X. campestris pv. campestris (IBSBF 2150).

ApoOs a dialise, as fracdes retidas nas membranas foram submetidas a determinagéo
da concentracdo protéica através do método de Bradford (BRADFORD, 1976). Para tanto,
as amostras de GPs foram diluidas 20 vezes em agua deionizada e nestas diluic6es foi
adicionado 1000 pL do reagente, preparado através da agitacdo de 10 mg de Coomassie
Blue G-250, 10 mL de &cido fosforico 89%, 5 mL de etanol e 85 mL de agua destilada. As

solucBes foram submetidas a agitacdo, deixadas 20 min. em temperatura ambiente e, em
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seguida, a absorbancia foi determinada no comprimento de onda de 595 nm, em
espectrofotdmetro Pharmacia Biotech Ultrospec 2000 UV/ VIS.

Através da curva padrao preparada com soro albumina bovina (SAB) comercial, com
concentragbes variando de 10 a 100 ug mL*, foram determinadas as concentracdes
protéicas das amostras de GPs, as quais foram expressas em equivalente pg de SAB por
mL de filtrado (Eq pug de SAB mL™).

As GPs, no primeiro ensaio, foram utilizadas nas concentracdes puras de 128,75 Eq
ng de SAB mL* (IBSBF 2267) e 239,27 pg de SAB mL* (IBSBF 2150) e, no segundo

ensaio, padronizou-se a concentracéo das duas GPs para 97,93 Eq pug de SAB mL™.

4.4.7. Extrato de Saccharomyces cerevisiae

A extracdo da substancia eliciadora presente no extrato comercial da levedura S.
cerevisae foi feita segundo a técnica descrita por Hahn e Albersheim (1978). Para tal, 25 mg
do extrato de levedura foram dissolvidos, sob agitacdo, em 125 mL de &gua deionizada
esterilizada e, em seguida, procedeu-se a precipitacdo dos polissacarideos em 500 mL de
etanol 80%, acrescentado aos poucos na suspensdo sob agitacdo e em gelo. A suspenséo
foi mantida por quatro dias a 6 °C para a sedimentagéo do precipitado formado. Em seguida,
0 sobrenadante foi descartado e o sedimento gomoso foi ressuspendido em 125 mL de agua
deionizada esterilizada. A suspenséo obtida foi reprecipitada em etanol 80% e, como
anteriormente descrito, o sobrenadante foi descartado e 0 sedimento novamente
ressuspendido em 100 mL de &gua deionizada esterilizada.

A suspensao foi, entdo, dialisada pelo periodo de cinco dias em camara fria a 6 °C
contra agua destilada trocada duas vezes ao dia e sob agitagcdo. Foram utilizados como
membrana de didlise tubos de membrana Spectrapor com capacidade de exclusdo de
moléculas com peso molecular de 10.000 daltons.

No final do processo, foi retirado o extrato liquido do interior da membrana de didlise,
e o precipitado formado foi removido, por filtracdo, passando primeiro por uma membrana
preparativa de 0,8 um e, em seguida, por membranas de 0,45 e 0,2 um. A solu¢do néo
dialisavel, retida no interior da membrana de dialise, do extrato bruto de levedura foi mantida
a-20°C.

Apos a filtracdo, a concentracao de carboidratos foi determinada através do método
de antrona conforme Dische (1962). Em tubos de ensaio foram adicionados 500 pL de
solucdo de extrato bruto diluidos previamente, 1 mL de antrona 2% em acido sulfarico
concentrado. A mistura foi agitada rapidamente, e em seguida, aquecida em 4gua fervente a
100 ° C por 16 min. Apos o resfriamento, foi determinada a absorbancia no comprimento de

onda de 625 nm, em espectrofotbmetro Pharmacia Biotech Ultrospec 2000 UV/VIS. Através
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da curva padrédo preparada com manose comercial PA (Merck) com concentra¢des variando
de 25 a 100 ug mL™, foi determinada a concentracéo de carboidratos no extrato de levedura,
a qual foi expressa em equivalentes pg de manose por mL (Eq pug de manose mL™).

O filtrado bruto do extrato de levedura foi diluido com agua deionizada esterilizada
para as concentracdes de 200, 400 e 800 Eq pg de manose mL™ para utilizagdo nos ensaios

de inducao de resisténcia.

4.5. Ensaios de indugéo de resisténcia local

Os experimentos foram realizados em condi¢Bes de casa de vegetacao, utilizando-se
grupos de 5 a 10 plantas por tratamento. Os indutores de resisténcia, preparados conforme
descrito anteriormente (item 4.4), foram aspergidos nas folhas de plantas de maracujazeiro
amarelo. As plantas testemunhas foram aspergidas com 4gua deionizada.

Ap6s 72 h (PICCININ, 2000; GUZZO et al., 2001; METRAUX, 2001), as plantas
testemunhas e tratadas com os indutores foram inoculadas através de ferimento e aspersao,
até o ponto de escorrimento, com a suspensdo de X. axonopodis pv. passiflorae na
concentracdo de 3x10® UFC mL* (Asoonm = 0,283), mantidas em temperatura ambiente,
condi¢des de alta umidade e fotoperiodo de 12 horas por uma semana e, posteriormente,
em casa-de-vegetacao até o aparecimento de sintomas.

Em todos os ensaios utilizou-se testemunha negativa da doenca, com plantas de

maracujazeiro amarelo feridas sem a inoculagéo do patdégeno.

4.6. Ensaios de inducéo de resisténcia sistémica

Os experimentos para avaliacdo dos efeitos sistémicos dos indutores foram
realizados com as concentracdes mais eficientes dos indutores determinadas nos ensaios
anteriores de inducdo de resisténcia local (item 4.5). Foram utilizados grupos de cinco
plantas por tratamento.

Os indutores de resisténcia, preparados conforme descrito anteriormente (item 4.4),
foram aspergidos, até o ponto de escorrimento, nas quatro primeiras folhas basais das
plantas de maracujazeiro amarelo. As plantas testemunhas foram aspergidas com &gua
deionizada.

Apo6s 72 h, as quatro folhas tratadas com o indutor e as duas folhas superiores, nao
tratadas (acima das tratadas), foram feridas e inoculadas por aspersdo, até o ponto de
escorrimento, com a suspensdo de X. axonopodis pv. passiflorae na concentragéo de 3x10°
UFC mL™ (Asoonm = 0,283).
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As plantas foram mantidas em temperatura ambiente, condi¢cdes de alta umidade e
fotoperiodo de 12 horas por uma semana e, posteriormente, em casa-de-vegetacao até o
aparecimento de sintomas.

Em todos os ensaios utilizou-se testemunha negativa da doenca, com plantas de

maracujazeiro amarelo feridas sem a inoculagéo do patégeno.

4.7. Ensaios de inducdo de resisténcia em sementes e plantulas

As sementes de maracujazeiro amarelo foram tratadas com ASM, nas concentracfes
12,5 e 25 pg de mL™, e proteina harpina, nas concentracdes de 0,003 e 0,0075 mg mL™.
Foram preparados 50 mL das solu¢des dos produtos em agua deionizada esterilizada, onde
as sementes mantidas por 24 horas. Apd6s as 24 horas, o liquido foi dispensado e as
sementes foram utilizadas para o plantio. Utilizaram-se cinco vasos para cada tratamento,
sendo que em cada recipiente foram depositadas cinco sementes. Dois vasos de cada
tratamento foram aspergidos novamente com 0s indutores quando as plantulas possuiam
um par de folhas verdadeiras.

Quando as plantulas estavam com dois pares de folhas verdadeiras foram
inoculadas, através de ferimento e aspersdo, com X. axonopodis pv. passiflorae na
concentracéo de 3x10° UFC mL™ (Asoonm = 0,283).

As plantulas foram mantidas em temperatura ambiente, condi¢fes de alta umidade e
fotoperiodo de 12 horas por uma semana e, posteriormente, em condi¢cdes de casa de

vegetagao até o aparecimento de sintomas.

