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RESUMO

INDUTORES DE RESISTENCIA EM PEPINEIRO (Cucumis sativus L.) CONTRA A
MANCHA DE CORINESPORA [Corynespora cassiicola (Berk. e Curt.) Wei]

A busca por métodos alternativos para o controle de doencgas de plantas tem sido alvo de diversas
pesquisas, visando reduzir o uso de agrotoxicos. Neste sentido buscou-se avaliar o efeito de
indutores quimicos de resisténcia no controle da mancha de corinéspora [Corynespora cassiicola
(Berk. e Curt.) Wei] em pepineiro. Inicialmente foi avaliado o efeito dos indutores in vitro sobre
o desenvolvimento de C. cassiicola. Foram estudas os produtos Bion™ nas doses de 0,050 e
0,025g/500, Ecolife® nas doses de 1,0 e 2,5mL/500 e Fertisil® nas doses de 0,025 e 0,050g/500
incorporado no meio de cultura BDA. O delineamento experimental foi ao acaso com dez
repeticoes. As avaliacdes foram realizadas através de medicdo do diametro das coldnias e a
producdo de esporos foi avaliada pelo método de contagem em gota. Os genétipos comerciais de
pepineiro Aodai, General Lee F1, Hokushim, Japonés Hibrido F1 (Soudai), J6ia, Marketmore 76
(verde comprido), Natsubayashi, Natsu suzumi, Sprint 440 II e Tsuyataro foram avaliados quanto
a resisténcia e suscetibilidade a doenca. As plantas foram inoculadas aos 30 dias de idade com
uma suspensdo de esporos na concentragio de 10* conidios/mL do patégeno. A avaliagio da
severidade da doenca foi feita de acordo com escala de notas descrita por Oliveira et al. (2006).
Foram selecionados os genotipos Tsuyataro, como suscetivel e Aodai, como resistente a doenca,
para serem usados nos experimentos com os indutores de resisténcia. Os indutores foram testados
em casa de vegetagdo, utilizando plantas dos genotipos Tsuyataro e Aodai, em delineamento ao
acaso com cinco repeti¢des. Os tratamentos constituiram nas doses de 0,025, 0,050, 0,075 ¢ 0,15g
de Bion®/500mL; 1,0, 2,5, 3,0 e 7,5mL de Ecolife®/500mL; 4,0, 7,5, 12,0 e 22,5g de
Fertisil®/500mL aplicados 48 horas antes da inoculagio com o patégeno. Foi avaliado a
severidade, numero e tamanho de lesdes e periodo de incubagdo do fungo em cada tratamento. Os
dados foram analisados estatisticamente e as médias dos tratamentos comparadas pelo teste
Tukey (5%) utilizando o programa estatistico SAEG. Nos ensaios in vitro o fungo foi sensivel ao
Fertisil® nas dosagens utilizadas causando em efeito fungitoxico. Nos tratamentos com Bion® e
Ecolife® ndo houve efeito sobre o crescimento micelial e a produgdo de esporos do fungo. A
aplicacdo dos indutores em casa de vegetagdo nao foi eficiente para controlar a doenca nas doses
testadas.

Palavras chave: Corynespora cassiicola, manejo, resisténcia induzida.



ABSTRACT

RESISTANCE INDUCTORS IN CUCUMBER PLANTS AGAINST CORINESPORA’S
LEAF SPOT [Corynespora cassiicola (BERK. end CURT.) WEI]

The search for alternative methods for plant disease control has been the target of several
researches aiming to reduce the use of pesticides. Accordingly, this research evaluated the effect
of chemical resistance inductors in the control of the corinespora’s leaf spot [Corynespora
cassiicola (Berk. end Curt.) Wei] in cucumber plants in a green house. Initially, an experiment
was established to evaluate the effect in vitro of the inductors in the development of C.
cassiicola. The products studied were the following Bion™ in dose of 0.050 and 0.025g/500,
Ecolife” in dose of 1.0 and 2.5 mL/500 and Fertisil® in dose of 0.025 and 0.05g/500 incorporated
the BDA culture medium. The experiment was was randomly delineated with ten repetitions. The
evaluations were achieved by measuring the colony diameters and evaluating the spore’s
production by the counting method in drop. The following commercial genotypes of cucumber
plants were evaluated regarding the resistance and susceptibility to the aforementioned disease:
Aodai, General Lee F1, Hokushim, Hybrid Japanese F1 (Soudai), Joia, Marketmore 76 (long
green), Natsubayashi, Natsu suzumi, Sprint 440 II and Tsuyataro. The plants were inoculated at
an age of 30 days with an inoculum’s suspension in the concentration of 10* conidia/mL of the
pathogen..The evaluation of the disease severity was made in agreement with the scale of
gradings described by Oliveira et al. (2006). The genotypes Tsuyataro and Aodai were selected as
susceptible and disease resistance, respectively, and used in the experiments with the resistance
inductors. The inductors were tested in a green house, using plants of the Tsuyataro and Aodai
genotypes, in random delineation with five repetitions. Doses in the range of 0.025, 0.050, 0.075
and 0.15¢g 0fBion®/500mL; 1.0, 2.5,3.0and 7.5 mL ofEcolife®/500mL; 4.0, 7.5, 12.0 and 22.5¢g
of Fertisil®/500mL were tested in cucumber plants. These products were applied 48 hours before
inoculation with the pathogen. The severity, number and lesion size and the fungal incubation
period were evaluated for each treatment. The data was statistically analyzed and the average
compared by the Tukey’s test (5%) using the SAEG statistic program. In the in vitro assays, the
fungus was highly sensible to Fertisil® for the dosage used, causing a fungitoxic effect. The
treatments with Bion” and Ecolife® had no effect upon mycelial growth and the fungal spore
production. The application of inductors in a green house was not efficient to control the disease
in the tested dose.

Keywords: Corynespora cassiicola, management, induced resistance.
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1 INTRODUCAO

A produgdo do pepino (Cucumis sativus L.) tem crescido na comercializa¢do. Segundo o
IDAM (2006) observou-se um aumento de 152% no periodo de 2002 e 2006 no Estado do
Amazonas. E muito apreciado e consumido em todo Brasil, na forma de fruto imaturo cru, em
saladas, curtido em salmoura ou vinagre e, raramente, maduro e cozido (CARDOSO, 2002).
Segundo Lopes (1991), além do valor econdomico e alimentar, o cultivo de cucurbitaceas possui
uma outra vantagem, pois, também, tem grande importancia social, na geragdao de empregos
diretos e indiretos, pois demanda grande quantidade de mao-de-obra, desde o cultivo até a
comercializacao. Entretanto, o maior entrave ¢ a suscetibilidade a mancha de corinéspora causada
pelo fungo Corynespora cassiicola, o qual ocorre em varias espécies cultivadas de cucurbitaceas,
com grande importancia para a cultura de pepino (KUROZAWA et al., 2005).

Antes do ano 2000, a mancha alvo era citada como uma doenga de pouca importancia
para esta cultura, tanto em cultivo convencional quanto em ambiente protegido (KUROZAWA e
PAVAN, 1997). No entanto, nos ultimos anos, esta doenga tem se tornado importante para os
produtores de pepino, tanto em estufas como em cultivo convencional, devido a frequentes
epidemias desta doenga. Segundo Verzignassi et al. (2003), e, Vida et al. (2004), na regido Norte
do Estado do Parana, essa doenga tem ocorrido com frequéncia, em cultivos de pepino tipo
‘Japonés’ acarretando perdas de até 60% na produgao.

A resisténcia de plantas a patdgenos baseia-se, em grande parte, na multiplicidade de
barreiras e mecanismos de defesa ja existentes e que independem da chegada do indculo ao sitio
de infeccdo. Essas defesas sdo genericamente denominadas de constitutivas, inespecificas ou

estaticas. As plantas superiores possuem, ainda, outros mecanismos de defesa, supostamente mais
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eficientes, os quais aparentemente permanecem inativos ou latentes, somente sendo acionados
apos serem elas expostas a agentes ativadores (abidticos ou bidticos). Nestes casos, a resisténcia €
dita dindmica, pos-infeccional ou induzida (AGRIOS, 1997). Uma forma de ativar tais
mecanismos de defesa ¢ por meio de resisténcia induzida que se trata de um fenomeno biologico
complexo o qual envolve a ativagdo de genes relacionados com varias respostas de defesa da
planta com sintese de fitoalexinas, aumento de compostos fendlicos, lignina, e proteinas
relacionadas com a patogénese (proteinas-RP), como a hidrolase B-1,3-glucanase que degrada
paredes celulares de patogenos fungicos (HAMMERSCHMIDT, 1999).

Segundo Quezado-Duval et al. (2005), o emprego de produtos ativadores de mecanismos
de defesa das plantas ¢ uma abordagem que vem sendo recentemente avaliada para o controle de
fitopatogenos. Esse tipo de resisténcia seria sistémica, duradoura e de amplo espectro (LOPES,
2001). O produto comercial Bion® (acibenzolar-S-metil do grupo quimico benzotiadiazol - BTH)
tem sido avaliado para o controle de diversas doencgas, com resultados experimentais promissores
de ensaios em condi¢des de casa-de-vegetagdao (SILVA et al., 2000; OBRADOVIC et al., 2005,
CASTRO et al., 2007). Pesquisas tém demonstrado outros compostos capazes de induzir o
sistema de defesa das plantas tais como o 4cido DL-aminobutirico (BABA) (QUERINO et al.,
2005), Ecolife® (DANTAS et al., 2002) ¢ Agro-Mos® (DANTAS et al., 2004).

Tendo em vista o potencial do uso de indutores de resisténcia para o controle de doengas
de plantas e a importancia do fungo C. cassiicola como agente da mancha de corinéspora em
pepino, o presente trabalho visa verificar o efeito de indutores de resisténcia no controle da

mancha de corinéspora em pepineiro.
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2 OBJETIVOS

Objetivo geral:
- Verificar o efeito de indutores quimicos de resisténcia no controle da mancha de corinéspora em
pepineiro.

Objetivos especificos:

- Avaliar a resisténcia de genotipos de pepineiro a Corynespora cassiicola;

- Determinar o efeito dos indutores de resisténcia Acibenzolar-S-Metil, silicato de potéssio, e
Ecolife® no crescimento de C. cassiicola in vitro;

- Determinar o efeito de diferentes indutores de resisténcia na severidade da mancha de
corinéspora em pepineiro em casa de vegetacao.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Cultura do pepino

O pepino (Cucumis sativus L.) ¢ uma planta da classe das Dicotiledoneae, pertencente a
familia Cucurbitaceae (FILGUEIRA, 2003). O seu centro de origem ¢é a India, tendo sido levado
para a China e para as Filipinas e as Ilhas Formosas. Da regido Norte da China originou-se uma
linhagem ou grupo de pepinos com frutos mais alongados e didmetro reduzido. Outro grupo, que
se desenvolveu no sul da Asia, chegou as Ilhas Formosas e depois a Ilha Okinawa, no
arquipélago de Rui Kyu, e em 1923, foi levado para o Japao dando origem ao pepino do grupo
"Aodai" e "Aonaga", hoje conhecidos no mercado como pepinos Comum e Japonés,
respectivamente. Outros tipos de pepino que existem no mercado sdo "Caipira" e "Conserva"
(GOTO, 2007).

A planta ¢ herbacea, anual, com hastes longas. O habito de crescimento ¢
“indeterminado”, e a planta desenvolve-se no sentido vertical ou prostrado, dependendo da
presenca ou auséncia de suporte. As ramas apresentam gavinhas, que se fixam a qualquer tipo de
suporte (WHITAKER; BEMIS, 1976). As folhas sdo inteiras, cordiformes (formato de coragao),
asperas ao tato na sua face inferior, verde-claras a verde-escuras. O habito de florescimento ¢
mondico, ou seja, hd flores unissexuadas, masculinas e femininas na mesma planta, com nitida
predominancia das primeiras, o que ¢ uma caracteristica normal da espécie. Entretanto, os
fitomelhoristas criaram hibridos gindicos. Tanto as cultivares mondica como gindica exigem a
polinizagdo para desenvolverem os frutos. Os hibridos ginodicos exigem a proximidade de plantas
monoicas que assegurem o fornecimento de polen, podendo-se plantar uma cultivar polinizadora

na mesma area. Uma solugdo melhor, utilizada por firmas produtoras de sementes, ¢ adicionar as
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sementes de tais hibridos gindicos 15% de sementes da cultivar monoica. Atualmente, também,
ha hibridos gindicos e partenocarpicos — desenvolvidos especialmente para o cultivo em casa de
vegetacao, nos quais o desenvolvimento dos frutos independe da polinizagdo (FILGUEIRA,
2003).

O pepino ¢ uma baga suculenta, cheia, de formato cilindrico, com trés a cinco 16culos,
sendo o fruto trilocular, o mais comum. A coloragdo varia de verde-clara a verde-escura,
conforme a cultivar. Apresenta actileos moles (“espinhos”), de coloragdao branca ou escura. A
caracteristica genética “actleos brancos” ¢ ligada a maior resisténcia ao amarelecimento pos-
colheita, sendo, portanto, desejavel e buscada pelos fitomelhoristas. Inversamente, a caracteristica
“actleos escuros” estd ligada ao amarelecimento rdpido, sendo menos desejavel. O sistema
radicular ¢ superficial (FILGUEIRA, 2003).

As cultivares atualmente plantadas podem ser reunidas em quatro grupos ou tipos,
conforme as caracteristicas e a finalidade dos frutos produzidos. Hibridos modernos vém
substituindo cultivares nao-hibridas apresentando produtividade mais elevada, frutos de melhor
qualidade — geralmente com aculeos brancos — e maior amplitude em termos de resisténcia a
doencgas (FILGUEIRA, 2003).

Pepino do grupo Caipira, os frutos sdo colhidos com 10-16 cm de comprimento, de acordo
com as preferéncias regionais, apresentando coloracdo predominantemente verde-clara, com
manchas verde-escuras na regido do pedinculo. Na maioria das cultivares o fruto ¢ trilocular,
porém ha cultivares pentaloculares. O sabor ¢ adocicado, livre de amargo. A cultura tutorada
predomina, embora, também, ocorra a cultura rasteira. O tipo caipira € preferido em alguns
mercados tendo boa aceitacdo em varias regides do Pais (FILGUEIRA, 2003).

