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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pds-Graduagdo em Agronomia

Universidade Federal de Santa Maria

RESISTENCIA INDUZIDA POR ELICITORES E PROTECAO DE VIDEIRA
CONTRA MILDIO

Autor: Geisa Finger
Orientadora: Elena Blume
Local da defesa e data: Santa Maria, 27 de fevereiro de 2015.

A videira é uma frutifera que possui relevante importancia no setor econémico mundial,
sendo que vérios fatores podem comprometer seu desenvolvimento e consequente
rendimento, incluindo o ataque de patdgenos. A doenca conhecida como mildio da videira,
causada pelo pseudofungo Plasmopara viticola, causa sérios danos a cultura quando nao
controlada. Dessa maneira, a principal forma de controle da doenca esta associada a utilizacédo
de quimicos, 0s quais causam riscos ao ambiente e a saide do homem. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o potencial de agentes bioldgicos e quitosana, na viabilidade de
esporangios de mildio, o efeito no progresso da doenca e os mecanismos de inducdo de
resisténcia vegetal, em plantas de videira cv. Cabernet Sauvignon. Hipotetizou-se que 0s
agentes biolégicos Trichoderma spp. e Bacillus subtilis, bem como quitosana tém a
capacidade de afetar diretamente a viabilidade de esporangios de P. viticola, assim como
atrasar ou evitar o progresso de mildio e elicitar respostas de defesa em células foliares de
videira. Para tanto, a viabilidade de esporangios de P. viticola foi analisada in vitro e
experimentos em casa de vegetagdo foram conduzidos, afim de, acompanhar o progresso de
mildio em plantas de videira expostas aos produtos estudados. Em outro experimento, na
auséncia do patogeno, tecido foliar de plantas de videira, submetidas aos mesmos produtos,
foi coletado para realizagdo de analises bioquimicas e metabdlicas, visando a caracterizagdo
da inducdo de resisténcia (IR) celular vegetal. Foram determinadas atividades de proteinas
relacionadas a patogénese (PRPs) como peroxidases de guaicol, quitinases, B-1,3-glucanases e
polifenoloxidases em folhas expostas aos produtos, bem como os teores de fendis sollveis
totais e lignina. A quitosana, mas ndo os agentes bioldgicos, reduziram a viabilidade dos
esporangios. Todos os produtos estudados geraram alteracdes na producdo de PRPs e fendis
totais. Os teores de lignina embora néo significativos em relacdo a testemunha demonstraram
aumento, e isso pode estar associado com a porcentagem de protecdo que 0s produtos
conferiram as plantas de videira na area abaixo da curva de progresso da doenca, induzindo a
producdo de compostos envolvidos na sintese de lignina.

Palavras-chave: Vitis vinifera, Bacillus subtilis, Trichoderma spp., quitosana, PR-proteinas,
lignina.



ABSTRACT

Master's Degree Dissertation
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RESISTANCE INDUCED BY ELICITORS AND PROTECTION OF GRAPEVINE
AGAINST DOWNY MILDEW

Author: Geisa Finger
Adviser: Elena Blume
Place of the defense and date: Santa Maria, February 27", 2015

The grapevine is a fruit that has significant importance in the world economic sector and
several factors may compromise its development and especially productivity, including
pathogen attack. The disease known as downy mildew is caused by Plasmopara viticola and
may cause serious damage to the crop if not controlled. Thus, the major way of controling the
disease is associated with the use of fungicides, which causes risks to the environment and
human health. The aim of this study was to evaluate the potential of biological agents and
chitosan on controlling downy mildew throughthe induced resistance mechanism in grapevine
cv. Cabernet Sauvignon. It was hypothesized that the biological agents Trichoderma spp. and
Bacillus subtilis, as well as chitosan have the ability to affect directly the viability of P.
viticola sporangia and to elicit defense responses in leaf cells of grapevine. Germination of
sporangia was measured in vitro andexperiments in greenhouse were conducted, aimed at
monitoring the progress of downy mildew on plants exposed to the products studied and, two
days later, inoculated with P. viticola. In another experiment, in the absence of the pathogen,
leaf tissue of grapevine plants exposed to the same products was collected for conducting
biochemical and biological analysis, aiming to characterize the induction of resistance (IR) in
plant cells. The activity of pathogenesis related proteins (PRPs) such as guaicol peroxidases,
chitinases , B-1,3-glucanases , and polyphenoloxidases in leaves exposed to the products was
determined, as well as the levels of total soluble phenols and lignin. Chitosan, but not the
biological control agents, reduced the viability of sporangia of P. viticola. All products
promoted protection, although not significant when compared to control plants. All studied
products produced alterations in the production of PRPs and total phenols. Despite the sharp
increase, but not significant, in the lignin content of leaves, small reduction in the area under
the mildew progress curve was observed that can be attributed to mechanisms of resistance
induction activated by the products studied through elicitor action.