4.8. Efeito direto dos indutores de resisténcia no crescimento de Xanthomonas

axonopodis pv. passiflorae

As suspensdes de ASM, harpina e S. cerevisiae, preparadas como descritas
anteriormente (item 4.4.1, 4.4.2 e 4.4.3), foram filtradas em membrana Sartorius de 0,8 pum
(pré-filtro), 0,45 um e 0,2 um e, posteriormente, incorporadas em meio NA. Utilizou-se das
suspensfes uma concentracdo necessaria para que o meio NA ficasse com as
concentracdes finais desejadas, isto €, iguais ou maiores aquelas empregadas nos ensaios
de inducao de resisténcia.

Posteriormente, suspensdes bacterianas de X. axonopodis pv. passifiorae na
concentracdo de 3x10° UFC mL™ foram plaqueadas em meio NA incorporado com as
diferentes concentracdes dos indutores (citadas nos itens 4.4.1, 4.4.2 e 4.4.7), utilizando-se
trés placas por tratamento. Como testemunha foram plaqueadas suspensdes bacterianas

em meio NA.
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As placas foram incubadas a 27 °C sob fotoperiodo de 12 horas. Apos trés dias as

placas foram avaliadas através da contagem das UFC.

4.9. Avaliacao dos ensaios

4.9.1. Testes de patogenicidade

A avaliagdo dos testes de patogenicidade foi feita através da verificacdo do
aparecimento, ou ndo, dos sintomas caracteristicos da bactéria X. axonopodis pv.

passiflorae, aproximadamente, 10 dias ap0s a inoculacao.

4.9.2. Indugéo de resisténcia local

A avaliacdo dos sintomas foi realizada, aproximadamente, 10 dias apés a inoculagéo,
observando-se quatro folhas tratadas e inoculadas, de cada planta, comparando-as com as
plantas testemunhas.

A protecéo foi calculada como reducdo da severidade da doenca e expressa como

porcentagem do controle de acordo com Moraes et al. (1976), obtida através da equacao:

%P =(SlemM—-Slem M - IR) X 100
(Sl em M)

Onde,

Sl= severidade de infecgéo.

M= folhas de maracujazeiro de plantas testemunhas.

M - IR= folhas de maracujazeiro tratadas com indutor de resisténcia.

Determinou-se a severidade da doenca, expressa como porcentagem de &rea foliar
lesionada (PAFL), através do Programa Quant V.1.0 - Softwear para Quantificacdo de
Doencas de Plantas - Universidade Federal de Vigosa - UFV (VALE; FERNANDES FILHO;
LIBERATO, 2003).

O programa Quant é um software para analise de imagens, caracterizado por uma
selecdo de procedimentos basicos e avancados para aplicacdes em ciéncia. O programa foi
desenvolvido para quantificar severidade de doencas de plantas, a partir de imagens digitais
obtidas por meio de "scanner" ou maquinas fotogréficas digitais.

As dezenas ou centenas de milhares de cores da imagem digital original sdo
reduzidas a trés ou quatro cores apenas, cada uma representando, por exemplo: fundo da

imagem, tecido sadio, clorético e necrético. Quant fornece a area foliar sadia e doente
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(clorética, necrotica e esporulada), a severidade, bem como o ndmero, tamanho, forma e
posi¢cdo das lesdes na folha (VALE; FERNANDES FILHO; LIBERATO, 2003).

4.9.3. Inducédo de resisténcia sistémica

A avaliacdo dos sintomas para verificagdo da inducdo de resisténcia sistémica foi
realizada, aproximadamente, 10 dias ap6s a inoculacdo. Para tal, observou-se em cada
planta as quatro folhas tratadas e inoculadas e as duas folhas acima das tratadas (folhas
ndo tratadas e inoculadas), comparando-as com as respectivas folhas das plantas
testemunhas.

A protecdo e a severidade da doenca foram determinadas da mesma forma que no

item anterior (item 4.9.2.).

4.9.4. Indugéo de resisténcia em sementes e plantul  as

A avaliacdo dos sintomas foi realizada, aproximadamente, 10 dias apés a inoculagéo,
observando-se todas as folhas tratadas e inoculadas, de cada planta, comparando-as com
as plantas testemunhas inoculadas.

A protecdo e a severidade da doenca foram determinadas da mesma forma que nos

itens anteriores (itens 4.9.2. e 4.9.3.).

4.9.5. Efeito direto dos indutores de resisténcia n o0 crescimento de Xanthomonas

axonopodis pv. passiflorae

O efeito direto dos indutores sobre a bactéria foi avaliado através da contagem de
Unidades Formadoras de Colbnias (UFC) por placas, contendo os produtos incorporados ao

meio de cultura NA, e por placas testemunhas, contendo meio NA.

4.10. Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) e para
analise estatistica os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia ANOVA e teste
de Tukey a 5% de probabilidade. Quando necessario, os dados foram transformados em

arco seno (X+0,5).
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5. RESULTADOS

5.1. Testes de patogenicidade

A bactéria X. axonopodis pv. passiflorae, mostrou-se viavel e patogénica, com o
aparecimento dos sintomas tipicos no periodo de uma semana (Figura 1).

FIGURA 1. Lesdo da mancha bacteriana em maracujazeiro amarelo causada por

Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae.

5.2. Inducdo de resisténcia local e sistémica

O efeito do tratamento local em folhas de maracujazeiro amarelo com a proteina harpina,
no primeiro experimento, avaliado pela severidade da doenca, pode ser observado na Tabela 1
e na Figura 2, onde se verifica gue todas as concentra¢des de harpina proporcionaram aumento

dos sintomas no maracujazeiro amarelo.



40

TABELA 1. Efeito do tratamento foliar com harpina (Messenger®) na inducdo local de
resisténcia em maracujazeiro amarelo a Xanthomonas axonopodis pv.

passiflorae (1° experimento).

Tratamentos? F_’orgentagem de &rea Porcente}gem de Inqlqgéo de
foliar infectada’ (M + EP)  protecao” (%) suscetibilidade* (%)
Harpina (0,003 mg mL™) 50,16 + 4,81 a 0 103,65*
Harpina (0,0075 mg mL'l) 46,82 + 3,96 a 0 90,09*
Harpina (0,015 mg mL'l) 51,38 + 3,69 a 0 108,61*
Harpina (0,03 mg mL™) 46,45 + 3,44 a 0 88,59*
Testemunha 24,63+3,19b
CV (%) 52,77

? Proteina harpina nas concentragdes de 0,003; 0,0075; 0,015 e 0,03 mg mL™

¥ Médias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).
* Determinada em relac&o a testemunha.

* Valores diferem estatisticamente da testemunha pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Harpina (0,003 mg mL '1)

(L1

Testemunha

FIGURA 2. Efeito do tratamento foliar com harpina na inducdo local de resisténcia em
maracujazeiro amarelo a Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (1°
experimento). (A) Folhas tratadas com harpina na concentracéo de 0,003 mg mL™.

(B) Folhas tratadas com agua deionizada.

No 2° experimento, onde se verificou possibilidade de protecéo sistémica, os resultados
mostraram que ndo houve efeito significativo da harpina na protecao de folhas de maracujazeiro
amarelo previamente tratadas quando comparadas as folhas correspondentes nas plantas
testemunhas, em nenhuma das concentracées do produto. Também ndo houve diferenca na
severidade da doenca entre as folhas inoculadas e localizadas acima das tratadas com as
diferentes concentracfes de harpina e as folhas correspondentes nas plantas testemunhas,
porém, esta diferenca foi observada apés a transformacao dos dados em arco seno (X + 0,5),
indicando o aumento dos sintomas nas plantas tratadas com a harpina na concentracdo de
0,015 mg mL™ (Tabela 2).
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TABELA 2. Efeito do tratamento foliar com harpina (Messenger®) na inducdo local e
sisttmica de resisténcia em maracujazeiro amarelo a Xanthomonas

axonopodis pv. passiflorae (2° experimento).

Porcentagem de area  Porcentagem de Inducao de

Tratamentos foliar infectada’ (M + EP)  protecdo* (%)  suscetibilidade (%)

Folhas tratadas

(0,003 mg mL™Y) 14,08 + 3,98 a 0 8,22
(Efg'(';";‘g tr:]agargfi) 20,26 + 3,56 0 5573
('zf(l)hlassrggt%dl_"’.‘g 1329 +3,92 a 0 215
Testemunha 13,01+ 2,27 a
CV (%) 59,09
tratggzilga(%%c(l)r;ﬁﬁgari LY 16,43+ 3,11ab 0 25,43
watadas (Q00TS mo LY 204728023 0 61,89
tratgg;ga(st)%cll;n?ngar?\tl) 3217+726a 0 80,92*
Testemunha 10,97 + 2,52 b
CV (%) 46,85

? Proteina harpina nas concentragdes de 0,003; 0,0075; 0,015 e 0,03 mg mL™.