O grupo Aodai, caracteriza-se pelos frutos cilindricos, colhidos com 20-25 cm, de

coloracdo verde-escura pronunciada, triloculares. Cultivares tradicionais, como Aodai Nazaré,
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mondicas, tem sido substituido por hibridos ginodicos brasileiros, como Rio Verde e Joia
(FILGUEIRA, 2003).

Os pepinos do grupo Japonés apresentam frutos tipicamente afilados e alongados, com
20-30 cm, de coloragdo verde-escura e triloculares, com aculeos brancos. O sabor ¢ tipico e
agradavel, sendo os frutos preferidos em mercados exigentes. Caracteristicamente, nao ha
formacao de sementes, ja que a maioria dos hibridos desse grupo sdo ginoico-partenocarpicos. A
cultura tutorada ¢ conduzida em casas de vegetagdao fechadas, sendo a polinizagdo indesejavel,
por alterar o formato dos frutos. Bons exemplos sdo os hibridos Yoshinari e Flecha
(FILGUEIRA, 2003).

Os pepinos do grupo Industrial sdo curtos, com 5-9 cm, de coloragdo verde-escura e
triloculares. Os frutos sdo utilizados na fabricagdo de picles. Um exemplo ¢ o hibrido gindico
Supremo. A cultura rasteira e de semeadura direta predomina na producdo destinada a
agroindustria, devido ao menor custo de producao (FILGUEIRA, 2003).

De modo geral o cultivo de pepino se da em clima quente, se desenvolve bem em
temperaturas superiores a 16 °C; ndo tolera geada; comporta-se melhor em locais com
temperaturas entre 20 e 30 °C (minimo de 20 °C a noite e 24 °C durante o dia) e umidade relativa
entre 60 e 65% (SOUZA e MATA, 2007). As plantas se desenvolvem e frutificam bem em
condig¢des de solos férteis, ricos em matéria organica, solos com boa drenagem, profundos e com
boa disponibilidade de 4gua durante todo seu ciclo, porém nao tolera solos encharcados. Para
contornar o problema de baixa temperatura ou época de muita chuva no verao, os produtores tém
produzido pepino em estufas cobertas com plastico. A diferencga entre essas duas situacdes esta
no manejo da estufa. No frio, faz-se o fechamento lateral com uma cortina de plastico e abertura
nas horas mais quentes do dia; enquanto, que no verdo, deixa-se sempre aberta lateralmente. Com

esse procedimento, consegue-se produzir pepino o ano todo (FILGUEIRA, 2003).
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Quando cultivado em campo aberto, o pepino deve ser plantado nas €pocas em que a
temperatura se mantém entre 22 ¢ 30 °C, inclusive no periodo do noturno. Abaixo de 15 °C a
planta ndo se desenvolve adequadamente, podendo ter seu crescimento paralisado. Além do
estresse que causam & planta, temperaturas acima de 30 °C provocam diminui¢ao do numero de
flores femininas, quando conjugadas com dias longos (FILGUEIRA, 2003).

A planta do pepino ¢ uma trepadeira, possui habito de crescimento com gavinhas que
sustentam a planta na posi¢do vertical, com o uso de tutores; isto possibilita a obtencao de frutos
de maior qualidade, facilita os tratos fitossanitarios e a colheita (SOUZA e MATA, 2007).

A produtividade esperada para os pepinos dos tipos: Caipira, Aodai e Japonés sdao de 40 a
50 t/ha e para o pepino industria, de 20 a 40 t/ha (ARAGAO, 2003). No Amazonas a cultura do
pepino ocupa o oitavo lugar em importancia econdmica totalizando 203,35 hectares de area
plantada com uma produ¢do aproximadamente de 4.984 toneladas de acordo com estimativa do

IDAM (2007).
3.2 Problemas fitossanitarios da cultura

A cultura do pepino como as demais cucurbiticeas, apresenta diversos problemas
relacionados ao ataque de fitopatdgenos, dentre os quais se destacam oidio, antracnose, cancro
das hastes (podridao de micosfarela), mildio, mancha-angular, mancha de leandria, virose (virus
da mancha-anelar do mamoeiro). O contrbole destas doengas ¢ baseado principalmente no uso de
produtos quimicos como: captan, carbenzadin, chlorothalonil, enxofre, fenarimol, folpet,
hidréxido de cobre, mancozeb, oxicloreto de cobre, oxicloreto de cobre + mancozeb, pyrazophos,
quinomethionate, thiophanate methyl, thiophanate methyl + chlorothalonil e ziram

(www.herbario.com.br acessado em agosto de 2007).
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Nos ultimos anos tem-se observado ataques severos de mancha de corinéspora causada
por Corynespora cassiicola em cultivos de pepino em diversas propriedades em Manaus-AM e
no Municipio de Iranduba-AM, reduzindo drasticamente a producao e o tempo de colheita nas
lavouras, tanto em cultivo protegido como em campo aberto (Informacao pessoal do produtor
Edenilson Silva Gomes — Iranduba - AM).

O fungo C. cassiicola (Berk. e Curt.) Wei (Figura 1A) pertencente ao grupo mitosporicos
anteriormente denominado de classe Deuteromycetes, ordem Moniliales e familia Dematiaceae.
Possui conidioforo curto, cinza, que produz conidios solitarios (Figura 1B) ou em cadeias de dois
a seis, de forma variada, podendo ser clavado, cilindrico, reto ou curvo, liso, alongado e com até

20 pseudo-septos (REGO e CARRIJO, 2000).

Figura 1 — (A) - Colonia de Corynespora cassiicola. (B) - Conidios visualizados em microscopio Optico e
objetiva de 40X.

Segundo Kurozawa et al. (2005), o fungo possui ampla gama de hospedeiros em diversas
familias de plantas cultivadas e em varias plantas daninhas. Cutrim e Silva (2003), estudaram a
patogenicidade de isolados C. cassiicola em diferentes espécies de plantas, e observaram que as
plantas daninhas trapoeraba (Commelina benghalensis L.) e “assa peixe” (Vernonia cinérea L.),

foram hospedeiras do fungo, podendo contribuir para o aumento da fonte de indculo do patdgeno
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no campo. Além destas, outras espécies como abobora (Cucurbita pepo L.), maxixe (Cucumis
anguria L.), pimentdo (Capsicum annum L.), quiabeiro [Abelmoschus esculentus (L.) Monch] e
vinagreira (Hibiscus sabdariffa L.), também, apresentaram sintomas da doenca, sendo ndo
recomendado o cultivo destas, especialmente, nas areas de ocorréncia de C. cassiicola. De acordo
com Rego e Carrijo (2000), a doenca pode ser encontrada em todas as espécies cultivadas de
cucurbitaceas, embora seja mais severa em pepino.

Os primeiros sintomas da doenga surgem logo apos o transplantio, inicialmente sob a
forma de pequenas manchas angulares, com o centro de cor palha e pequeno halo claro,
posteriormente as manchas crescem, tomando formato arredondado, e apresentam centro marrom
claro e bordos encharcados de coloragdo olivacea. O coalescimento das manchas pode provocar a
seca do limbo foliar. Nao tem sido observados sintomas da doenca em caule, frutos e raizes
(VERZIGNASSI et al., 2003). Segundo Kurozawa et al. (2005), as manchas em ramos e peciolos
sdao mais alongadas.

Verzignassi et al. (2003) relatam que a mancha de corinéspora tem ocorrido com
intensidade nas estufas plastica nos periodos de primavera e verdo, atingindo niveis epidémicos
dentro de poucos dias apds a visualizacdo dos primeiro sintomas nas plantas de pepino. O
patdgeno sobrevive em restos de cultura, por pelo menos dois anos (REGO e CARRIJO, 2000).
A disseminagdo de esporos se da pelo vento (KUROZAWA et al., 2005). Segundo Boiteux e Reis
(2007), a mancha de corinéspora ¢ tipica de clima tropical imido sendo muito destrutiva sob alta
temperatura (acima de 28 °C) e alta umidade (acima de 90%).

Como medidas de controle recomendam-se rotagdo de culturas por periodo superior a
dois anos (KUROZAWA et al.,, 2005) Os fungicidas utilizados para o controle de outras manchas
foliares em cucurbiticeas ndo tém apresentado resultados praticos no controle dessa doenca.

Outras praticas de manejo da cultura como eliminagdo de restos culturais, maior espagamento
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entre plantas e manejo de cortinas laterais das estufas, ndo tem reduzido a severidade da doenga
(VERZIGNASSI et al., 2003).

Na regido Norte do pais C. cassiicola ¢ um dos principais patégenos na cultura do tomate,
com ou sem cobertura plastica, podendo ser altamente destrutivo (LOURD et al., 1988; LOPES e
SANTOS, 1994). Em pepineiro este fungo também tem se tornado o principal patégeno desta
cultura em 4reas produtoras no Amazonas (Figura 2). Um dos grandes agravantes para o controle
deste patdgeno, além do ambiente favordvel, ¢ a falta de produtos quimicos eficientes e
registrados para este patossistema. Pesquisas sobre a doenga nas condigdes regionais sao
inexistentes, sendo necessario estudos visando entendimento das relagdes patdogeno-hospedeiro,
epidemiologia e medidas de controle, com o objetivo final de definir estratégias para o manejo da

doenga.

Figura 2 - Planta de pepineiro com sintomas de mancha de corinéspora.
FONTE: Bentes, 2007.
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3.3 Aspectos gerais sobre resisténcia de plantas a fitopatogenos

De acordo com Pascholati e Leite (1995), pode-se dizer que uma planta resistente € aquela
capaz de atrasar ou evitar a entrada e/ou a subsequente atividade de um patéogeno em seus tecidos.
As plantas podem ser resistentes ou ndo a certos patdgenos, por pertencerem a grupos
taxondmicos que estdo fora da gama de hospedeiros (resisténcia tipo ndo-hospedeira); por
possuirem genes de resisténcia (R) cujas proteinas interagem diretamente com proteinas
produzidas por genes de aviruléncia no patdégeno (resisténcia verdadeira, raga-especifica ou
resisténcia vertical), ou por outras razdes pelas quais as plantas escapam ou toleram a infec¢ao
pelo patogeno (AGRIOS, 2005). Ainda o mesmo autor afirma que as plantas ndo sao hospedeiras
da grande maioria dos patdégenos conhecidos, desta forma a resisténcia ¢ uma regra na natureza
enquanto que a susceptibilidade ¢ uma excecdo. Muitas vezes a auséncia da doenca, deve-se ao
patogeno nao possuir a habilidade de ligar-se a superficie hospedeira, de nao produzir enzimas e
toxinas ou de nao tolerar as defesas da planta (LAMB et al., (1989) apud MORAES, 1998). A
variacdo na suscetibilidade ou resisténcia a um patdgeno ¢ devida a diferentes tipos e nimero de
genes para resisténcia presente em cada cultivar. O efeito individual dos genes, varia de
extremamente grande a minimo, dependendo das fung¢des que ele controla (AGRIOS, 2005).

Do ponto de vista genético, a resisténcia a doencas ¢ denominada monogénica ou
poligénica. A resisténcia monogénica, também, chamada de qualitativa ou resisténcia raga-
especifica, ¢ controlada pela presenca de um ou poucos genes, chamados de genes R, que
controlam o reconhecimento entre patogeno e hospedeiro, tornando esta interagdo incompativel.
Neste caso, a planta e o patdogeno sdo incompativeis devido a falta de reconhecimento proteina-
proteina entre o patdégeno e o hospedeiro (AGRIOS, 2005). Estes genes exercem um efeito sobre

o fenodtipo de resisténcia tal que pode ser distinguido em uma populagdo de plantas, causando
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uma descontinuidade fenotipica, mesmo na presenca de outros genes de efeito menor e de
variacdo ambiental. Neste caso o hospedeiro pode responder com uma reagao de
hipersensibilidade, imunidade ou com a inibi¢do da reproducdo do patdgeno. A resisténcia
monogénica também ¢ chamada de resisténcia qualitativa, devido a facil diferenciagdo entre
plantas resistentes e suscetiveis, inexistindo reagdes intermediarias, onde a planta esta livre da
doenga ou completamente tomada por ela (CAMARGO, 1995; AGRIOS, 2005).

Todas as plantas possuem certo nivel de resisténcia inespecifica que ¢ efetiva contra
alguns dos seus patdgenos, e que em geral, mas nem sempre, ¢ controlada por alguns genes,
sendo assim denominada de resisténcia poligénica. Estes genes parecem estar envolvidos no
controle de processos fisiologicos que fornecem materiais e estruturas relacionadas com
mecanismos de defesa das plantas. A caracteristica mais marcante da resisténcia poligénica ¢ a
variacdo continua nos graus de resisténcia, apresentados em uma populagdo de plantas, indo
desde a extrema suscetibilidade até extrema resisténcia, sendo por isso, também denominada de
resisténcia quantitativa, pois para distinguir os fenotipos resistentes de suscetiveis ¢ necessario
quantificar a doenga (CAMARGO, 1995; AGRIOS, 2005).

Epidemiologicamente, a resisténcia ¢ classificada de acordo com sua efetividade contra
racas do patogenos, conforme Vanderplank (1963). Esta classificagdo epidemiologica permite
prever o efeito dos tipos de resisténcia no progresso da doenca no campo, permitindo calcular as
suas consequéncias e subsidiar a tomada de decisdo quanto medidas de controle a serem adotadas
(CAMARGO e BERGAMIM FILHO, 1995). A resisténcia que ¢ efetiva contra uma ou poucas
racas do patogeno € dita resisténcia vertical ou raga-especifica, ja a resisténcia que ¢ efetiva
contra todas as ragas ¢ denominada de resisténcia horizontal ou raga-inespecifica.