Key-words: Vitis vinifera, Bacillus subtilis, Trichoderma spp, chitosan, PR-proteins, lignin.
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1. INTRODUCAO

A cultura da videira detém grande importancia no setor econémico mundial. Fatores
bidticos ou abioticos podem comprometer o desenvolvimento da cultura. As doencas
destacam-se dentre os fatores bioticos, podendo comprometer a planta de videira tanto
quantitativa quanto qualitativamente. A doenca conhecida como mildio da videira, causada
pelo pseudofungo Plasmopara viticola, pode destruir completamente um vinhedo, quando néo
controlada. Ocorre principalmente no periodo vegetativo da cultura, infectando as folhas e
diminuindo a area fotossintetizante das mesmas, podendo atacar também ramos, flores e
cachos comprometendo assim, a produtividade (BERGAMIN et al., 1997).

Atualmente, a principal forma de controle de doengas nos vinhedos é através da
utilizacdo de agrotoxicos, 0s quais podem acarretar sérios problemas aos consumidores e ao
meio ambiente, principalmente quando os mesmos sdo utilizados de forma abusiva ou por
negligéncia as recomendacfes do fabricante. Outro problema, ocasionado pela utilizacdo
excessiva e indiscriminada, é a possibilidade de racas dos fitopatégenos tornarem-se
resistentes aos principios ativos dos agrotdxicos. Por isso, é enorme a necessidade da busca
por alternativas para diminuir ou, quando possivel, evitar o uso de agrotoxicos.

O Manejo Integrado de Pragas e Doencas (MIPD) é uma ferramenta em adocao
crescente por agricultores interessados em esclarecimento, tecnificacdo, rastreabilidade e,
principalmente, reducdo nas aplicacdes de pesticidas. A ado¢do do MIPD, em uma situacao
particular, vai depender da combinacdo correta de técnicas de cultivo associadas a
fitossanidade, introduzidas no momento certo durante a conducdo da lavoura. O MIPD da
videira pode se valer de inimeros recursos para mitigar doengas, desde a adequacdo dos
sistemas de conducédo e a alteracdo de podas, até o uso de produtos baseados em controle
bioldgico e inducdo de resisténcia.

Tanto o controle bioldgico quanto a inducdo de resisténcia de plantas a patdgenos vém
sendo adotados, em algumas culturas, como forma de controle sustentavel associada a boas
praticas de manejo. Na inducdo de resisténcia, mecanismos de defesa vegetal que se
encontram latentes na planta, podem ser desencadeados por elicitores (moléculas que ativam a
sinalizacdo da defesa vegetal), antes da chegada do patdgeno. Essa ativacdo pode ocorrer no
local em que o elicitor entrou em contato com a célula hospedeira ou pode ser sistémica,

manifestando-se em outras partes da planta, distantes do sitio de aplicacgéo.
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No controle bioldgico, micro-organismos possuem mecanismos que dificultam ou
impedem a infeccdo de um patdgeno no tecido hospedeiro e, geralmente, tais mecanismos se
baseiam em uma inter-relacdo ecoldgica bastante intima entre o agente de controle e o
patdgeno, obviamente deletéria a este. Tais inter-relacfes podem ser baseadas em mecanismos
de antibiose, competicdo, micoparasitismo, degradacdo de enzimas da parede celular do
patdgeno e inducdo de resisténcia (LO, 1998).

Assim, os objetivos deste trabalho foram investigar a acdo de agentes abidticos e de
controle biologico, verificando: i) a viabilidade in vitro de esporangios de P. viticola ii) a
protecdo desses produtos em plantas de videria inoculados com o patdgeno iii) a ativacdo de
defesas vegetais por inducdo de resisténcia. Uma vez que, se hipotetiza que Trichoderma spp.,
B. subtilis e quitosana possuem elicitores capazes de promover respostas de defesa em células
foliares de plantas de videira, cv. Cabernet Sauvignon contra Plasmopara viticola, através do
aumento das atividades enzimaticas, as quais estdo relacionadas com 0s mecanismos de

defesa da planta.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cultura da videira

No Brasil, a historia vitivinicola teve inicio com a colonizacdo. A expedicdo
comandada por Martim Afonso de Souza, trouxe as primeiras mudas de videira (Vitis vinifera
L.) para o Brasil, as quais foram plantadas na Capitania de S&o Vicente, localizada no sudeste
do pais (IBRAVIN, 2010), atual estado de Sdo Paulo, em 1532. No ano de 1626, no Rio
Grande do Sul, os padres jesuitas introduziram as primeiras videiras, porém somente a partir
de 1875 com a chegada dos imigrantes italianos a viticultura gaticha ganhou impulso (LEAO,
2010).