¥ Médias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).
Dados originais, porém para efeito de estatistica foram transformados para arco seno (X + 0,5).
*Determinadas em relacdo a testemunha.

* Valores diferem estatisticamente da testemunha pelo teste de Tukey (P < 0,05).

O efeito de protecéo local em folhas de maracujazeiro amarelo pelo ASM no controle da
bacteriose, avaliados pela severidade da doenca, pode ser observado nas Tabelas 3 e 4.

No 1° experimento (Tabela 3 e Figura 3), verificou-se diferenca significativa entre as
plantas tratadas com o ASM na concentracdo de 100 ug mL™ e as plantas testemunhas,

havendo aumento significativo dos sintomas nas plantas tratadas.
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TABELA 3. Efeito do tratamento foliar com ASM (Bion®) na inducéo local de resisténcia em
maracujazeiro amarelo a Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (1°

experimento).

Tratamentos? F_’orgentagem de area Porcente}gem de In(_ju'g'éo de
foliar infectada’ (M + EP)  protegao”* (%) suscetibilidade™ (%)
ASM (12,5 ug mL?) 14,64 + 2,39 ¢ 31,01 0
ASM (25 ug mL™) 16,36 + 5,12 bc 22,91 0
ASM (50 pug mL?) 34,82 +6,3ab 0 64,09
ASM (100 pg mL™) 50,49 + 4,22 a 0 137,94*
ASM (200 pg mL™) 30,15 + 4,46 bc 0 42,08
Testemunha 21,22 + 4,37 bc
CV (%) 37,60

? ASM aplicado nas concentracdes de 12,5; 25; 50; 100 e 200 ug mL™.

¥ Médias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).
* Determinadas em relacéo a testemunha.

* Valores diferem estatisticamente da testemunha pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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" ASM 100 pg mL "

Testemunha

FIGURA 3. Efeito do tratamento foliar com ASM na inducdo local de resisténcia em
maracujazeiro amarelo a Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (1°
experimento). (A) Folhas tratadas com ASM na concentrag&o de 100 ug mL™. (B)
Folhas tratadas com agua deionizada.

De forma semelhante ao constatado no 1° experimento, o 2° experimento (Tabela 4)
indicou que o ASM, nas concentracbes de 12,5 e 25 pg de ASM mL™, ndo foi eficiente

proteger localmente o maracujazeiro amarelo contra X. axonopodis pv. passiflorae.



45

TABELA 4. Efeito do tratamento foliar com ASM (Bion®) na inducéo local de resisténcia em
maracujazeiro amarelo a Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (2°

experimento).

Tratamentos? Porgentagem de é&rea foliar Porcentggem de In(_ju'(;'éo de
infectada’ (M + EP) protecdo” (%)  suscetibilidade (%)
ASM (12,5 pg mL™) 2,25+1,73b 21,05 0
ASM (25 ug mL™) 2,07+244b 27,37 0
ASM (50 pg mL™Y) 7,49 + 0,37 a 0 162,81
ASM (100 pg mL™) 5,98 + 0,51 ab 0 109,82
Testemunha 2,85+0,57 ab
CV (%) 48,95

* ASM aplicado nas concentracdes de 12,5; 25; 50 e 100 ug mL™
¥ Médias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).
* Determinadas em relacdo a testemunha.

Os resultados do 3° experimento com ASM, onde se avaliou a possibilidade de protecéo
local e sistémica de plantas de maracujazeiro amarelo, avaliada pela severidade da doenca,
podem ser observados na Tabela 5 e Figura 4.

Nas folhas tratadas com o ASM na concentracdo de 12,5 pg mL™*, verificou-se
diminuicdo significativa da severidade da mancha bacteriana em relacdo as folhas
correspondentes nas plantas testemunhas, indicando a possibilidade de inducdo de
resisténcia local.

Também foi verificada uma diminuicdo significativa dos sintomas entre as folhas acima
das tratadas com o ASM na concentracdo 12,5 pg mL™ e as folhas correspondentes das
plantas testemunhas, indicando a possibilidade de inducdo de resisténcia sistémica nas

plantas tratadas com o ASM.
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TABELA 5. Efeito do tratamento foliar com ASM (Bion®) na inducéo de resisténcia local e

sisttmica em maracujazeiro amarelo a Xanthomonas axonopodis pv.
passiflorae (3° experimento).

Tratamentos? Porcentagem de &rea Porcentagem de Inducgéo de
foliar infectada’ (M + EP) protecdo® (%) suscetibilidade* (%)

Folhas tratadas (12,5 pg mL™) 8,03+1,68b 67,36* 0
Folhas tratadas (25 pg mL™) 15,25 + 4,58 ab 38,01 0
Testemunha 2460+6,41a
CV (%) 63,34
Folhas acnades ads 7 pcg 7o :
Folhas éc;”:; ?:I_S_lt)ratadas 15,00 + 5,54 ab 43,65 0
Testemunha 26,78 + 6,99 a
CV (%) 53,93

? ASM aplicado nas concentracdes de 12,5 e 25 ug mL™.

¥ Médias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).
* Determinadas em relacdo a testemunha.

* Valores diferem estatisticamente da testemunha pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Testemunha

C

Folhas tratadas | Folhas acima das tratadas

FIGURA 4. Efeito do tratamento foliar com ASM na inducdo de resisténcia em maracujazeiro
amarelo a Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (3° experimento). (A) Folhas
tratadas com agua deionizada. (B) Folhas tratadas com ASM na concentracdo de
12,5 ug mL™. (C) Folhas acima das tratadas com ASM na concentracéo de 12,5 ug
mL™.

O efeito dos produtos Dimy Pel® e Dipel PM® na protecdo local de plantas de
maracujazeiro amarelo contra X. axonopodis pv. passiflorae, avaliados pela severidade da
doenca, pode ser observado na Tabela 6 e Figura 5. Os resultados mostram aumento
significativo dos sintomas da doenca entre as plantas tratadas com Dimy Pel® a5 mg mL™ e
as plantas testemunhas, sendo que as demais concentracbes de Dimy Pel® e Dipel PM®

avaliadas nao influenciaram significativamente a severidade da doenca.
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TABELA 6. Efeito do tratamento foliar com os produtos Dimy Pel® e Dipel PM® a base de
Bacillus thuringiensis, na inducdo local de resisténcia em maracujazeiro

amarelo a Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae.

Tratamentos? Porcentagem de area foliar Porcentggem de Inqlu_g_éo de
infectada’ (M + EP) protecdo* (%)  suscetibilidade* (%)
Dimy Pel® 5 mg mL™ 23,46 + 5,68 a 0 169,04*
Dimy Pel® 10 mg mL™ 19,27 + 3,22 ab 0 120,99
Dipel PM® 5 mg mL™* 16,05 + 2,89 ab 0 84,06
Dipel PM® 10 mg mL™ 14,60 + 3,62 ab 0 67,43
Testemunha 8,72+159b
CV (%) 48,71

? Produtos Dipel PM® e Dimy Pel® aplicados nas concentragdes de 5 e 10 mg mL™

Y Médias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).
* Determinadas em relacdo a testemunha.

* Valores diferem estatisticamente da testemunha pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Dimy Pel®5mgmL™ Testemunha

FIGURA 5. Efeito do tratamento foliar com o produto a base de B. thuringiensis, Dimy Pel®, na
inducéo local de resisténcia em maracujazeiro amarelo a Xanthomonas axonopodis
pv. passiflorae. (A) Folhas tratadas com Dimy Pel® na concentracéo de 5 mg mL™.

(B) Folhas tratadas com agua deionizada.
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Os isolados de B. thuringiensis, provenientes dos produtos Dimy Pel® e Dipel PM®, e
0s respectivos metabolitos produzidos em meio de cultura liquido (BD), ndo reduziram
significativamente a severidade da bacteriose em maracujazeiro amarelo, conforme revelam

os resultados apresentados nas Tabelas 7 e 8.