Em geral, a literatura relaciona resisténcia vertical como sendo monogénica e resisténcia

horizontal como sendo poligénica. Apesar desta relacdo ser verdadeira para muitos casos, existem
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relatos onde esta nao foi confirmada (CAMARGO e BERGAMIM FILHO, 1995). Em Coffea
canephora Pierre ex. Froehn., estudos genéticos sobre resisténcia a ferrugem sao limitados, mas
indicam uma heranga complexa. De acordo com Bettencourt e Rodrigues Jr. (1988), de maneira
geral Coffea canephora ¢ resistente a Hemileia vastatrix, mas os resultados de inoculagdes de
ragas fisiologicas do patogeno indicaram que algumas populagdes sdo altamente suscetiveis,
outras totalmente resistentes, e ainda h4 aquelas que apresentam um tipo de reacao heterogénea,
com um ataque moderado do patdégeno. Estudos da avaliacdo da resisténcia de 150 progénies de
Catimor em geragdo F4 e F5 mostraram que a maioria das plantas de populagdes segregantes
apresentou reagdo intermediaria (CHAVES, 1976). Entretanto Abreu (1984), realizando
inoculagdes em germoplasma de Catimor com seis ragas de H. vastatrix obteve plantas altamente
resistentes e plantas altamente suscetiveis.

Quanto a durabilidade estima-se que a resisténcia vertical (monogénica) seja possivel de
ser mais facilmente suplantada, devido a selecdo de racas capazes de vencer os mecanismos de
defesa do hospedeiro, controlados por este tipo de resisténcia. J4 a resisténcia horizontal
(poligénica) ¢ mais dificil de ser vencida, pois tem maior capacidade de resistir as mudancas
genéticas no patdogeno. Desta forma, assume-se que resisténcia poligénica ¢ muito mais estavel do
que a monogénica, pois para que surjam formas variantes do patdogeno sdo requeridas mudancas
genéticas em vdrios loci de patogenicidade, ao contrario do sistema monogénico, onde a mudanca
deve ocorrer em apenas um locus (CAMARGO e BERGAMIM FILHO, 1995).

Em relagdo ao efeito sobre a epidemia observa-se que a resisténcia vertical, por ser efetiva
contra algumas ragas do patdgeno, atua reduzindo a quantidade de indculo inicial, atrasando o
inicio da epidemia, sendo que o hospedeiro manifesta a resisténcia como imunidade ou reagao de
hipersensibilidade (RH). J4 a resisténcia horizontal, apesar de ser efetiva contra todas as racas do

patégeno, ndo previne a ocorréncia da doenca e sim reduz seus sintomas, como: diminui o
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tamanho das lesdes, aumenta o periodo latente, reduz a producao de esporos ¢ a severidade. Estes
efeitos sdo todos parecidos e quantitativos. E quando somados resultam na redugdo da taxa de

desenvolvimento da doencga, sem afetar o ino6culo inicial.

3.4 Mecanismos de defesa das plantas contra patogenos

Conforme Pascholati e Leite (1995) e Agrios (1997), mecanismos de resisténcia de uma
planta ao ataque patogénico sdo geralmente divididos em duas categorias, as quais sdo
denominadas de pré-formados (passivos ou constitutivos), ou seja, estdo presentes na planta
mesmo antes do contato com o patdgeno, e pds-formados (ativos ou induzidos), sendo ativados
ou sintetizados apoOs o contato entre patdgeno-hospedeiro, ambas classificadas, quanto a natureza,
em estrutural e bioquimica.

De modo geral as plantas se defendem do ataque de patdgenos utilizando mecanismos
estruturais de defesa, os quais atuam como barreira fisica e inibem a entrada e disseminagdo do
patdégeno no interior do hospedeiro, e pelo uso de mecanismos bioquimicos, 0s quais reagem nas
células e tecidos da planta, produzindo substancias que sdo toxicas para o patdogeno ou inibem seu
crescimento no hospedeiro (AGRIOS, 2005).

Dentre os fatores estruturais de resisténcia pré-formados, pode-se citar a cuticula, os
tricomas, estomatos, fibras e vasos condutores. Ja os estruturais pos-formados, incluem as
papilas, camadas de corticas, camadas de abscisdo, tiloses entre outros (PASCHOLATI e LEITE,
1995; AGRIOS, 2005).

E na cuticula, em geral, que ocorre o primeiro contato entre o patogeno e o hospedeiro. E
constituida por uma mistura de ceras e cutina, e recobre os 6rgdos da parte aérea. O efeito da
cuticula no desenvolvimento da doenga pode ser devido a sua molhabilidade, formando uma

camada hidrofobica na superficie dos 6rgdos devido a sua composi¢do, o que impede a formacao
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de um filme de agua, necessario para a germinacao, movimentacdo e multiplicagdo de fungos e
bactérias. Devido a sua composi¢do quimica, a cuticula, também pode ser vista como uma
barreira toxica, devido a liberagdo de substancia antifngica. Portanto, a presenca de
componentes mais resistentes a degradagdao enzimatica na cuticula e/ou sua maior espessura, pode
reduzir a eficiéncia de penetragdo e colonizagdo, ou pelo menos atrasar esses eventos,
contribuindo assim para a resisténcia (LIMA et al., 2005).

De acordo com Lichston e Godoy (2006), ao estudarem o efeito da aplicagao de
fungicidas na morfologia e no teor de cera epicuticular em cultivares de café resistente e
suscetivel a ferrugem, observaram que a aplicacao de fungicidas diminuiu o teor da cera e alterou
sua morfologia da cuticula das plantas, provocando rupturas e desaparecimento dos cristaloides, o
que pode tornar as plantas mais suscetiveis a patdgenos, além de que o tipo de cera nas cultivares
estudada apresentava com caracteristicas diferentes, o que pode estar relacionado com a
resisténcia a ferrugem do cafg.

Tricomas sdo prolongamentos unicelulares ou multicelulares que se estendem a partir da
epiderme, podendo ocorrer em diferentes superficies de plantas e exibir varias formas. Embora a
possivel contribuicdo dos pélos, que sdo os tricomas mais comuns, na resisténcia tenha sido
aventada, pouca evidéncia existe demonstrando o envolvimento dessas estruturas. Por exemplo,
em fun¢do do nlimero de pélos por area de tecido, os mesmos poderiam interferir na continuidade
do filme d’agua sobre a superficie do hospedeiro, dificultando, portanto, a germinacdo dos
esporos e a multiplicagdo das bactérias. Além disso, como os tricomas podem repelir insetos,
poderiam contribuir de maneira indireta para com a resisténcia das plantas, visto manterem as
mesmas livres de insetos vetores de microrganismos patogénicos (PASCHOLATI e LEITE,

1995).
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Jerba et al. (2005), ao avaliarem as caracteristicas estruturais da superficie foliar cultivares
de feijoeiro, suscetivel, moderadamente resistente e resistente a antracnose em relagdo a pré-
infeccdo pelo fungo Glomerella cingulata t.sp. phaseoli, observaram que a cultivar resistente
apresentou menor area de nervuras secundarias e maior quantidade de tricomas e que as demais
cultivares, nos quais o patégeno permaneceu retido, evidenciando que existe relacdo entre a
resisténcia e caracteristicas estruturais da superficie foliar, como pilosidade neste patossistema.

Os estomatos, em fun¢do do nimero, morfologia, localizacao e periodo de abertura, sao
estruturas que podem contribuir para a resisténcia das plantas em algumas interagdes com
fitopatogenos. Os estdmatos normalmente ocorrem em densidade de 100-300/mm? na superficie
das folhas e, quando completamente abertos, apresentam o ostiolo com uma &area para a
penetracao ativa de tubos germinativos de fungos, bem como para a penetragao passiva de células
bacterianas (PASCHOLATI e LEITE, 1995).

Embora a maioria dos patdogenos tente penetrar mesmo com os estdmatos fechados,
somente alguns penetram quando estdo abertos. Algumas variedades de trigo resistentes ao
Puccinia graminis f.sp. tritici apresentam abertura estomatica tardia, acarretando dessecagdo do
tubo germinativo devido a evaporagdo do orvalho combinada com a demora na abertura dos
estomatos. As proprias estruturas do estdmato (abertura estreita, células guarda elevadas) também
se constituem em fatores de resisténcia (BALARDIN, 2002).

Papilas sdo caracterizadas pela deposicdo de material heterogéneo entre a membrana
plasmatica e a parede celular no sitio de infec¢@o, sob a hifa de penetragdo. As papilas podem ser
formadas dentro de 2-3 horas apds a inoculagdo com fungos. Existem evidéncias que a deposi¢ao
de material papilar pode ser iniciada antes da penetragao e continuar apos a penetragdo. Em geral,
sdo constituidas de calose (B-1,3-glucana), podendo também conter lignina, derivados fendlicos,

celulose, silicio e suberina (RIOUX e BIGGS, 1994). As papilas funcionam como barreiras
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visco-elasticas contra a penetragdo e troca de metabolitos entre o hospedeiro e o patdgeno, além
de servirem como um mecanismo de reparo da parede celular ap6s a invasdo do patdgeno
(RESENDE et al., 2008).

As camadas de cortica podem ser formadas em resposta a injiria mecanica e a presenca de
patogenos, principalmente fungos e bactérias. As camadas de corti¢a originam-se de células
formadas a partir do felogénio (tecido meristematico). Essas se caracterizam pela presenca de
suberina (polimero insoluvel associado com ceras soliveis) e protoplasma morto. A atividade do
felogénio nos pontos de penetracao e crescimento dos patdgenos origina as cé€lulas de cortica, as
quais impedem a invasao dos tecidos sadios da planta por esses patogenos, além de interromper o
fluxo de nutrientes e agua em dire¢do ao invasor e o fluxo de metabolitos toxicos em direcao ao
hospedeiro. Os tecidos mortos envoltos pelas camadas de cortiga, os quais incluem o patdgeno,
podem permanecer na planta, originando manchas necroticas (PASCHOLATI e LEITE, 1995).

Outra estrutura de resisténcia pds-formada ¢ a camada de abscisdo. Na maioria das
espécies vegetais, a abscisdo de folhas, flores, frutos ou partes de alguns desses Orgdos ¢
precedida pela formac¢do de uma camada ou zona de abscisdo. No caso de folhas, zonas de
abscisdo podem ser formadas em torno dos sitios de infecg¢do fungica, bacteriana ou viral. Essas
zonas podem ser precedidas pela formacao de zonas de lignificacdo internamente as mesmas. A
zona de abscisdo ¢ caracterizada pela dissolu¢do da lamela média entre duas camadas de células
adjacentes, através da acdo de enzimas, principalmente celuloliticas e pectinoliticas. Essa
dissolucdo causa a separagdo das células, com o conseqiiente afrouxamento dos tecidos
envolvidos, o que pode levar a queda dos tecidos contendo o patdégeno. Dessa forma, nas
interacdes planta-patdogeno, a camada de abscisdo separa o tecido sadio do doente, protegendo o
restante da planta contra a subsequente invasdo pelo patdgeno e contra a a¢do de metabolitos

toxicos do mesmo (PASCHOLATI e LEITE, 1995).
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Dentre os mecanismos de defesa intravascular, a oclusao dos vasos do xilema em resposta
a estresse biotico ou abiodtico, ¢ um fendmeno de ocorréncia generalizada, que pode ser causada
pelo acimulo de géis de pectina e hemicelulose ao redor da placa perfurada da terminacao do
vaso e/ou pelo supercrescimento de protoplastos de células do parénquima vascular adjacente,
que se expandem para dentro dos vasos através das pontuagdes, formando as chamadas tiloses
(RESENDE et al., 2008). Essas projecdes protoplasmaticas podem aumentar em tamanho e
numero no interior dos vasos, levando a obstrugdo parcial ou total dos mesmos. Essa obstrugao
ird restringir o transporte de dgua, bem como poderd conter o avanco do patdogeno para outros
locais do hospedeiro. Obviamente, a formacdo de tiloses pode contribuir com a resisténcia da
planta apenas quando esta ocorre precocemente e nas areas proximas ao sitio inicial de infec¢do
(PASCHOLATTI e LEITE, 1995).

As plantas podem se defender bioquimicamente também, ou seja, as reagdes bioquimicas
que ocorrem nas células do hospedeiro produzem substiancias que mostram-se tdxicas ao
patdgeno ou criam condi¢des adversas para o crescimento do mesmo no interior da planta.
Embora os mecanismos estruturais possam atuar, em diferentes niveis, na defesa das plantas
contra alguns patogenos, pesquisas mostram que, na maior parte das interacdes, sdo as
substancias produzidas nas células do hospedeiro, antes ou apds a infeccdo, que contribuem
significantemente para a resisténcia (PASCHOLATI e LEITE, 1995).

Dentre os fatores de resisténcia bioquimicos destacam-se as fitoalexinas, reacdo de
hipersensibilidade (RH) e as proteinas relacionadas a patogénese (PRPs). As fitoalexinas sdo
definidas como compostos antimicrobianos de baixo peso molecular, que sdo sintetizados pelas
plantas e que se acumulam nas células vegetais em resposta a infecgdo microbiana. Diversas
classes de produtos naturais como alcaldides, compostos fendlicos e flavonoides, entre outros,

tém sido descritas como fitoalexinas (AGRIOS, 2005).
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Acredita-se que a maioria das plantas seja capaz de sintetizar fitoalexinas, mas algumas a
fazem de maneira muito lenta, permitindo que o microrganismo complete a infeccao antes que
haja o acimulo dessas substancias em quantidades suficientes para inibi-lo. Para diversas
interacdes planta-patdogeno foi demonstrado que a velocidade de acimulo das fitoalexinas ¢ um
dos fatores decisivos para o estabelecimento ou nao da infecgdo (BRAGA, 2007).

Uma defesa comum ¢ a reagdo de hipersensibilidade (RH), na qual ¢ caracterizada pela
morte programada das células em torno da infec¢do e atua contra patdgenos biotroficos, pois
restringe o acesso a agua e nutrientes, sendo ativada pelo sinal do AS (GLAZEBROOK, 2005). A
reacdo ¢ considerada como uma resposta de defesa induzida, culminando na parada do
crescimento e do desenvolvimento do patégeno nos tecidos da planta. A resposta ocorre em
funcdo do reconhecimento da infec¢do, por parte do hospedeiro, como uma consequéncia da
incompatibilidade entre a planta e o patdgeno. Portanto, a RH ocorre somente em interagao
incompativeis. O processo de morte celular na RH ¢ caracterizado pela agregacdo do citoplasma,
parada dos movimentos citoplasmaticos, perda da permeabilidade das membranas, degeneragao
do ntcleo e organelas, além de aumento acentuado da respiracdo e do acumulo de compostos
fendlicos e fitoalexinas (PASCHOLATI e LEITE, 1995). Se a resposta de hipersensibilidade tiver
sucesso uma pequena regido do tecido morto permanece no local do ataque do patdégeno, mas o
restante da planta ndo ¢ afetado (TAIZ e ZEIGER, 2004).

As proteinas relacionadas com patogénese (PRPs) comegaram a ser investigadas no inicio
da década de 70, por Van Loon e Van Kammen (1970), como macromoléculas envolvidas em
resisténcia induzida, tendo fumo-TMV como patossistema-modelo. Hoje, tem-se conhecimento
de que as PRPs sdo produzidas por muitas plantas como resposta a infec¢do por patdgenos
(STICHER et al., 1997). Van Loon et al. (1994) propuseram uma nomenclatura para as PRPs,

classificando-as em 11 “familias”. As mais comumente investigadas sdo PR-1, PR-2 (B-1,3-
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glucanases), PR-3 (Quitinases) ¢ PR-5 (Osmotina). Estas proteinas sao polipeptideos produzidos
pelo hospedeiro e que ndo estdo presentes em tecidos sadios, sendo sintetizados somente em
resposta a estresses diversos ou a especificamente devido ao ataque de um patdgeno. Sao
proteinas localizadas intra ou extracelularmente, que se acumulam em resposta a substancias
quimicas, elicitores, senescéncia natural, ferimentos ou ataque de patogenos (BALARDIN,
2002). As PRPs acumulam-se em locais distantes do sitio de infeccao, (STICHER et al., 1997).
Sua sintese e acimulo possuem carater de resposta ativa e de sistemicidade, em casos de

resisténcia induzida (LAWRENCE et al., 1996; van LOON, 1997).

3.5 Inducgio de resisténcia em plantas a patogenos

A indugdo de resisténcia envolve a ativacdo dos mecanismos latentes de resisténcia
(bioquimicos e estruturais) em uma planta através de tratamentos com agentes bioticos ou
abioticos. A manifestacdo da resisténcia induzida depende do intervalo de tempo entre o
tratamento indutor e a subsequente inoculagdo com patdogeno (desafiador), indicando que
mudangas especificas no metabolismo da planta, como a sintese e/ou acumulo de substancia, sao
importantes e necessarias (PASCHOLATI e LEITE, 1995).

Os indutores de resisténcia em plantas a patdgenos podem ser bidticos ou abioticos.
Assim, pode ele ser um ativador quimico como os derivados benzotiadiazolicos e outros
compostos (ARAUJO et al., 2005; TOFOLI, e DOMINGUES, 2005; GURGEL et al., 2005;
CAVALCANTI et al., 2006; RODRIGUES et al., 2006), extratos de células de (MOTOYAMA et
al., 2003; BONALDO et al., 2003) ou microrganismos vivos (HOFFLAND, et al., 1996; LIU, et
al., 1995). Nesse ultimo caso, quase sempre os agentes sdo rizobactérias promotoras do

crescimento de plantas (ALSTROM, 1991; KLOEPPER 1996; KLOEPPER et al., 1997). Essas
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rizobactérias sdo, internacionalmente, designadas PGPR (“Plant Growth-Promoting
Rhizobacteria”).

A protecao induzida pode se manifestar de forma local e/ou sist€émica. De acordo com
Agrios (2005), a resisténcia induzida inicialmente ¢ localizada proximo ao ponto necrotico
causado pela infeccao ou indutor abidtico. Em seguida a resisténcia se “espalha” sistemicamente
para locais distantes nao tratados na planta, tendo efeito prolongado, podendo se estender por
toda a vida da planta, dependendo do indutor utilizado, e ainda ser inespecifica, ou seja, de amplo
espectro, protegendo a planta contra diversos fitopatégenos (PASCHOLATI e LEITE, 1995;
AGRIOS, 2005).

A resisténcia sistémica induzida (ISR- Induced Systemic Resistance) e a adquirida (SAR-
Systemic Acquired Resistance) sdo fendmenos distintos, porém, fenotipicamente semelhantes,
onde a planta apos a exposi¢do a um agente indutor tem seus mecanismos de defesa ativados nao
sO no sitio de inducdo como, também, em locais distantes de forma generalizada (STICHER et
al., 1997). No entanto, SAR e ISR, sdo fendmenos distintos quanto a forma pela qual sdo
induzidos e desencadeados por mecanismos bioquimicos diferentes, mas semelhantes no
resultado final que se expressa sob a resisténcia sistémica (ROMEIRO, 1999).

De modo geral, de acordo com Metraux (2007), o termo SAR foi usado inicialmente para
descrever a resisténcia sistémica observada em muitas plantas apos a infec¢do local por um
patdgeno necrosante, sendo dependente de acido salicilico (AS). Ja o termo ISR, descreve a
resisténcia sistémica, induzida pela exposicdo a um microrganismo ndo patogénico, como
rizobactérias, e ndo ¢ dependente de AS estando associada a jasminatos e etileno. Assim, ISR foi
proposto como um termo genérico, € SAR ¢ usada somente para resisténcia sistémica induzida
por um patogeno sendo AS-dependente. Durrant e Dong (2004) e Pieterse et al., (2005), afirmam

que SAR envolve o actimulo de proteina PR (Protéinas Relacionadas com Patogénese), ¢
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salicitato-dependente, pode resultar em alteragdes visuais, como necroses na planta que sofreu a
indugdo, e pode ser induzida por patdogenos ou ativadores quimicos. No caso ISR, ndo ha
acumulo de proteinas PR, a planta ndo exibe necrose, o indutor em geral ¢ um microrganismo
nao-patogénico, a inducao nao ¢ dependente de acido salicilico.

O primeiro estudo a caracterizar em detalhes a ocorréncia de SAR, foi realizado por Ross
(1961), trabalhando com o patossistema fumo (Nicotiana tabacum L.) e o virus do mosaico do
fumo (TMV). Neste estudo, o autor inoculou folhas fumo var. Samsun NN com o TMV e
observou a inducao de alto nivel de resisténcia nas demais folhas ndo inoculadas, sete dias apos o
tratamento inicial, resultando em les6es com tamanho e em niimero reduzido.

Uma cascata de eventos moleculares e bioquimicos estd envolvida na expressao de SAR.
A inicia¢ao da SAR ocorre pela percep¢ao de indutores (patdogenos ou quimicos) pela planta, e
formacao de lesdes necroticos resultando na geragdo de moléculas sinal que sdo translocadas para
pontos distantes do local necrosado. A percepcao dos indutores ¢ efetuada através da ligagao
entre moléculas derivadas do patdgenos (elicitores) ou produtos quimicos, com um sitio receptor
na membrana plasmatica ou parede celular vegetal (MORAES, 1998; EDREVA, 2004). A
geracdo e natureza dos sinais bem como o modo de translocacgdo e interagdo entre eles ainda sdo
alvo de extensos estudos (EDREVA, 2004).

De acordo com Moraes (1998), para que uma molécula atue como sinalizadora, ela deve
ser sintetizada pela planta, aumentar sistemicamente apds o ataque do patégeno ou outro agente
indutor, mover-se através da planta, induzir fitoalexinas e proteinas relacionadas a defesa vegetal,
resultando no aumento da resisténcia a patogenos. A resisténcia de plantas contra doencgas esta
associada a um conjunto de resposta de defesa ativadas pelo hospedeiro apds o contato com
agentes patogénicos, que depende da eficiéncia do hospedeiro em reconhecer a presenga de

patdgenos pelos mecanismos de percepcdo e transdugdo de sinais, ocorrendo a ativacao de fatores
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de transcri¢ao no nucleo da célula vegetal, com a expressdo subsequente de genes de defesa
(GUZZO, 2004).

O 4cido salicilico (AS) ¢ reconhecidamente tido como uma molécula sinal ou pré-
requisito para produgdo de sinais em SAR (CHASAN, 1995; DURRANT e DONG, 2004;
EDREVA, 2004). A aplicacao exdgena de AS induz a expressao génica de proteinas envolvidas
em SAR e reforga a resisténcia contra patogenos. Apos aplicacao o AS enddgeno acumula-se em
niveis altos no local da infeccdo com um subsequente aumento (em menor quantidade) nos
tecidos nao infectados.

Evidéncias sobre o envolvimento do AS em SAR estdo descritas em diversos estudos,
como os de Gaffiney et al. (1993), onde os autores demonstraram que plantas transgénicas
expressando o gene nahG (bacteriano), que codifica o salicilato hidroxilase (Nahg), enzima que
catalisa a conversao de AS para catecol, e portanto deixaram de acumular AS e ndo expressaram
SAR em resposta a patogenos, sugerindo a necessidade deste composto para inducao de SAR
(MORAES, 1998).

A inducdo de resisténcia em plantas, além de ser utilizada como uma ferramenta para
estudo bioquimicos e fisiologicos dos mecanismos de resisténcia e suscetibilidade contra
fitopatogenos, pode também ser vista como uma possivel medida de controle de doengas das

culturas.

3.6 Resisténcia induzida por produtos quimicos
O controle quimico de doengas de plantas esta baseado amplamente no uso de fungicidas,
bactericidas e inseticidas através de sua acdo direta sob os patégenos ou sobre os vetores de

doengas (CASTRO et al., 2007). Pesquisas intensivas em busca de novos conceitos e alternativas
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para o controle de doencgas tém levado ao desenvolvimento de substancias capazes de induzirem
o sistema de defesa da planta, tornando-a resistente a agao de patdogenos sem a alteracao de sua
constituicdo genética basica (LEROUX, 1996; RYALS et al., 1996).

A ativagdo de resisténcia pode ocorrer em condi¢des controladas ou no campo, além de
exibir vantagens como: efetividade contra virus, bactérias, fungos e nematdides; estabilidade
devido a agdo de diferentes mecanismos de resisténcia; carater sistémico, persistente e natural da
protecdo; transmissdo por enxertia; economia de energia metabdlica e utilizacdo do potencial
genético para resisténcia em todas as plantas suscetiveis (PASCHOLATI, 2002). A desvantagem
¢ uma resisténcia parcial, incompleta e que pode requerer reativagdes temporarias, porém, por ser
parcial e inespecifica, a resisténcia induzida ndo impde pressdo de selecdo sobre o patdgeno,
dificultando, assim, a quebra de resisténcia (SILVA e RESENDE, 2001).

Qualquer composto ou fator capaz de ativar mecanismos de defesa da planta ¢
denominado agente indutor, € a molécula presente em um indutor responsavel diretamente pela
ativagdo dos mecanismos de defesa ¢ denominado eliciador (BONALDO et al., 2005).

Ativacdo de defesa natural da planta tem sido demonstrada apds a aplicagdo exdgena de
compostos como 2, 6-dicloroisonicotinico (INA), &cido DL-a-aminobutirico (BABA),
acibenzolar-S-methyl (ASM), 4cido poliacrilico, tianina, Ecolife® (DANTAS et al., 2002), Agro-
Mos®™ (DANTAS et al., 2004) e quitosana (JAKAB et al., 2001) dentre outros.

O indutor abidtico BABA ¢ um aminoécido que ao ser aplicado sobre a superficie foliar
ou no solo, induz a resisténcia contra varios patogenos foliares e radiculares. O BABA induz a
acumulacdo de PR-proteinas por diferentes caminhos, dependendo do sistema patdgeno-
hospedeiro (COHEN, 2001). A aplicagdo de BABA na dosagem de 2,100 mg.ml”, em banana
‘Maga’, propiciou redugdo de 35,29% na severidade de do mal- do- Panamé quando aplicado

quatro semanas antes da inocula¢do com F. oxysporum f.sp. cubense (QUERINO et al., 2005).
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Existem relatos de que o benzothiadiazole (acibenzolar-S-methyl) (BHT), anélogo do
acido salicilico, tem demonstrado ser um potente ativador de resisténcia sistémica induzida,
possibilitando a protecdo de plantas em condi¢des de campo com relagdo a um amplo espectro de
doencas em varias espécies vegetais (SILVA, et al., 2000). Segundo Yamagushi (1998), o
benzotiadiazol (acibenzolar-S-methyl), ndo possui a¢do antifingica direta, atuando supostamente,
com papel semelhante ao 4cido salicilico na via de transducdo do sinal que leve a resisténcia
sist€émica adquirida. A aquisi¢do de resisténcia através de BTH deve-se principalmente ao
acumulo nas células de PR-proteinas como as proteinases, quitinases e peroxidases. Tais
proteinas apresentam a capacidade de degradar as paredes celulares de fungos e bactérias,
impedindo o processo infeccioso (MADAMANCHI e KUC, 1991).

O indutor abidtico acibenzolar-S-methyl-ASM (nome comercial BION®), considerado
ativador de defesas de plantas, possui propriedades de elicitar respostas de resisténcia em plantas
contra um amplo espectro de patogenos (QUERINO et al., 2005). BION® ¢ utilizado no Brasil
em escala comercial na cultura do tomate, promovendo, além de menor severidade das doengas,
incrementos na producdo e na qualidade dos frutos (CASTRO et al., 2007). O uso do ASM,
formulado com 50 % do i.a. em granulos (BION WG 50), foi aplicado na concentragdo de 5,0 mg
do i.a.mL" de agua, aos cinco dias apos a germinagio do feijdo caupi, no qual proporcionou um
controle da murcha de fusario na cultivar BR-17 Gurguéia, suscetivel a murcha de fusario, na
qual apresentou um controle de 68,90%, enquanto a cultivar IPA-206, com resisténcia
intermediaria, apresentou 71,59% do controle (RODRIGUES et al., 2006). A ativagdo da
resisténcia em cultivares suscetiveis foi também observada por Dann e Deverall (2000), em
ervilha tratada com ASM e demonstrada pela menor percentagem de area foliar afetada por U.

viciae-fabae: 1,5% comparado a 9,39% do controle.
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Em um trabalho desenvolvido por Smith-Becker et al. (1998), com aplicagdo de ASM em
50 ou 100 pg.mL™", resultou na protecdo completa em meldes contra C. lagenarium (Pass.) ElL.
And Halst. Reducao de até 55,4% na severidade da doenca e um acréscimo na ordem de 10,5%
no peso fresco e 35,7% na altura das plantas foram observadas, quando da utilizagdo da dosagem
de 20 g do 1.a./100 1 de agua, em comparacao com as plantas somente inoculadas com o fungo,
evidenciando a eficacia do ASM como indutor e resisténcia em plantulas de cacaueiro suscetiveis
a murcha-de-Verticillium (CAVALCANTI e RESENDE, 2005). Castro et al. (1999), por sua vez,
verificaram protecao do tomateiro contra Pseudomonas syringae pv. tomato (Okabe) Young, Dye
e Wilkie, agente causal da pinta bacteriana, empregando igual dosagem do ASM (2,5 gi.a/100 L
agua).