TABELA 7. Efeito do tratamento foliar com Bacillus thuringiensis, isolados dos produtos
Dimy Pel® e Dipel PM®, na inducéo local de resisténcia em maracujazeiro

amarelo a Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae.

Tratamentos? Rorqentagem de area Porcente}gem de In(_ju_g_éo de
foliar infectada’ (M + EP)  protecéo” (%) suscetibilidade* (%)
Bt-Dimy 4,5x10%® UFC mL™* 6,46 + 1,67 a 53,49 0
Bt-Dimy 6x10® UFC mL™ 8,96 + 1,43 a 35,49 0
Bt-Dipel 4,5x10° UFC mL™* 10,34+ 1,26 a 25,56 0
Bt-Dipel 6x10° UFC mL™ 15,64 + 4,41 a 0 12,6
Testemunha 13,89+ 4,17 a
CV (%) 47,85

* Bt isolado do produto Dimy Pel® e Bt isolado do produto Dipel PM®, aplicados nas concentracées
aproximadas de 4,5x10° e 6X10° UFC mL™.

¥ Médias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).

* Determinadas em relacdo a testemunha.
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TABELA 8. Efeito do tratamento foliar com os metabdlitos produzidos pelos Bacillus
thuringiensis, isolados dos produtos Dimy Pel® e Dipel PM®, na indugéo local

de resisténcia em maracujazeiro amarelo a Xanthomonas axonopodis pv.

passiflorae.
Tratamentos? Eorgentagem de &rea Porcente}gem de Inqlqgéo de
foliar infectada’ (M + EP)  protecdo” (%)  suscetibilidade™ (%)
Metabdlito Bt-Dimy 19,40+ 5,79 a 0 102,51
Metabdlito Bt-Dipel 13,54 + 3,83 a 0 41,34
Testemunha 9,58+ 1,80a
CV (%) 56,67

* Metabdlitos puros dos B. thuringiensis isolados dos produtos Dimy Pel® e Dipel PM®.
¥ Médias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).
* Determinadas em relacéo a testemunha.

Os resultados, avaliados pela severidade da doencga, obtidos no 1° experimento onde
se verificou a possibilidade de inducdo de resisténcia local e sistémica de maracujazeiro
amarelo através do tratamento prévio com glicoproteinas extraidas de X. axonopodis pv.
passiflorae (Xa 2267) e de X. campestris pv. campestris (Xa 2150), estdo apresentados na
Tabela 9. Verificou-se que, tanto as folhas tratadas, como as folhas acima destas (n&o
tratadas) ndo apresentaram diferenca em relagdo as folhas correspondentes das plantas

testemunhas.
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TABELA 9. Efeito do tratamento foliar com glicoproteinas (GPs) extraidas de Xanthomonas
axonopodis pv. passiflorae (Xa 2267) e GPs extraidas de Xanthomonas
campestris pv. campestris (Xa 2150) na inducao de resisténcia local e sistémica
em maracujazeiro amarelo a Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (1°

experimento).

Tratamentos? Porcentagem de area  Porcentagem de Inducéo de
foliar infectada’ (M + EP)  protecdo® (%)  suscetibilidade™ (%)
Folhas tratadas (Xa 2150) 35,87 +7,98 a 12,77 0
Folhas tratadas (Xa 2267) 2245+ 155a 45,4 0
Testemunha 41,12 + 8,58 a
CV (%) 58,25
Folhas acima das tratadas 25 60 + 7.08 a 353 0
(Xa 2150) T ’
Folhas acima das tratadas
36,81 + 16,64 a 6,97 0
(Xa 2267) -
Testemunha 39,57+9,45a
CV (%) 69,3

z GI? de Xa 2150, na concentracdo de 239,27 g mL?, e de Xa 2267, na concentracéo de 128,75 ug
mL™.

¥ Médias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).

* Determinadas em relacdo a testemunha.

No 2° experimento com as GPs, quando foram utilizadas concentragbes menores, 0s
resultados, avaliados pela severidade da doenca, mostraram reducdo significativa dos
sintomas da bacteriose nas folhas tratadas (Tabela 10 e Figura 6), indicando a possibilidade de

inducao de resisténcia local do maracujazeiro amarelo a X. axonopodis pv. passiflorae.



52

TABELA 10. Efeito do tratamento foliar com glicoproteinas (GPs) extraidas de
Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (Xa 2267) e GPs extraidas de
Xanthomonas campestris pv. campestris (Xa 2150) na inducdo de
resisténcia local e sisttmica em maracujazeiro amarelo a Xanthomonas

axonopodis pv. passiflorae (2° experimento).

Tratamentos? Porcentagem de éarea foliar Porcentagem de Inducéo de
infectada’ (M + EP) protecdo® (%) suscetibilidade™ (%)
Folhas tratadas (Xa 2150) 6,39+1,05a 72,51* 0
Folhas tratadas (Xa 2267) 10,94+ 1,29 a 53,01* 0
Testemunha 23,28 +2,93b
CV (%) 30,96
Folhas acima das tratadas 1424+ 6,32 a 0 24.01
(Xa 2150) -
Folhas acima das tratadas
9,11+241a 20,09 0
(Xa 2267) -
Testemunha 11,40+ 25a
CV (%) 53,94

* GP de Xa 2150 e de Xa 2267, na concentracéo de 97,93 ug mL™.

¥ Médias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).
* Determinadas em relacdo a testemunha.

* Valores diferem estatisticamente da testemunha pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Folhas tratadas (Xa 2150)

Folhas tratadas (Xa 2267 )

Testemunha

FIGURA 6. Efeito do tratamento foliar com GPs de Xanthomonas spp. na inducdo de
resisténcia em maracujazeiro amarelo a Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae
(2° experimento). (A) Folhas tratadas com GP de Xanthomonas campestris pv.
campestris na concentracdo de 97,93 pg de SAB mL™. (B) Folhas tratadas com
GP de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae na concentracdo de 97,93 ug de
SAB mL™. (C) Folhas tratadas com agua deionizada.
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O efeito do tratamento de folhas de maracujazeiro amarelo com as diferentes
concentracdes Lev (S. cerevisiae) no controle da bacteriose, avaliados pela severidade da
doenca, pode ser observado nas Tabelas 11 e 12 e nas Figuras 7 e 8.

No 1° experimento (Tabela 11 e Figura 7) onde se verificou a possibilidade de inducéo
de resisténcia local em maracujazeiro amarelo a X. axonopodis pv. passiflorae, os resultados
mostram que houve uma diminui¢éo significativa dos sintomas nas plantas tratadas com Lev
na concentracdo de 200 Eq pg de manose mL™' quando comparadas com as plantas

testemunhas.

TABELA 11. Efeito do tratamento foliar com a levedura (Lev) Saccharomyces cerevisiae na
inducdo local de resisténcia em maracujazeiro amarelo a Xanthomonas

axonopodis pv. passiflorae (1° experimento).

Tratamentos? Por(_:entagem de area foliar Porcentzilgem de Inqlu_(;_éo de
infectada’ (M + EP) protecdo® (%)  suscetibilidade™ (%)
Lev 200 259+040b 52,04* 0
Lev 400 4,38 + 0,97 ab 18,89 0
Lev 800 3,24 +0,51 ab 40,00 0
Testemunha 5,40+ 0,71a
CV (%) 30,37

* Lev nas concentracdes de 200, 400 e 800 equivalente pg de manose mL™.

¥ Médias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).
* Determinadas em relacéo a testemunha.

* Valores diferem estatisticamente da testemunha pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Testemunha

FIGURA 7. Efeito do tratamento foliar com Lev (Saccharomyces cerevisiae) na indugéo local de
resisténcia em maracujazeiro amarelo a Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae
(1° experimento). (A) Folhas tratadas com Lev na concentracdo de 200 Eq pug
manose mL™. (B) Folhas tratadas com agua deionizada.