Segundo alguns autores (OOSTENDORP et al., 2001; LOUWS et al., 2001), o ASM
apresenta as vantagens de perfil ecotoxicologico aceitavel, amplo espectro de agdo, com base em
mecanismo que ndo apresenta risco maior de selecao de estirpes resistentes de fitopatogenos.

O Ecolife® ¢ uma formulagio comercial constituida de diversos composto orginicos
(bioflavonoides citrico, 4cido ascorbico, fitoalexinas citricas, dcidos organicos e aglicares), obtido
industrialmente por extracdo e/ou fermentacdo de um substrato orgéanico derivado de plantas
citricas (SOBRINHO et al., 2005), que bioestimulam as plantas a produzirem suas proprias
defesas. Pode ser aplicado alternadamente com outros produtos, ¢ atdxico, ndo corrosivo € nao
volatil e tem uso na pré e pos-colheita sem periodo de caréncia (DANTAS et al., 2004).

Entre os indutores bioticos, o Agro-Mos® que é um mananoligossacarideo fosforilado
derivado da parede da levedura Saccharomyces cerevisae 1026 (Hansen), tem demonstrado
eficiéncia no controle de doencas (DANTAS et al., 2004).

A a¢do do indutor quitosana pode se dar através da criagdo de uma barreira estrutural, pela

lignificacdo da parede celular, ou pelo efeito inibitdrio sobre o crescimento de fungos
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fitopatogénicos (BENHAMOU et al., 1998). De acordo com Rodrigues et al. (2006), o uso da
quitosana na concentragdo de 2 mg/mL, proporcionou o segundo maior controle da murcha de
Fusarium do feijao caupi, com reducdo de 65,40% para a cultivar BR-17 Gurguéia e 47,59% para

a cultivar IPA-206.

3.7 O Silicio como indutor de resisténcia

A nutricdo mineral ¢ um fator ambiental passivel de ser manipulado pelo homem com
relativa facilidade e utilizado como complemento ou método alternativo no controle de doencgas
(MARSCHNER, 1995).

O silicio (Si1) como fertilizante ¢ muito utilizado em véarios paises como Japdo e,
atualmente, esta sendo muito pesquisado no Brasil, Australia e Africa do Sul. O Japdo utiliza o
silicio no cultivo de arroz ha varias décadas. Em Mauricius, uma pequena ilha localizada no
Oceano Indico, grande produtor de cana-de-agtcar, usa-se cimento como fonte de Si. Ainda nesse
pais a andlise de Si no solo ¢ rotina nos laboratorios de fertilidade do solo. Os EUA ja incorporam
a adubacdao com Si nas culturas de arroz e cana-de-agucar, utilizando, principalmente, o silicato
de célcio e magnésio, um subproduto da industria siderargica e da producao de fosforo elementar.
No Brasil existem varias marcas comerciais de produtos contendo Si. Por exemplo, o adubo
fosfatado termofosfato possui aproximadamente 22% de SiO, na sua composicao
(KORNDORFER, 2003).

Um nimero grande de materiais tem sido utilizado como fonte de Si para as plantas tais
como: escorias de siderurgia, volastonita, sub-produtos da producdo de fosforo elementar, em
fornos elétricos, metasilicato de calcio, metasilicato de sddio, cimento, termofosfato, silicato de

magnésio (serpentinitos) e silicato de célcio. A wolastonita € o silicato de célcio considerado
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padrio internacional, e dessa forma, muito empregado em experimentagio (KORNDORFER et
al., 2002).

Entre os elementos minerais, o silicio tem proporcionado resultados promissores no
controle de doengas em plantas, embora nao atenda aos critérios de essencialidade. O silicio ¢
considerado elemento 1til e benéfico para as plantas. Plantas em ambiente enriquecido com
silicio diferem das cultivadas com deficiéncia do elemento, principalmente, quanto a composicao
quimica, resisténcia mecanica das cé€lulas, caracteristicas de superficie foliar, tolerancia ao
estresse abiotico e a ocorréncia de pragas e doencas (EPSTEIN 1999; EPSTEIN e BLOOM,
2006).

O Si ¢ absorvido pela planta na forma de acido monossilicico (H4Si04) (YOSHIDA,
1975; TAKAHASHI, 1996). No interior da planta, 99% de Si acumulado encontram-se na forma
de acido silicico polimerizado, o restante, 1%, encontra-se na forma coloidal ou i6nica
(YOSHIDA, 1975).

Segundo Faria (2000), a producdo de graos do arroz cresceu de forma positiva com o
aumento das doses de Si aplicada. Independentemente do tipo de solo, houve um aumento linear
da produgdo que variou de 38,6 para 54,3 g vaso™ na Areia Quartzosa e de 60,6 para 79,0 g vaso™’
no Latossolo Vermelho-amarelo, respectivamente para as doses 0 de 600 Kg ha™ de Si. Com esse
comportamento linear, o autor sugere que a producdo de graos poderia ser maior, caso fossem
utilizadas doses de Si superiores a 600 Kg ha™.

Também foram encontrados em plantas de pepino, cultivadas em solugdo nutritiva,
suplementada com 100 mgkg™ de silicato de potassio houve redugio no crescimento das
colonias de oidio nas folhas das plantas tratadas, atribuida a presenca de silicio ao redor das hifas
(SAMUELS et al., 1991b). Os mesmos autores em outro experimento (1991a) observaram em

plantas de pepino suplementadas com 0,1g kg™ de solo de silicato de potéssio, o deposito de Si na
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base do tricoma, ao redor das hifas e dos conidioforos de Sphaerotheca fuliginea. Em estudos
realizados na superficie de folhas de videira e de pepino pulverizadas com 1g de Si.l”', também
foi observado o acumulo de Si, de maneira a constituir barreira fisica e impedir o crescimento das
hifas de Uncinula necator ( BOWEN et al., 1992) e S. fuliginea (SAMUELS et al., 1991a).

Feijoeiro (Phaseolum vulgaris) com silicato apresentaram menor area abaixo da curva de
progresso da incidéncia (AACPI) e area abaixo da curva de progresso da severidade (AACPS)
quando comparadas ao tratamento com 6xido de célcio (1,76g.kg™ de CaO) incorporado ao solo,
inoculadas com a maior concentracdo de inéculo, ou seja, 10° conidios/mL de Colletotrichum
lindemuthianum, evidenciando o efeito do Si em reduzir a intensidade da antracnose (MORAES
et al., 2006).

O Si tem sido avaliado como um potencial agente envolvido na manifestagdo de defesa de
plantas a patogenos, segundo Rodrigues e Datnoff (2007), o uso de Si pode ser uma pratica
desejavel no controle de doengas de plantas, principalmente para aquelas culturas capazes de

acumular este elemento.
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Capitulo 1

REACAO DE GENOTIPOS DE PEPINEIRO A MANCHA DE

CORINESPORA (Corynespora cassiicola)

1 INTRODUCAO

As hortalicas exercem um importante papel econdmico, social e nutricional na cadeia
produtiva de alimentos. Sua producao, entretanto, tem sido constantemente ameagada pelo ataque
de grande nimero de doengas causadas por diferentes patogenos.

A cultura do pepino (Cucumis sativus L.) em algumas localidades do Estado do
Amazonas tem sido grandemente afetada pelo fungo Corynespora cassiicola (Berk e Curt.) Wei
principalmente em época de chuva, atingindo niveis epidémicos de mancha de corinéspora dentro
de poucos dias ap6s a visualizagdo dos primeiros sintomas nas plantas. O patogeno ¢ considerado
de dificil controle, uma vez que pode atacar outras culturas importantes, como pimentao
(Capsicum annum L.), quiabeiro [Abelmoschus esculentus (L.) Monch], vinagreira (Hibiscus
sabdariffa L.), abdbora (Cucurbita pepo L.), maxixe (Cucumis anguria L.), tomate (Solanum
lycopersicum L.) e alface (Lactuca sativa L.) (CUTRIM e SILVA, 2003; BOITEUX e REIS,
2007; SANTOS et al., 2007). Segundo Verzignassi et al. (2003), os fungicidas utilizados para o
controle de outras manchas foliares em cucurbitaceas nao t€ém apresentado resultados praticos no
controle dessa doenca.

Sabendo-se que o uso de cultivares resistente constitui o método mais eficiente, racional e
econdmico para evitar ou a0 menos diminuir os danos causados por patégenos, e devido a grande

importancia que a mancha de corinéspora tem assumido em cultivo de pepino, estudos sobre o
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comportamento de hibridos comercializados em Manaus sdo necessarios visando avaliar a
suscetibilidade destes materiais € a busca de medidas de manejo da doenga e a identificagdao de
hibridos com maior nivel de resisténcia a doenca que possam ser recomendados aos agricultores

locais.
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2 OBJETIVOS

Objetivo geral

- Avaliar a resposta de genotipos comerciais de pepineiro (Cucumis sativus) a mancha de
corinéspora (Corynespora cassiicola), em casa de vegetagao.

Objetivo especifico

- Selecionar genotipos de pepineiro resistentes e suscetiveis @ mancha de corinéspora.
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3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo no Setor de Producdo da Faculdade de
Ciéncias Agrarias da UFAM no periodo de janeiro a marco de 2008.

A severidade da mancha de corinéspora foi avaliada em dez genétipos de pepineiro, sendo
estes a cultivar Aodai, General Lee F1, Hokushim, Japonés Hibrido F1 (Soudai), Joia,
Marketmore 76 (verde comprido), Natsubayashi, Natsu suzumi, Sprint 440 II e Tsuyataro. Sendo

todos os gendtipos obtidos no comércio.

Preparo e cultivo das plantas

Para producdo das mudas duas sementes de cada cultivar foram semeadas em copos de
plastico com capacidade de 180 mL, contendo o substrato para producdo de mudas Plantimax
HT®. Sete dias ap6s a germinagio procedeu-se o desbaste das plantulas (Figura 3), permanecendo
uma planta em cada copo. As plantas foram mantidas em casa de vegetagdo, sendo irrigadas

diariamente.

Figura 3 - Desbaste de pepineiro.
FONTE: Silva, 2008.
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Obtencio e cultivo do patégeno

O isolado do fungo C. cassiicola foi obtido a partir de plantas de pepineiro naturalmente
infectadas, apresentando sintomas tipicos da doenga, coletadas em cultivos na periferia de
Manaus-AM. As amostras foram coletadas em sacos de papel e transportadas para o Laboratorio
de Microbiologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias da UFAM, onde foi feito o isolamento
indireto do fungo.

Inicialmente as folhas foram analisadas sob lupa e foram confeccionadas laminas de
microscopia para a confirmagao da presenca do patogeno nas lesdes. Em seguida as folhas foram
lavadas em agua corrente e selecionadas aquelas com lesdes mais novas, visando reduzir a
presenga de microrganismos saprofitas. Com um auxilio de um bisturi foram retirados fragmentos
foliares de 5mm’ da 4rea de transicdo entre parte lesionada e a sadia, onde se espera que o
patogeno esteja em crescimento ativo. Os fragmentos foram submetidos a uma desinfestacdo
superficial em alcool 70% durante 30 segundos, hipoclorito de sédio 2% por 30 segundos,
seguida de trés lavagens em dgua destilada esterilizada. O excesso de dgua foi removido em papel
de filtro esterilizado. Apos a desinfestagdo, em ambiente asséptico (camara de fluxo laminar
vertical) foram depositados cinco fragmentos equidistantes em placas de Petri contendo meio de
cultura AA (dgar-dgua 1L de agua destilada, 20g Agar), e mantidos em ambiente de laboratorio
durante 48 horas. Ao surgirem os primeiros fragmentos de hifas no meio, estes foram repicados
para novas placas contendo meio BDA (batata-dextrose-agar: 200g de batata, 20g de dextrose e
20g de Agar), para a individualizacdo das colonias. Os isolados obtidos foram mantidos em tubos
de ensaio contendo o meio BDA inclinado em incubadora BOD em temperatura de 27 °C até a

montagem dos ensaios.
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Inoculacio das plantas

Por ocasido da inoculagdo foi selecionado um isolado do patdogeno que apresentou melhor
capacidade de esporulagdo. O isolado foi repicado para placas de Petri contendo meio de cultura
BDA e mantido sob iluminagao continua durante dez dias para induzir a producao de esporos.

Foi utilizada uma suspensdo de inoculo na concentracio de 10* conidios/mL, obtida a
partir da coleta dos conidios produzidos na placa de Petri, onde foi adicionado 40mL de agua
destilada esterilizada e com o auxilio de um pincel de cerdas macias foi feita a remogao dos
conidios para a solucdo, que em seguida foi coletada em um béquer e a suspensdo foi ajustada
para concentracio utilizada (10* conidios/mL), por meio do método de contagem em gota.

Foram inoculadas plantas de pepineiro dos dez gendétipos, com 30 dias de idade (30 dias
apds a germinacao). As plantas foram pulverizadas com a suspensdo de indculo, na face adaxial e
abaxial, evitando o escorrimento do inoculo pelas folhas. Em seguida as plantas foram mantidas
em camara umida, feitas com sacos de plastico transparentes umedecidos (Figura 4), durante 48
horas. Apds este periodo a camara imida foi removida e iniciou a avaliacdo da severidade da

doenca.