No 2° experimento (Tabela 12 e Figura 8) onde se verificou a possibilidade de inducéo
de resisténcia local e sistémica em maracujazeiro amarelo a X. axonopodis pv. passiflorae,
através do tratamento prévio com Lev (S. cerevisiae), 0s resultados mostram novamente uma
diminuicdo significativa dos sintomas nas plantas tratadas com Lev na concentracdo de 200
Eq pg de manose mL™ quando comparadas com as plantas testemunhas, porém ndo houve
diferenca significativa entre as folhas das plantas testemunhas e as folhas acima das
tratadas (ndo tratadas), indicando a possibilidade de inducdo de mecanismos de defesa

somente local.
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TABELA 12. Efeito do tratamento foliar com a levedura (Lev) Saccharomyces cerevisiae na
indugdo de resisténcia local e sistémica em maracujazeiro amarelo a
Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (2° experimento).

Tratamentos? Porcentagem de area  Porcentagem de Inducao de
foliar infectada’ (M + EP)  protec&o® (%) suscetibilidade(%)

Folhas tratadas

*
(Lev 200) 10,71+ 1,28 a 53,99 0
Folhas tratadas
(Lev 400) 15,94 + 2,62 ab 31,53 0
Folhas tratadas
(Lev 800) 22,77+5,05b 2,19 0
Testemunha 23,28+ 2,93 b
CV (%) 35,60
Folhas acima das
tratadas (Lev 200) 547+150a 52,02 0
Folhas acima das
tratadas (Lev 400) 765+236a 32,89 0
Folhas acima das
tratadas (Lev 800) 11,77+557a 0 3,25
Testemunha 11,40+ 2,50 a
CV (%) 45,15

? Lev nas concentracdes de 200, 400 e 800 equivalente pg de manose mL™.

¥ Médias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).
* Determinadas em relacéo a testemunha.

* Valores diferem estatisticamente da testemunha pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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FIGURA 8. Efeito do tratamento foliar com Lev (Saccharomyces cerevisiae) na indugdo de
resisténcia local e sistémica em maracujazeiro amarelo a Xanthomonas
axonopodis pv. passiflorae (2° experimento). (A) Folhas tratadas com Lev na
concentracdo de 200 Eq ug manose mL™. (B) Folhas acima das tratadas com Lev

na concentracdo de 200 Eq pg manose mL™. (C) Folhas tratadas com agua
deionizada.
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5.3. Inducdo de resisténcia em sementes e plantulas

No 1° experimento, quando se observou o efeito do tratamento das sementes de
maracujazeiro amarelo com o ASM e a proteina harpina no controle da bacteriose, avaliados
pela severidade da doenga (Tabela 13 e Figura 9), os resultados mostraram que 0s dois
produtos, nas duas concentracdes utilizadas, diminuiram os sintomas da bacteriose, indicando
uma inducdo de resisténcia nas plantulas provenientes das sementes tratadas e,

posteriormente, inoculadas com X. axonopodis pv. passiflorae.

TABELA 13. Efeito do tratamento de sementes com 0 ASM e a proteina harpina, na inducao
de resisténcia em plantulas de maracujazeiro amarelo a Xanthomonas

axonopodis pv. passiflorae (1° experimento).

Tratamentos? Porc_entagem de area foliar Porcentggem de Inqlu_(;_éo de
infectada’ (M + EP) protecdo® (%) suscetibilidade™ (%)
ASM (12,5 ug mL?) 3,73+0,92¢ 81,20* 0
ASM (25 pug mL?) 7,65 + 1,48 bc 61,44* 0
Harpina (0,003 mg mL™) 10,98 + 2,68 bc 44,66* 0
Harpina (0,0075 mg mL'l) 11,12+2,21b 43,95* 0
Testemunha 19,84+ 2,36 a
CV (%) 50,81

Z ASM r11a concentracdo de 12,5 e 25 ug mL ™" e proteina harpina na concentragdo de 0,003 e 0,0075
mg mL™.

¥ Médias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).

* Determinadas em relacdo a testemunha.

* Valores diferem estatisticamente da testemunha pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Harpma (0,003 mg mL™) Harpina (0,0075 mg mL™)

'ASM (25 ug mL™)

Testemunha

FIGURA 9. Efeito do tratamento de sementes de maracujazeiro amarelo com ASM e harpina na
inducdo de resisténcia em plantulas de maracujezeiro amarelo a Xanthomonas
axonopodis pv. passiflorae. (A e B) Folhas de plantulas provenientes de sementes
tratadas com ASM. (C e D) Folhas de plantulas provenientes de sementes tratadas
com harpina. (E) Folhas de plantulas provenientes de sementes tratadas com agua
deionizada.

No mesmo experimento (1° experimento), o efeito do tratamento das sementes de
maracujazeiro amarelo com o ASM e a proteina harpina, com repeticdo do tratamento nas
plantulas, no controle da bacteriose, avaliados pela severidade da doenca, pode ser observado
na Tabela 14 e na Figura 10.

Os resultados mostram que o ASM, nas duas concentracbes utilizadas, diminuiu

significativamente os sintomas da bacteriose nas plantulas, quando estas foram comparadas as
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testemunhas, porém a harpina s6 diminuiu os sintomas nas plantulas com a concentragdo de

0,003 mg mL*, ndo havendo diferencga, em relacéo as testemunhas, na maior concentragdo.

TABELA 14. Efeito do tratamento de sementes de maracujazeiro amarelo e, posteriormente,
das plantulas com o ASM e a proteina harpina, na inducdo de resisténcia a

Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (1° experimento).

Tratamentos? Rorqentagem de area Porcentggem de Inqlu.(;.éo de
foliar infectada’ (M + EP)  protecdo* (%) suscetibilidade* (%)
ASM (12,5 ug mL?) 2,08+0,45¢C 89,52* 0
ASM (25 pg mL™) 1,98 + 0,41 ¢ 90,02* 0
Harpina (0,003 mg mL'l) 10,64+1,50b 46,37* 0
Harpina (0,0075 mg mL™) 15,12 + 2,32 ab 23,79 0
Testemunha 19,84+ 2,36 a
CV (%) 43,48

* ASM Ela concentracdo de 12,5 e 25 g mL' e proteina harpina na concentracao de 0,003 e 0,0075
mg mL™.

¥ Médias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).

* Determinadas em relacdo a testemunha.

* Valores diferem estatisticamente da testemunha pelo teste de Tukey (P < 0,05).



61

ASM (12,5 ug mL™) ASM (25 ug mL™)

Harpina (0,0075 mg mL™)
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FIGURA 10. Efeito do tratamento de sementes de maracujazeiro amarelo e, posteriormente,
das plantulas com ASM e harpina na inducdo de resisténcia a Xanthomonas
axonopodis pv. passiflorae. (A e B) Folhas provenientes de sementes e plantulas
tratadas com ASM. (C e D) Folhas provenientes de sementes e plantulas tratadas
com harpina. (E) Folhas provenientes de sementes tratadas com agua
deionizada.

No 1° experimento de inducé@o de resisténcia em sementes, observou-se também uma
maior germinagdo e um maior crescimento das plantulas de maracujazeiro amarelo
provenientes de sementes tratadas com ASM ou harpina, nas duas concentracdes testadas,

conforme mostram as Figuras 11 e 12.
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Testemunha

Harpina 0,003 mg mL *

Harpina 0,0075 mg mL ™

FIGURA 11. Efeito do tratamento das sementes com harpina na germinagéo e no crescimento
de plantulas de maracujazeiro amarelo. (A) Plantulas provenientes de sementes
tratadas com agua deionizada. (B e C) Plantulas provenientes de sementes

tratadas com harpina.
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Testemunha

ASM 25 pg mL *

FIGURA 12. Efeito do tratamento das sementes com o ASM na germinacdo e no crescimento
de plantulas de maracujazeiro amarelo. (A) Plantulas provenientes de sementes

tratadas com agua deionizada. (B e C) Plantulas provenientes de sementes

tratadas com o ASM.
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No 2° experimento, o efeito do tratamento das sementes de maracujazeiro amarelo com
0 ASM e a proteina harpina no controle da bacteriose, avaliados pela severidade da doenca,
pode ser observado na Tabela 15 e Figura 13.

Os resultados mostram que o ASM, nas duas concentragdes utilizadas, e a proteina
harpina, na concentracdo de 0,003 mg mL™, reduziram significativamente os sintomas da
bacteriose do maracujazeiro amarelo, indicando a possibilidade da ativagéo dos mecanismos de
defesa nas plantulas, provenientes das sementes tratadas e, posteriormente, inoculadas com X.

axonopodis pv passiflorae.

TABELA 15. Efeito do tratamento de sementes de maracujazeiro amarelo com o ASM e a
proteina harpina, na inducdo de resisténcia a Xanthomonas axonopodis pv.

passiflorae (2° experimento).

Tratamentos? Porc_entagem de area foliar Porcentggem de Inqlu_(;_éo de
infectada’ (M + EP) protecdo® (%) suscetibilidade™ (%)
ASM (12,5 pug mL™) 5,54 + 1,06 a 70,23* 0
ASM (25 pug mL?) 4,39 +0,85a 76,41* 0
Harpina (0,003 mg mL™) 5,39+ 1,28 a 71,04* 0
Harpina (0,0075 mg mL'l) 10,86 + 2,28 ab 41,64 0
Testemunha 18,61+2,36b
CV (%) 56,92

Z ASM r11a concentracdo de 12,5 e 25 ug mL ™" e proteina harpina na concentragdo de 0,003 e 0,0075
mg mL™.

¥ Médias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).

* Determinadas em relacdo a testemunha.

* Valores diferem estatisticamente da testemunha pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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FIGURA 13. Efeito do tratamento de sementes de maracujazeiro amarelo com ASM e harpina
na inducdo de resisténcia a Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae. (A e B)
Folhas de plantulas provenientes de sementes tratadas com ASM. (C e D) Folhas
de plantulas provenientes de sementes tratadas com harpina. (E) Folhas de

plantulas provenientes de sementes tratadas com agua deionizada.

O efeito do tratamento das sementes de maracujazeiro amarelo com o ASM e a proteina
harpina, com repeticdo do tratamento nas plantulas, no controle da bacteriose no 2°
experimento, avaliados pela severidade da doenca, pode ser observado na Tabela 16 e na
Figura 14.
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Os resultados mostram que o0s dois produtos, nas duas concentragdes utilizadas,
diminuiram significativamente os sintomas da bacteriose nas plantulas, provenientes das
sementes e plantulas tratadas, inoculadas com X. axonopodis pv passiflorae, indicando a

possibilidade de inducéo de mecanismos de defesa em plantulas de maracujazeiro amarelo.

TABELA 16. Efeito do tratamento de sementes de maracujazeiro amarelo e, posteriormente,
das plantulas com o ASM e a proteina harpina, na inducdo de resisténcia a

Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (2° experimento).

Tratamentos? Rorqentagem de area Porcentggem de Inqlu.(;.éo de
foliar infectada’ (M + EP)  protecdo® (%) suscetibilidade* (%)
ASM (12,5 ug mL?) 3,91+0,69a 78,99* 0
ASM (25 pg mL™) 3,41+ 0,56 a 81,68* 0
Harpina (0,003 mg mL'l) 6,49+ 1,10 a 65,13* 0
Harpina (0,0075 mg mL'l) 8,568+ 2,02a 53,90* 0
Testemunha 18,61+2,36b
CV (%) 54,65

* ASM Ela concentracdo de 12,5 e 25 g mL' e proteina harpina na concentracao de 0,003 e 0,0075
mg mL™.

¥ Médias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).

* Determinadas em relacdo a testemunha.

* Valores diferem estatisticamente da testemunha pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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FIGURA 14. Efeito do tratamento de sementes de maracujazeiro amarelo e, posteriormente,
das plantulas com ASM e harpina na inducdo de resisténcia a Xanthomonas
axonopodis pv. passiflorae. (A e B) Folhas provenientes de sementes e plantulas
tratadas com ASM. (C e D) Folhas provenientes de sementes e plantulas tratadas
com harpina. (E) Folhas provenientes de sementes e plantulas tratadas com agua

deionizada ao invés do indutor.

Neste 2° experimento de inducdo de resisténcia em sementes e plantulas, ndo se
observou diferenga na germinacdo e no crescimento das plantulas de maracujazeiro amarelo

provenientes de sementes tratadas com ASM ou harpina.
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5.4. Efeito direto dos indutores de resisténcia no crescimento de Xanthomonas

axonopodis pv. passiflorae

O efeito direto do ASM, utilizado como indutor de resisténcia, sobre o crescimento in vitro
da bactéria X. axonopodis pv. passiflorae, avaliado pela contagem das UFC pode ser
observado, na Tabela 17 e na Figura 15. Os resultados mostram que n&do houve diferenca
significativa de crescimento da bactéria cultivada em placas contendo meio NA incorporado com

as diferentes concentracdes do produto e as placas testemunhas (meio NA puro).

TABELA 17. Efeito direto (in vitro) do acibenzolar-S-metil (ASM) sobre o desenvolvimento de

Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae.

Tratamentos” Numero médio de colbnias de Xa (M + EP)”
ASM (50 ug mL™) 686 + 131 a
ASM (100 pg mL™) 471 + 48 a
ASM (200 pg mL™) 440 + 118 a
Testemunha (meio NA) 573+28a
CV (%) 26,82

* Suspensdes aquosas de ASM incorporadas no meio de cultura NA.
¥ Nimero médio de colénias de Xa + Erro padrdo. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).



69

FIGURA 15. Efeito do ASM, nas concentra¢des de 50, 100 e 200 ug mL?, no crescimento
in vitro de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae.

O efeito direto da proteina harpina sobre o crescimento in vitro da bactéria X. axonopodis
pv. passiflorae, avaliado pela contagem das UFC, pode ser observado na Tabela 18 e na Figura
16. Os resultados mostram diferencga significativa, com o aumento do crescimento da bactéria
nas placas contendo meio NA incorporado com harpina, em relacdo as placas testemunhas
(meio NA puro).
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TABELA 18. Efeito direto (in vitro) da proteina harpina sobre o desenvolvimento de

Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae.

Tratamentos® Numero médio de coldnias de Xa (M + EP)”
Harpina (0,03 mg mL™) 500+ 0 a
Harpina (0,06 mg mL™) 580 +0 a
Testemunha (meio NA) 77+33Db
CV (%) 11,92

? Suspensbes aquosas da harpina incorporadas no meio de cultura NA.
¥ Numero médio de colénias de Xa + Erro padrdo. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).

———

0,003 mg mL™ S . 0,0075 mg mL™

FIGURA 16. Efeito da harpina, nas concentracbes de 0,003 e 0,0075 mg mL™*, no

crescimento in vitro de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae.

O efeito direto do Lev (S. cerevisiae) sobre o0 crescimento in vitro da bactéria X.
axonopodis pv. passiflorae, avaliado pela contagem das UFC, pode ser observado na Tabela 19
e na Figura 17. Os resultados mostram que ndo houve diferenca de crescimento da bactéria
entre as placas contendo meio NA incorporado com Lev e as placas testemunhas (meio NA

puro).
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TABELA 19. Efeito direto (in vitro) do Lev (Saccharomyces cerevisiae) sobre o desenvolvimento

de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (Xa).

Tratamentos” Ndmero médio de colbnias de Xa (M + EP)”
Lev 200 761 + 27 a
Lev 400 709 + 48 a
Lev 800 644 +81 a
Testemunha (meio NA) 657 + 95 a
CV (%) 23,90

? Suspensdes aquosas Lev, nas concentracdes de 200, 400 e 800 equivalente pug de manose mL™,
incorporadas no meio de cultura NA.

¥ Numero médio de colénias de Xa + Erro padrdo. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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FIGURA 17. Efeito do extrato de levedura puro (Saccharomyces cerevisiae), nas

concentracdes de 200, 400 e 800 Eq. pg de manose mL™, no crescimento in

vitro de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae.
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6. DISCUSSAO

Segundo Ouchi (1983), o tratamento de plantas com supostos indutores de
resisténcia, as vezes podem provocar efeito contrario, ou seja, pode ocasionar a supresséo
da resisténcia, fendbmeno este chamado de suscetibilidade induzida, quando o indutor ao
invés de ativar os mecanismos de defesa da planta torna esta mais suscetivel ao patégeno.