Figura 4 - Plantas de pepineiro em cdmara umida apos a inoculagdo em casa de vegetagao.
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O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente ao acaso, com dez repetigoes,
sendo cada unidade experimental constituida por uma planta/copo. A testemunha constou de dez
plantas de cada gendtipo avaliado, pulverizadas com agua destilada esterilizada.

Avaliac¢iao

A avaliacdo foi feita diariamente por meio da quantificagdo da severidade da doenca nos
diferentes materiais estudados, através da escala de notas descrita por Oliveira et al. (2006), onde:
0 = auséncia de sintomas; 1 = < 1% de area foliar afetada (afa), 2 =1 a 3% afa; 3 =3 a 6% afa; 4
=6 a 12% afa; 5 =12 a 25% afa; 6 = 25 a 50% afa ¢ 7 = >50% afa. Os dados obtidos foram
analisados estatisticamente, utilizando o programa SAEG® versio 9.0 (Sistema de Analises
Estatisticas e Genéticas, Universidade Federal de Vigosa — MG, 2003), construidas a curva de
progresso da doenca e calculada a area abaixo da curva de progresso da doenca AACPD, de

acordo com a formula descrita por Campbell e Madden (1990) e Jesus Junior (2004).

n—1
AACPD = Z(%j(ziﬂ 1)

Onde:
n= numero de avaliacoes
y= intensidade da doenca (severidade)
t = tempo quando da avaliacdo da severidade da doenga (24 horas)
(yi + yi+1) = altura média do retdngulo entre os pontos y; € y; + |

(t;+1 1 t;) = diferenca da base do retangulo entre os pontos #;:; € t;.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise da severidade da doenca permitiu distinguir quatro grupos entre os dez
gendtipos de pepino avaliados (Tukey 5%), apresentando diferentes niveis de

resisténcia/suscetibilidade a C. cassiicola, conforme a Tabela 1.

Genotipos Severidade (%) Reacao
Aodai 5,44a R
Hokushim 15,55b MR
Soudai (Japonés Hibrido F1) 20,95b MR
Natsubayashi 22,53b MR
Verde Comprido (Marketmore 76) 34,85b MR
General Lee F1 54,60c MS
Natsu-suzumi 67,33¢c MS
Joia 72,80c MS
Sprint 440 |1 75,40¢ MS
Tsuyataro 90,00d S

Tabela 1- Severidade média de genotipos de pepineiro inoculados com Corynespora cassiicola.
Reacdo: R —resistente, MR — moderadamente resistente, MS — moderadamente suscetivel, S — suscetivel.
Letras distintas representam diferengas significativas ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

A severidade da doenca foi maior no hibrido Tsuyataro, diferindo estatisticamente dos
demais genoétipos avaliados, com severidade média de 90%. A cultivar Aodai apresentou
severidade média da doenca de 5,4%, sendo considerada como mais resistente. Os demais
genoétipos apresentaram reagdes intermedidrias a doenga, sendo agrupados como moderadamente
resistentes e moderadamente suscetiveis (Tabela 1).

Estes resultados concordam parcialmente com os obtidos por Oliveira et al. (2006), em

estudo avaliando a reacdo de hibridos de pepino contra C. cassiicola em cultivo protegido no
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Norte do Parand, onde o hibrido Tsuyataro foi o mais suscetivel aos isolados testados, € o hibrido
Natsubayashi foi o mais resistente. Neste estudo o hibrido Tsuyataro demonstrou ser o de maior
suscetibilidade e o Natsubayashi foi moderadamente resistente. E provavel que esta diferenca
entre os resultados deste trabalho esteja relacionada com a agressividade do isolado utilizado,
condi¢gdes ambientais durante a conducao dos ensaios € com a gama de genotipos avaliados, ja
que no trabalho destes autores somente quatro hibridos foram testados.

A analise de variancia da AACPD constatou diferencas significativas (Tukey 5%) entre os
genotipos, demonstrando que hé variabilidade na resposta a infeccdo de C. cassiicola, assim,
como a magnitude da severidade foi suficiente para discriminar os hibridos resistentes e
suscetiveis.

A cultivar Aodai que foi a mais resistente pela analise de severidade, também, foi a que
apresentou menor AACPD (386,88), em contraposicdo ao hibrido Tsuyataro que foi o mais

suscetivel e apresentou maior valor da AACPD (7390,80).

Hibridos AACPD

Aodai 386,88d
Hokuchin 1244 ,64c
Soudai 1608,24c
Verde Comprido 1735,68¢
Natsubayashi 1950,96¢
General Lee F1 2981,52b
Sprint 4555,68b
Joia 4724,88b
Natsu-suzumi 5401,92b
Tsuyataro 7390,80a
Média 3198,12

Tabela 2 - Area abaixo da curva de progresso da doenca dos dez genétipos de pepineiro.
Letras distintas representam diferengas significativas ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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Grafico 1 — Curva de progressdo da mancha de corinéspora (CPMC) em plantas de pepineiro em casa de
vegetagdo com dez gendtipos.

Conforme demonstrado na curva do progresso da doenca (Grafico 1 A e B), que a partir
da segunda avaliagdo o hibrido Tsuyataro ja apresentava severidade superior a 10% seguido pelo
hibrido Natsu suzumi com 10% de severidade (Grafico 1 B). Ao final da avaliacdo o hibrido
Tsuyataro apresentou 90% de severidade (Grafico 1 B), enquanto que a cultivar Aodai nao
chegou a 10% de severidade. A curva de progresso da doenga foi menos acentuada para os
genotipos Natsubayashi, Verde Comprido, Soudai, Hokushin e Aodai que foram os menos
suscetiveis a doenca (Grafico 1).

Diversos mecanismos de defesa tanto estrutural como bioquimicos podem estar
envolvidos na manifestacdo de resisténcia das plantas aos fitopatogenos (PASCHOLATI e
LEITE, 1995; AGRIOS, 2005). Para o patossistema C. cassiicola e pepineiro a literatura ainda ¢
escassa, no entanto Vallad et al. (2008), citam que na Europa o controle desta doenga em
pepineiro tem sido feito com as plantas resistentes por mais de 15 anos e que plantas resistentes a
este fungo, também, tem sido relatados para soja e tomateiro, sendo que neste ultimo o fungo C.

cassiicola ¢ um importante patdgeno, principalmente, na Regido Norte do Brasil (LOPES et al.,
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2005). Boiteux e Reis (2007) relatam que no pais ndo existem cultivares comerciais de tomate
resistentes a mancha alvo, apesar de que fontes de resisténcia ja tenham sido identificadas em
outros paises, além disso a literatura € escassa sobre fontes de resisténcia a mancha alvo. Esta
escassez de informagdes pode ser explicada pelo fato desta doenga, tanto em tomateiro como em
pepineiro ser de importancia regional, o que ndo desperta o interesse por acdes de pesquisa
visando o desenvolvimento de cultivares resistentes.

Recentemente a empresa Agristar lancou no mercado nacional o hibrido de pepino
japonés KOUKI F1, como sendo resistente a C. cassiicola. Este hibrido tem sido utilizado por
produtores no municipio de Iranduba-AM e tem apresentado baixa incidéncia da doenca
(informagdo pessoal técnico Agricola Aildo).

Sabe-se que uso de cultivares resistentes constitui o método mais eficiente, racional e
econdmico para evitar ou ao menos diminuir os danos causados por fitopatdogenos. No entanto ¢
necessario avaliar continuamente o comportamento de genotipo em relagdo as doengas, ndo so
para direcionar estudos futuros de melhoramento visando a obten¢do de cultivares resistentes,
mas também para orientar a escolha e a recomendacdo de cultivares. Além disso, a durabilidade
da resisténcia das cultivares em campo pode ser comprometida pelo surgimento de ragas do
patdgeno capazes de vencer a resisténcia das plantas (CAMARGO, 1995; AGRIOS, 2005), sendo
necessario o desenvolvimento de novas cultivares.

Embora o melhoramento de plantas tente explorar a variabilidade genética existente
dentro de cada espécie, esta tem se tornado limitado em alguns casos, com o rapido aparecimento
de patdgenos e seus variantes. Recursos genéticos adicionais tém sido requeridos para preencher
as necessidades de geragdo de variabilidade, sendo esta imprescindivel no combate as doengas de

plantas (PRESTES, 1995).
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Conforme o comportamento dos pepineiros testados em relacao a C. cassiicola, € possivel
sugerir que o cultivo dos genotipos Tsuyataro, Sprint 44011, Natsu suzumi e Joia sejam evitados
em locais onde exista historico da ocorréncia de C. cassiicola no Amazonas, devido a

suscetibilidade observada.
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5 CONCLUSOES

Os dez gendtipos de pepineiro avaliados apresentaram variabilidade quanto a resisténcia e
suscetibilidade a mancha de corinéspora.
O gendtipo Aodai foi o mais resistente a doenca.

O gendtipo Tsuyataro foi suscetivel ao patdogeno.
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Capitulo 2

EFEITO DE INDUTORES QUIMICOS DE RESISTENCIA NA
SEVERIDADE DA MANCHA DE CORINESPORA (Corynespora cassiicola)

EM PEPINEIRO

1 INTRODUCAO

O controle quimico de doencas de plantas ¢ uma das medidas mais empregadas na
agricultura por prevenir infeccdo de patdgenos que podem se instalar na cultura e ou erradicar
infecgdes ja instaladas nos tecidos da planta hospedeira.

Apesar da diversidade de fungicidas disponiveis no mercado, o produtor agricola ainda
enfrenta dificuldade no controle de doencas, especialmente quando as condi¢des climaticas
tornam-se extremamente favoraveis aos patdgenos, reduzindo assim o resultado potencial de
controle (CASTRO et al., 2007).

De modo geral as plantas se defendem do ataque de patogeno, utilizando mecanismos
estruturais de defesa, os quais atuam como barreira fisica e inibem a entrada e disseminagdo do
patdégeno no interior do hospedeiro, e pelo uso de mecanismos bioquimicos, 0s quais reagem nas
células e tecidos da planta, produzindo substancias que sdo toxicas para o patdgeno ou inibem seu
crescimento no hospedeiro (AGRIOS, 2005). Apesar da contribui¢cdo dos mecanismos estruturais
na defesa da planta ser significativa, os mecanismos bioquimicos, sem duvida, representam a via

mais importante de resisténcia (LIMA et al., 2005).
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Nos ultimos anos o uso de indutores de resisténcia a patdogenos vem sendo estudado nos
mais variados patossistemas e envolve multiplos eventos bioquimicos e fisioldégicos compondo
um mecanismo de resisténcia induzida contra a infec¢do. Diversos mecanismos podem ser
ativados durante o fendmeno de inducado de resisténcia (CAVALCANTI e RESENDE, 2005). A
planta procura ativar todas as rotas de defesa para evitar o estabelecimento de relacdes
parasitarias e o patogeno tenta anular o efeito inibitério gerado (GOMEZ-GOMEZ, 2004).

Costuma-se diferenciar o tipo de resisténcia envolvido com cada via. Assim, tem-se
assumido que a RSA envolve o acimulo de PR-proteinas (proteinas relacionadas a patogénese)
como mecanismos induzidos de defesa da planta, sendo sua inducdo salicilato dependente,
podendo resultar em alteragdes visuais (necrose, por exemplo) na planta que sofreu inducao e ¢
geralmente induzida por patégenos ou ativadores quimicos. No caso da RSI, ndo ha acumulo de
PR-proteinas, a planta que sofreu inducdo ndo exibe alteragdes, o agente indutor ¢ usualmente um
microrganismo ndo-patogénico e sua indu¢do nao ¢ salicilato-dependente, havendo outra rota de
sinalizacdo associada a jasmonatos e etileno (BONALDO et al., 2005).

Diante do potencial que os indutores quimicos apresentam para o controle de doengas de
plantas, ¢ de grande interesse que estes produtos sejam avaliados nas condi¢des regionais, como

uma medida alternativa para o controle da mancha de corinéspora em pepineiro.
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2 OBJETIVOS

Objetivo geral:

- Avaliar o efeito de indutores quimicos de resisténcia a doengas de plantas no desenvolvimento
de Corynespora cassiicola, in vitro € in vitro em plantas de pepineiro.

Objetivos especificos:

- Verificar o efeito de acibenzolar-s-metil, produto a base de extratos citricos e silicato de
potassio no crescimento micelial e na esporulagdo de Corynespora cassiicola in vitro;

- Avaliar o efeito de indutores quimicos de resisténcia, em diferentes dosagens, sobre a
severidade da mancha de corinéspora em genotipos de pepineiro.
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3 MATERIAL E METODOS

Determinacio do efeito dos indutores de resisténcia no crescimento micelial de

Corynespora cassiicola, in vitro

Este ensaio foi realizado visando verificar o efeito dos indutores de resisténcia a doencas
de plantas no desenvolvimento do patdégeno C. cassiicola, como um pré-requisito para a seleg¢do
de indutores quimicos de resisténcia a doencas de plantas que, de acordo com Steiner e
Schonbeck (1995), o agente indutor ndo deve ter efeito tdxico sobre o patogeno desafiante.

Foram utilizados os indutores Ecolife™: a) que é um produto constituido de bioflavonoides
citricos, fitoalexinas citricas e polifendis, acido ascorbico, acido latico, acido citrico e glicerina
vegetal; fabricado pela empresa Quinabra - Quimica Natural Brasileiro LTDA); b) Acibenzolar-
S-Metil o qual trata-se do produto comercial BION®, fabricado pela empresa Syngenta; c) silicato
de Potassio, produto comercial chamado Fertisil® — constituido por 6xido de potéssio e 6xido de
silicio soltuvel, fabricado por INEOS Silicas Ltda.

Para cada produto foram testadas duas doses: Ecolife® nas doses de 1,0 e 2,5 mL/500 de
meio de cultura; BION® nas doses 0,050 e 0,025g/500 e Fertisil® nas doses de 0,025 ¢ 0,050
g/500. Estas foram incorporadas ao meio de cultura BDA (200g de batata, 20g de dextrose, 20g
de agar) fundente (temperatura de 37 °C). A verificagdo do pH do meio foi feita apds a adigdo dos
indutores, utilizando-se tiras indicadoras de pH (VETEC), em seguida o meio foi vertido em
placas de Petri de nove centimetro de diametro.

Os 1solados do fungo utilizado foram obtidos conforme descrito no item 3.2, do capitulo 1
deste trabalho. Antecipadamente, os isolados foram mantidos em tubos de ensaio com BDA,
inclinado, os quais foram repicados para placas de Petri, contendo o mesmo meio de cultura e

deixados sob iluminagdo continua durante dez dias, visando estimular a producao de esporos. Foi
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selecionado para o ensaio in vitro, aquele isolado que apresentou melhor capacidade de
esporulagao.

A partir das colonias com dez dias de idade, foram retirados discos de meio de cultura
com 0,5 cm de diametro e depositados no centro das placas de Petri contendo BDA acrescidos
dos indutores. As placas foram mantidas em incubadora BOD, em temperatura de 27 °C, durante
todo o periodo de avaliagao.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, com sete tratamentos e dez
repeticoes, sendo cada placa de Petri uma unidade experimental. A testemunha constou do cultivo
do fungo em placas contendo somente o meio BDA.

As avaliagoes foram realizadas em intervalos de 24 horas, por meio da medi¢do do
diametro das colonias, (Figura 5), em sentidos opostos, até que o crescimento da colonia de um

dos tratamentos atingisse a borda da placa.

Figura 5 - Medigao do diametro das colonias de Corynespora cassiicola.
Com os dados obtidos foi calculado o didmetro das colOnias, através da média entre as
medidas tomadas no sentido longitudinal e transversal da colonia. Estes valores foram usados
para o cdlculo do indice de crescimento micelial (ICM) de acordo com a formula descrita por

(PERES et al., 2003).
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Onde:
ICM = Indice de crescimento micelial.
C; = Crescimento micelial no primeiro dia.
N; = Nuamero de dias.
Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo

teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade utilizando-se o programa de anélises estatisticas

SAEG 9.0.

Determinacao do efeito dos indutores de resisténcia na esporulacao de

Corynespora cassiicola, in vitro

Imediatamente apds a avaliagdo do crescimento micelial foi iniciada a quantificacdo da
producdo de esporos do fungo, nos diferentes tratamentos, utilizando a técnica de contagem em
gota; a qual consistiu no preparo de uma suspensdo de conidios, obtida adicionando-se 20 mL de
agua destilada em cada placa, e com auxilio de um pincel de cerdas macias foram realizados
movimentos suaves na colonia para liberagdo dos conidios dos conididforos, como mostra a

Figura 6.
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Figura 6 - Preparo de suspensao de esporos de Corynespora cassiicola.

A suspensao foi coletada em um béquer e com o auxilio de uma micropipeta foram retidas
trés aliquotas de 10ul e depositadas em laminas para microscopia, onde foram contados todos os
conidios presentes em cada gota, em microscopio de luz sob objetiva de 40X. Apds a contagem
dos conidios foi calculada a média do nimero de esporos nas trés gotas determinando a
concentragdo de esporos na suspensdo, através de regra de trés simples.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo
teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade; por meio do programa de andlises estatisticas

SAEG 9.0.

Efeito dos indutores de resisténcia na severidade da mancha de corinéspora
(Corynespora cassiicola) em pepineiro

Os ensaios foram conduzidos em casa de vegetacdo, no Setor de Producdo da Faculdade
de Ciéncia Agrarias da UFAM no periodo de marco a outubro de 2008. Foram utilizadas

sementes de pepino Aodai e Tsuyataro, consideradas respectivamente, resistente e suscetivel ao

patdgeno, de acordo com os resultados obtidos no capitulo 1, deste trabalho.
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Preparo das mudas

As sementes foram semeadas em bandejas de poliestireno expandida de 128 células, duas
por células, contendo substrato para producdo de mudas (Plantimax HT®). Seis dias apos a
germinacao realizou-se o desbaste, permanecendo uma planta por c€lula, e no dia seguinte foram
transplantadas para copos de 300 mL contendo terrigo previamente autoclavado e corrigido de
acordo com andlise de solo e o recomendado para a cultura. As caracteristicas quimicas do solo
utilizado apresentaram pH (H,O) 5,33; Al 1,1 cmol (c)/Kg; H+Al 15,84 cmol (c)/Kg; Ca 1,6
cmol (¢)/Kg; Mg 0,4 cmol (c)/Kg; P 3,0 mg/Kg; K 13,4 mg/Kg; M.O. 48,78 g/Kg.
Aplicac¢ao dos indutores

Os indutores quimicos de resisténcia a doengas foram aplicados em plantas de pepineiro
com treze dias de idade. Foram realizados dois experimentos separadamente, utilizando
diferentes doses dos indutores. No primeiro experimento os produtos foram aplicados nas doses
1,0 ¢ 2,5 mL de Ecolife®/500 mL de 4gua destilada; 0,025 ¢ 0,050 g de BION®/500 mL de 4gua ¢
4,0 e 7,5 g Fertisil® /500 mL de 4gua. No segundo experimento foram testadas as doses de 3,0 ¢
7,5 mL de Ecolife®/500mL de agua; 0,075 ¢ 0,15g de BION®/500mL de agua; e 12,0 € 22,5g de
Fertisil®/500mL de 4gua.

Inicialmente as plantas foram tratadas com a solu¢do dos indutores, para a ativagdo de
mecanismos de defesa. Antes da aplicacdo o pH da calda foi verificado, usando-se tiras
indicadoras de pH (VETEC). A aplicacao dos produtos foi feita por pulveriza¢ao nas plantas com
a solucdo dos indutores nas diferentes dosagens, utilizando um pulverizador manual com

capacidade para 2L.
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Inoculagao com o patéogeno

A inoculacdo do desafiante (C. cassiicola) foi realizada 48 horas apo6s a aplicagdao dos
tratamentos com os possiveis indutores de resisténcia. Para isso o isolado do patogeno foi
repicado para placas de Petri contendo meio de cultura BDA e mantido sob iluminacao continua
durante dez dias para induzir a produgado de esporos.

A inoculagio foi feita utilizando uma suspensdo de indculo na concentragio de 10*
conidios/mL, obtida a partir da coleta dos conidios produzidos na placa de Petri, onde foram
adicionados 40 mL de dgua destilada esterilizada e com o auxilio de um pincel de cerdas macias
foi feita a remocao dos conidios para a solucao, que em seguida foi coletada em um béquer e a
suspensdo foi ajustada para concentracdo utilizada de 10* conidios/mL, pelo método de contagem
em gota, descrito no item 5.2.

A suspensao de conidios foi inoculada por pulverizacao, na superficie adaxial das duas
primeiras folhas definitivas e completamente expandidas de cada planta, em um volume de 2mL
de in6culo por planta. Em seguida as plantas foram mantidas em camara imida, feita com saco
pléastico transparente umedecido, durante 48 horas. Apds este periodo, foi removido o saco
pléstico e iniciada a fase de avalia¢do da doenca.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, em esquema fatorial 8x3x2 com
cinto repeticdes, cada repeticdo correspondeu a uma planta. Os fatores constituidos por oito
tratamentos (seis doses dos indutores e as duas testemunha), trés indutores e dois genotipos da
planta. A testemunha constou de plantas inoculadas com o patdgeno e ndo tratadas com os

indutores e de plantas nao inoculadas e tratadas com agua destilada e esterilizada.
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Avaliacao

As avaliagdes foram realizadas em dias alternados até o décimo dia apos a inoculagao,
observando-se o surgimento de sintomas da doenca, € os seguintes componentes de resisténcia:
namero de lesdes por cm” de 4rea foliar, tamanho médio de lesdes, severidade e periodo de
incubacao.

Para o nimero de lesdes foi adaptado um molde com 4rea conhecida (1 cm?), conforme
descrito por Castro (1997), que colocado sobre cada folha em trés pontos equidistantes, registrou-
se o numero de lesdes/ cm” de area foliar (Figura 7A).

O diametro das lesdes foi avaliado com auxilio de uma régua melimetrada, procedendo a

medi¢do das quatro maiores lesdes da folha (Figura 7B).

A
Figura 7 — Avaliagdo do niimero de lesdes por cm” de area foliar (A) e tamanho médio de leses (B) em
folha de pepineiro.

A severidade foi avaliada de acordo com a escala de notas descrita por Oliveira et al.
(2006), com atribui¢do de notas: 0 = Auséncia de sintomas, 1 =< 1% de area foliar afetada, 2 = 1
a3%deafa,3=3,1a6%deafa,4=06,1a12%deafa,5=12,1a25% deafa,6=25,1a50%
deafae 7=>50,1% de afa .

O periodo de incubacdo (tempo decorrido desde a inoculagdo até o aparecimento dos
primeiros sintomas) foi registrado diariamente, sendo o nimero de lesdes (de 1 a 3 mm de

diametro) por folha até que todas estivessem lesionadas.
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Para cada tratamento foram utilizadas cinco plantas. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado em esquema fatorial 3x2x2, com cinco repeticoes. Cada repeticao
correspondeu a uma planta. Os fatores estudados foram: trés indutores, duas cultivares e duas
doses de cada indutor. Os dados foram submetidos a anélise de variancia e as médias comparadas

pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Determinacio do efeito dos indutores de resisténcia no crescimento

micelial e producio de esporos de Corynespora cassiicola in vitro

O crescimento micelial apresentou diferenga significativa nos tratamentos quando

comparado com a testemunha (Tabela 3).

Tratamentos I.C.M. N° de conidios
Testemunha BDA 6.93a 172.20a
Bion 0.025 g/500 5.55b 79.63b
Bion 0.050 g/500 5.30b 50.43bc
Ecolife 1 mL/500 3.89¢ 40.90bc
Ecolife 2,5 mL/500 2.83d 20.26bc
Fertisil 0,025 g/500 0.00e 0.00d
Fertisil 0,050 g/500 0.00e 0.00d

Tabela 3 - Efeito de acibenzolar-s-metil, produto a base de extrato citrico e silicato de potédssio no indice
de crescimento micelial (I.C.M.) e nimero de conidios in vitro de Corynespora cassiicola.

M¢dias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

O silicato de potassio (Fertisil®) incorporado ao meio de cultura BDA inibiu
completamente o crescimento micelial do fungo na concentracao de 0.025 e 0.05g/500, diferindo
significativamente dos demais tratamentos. Esse comportamento demonstra que o silicato de
potassio pode apresentar agdo direta sobre o crescimento micelial de C. cassiicola, in vitro
(Tabela 3).

Nas diferentes dosagens do Acibenzolar-S-metil e do silicato de potassio ndo diferiram
entre si. Porém entre as dosagens do indutor Ecolife® houve diferenca, e quanto maior a
concentragdo do indutor menor o didmetro da coldnia, inferindo-se que o fungo pode ser inibido
sob diferentes dosagens e comportar a diferentes niveis de concentracdes do indutor em

condi¢des de substrato do hospedeiro durante o processo de patogénese (Tabela 3).
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Considerando o efeito in vitro dos indutores testados sobre a germinagao de conidios de
C. cassiicola, os tratamentos foram inferiores a testemunha, diferindo estatisticamente em a todas
as dosagens empregadas.

Pelo fato do silicato de potassio ter inibido completamente o desenvolvimento micelial,
consequentemente, ndo houve germinagdo de conidios, diferenciando estatisticamente de todos os
demais tratamentos inclusive a testemunha (Tabela 3). Pode ser que essa inibicao seja devido as
condi¢des desfavoraveis ao fungo no ensaio in vitro, pela qual esteve em contato direto com o
indutor, o que talvez nao se repetisse em casa de vegetacdo ou em campo.

Tanto o acibenzolar-s-metil quanto o produto a base de extrato citrico nao diferiram
estatisticamente entre si, € na maior dosagem testada desfavoreceu a germinagdo dos conidios
(Tabela 3). Resultados semelhantes foram relatados por Querino et al. (2005), que constataram
efeito inibidor do acibenzolar-s-metil sobre a germinacdao de conidios de Fusarium oxusporum
f.sp. cubense a medida que aumentava a dosagem do indutor in vitro. Nojosa et al., (2009), ao
aplicar 0,02 e 0,20 g/L de acibenzolar-s-metil, inibiu 9,40 e 56,23%, respectivamente, o
crescimento micelial de Phoma costarricensis.

Outros autores estudando o efeito in vitro de Ecolife” sobre o crescimento radial de
Xanthomonas vesicatoria causadora da mancha bacteriana do tomateiro, verificaram que o
indutor inibiu significativamente o crescimento da bactéria em 13,8 £ 0,83mm (Cavalcante et al.,
2000).

Também, Amaral et al. (2008), em seus estudos verificaram que o crescimento micelial de
Cercospora coffeicola foi inversamente proporcional ao aumento das doses do silicato de

potassio.
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Efeito dos indutores de resisténcia na severidade da mancha de corinéspora

(Corynespora cassiicola) em pepineiro

No primeiro experimento utilizando as doses 0.025 e 0.050g (Bion®), 1.0 e 2.5ml
(Ecolife®) e 4.0 ¢ 7.5g (F ertisil®), a severidade da mancha de corinéspora foi significativamente
diferente, de acordo com o teste de Tukey (5%) entre os genotipos Aodai e Tsuyataro em todos
os tratamentos. No gendtipo Tsuyataro a nota da severidade variou entre 5,9 na testemunha e 6,7
nos tratamentos com Bion® dose 0,025g ¢ Ecolife” dose 1mL/500mL de 4gua, conforme a escala
de Oliveira et al., (2006). Em Aodai a nota da severidade variou entre 5,8 no tratamento com
Bion® 0,050g a 3,0 no tratamento com Ecolife® 7,5g/500mL (Tabela 4).

Quanto ao efeito dos indutores no hibrido Tsuyataro, foi observado que a severidade em
todos os tratamentos houve um aumento da doenga em relagdo a testemunha, apesar de ndo
diferirem estatisticamente (Tukey 5%).