De fato, no primeiro experimento quando se avaliou o efeito da proteina harpina na
protecdo de maracujazeiro amarelo, houve um aumento dos sintomas da bacteriose em
todas as concentracdes utilizadas, ou seja, a planta tornou-se mais suscetivel ao patégeno.
Podemos concluir através deste resultado que ocorreu uma inducdo de suscetibilidade no
patossistema maracujazeiro amarelo x Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae, ou até
mesmo a possibilidade de uma acao toxica direta do produto na fisiologia da planta, ou seja,
fitotoxicidade, como j& observado por Kuhn et al. (2006) no patossistema mandioca X
Xanthomonas axonopodis pv. manihotis, através do tratamento com extrato de clurcuma.
Estes resultados podem, também, estar relacionados ao efeito direto dessa proteina sobre
X. axonopodis pv. passiflorae, pois no experimento onde se verificou o efeito da harpina no
crescimento in vitro de X. axonopodis pv. passiflorae, constatou-se que o produto ocasionou
um aumento do numero de unidades formadoras de colénia (UFC), ou seja, em contato
direto com a bactéria, estimulou seu crescimento.

No 2° experimento com a harpina, onde também foi avaliado um possivel efeito de
acdo sistémica do produto, os resultados revelaram que houve diferencga significativa, entre
as folhas acima das tratadas com a maior concentracdo do produto utilizada (0,015 mg mL™)
e as folhas das plantas do tratamento testemunha, havendo aumento dos sintomas da
bacteriose no maracujazeiro amarelo. Podem-se aventar diversas possibilidades para este
fato. A harpina pode ter estimulado também sistemicamente o crescimento da bactéria,
aumentando, assim, 0s sintomas da doenca, ou o produto pode ter causado fitotoxicidade
na planta, tornando-a mais suscetivel. Ainda, ha a possibilidade de que a planta, por estar
mais debilitada devido a maior severidade dos sintomas locais nas folhas diretamente
tratadas com a harpina, tenha ficado mais vulneravel a infeccdo da bactéria nas folhas que
nao receberam o tratamento.

Os resultados obtidos com a harpina contrastam com aqueles relatados na literatura,
que indicam a ocorréncia de inducdo de resisténcia em plantas contra varias doencas
causadas por fungos, bactérias e virus e também, contra alguns insetos herbivoros, em
resposta ao tratamento com essa proteina (CAPDEVILLE et al., 2002, 2003 e 2008; YANG
et al., 2005; DANNER et al., 2008).

O aumento da severidade da bacteriose em maracujazeiro amarelo, indicando

inducado de suscetibilidade no patossistema ou, como j& mencionado, uma acao tdxica direta
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do produto na fisiologia da planta, também foi observado pelo uso de Dimy Pel® a base de
Bacillus thuringiensis na concentracdo de 5 mg mL™. O produto Dipel PM®, também a base
de B. thuringiensis, bem como com os isolados de B. thuringiensis obtidos dos dois produtos
comerciais, Dimy Pel® e Dipel PM®, e com os metabdlitos produzidos por essa bactéria em
meio liquido de cultura, ndo conferiram protecdo do maracujazeiro amarelo a bacteriose,
contrastando com diversos trabalhos da literatura que evidenciam o potencial de B.
thuringiensis na inducdo de resisténcia e no controle de fitopatégenos (BATISTA JR. et al.,
2002; CIA, 2005; GUZZO; MARTINS, 1996; JESUS; GUZZ0O; HARAKAVA, 2008; LA VEGA
et al., 2006; ROVERATTI; TEIXEIRA; MORAES, 1989).

O 3° experimento com ASM mostrou reducdo dos sintomas da bacteriose no
maracujazeiro amarelo nas folhas tratadas e acima das tratadas, de 67% e 70%,
respectivamente, indicando a possibilidade de inducéo de resisténcia local e sistémica em
maracujazeiro amarelo a X. axonopodis pv. passiflorae, quando aplicado na concentracédo
de 12,5 pg mL™. Entretanto, quando concentra¢des maiores do produto foram utilizadas (1°
e 2° experimento) constatou-se aumento dos sintomas na concentracdo de 100 pg mL™,
indicando inducdo de suscetibilidade ou fitotoxicidade do produto em maiores
concentracdes. O fato do ASM néo inibir diretamente o crescimento de X. axonopodis pv.
passiflorae no ensaio in vitro, sugere que a reducdo dos sintomas de bacteriose na
concentracdo de 12,5 pg mL™, deve-se a inducdo de resisténcia conferida pelo ASM em
maracujazeiro amarelo.

Os resultados obtidos com as menores concentragbes do ASM, indicando uma
inducdo de resisténcia local e sistémica a X. axonopodis pv. passiflorae, sdo compativeis
com dados da literatura para outras interagées hospedeiro-patégeno. Kuhn (2007) observou
ocorréncia de inducéo de resisténcia em feijoeiro contra X. axonopodis pv. phaseoli, agente
causal do crestamento bacteriano comum. Inclusive, no Brasil, o0 ASM vem sendo aplicado
com sucesso, por exemplo, no controle de X. campestris pv. vesicatoria em tomateiro
(SILVA; RESENDE, 2001).

O fato de que a menor concentracdo do produto ter se mostrado mais eficiente,
confirma a afirmacédo de Madamanchi e Ku¢ (1991) e Ku¢ (1995), de que o efeito protetor
observado nas plantas é dependente de diversos fatores, inclusive das concentracdes do
indutor de resisténcia.

Em um experimento preliminar realizado com glicoproteinas extraidas da prépria
bactéria (X. axonopodis pv. passiflorae) e de X. campestris pv. campestris, os resultados
revelaram que ndo ocorreu diferenca significativa entre as plantas tratadas com ambas
glicoproteinas e as plantas controle. Uma explicacdo para esse fato pode estar relacionada
as concentracdes mais elevadas das glicoproteinas utilizadas nesse ensaio, pois em um

segundo experimento realizado com plantas de maracujazeiro amarelo contra X. axonopodis
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pv. passiflorae, utilizando-se as mesmas glicoproteinas, quando padronizou-se as
concentracdes das duas proteinas para uma concentracdo mais baixa, observou-se reducéo
significativa de 53% e 72% na severidade da doenc¢a nas folhas previamente tratadas com
GPs de X. axonopodis pv. passiflorae e X. campestris pv. campestris, respectivamente.
Entretanto, ndo se observou diferenca nas folhas acima das tratadas e inoculadas com o
patdégeno. Estes resultados indicam uma possivel inducao de resisténcia local em resposta
ao tratamento com ambas glicoproteinas sem ocorrer, porém, ativacdo de resisténcia
sistémica. Resultados semelhantes foram obtidos por Romeiro e Kimura (1997), que
trataram plantas de pimenta com a fracdo glicoprotéica de células de X. campestris pv.
vesicatoria e quando inocularam o mesmo patdgeno nas plantas previamente expostas a
esta fracdo glicoprotéica, observaram reducdo dos sintomas da doenca. Outros relatos
mostram que fracdes de microorganismos, de natureza protéica, sdo capazes de elicitar
respostas de defesa em diversos potossistemas (CAVALCANTI; RESENDE; OLIVEIRA,
2007; JABS et al, 1997; DI PIERO; WULFF; PASCHOLATI, 2006; MOHAMED;
LHERMINIER; FARMER, 2007).

No presente trabalho bons resultados foram alcancados nos dois experimentos
realizados com a fragdo ndo-dialisavel proveniente de S. cerevisiae para protecéo local de
maracujazeiro amarelo a X. axonopodis pv. passiflorae. Em ambos os experimentos, quando
as folhas foram tratadas com a concentracdo de 200 Eq pug de manose mL™, 72 h antes da
inoculagdo com o patégeno, observou-se reducdo dos sintomas da bacteriose nas plantas,
guando comparadas as testemunhas, conferindo prote¢cdo de 52% e 54% no 1° e no 2°
experimento, respectivamente. Esta protecdo pode ser atribuida a ativacdo de respostas de
defesa induzida por S. cerevisiae, ja evidenciada na literatura (FIALHO, 2004; LOPEZ, 1991;
MARTINS et al., 1986; PICCININ, 1995; REGLINSKI; LYON; NEWTON, 1994; RONCATTO;
PASCHOLATI, 1998; ROVERATTI; TEIXEIRA; MORAES, 1989; SILVA; PASCHOLATI,
1992; STANGARLIN; PASCHOLATI, 1994; WULFF; PASCHOLATI, 1998).