No genétipo Aodai, os tratamentos com Bion® nas duas dosagens testadas, resultaram no
aumento da severidade da doenca em comparacdo com a testemunha. Nos tratamentos Ecolife® e
Fertisil® apresentaram menor severidade da doenga, porém ndo diferindo da testemunha pelo
teste Tukey 5%,

Quanto ao numero de lesdes, houve diferenca significativa (Tukey 5%) entre os
genotipos, sendo que Tsuyataro o nimero de lesdes foi maior que Aodai. No entanto, ao avaliar o
efeito dos tratamentos nos gendtipos individualmente, foi observado que ndo houve efeito
significativo (Tukey 5%) dos indutores nas dosagens testadas, no numero de lesdes no gendtipo
Aodai. Apesar dos tratamentos nao diferirem entre si, as plantas (Aodai) tratadas com o indutor

. ® C N .
Bion ™ nas duas doses, apresentaram maior nimero de lesdes que os demais tratamentos.
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Aodai Tsuyataro

Tratamentos Severidade Numero Tamanho Severidade Numero Tamanho

de lesdes  das lesoes das lesdes das lesoes
Testemunha 4.10c 0.69a 0.41a 5.90a 6.66a 0.34a
BDA
Bion® 4.90b 2.03a 0.49a 6.70a 9.25b 0.49a
0.025¢g
Bion® 5.80a 3.83a 0.57a 6.50a 8.13b 0.54a
0.050¢g
Ecolife® 3.00c 0.67a 0.48a 6.70a 8.26b 0.41a
1.0ml
Ecolife® 3.60c 0.26a 0.52a 6.60a 6.86a 0.40a
2.5ml
Fertisil® 3.80c 0.96a 0.38a 6.50a 6.46a 041a
4.0g
Fertisil® 3.50c 0.39* 0.33a 6.60a 11.19b 0.39a
7.5g

Tabela 4 - Efeito dos indutores quimicos de resisténcia na severidade, nimero e tamanho das lesoes
causadas por Corynespora cassiicola em pepineiro.
Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

Nao houve diferenca estatistica quanto ao tamanho de lesdes entre os genotipos € nem

entre os tratamentos, sugerindo que este parametro nao sofreu efeito do material vegetal nem dos

indutores quimicos testados.

Com os dados da severidade da doenga foram construidas as curvas de progresso da

doenga, que permite analisar o desenvolvimento da doenca no tempo (Gréfico 2 A e B).
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Grafico 2. Curva de progresso da doenga da mancha de corinéspora (Corynespora cassiicola) nos
gendtipos Aodai (A) e Tsuyataro (B) de pepineiro no primeiro experimento.

Comparando os graficos da curva de progresso da doenga no genotipo Aodai (Gréfico 2A)
e Tsuyataro (Grafico 2B) ¢ possivel observar que o progresso da doenca inicialmente foi mais
lento em Aodai, em todos os tratamentos.

Os valores da AACPD (4rea abaixo da curva de progresso da doenca) semelhante ao
observado quanto a severidade, apresentaram diferenca significativa entre os gendtipos, tendo os
valores mais elevados registrados no hibrido Tsuyataro (Tabela 5). Estes valores possibilitam
discriminar o efeito dos tratamentos na quantidade de doenga observada nos hospedeiros.

Em ambos os genotipos, os tratamentos com Bion® resultaram nos maiores valores de

AACPD, sugerindo um efeito favoravel deste produto ao desenvolvimento da mancha de
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corinéspora em pepineiro. Nos demais tratamentos em Aodai, apesar de ser observado uma
redugdo nos valores da AACPD em ambos os genotipos, estes ndo diferiram estatisticamente da
testemunha, revelando que os indutores quimicos de resisténcia Ecolife® e Fertisil® nio
apresentaram efeito na reducao da severidade da doenga em pepineiro nas doses testadas.

No hibrido Tsuyataro foi observado que nas plantas tratadas com os indutores a doenga
ocorreu com severidade maior que a observada na testemunha, sugerindo um efeito favoravel ao

desenvolvimento da doenga, além da suscetibilidade natural deste gendtipo ao patogeno.

AACPD
Tratamentos Aodai Tsuyataro
Testemunha BDA 138.60a 219.60a
Bion" 0.025g 172.80b 260.40b
Bion" 0.050g 207.60b 258.60b
Ecolife® 1.0ml 103.20a 248.40b
Ecolife® 2.5ml 134.40a 236.40b
Fertisil” 4.0g 131.40a 240.60b
Fertisil® 7.5g 109.80a 253.80b

Tabela 5 - Area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) da mancha de corinéspora
(Corynespora cassiicola) em pepineiro tratados com indutores quimicos de resisténcia.
Meédias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

No segundo experimento, utilizando as doses de 4,0 ¢ 7,5mL de Ecolife® em 500mL de
agua destilada, 2,50 e 3,00g de Bion™ em 500mL de 4gua e 12 e 22,5g de Fertisil® em 500mL de
agua, de forma semelhante ao que foi observado no experimento anterior, houve diferenca
estatistica quanto a severidade da doenca entre os dois genotipos, sendo a maior severidade

observada no genotipo Tsuyataro (Tabela 6 e Figura 8).
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dai

Tsuyataro

Figura 8 — Reacdo dos gendtipos de pepineiro a mancha de corinéspora com aplicacdo de indutores de
resisténcia. 1- testemunha sem indutor e patdogeno; 2 - testemunha sem indutor e com patégeno; 3 -
Fertisil® 22,50g; 4 - Fertisil® 12,00g; 5 - Ecolife® 7,50ml; 6 - Ecolife” 4,00ml; 7 - Bion® 3.00g; 8 - Bion®
2.50g; 9 - testemunha sem indutor e patogeno; 10 - testemunha sem indutor e com patogeno; 11 - Fertisil®
22,50g; 12 - Fertisil® 12,00g; 13 - Ecolife® 7,50ml; 14 - Ecolife® 4,00ml; 15 - Bion® 3.00g; 16 - Bion®

2.50g.

Quanto ao efeito dos indutores no gendtipo Aodai a severidade da doenga foi maior que

na testemunha em todos os tratamentos. Em Tsuyataro nos tratamentos com Fertisil®, a

severidade da doenca foi menor que na testemunha apesar de ndo ter diferido estatisticamente

(Tabela 6).
Tratamentos Aodai Tsuyataro
Severidade
Testemunha C/P 3,70b 6,90a
Bion" 2.50g 6,00a 7,00a
Bion" 3.00g 6,60a 7,00a
Ecolife” 4,00ml 4,50b 7,00a
Ecolife” 7,50ml 6,30a 6,90a
Fertisil” 12,00 5,00a 6,60a
Fertisil® 22,50g 5,002 5,60a

Tabela 6 - Efeito dos indutores a severidade da doenca em pepineiro.
Médias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.
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Com relagdo a curva de progresso da doenca neste experimento (Grafico 3), a doenga
comportou-se de forma semelhante ao observado anteriormente, tendo um aumento acelerado nas
primeiras 48 horas apds a aplicacdo dos indutores, continuando a aumentar nos proximos dias,

porém, em um menor progresso da doenca.
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Grafico 3. Curva de progresso da doenga da mancha de corinéspora (Corynespora cassiicola) nos
genoétipos Aodai (A) e Tsuyataro (B) de pepineiro no segundo experimento.

A AACPD no segundo experimento, utilizando as doses 2.50 e 3.0g (Bion™), 4.0 e 7.5ml
(Ecolife™) ¢ 12.0 e 22.5 g (Fertisil®), foi significativamente diferente entre os genotipos Aodai e
Tsuyataro. Apesar de ndo haver diferenca significativa com a testemunha, as doses do indutor

Fertisil® a 22,5g e 12,0g em Aodai e Tsuyataro, respectivamente, apresentaram menor AACPD

(Tabela 7).
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Tratamentos Aodai Tsuyataro
AACPD

Testemunha C/P 873,60 ab 1034,40 ab
Bion" 2.50g 924,00 a 1087,20 a

Bion" 3.00g 681,60 ab 1005,60 ab
Ecolife” 4,00ml 895,20 ab 1034,40 ab
Ecolife” 7,50ml 722,40 ab 1017,60 ab
Fertisil® 12,00g 739,20 ab 832,80 b
Fertisil® 22,50¢g 511,20 b 1010,40 ab

Tabela 7 - Area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) da mancha de corinéspora
(Corynespora cassiicola) em pepineiro tratados com indutores quimicos de resisténcia.
Médias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Em relagdo ao periodo de incubagdo (PI) somente o Fertisil® nas dosagens 4 e 7,5g
(Aodai) do primeiro experimento apresentaram PI de 48 e 72 horas, respectivamente, enquanto
que na testemunha o PI foi de 24 horas. Nos demais tratamentos, tanto do primeiro, quanto do
segundo experimento, o periodo de incubacdo ficou em torno de 24 horas, demonstrando nao
haver efeito dos indutores neste parametro.

A diferenca na severidade da doenca observada entre os gendtipos avaliados pode estar
relacionada com fatores intrinsecos de cada material quanto aos mecanismos de defesa que
possuem contra o patdogeno, conforme apresentado no capitulo 1, quando foi avaliada a
resisténcia de dez gendtipos de pepineiro a C. cassiicola.

Nos dois experimentos realizados com os indutores em diferentes dosagens foi
demonstrado que ndo houve efeito dos tratamentos na reducdo da severidade da doenga. Em
alguns tratamentos foi observado o aumento da doenga em comparagdo com a testemunha nos
dois gendtipos de pepineiro avaliados. Tanto Aodai quanto Tsuyataro nos dois experimentos

apresentaram fitotoxidez. Possivelmente as substancias quimicas que compdem o extrato de
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biomassa citrica (Ecolife”™) justifiquem fitotoxidez observado nas plantulas de pepineiro tratadas
com este indutor.

Apesar de existirem inumeros relatos na literatura sobre o efeito de indutores quimicos de
resisténcia a doenga como ativadores de resisténcia sist€émica em diversos patossistemas, no caso
de C. cassiicola em pepineiro utilizando os produtos Ecolife®, Fertisil® e Bion® néo apresentaram
efetividade contra a doenga.

Resultados semelhantes foram relatados por Lin et al. (2009), ao avaliarem a eficiéncia de
ASM no controle da antracnose (Colletotrichum orbiculare), da sarna (Cladosporium
cucumerinun) € da mancha de corinespora em pepineiro, onde o ASM foi eficiente no controle da
antracnose e da sarna, porém falhou em induzir resisténcia contra C. cassiicola, indicando que
este produto pode induzir resisténcia contra alguns, mas nao para todas as doencas de pepineiro.

Apesar de a resisténcia sist€émica ser um tipo resisténcia reconhecidamente de amplo
espectro (GORLACH et al., 1996), os mecanismos de defesa das plantas podem variar de acordo
com a intera¢do patdgeno-hospedeiro (Agrios, 2005), e com o potencial genético das cultivares,
podendo refletir em uma variedade de respostas aos agentes indutores.

Além disso, o fungo C. cassiicola ¢ um patdgeno necrotrofico que possui a capacidade de
sintetizar toxinas hospedeiro-especificas, conforme Otani et al., (1997) e Kurt (2004), que podem
causar danos celulares ao hospedeiro, como clorose durante o processo de patogénese, e ainda
possuir a capacidade de produzir alteragcdes na membrana plasmatica vegetal, como reduzir a
permeabilidade ou alterar sitios de receptores ou de ligacdo com componentes sinalizadores ou
ativadores de respostas de defesa do hospedeiro (OKA et al., 2006). Estas alteragdes celulares
induzidas pelo patdégeno podem explicar a ineficacia dos indutores de resisténcia contra a doenca,

caso a morte celular ocorra antes a ativacdo das defesas vegetais.
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O mesmo pode ocorrer com silicato de potéssio e Ecolife® que tém sido relatados como
eficientes para o controle de doencas em inimeros patossistemas, no entanto no caso de pepineiro
x C. cassiicola nao foram eficientes. Aquino (2006) avaliou o efeito da aplicacao foliar de silicato
de potassio para o controle da mancha de ramularia (Ramularia gossypii) em algodoeiro, foi
observado que o produto ndo foi eficiente para o controle da doenga, sendo menos efetivo que os
fungicidas utilizados para a cultura.

A ativacao de uma resposta de defesa da planta devido ao reconhecimento do patogeno ¢
regulada por uma interagdo altamente especifica, ou seja, ocorre a interagao entre os produtos do
gene de aviruléncia do patdégeno com o produto do gene de resisténcia da planta (DANGL e
JONES, 2001). E possivel que neste trabalho, a utilizagdo dos indutores de resisténcia nas
condigdes destes experimentos ndo foram capazes induzir respostas de defesa em tempo habil
para restringir o desenvolvimento do patdgeno, ou ainda que o aumento da suscetibilidade
observada nos tratamentos seja reflexo da alteracdo no metabolismo das plantas (LABANCA,
2002) favorecendo o desenvolvimento da doenga.

Novas pesquisas com o patossistema pepino x C. cassiicola poderdo auxiliar na
compreensdo dos resultados, como novos testes com outros intervalos de tempo entre a aplicagdo
dos indutores de resisténcia e inoculacdo do patdgeno, trazendo com isso novas informacgdes
quanto a eficiéncia de acibenzolar-s-metil, produto & base de extratos citricos e silicato de
potassio no controle de C. cassiicola em C. sativus. A principio, todas as plantas sdo capazes de
expressar genes de resisténcia, desde que recebam o estimulo adequado (TUZUM, 2001).
Também, faz-se necessario a realiza¢do de estudos similares com plantas adultas no campo, uma

vez que os ensaios foram realizados com plantulas em casa de vegetacao.
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5 CONCLUSOES

Corynespora cassiicola foi altamente sensivel ao silicato de potassio nas concentragdes de
0,025 ¢ 0,050g/500, in vitro, o qual apresentou efeito fungitoxico.

A germinacao dos conidios foi proporcional ao crescimento micelial nos tratamentos
utilizados acibenzolar-S-metil e composto a base de extrato citrico (Ecolife®). Quanto maior o
crescimento micelial, maior a quantidade de conidios.

Os indutores acibenzolar-s-metil (Bion®), silicato de potassio (Fertisil®) e compostos a
base de extrato citrico (Ecolife”) nas diferentes dosagens ndo foram eficientes para reduzir a

severidade de mancha de corinéspora nos gendtipos Aodai e Tsuyataro em casa de vegetagao.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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