Quando os produtos foram aplicados nas sementes, constatou-se, no primeiro
experimento, que o ASM conferiu protecdo significativa em plantulas de maracujazeiro
amarelo a X. axonopodis pv. passiflorae. As concentracdes de 12,5 ug mL™ e de 25 pg mL™
promoveram protecdo de 81 e 61 %, respectivamente. A protecdo conferida pelo produto foi
maior, aproximadamente, 90% em ambas as concentracbes, quando as plantulas
apresentando duas folhas verdadeiras receberam um segundo tratamento com o ASM. Essa
protecao ja havia sido evidenciada nos ensaios de inducéo de resisténcia local e sistémica,
quando a menor concentracdo do produto (12,5 pg mL*Y), aplicada nas folhas de
maracujazeiro amarelo, mostrou-se mais eficiente, reduzindo a &rea foliar infectada.

As sementes tratadas com a harpina nas concentragdes de 0,003 e 0,0075 mg mL?,

também mostraram protecado significativa de 44%, em ambas as concentragcfes, porém com
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diferenca significativa, em relagdo ao controle, inferior & apresentada pelo ASM. Nas
amostras que receberam um segundo tratamento nas plantulas com harpina, houve
protecdo somente para as plantulas tratadas com a menor concentracdo (0,003 mg mL™).
Isto, provavelmente, deve-se ao fato de o produto apresentar um efeito direto quando em
contato com a bactéria, estimulando seu crescimento, evidenciado no ensaio in vitro, ou a
fitotoxicidade conferida pelas maiores concentracdes do produto na planta.

No 2° experimento com a aplicagdo de ASM ou harpina nas sementes, foi novamente
constatada a ocorréncia de protecdo do maracujazeiro amarelo a bacteriose, indicando a
possibilidade de inducédo de resisténcia sistémica, confirmando os resultados obtidos no 1°
experimento. Constatou-se que o ASM conferiu protecdo significativa de 70% e 76% nas
concentracdes de 12,5 e de 25 pg mL™, respectivamente. A protecdo conferida pelo produto
aumentou sendo de, aproximadamente, 79% e 82%, utilizando-se as mesmas
concentracdes dos indutores, quando as plantulas apresentando duas folhas verdadeiras,
receberam um segundo tratamento com o ASM. As sementes tratadas com a harpina
mostraram protecdo significativa de 71% nas plantulas de maracujazeiro amarelo somente
na concentracdo de 0,003 mg mL™. Quando as plantulas receberam um segundo tratamento
com a harpina a protecdo apresentada foi de 65% e 54% para as plantulas tratadas com as
concentracdes de 0,003 mg mL™ e 0,0075 mg mL™, respectivamente.

O resultado de protecdo do maracujazeiro amarelo contra a bacteriose demonstrado
nos ensaios com plantulas provenientes de sementes tratadas com ASM foram semelhantes
aqueles obtidos por Latunde-Dada e Lucas (2001), no qual plantulas de um cultivar
suscetivel de Vigna unguiculata, obtidas a partir de sementes tratadas com ASM,
mostraram-se protegidas contra a antracnose causada por Colletotrichum destructivum.
Outros compostos também tém mostrado o efeito protetor quando aplicados em sementes.
Benhamou, Lafontaine e Nicole (1994) verificaram que, quando sementes de tomateiro
foram tratadas com quitosana combinada com um substrato modificado, ocorreu inducéo de
resisténcia nas plantulas a Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici. Varias respostas
de defesa foram ativadas nos tecidos radiculares das plantulas, tais como resposta de
hipersensibilidade, acimulo de lignina e compostos fendlicos.

No 1° experimento onde as sementes foram previamente tratadas com o ASM ou com a
proteina harpina, foram observados, também, aumentos na germinacdo e crescimento das
plantulas de maracujazeiro amarelo, provenientes das sementes tratadas com os dois indutores.
O aumento na germinacao e no crescimento das plantulas contradiz os resultados apresentados
por Buschmann; Fan e Souerborn (2005); Kuhn (2007); Godard et al. (1999) e Iriti e Faoro
(2003). Kuhn (2007) afirma que ha uma diminuicdo da produtividade e rendimento das
plantas tratadas com ASM em fungdo do custo energético alocado pela planta para a

ativacdo de seus macanismos de defesa. Porém, os fabricantes dos produtos Bion® e
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Messenger® afirmam que ha um aumento na qualidade e na produtividade nas plantas
tratadas com os produtos. O fabricante do Bion® indica que o produto na cultura do tomate,
além de diminuir a severidade da doenca, incrementa a produgéo e a qualidade dos frutos.
O produto Messenger®, segundo a EDEN Bioscience (2008), ativa as defesas naturais da
planta e promove o seu crescimento, com 0 aumento da biomassa do sistema radicular,
floracdo precoce, maturagdo mais rapida dos frutos e aumento de produtividade. French et
al. (2006) e French (2007) verificaram que ocorreu aumento da produgcdo de algodéo,
através do tratamento com a proteina harpina.

Os resultados obtidos no presente trabalho evidenciaram o potencial dos agentes
bidticos S. cerevisiae, proteina harpina e glicoproteinas extraidas de Xanthomonas spp. e do
agente abidtico ASM na reducdo dos sintomas da bacteriose em maracujazeiro amarelo
causada por X. axonopodis pv. passiflorae. Especialmente relevantes foram os resultados
gque evidenciaram o controle parcial dessa bacteriose através do tratamento das sementes
de maracujazeiro amarelo com ASM e harpina. Tendo-se em conta que atualmente as
medidas de controle dessa bacteriose sdo de carater genérico e sempre adotadas de forma
preventiva, os resultados obtidos nesse estudo poderdo contribuir para o manejo integrado

da bacteriose em maracujazeiro amarelo.

7. CONCLUSOES

1. O acibenzolar-S-metil, a 12,5 ug mL™, protege local e sistemicamente folhas de
maracujazeiro amarelo contra X. axonopodis pv. passifloarae.

2. Na concentraco de 100 pg mL™* o ASM proporcionou 0 aumento dos sintomas da
bacteriose no maracujazeiro amarelo.

3. Glicoproteinas extraidas de Xanthomonas campestris pv. campestris e de
Xanthomonas axonopodis pv. passifloarae, na concentracéo de 97,93 ug mL™, e o
extrato de levedura (S. cerevisiae) na concentracdo de 200 equivalentes g de
manose mL™, protegem localmente folhas de maracujazeiro amarelo contra X.
axonopodis pv. passifloarae.

4. Os produtos Dimy Pel® e Dipel PM®, a base de B. thuringiensis, os isolados desta
bactéria provenientes destes produtos e seus respectivos metabdlitos, bem como a
proteina harpina, ndo protegeram folhas de maracujazeiro amarelo contra X.

axonopodis pv. passifloarae.
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5. O produto Dimy Pel®, na concentracdo de 5 mg mL™, aplicado nas folhas de
maracujazeiro amarelo, anteriormente a inoculagdo com X. axonopodis pv.
passiflorae, proporcionou aumento dos sintomas da bacteriose.

6. A proteina harpina aplicada nas folhas de maracujazeiro amarelo, anteriormente a
inoculagdo com X. axonopodis pv. passiflorae, proporcionou aumento dos sintomas
da bacteriose.

7. O tratamento das sementes de maracujazeiro amarelo com acibenzolar-S-metil ou
com a proteina harpina protege as plantulas contra X. axonopodis pv. passiflorae.

8. O tratamento das sementes de maracujazeiro amarelo, com acibenzolar-S-metil ou
com a proteina harpina, aumentaram a germinacdo destas e proporcionaram um
maior crescimento das plantulas.

9. O acibenzolar-S-metil, a proteina harpina e o extrato de S. cerevisiae, aplicados
separadamente em meio de cultura sélido, ndo inibem diretamente o crescimento de
X. axonopodis pv. passifloarae.

10. A proteina harpina estimulou diretamente o crescimento de X. axonopodis pv.

passiflorae.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica
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Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
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Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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