As videiras sdo classificadas no género Vitis, familia Vitaceae, sdo espéecies que
possuem habito trepador, cujas folhas se desenvolvem alternadamente no caule a partir dos
nos, podendo ocorrer a formacdo de gavinhas ou cachos florais opostos das folhas. As flores
sdo minusculas e delicadas, uni- ou bissexuais, ocorrendo em cachos florais que se formam
em grupos de quatro ou cinco, com 0s estames desenvolvendo-se em frente as pétalas. O
ovario consiste de dois carpelos e a fruta (uva) pode conter até quatro sementes (JACKSON,
2008).

A viticultura possui grande importancia no setor econdomico mundial. Estima-se que
no ano de 2010, a area mundial com videiras foi de aproximadamente 7,20 milhdes de
hectares, com uma producdo de 68,31 milhdes de toneladas. Mundialmente, os paises que se
destacam com as maiores areas cultivadas com a frutifera sdo Espanha, Franca, Italia, China e
Turquia, sendo que o Brasil ocupa o 20° lugar no ranking de area cultivada com videiras
(MELLO, 2013), com uma area em torno de 80630 hectares (IBGE, 2013).

No Brasil, destacam-se duas regides produtoras de uva bem distintas, a de clima
temperado e subtropical, encontrada no paralelo 30° sul no estado do Rio Grande do Sul, e a
de clima tropical, situada no paralelo 9° sul, na Regido Nordeste (PROTAS et al., 2002).

Os principais destinos da uva, no Brasil, séo a produgdo de vinhos, espumantes e
sucos, assim como o consumo in natura (BRITO, 2011). O Rio Grande do Sul é responsavel
por 90% da producdo nacional de vinhos, sucos e derivados da uva. A Regido da Serra

Gaucha, além de produzir uvas de mesa e para processamento, tem na viticultura um atrativo
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turistico (MELLO, 2012), sendo que a cidade de Bento Gongalves, no ano de 2010, deteve
mais da metade da producéo brasileira de uva (IBGE, 2010). Na regido Nordeste, o Vale do
Sdo Francisco tem se destacado na producdo e exportacdo de uvas finas de mesa, com o polo

agricola Petrolina, em Pernambuco, e Juazeiro, na Bahia (OLIVEIRA et al., 2011).

2.2 Doencas da videira e impactos na viticultura

A viticultura possui algumas limitagGes no seu cultivo, principalmente no &mbito das
doencas, que constituem o principal problema para a producdo quantitativa e qualitativa da
uva. Quando as condigdes climaticas sdo favoraveis durante o ciclo da cultura, a videira pode
ser atacada por inimeros patdgenos e os tratamentos fitossanitarios podem atingir 30% dos
custos de producdo. Nas regides Sul e Sudeste do pais, devido a elevada precipitacdo anual,
principalmente no periodo vegetativo da cultura, ocorrem epidemias de mildio e podriddes de
cacho, diferentemente da regido produtora do Nordeste, cujo clima seco propicia epidemias de
oidio. Portanto, o ambiente possui um papel fundamental no desenvolvimento das doengas
(SONEGO et al., 2005).

As doengas podem afetar a fisiologia da planta de videira e influenciar seu rendimento
e a qualidade de seu produto em diferentes graus. Dentre as principais doencas fungicas da
videira destacam-se os fungos Botrytis cinerea (podriddo cinzenta), Plasmopara viticola
(mildio), Uncinula necator (oidio), Phaeomoniella chlamydospora (doenca de Petri) e
Cylindrocarpon destructans (pé-preto da videira) (JACKSON, 2008).

Para que o cultivo da videira seja rentavel ao agricultor, é necessario fazer uso de
métodos de controle de doengas, 0s quais podem se basear no manejo integrado de doencas e

pragas (MIDP), que consiste na utilizacdo integrada de varias técnicas de controle de doencas.

2.3 Plasmopara viticola e 0 manejo do mildio

Plasmopara viticola (Berkeley & M. A. Curtis) Berl. & De Toni. € 0 agente causal da
doenca conhecida como mildio da videira, presente em vérias partes do mundo, um

Chromista, oomiceto que atua como parasita obrigatorio, pertencente a familia
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Peronosporaceae. O pseudofungo infecta principalmente as folhas, comprometendo a
capacidade fotossintetizante da mesma. Quando o patégeno ndo é controlado, as perdas na
producdo podem chegar a 100% (GALLOTTI; GRIGOLETTI, 1990).

Como sintoma inicial, a doenca apresenta manchas verde-claras na face adaxial da
folha conhecidas como mancha-6leo. Com o passar do tempo e sob condi¢des favoraveis para
0 desenvolvimento da doenca, essas manchas evoluem para necroses de coloragdo marrom
avermelhada que podem cobrir grande parte do limbo foliar. Na parte abaxial da folha,
formam-se estruturas de frutificacdo do agente da doenca, de coloracdo esbranquicada
formada por esporangios e esporangioforos (BERGAMIN et al., 1997). Apesar de atacar
principalmente as folhas da videira, a doenga pode causar queda de flores, folhas e frutos,
dependendo da severidade a que a planta esta condicionada, fator esse relacionado com a
suscetibilidade do hospedeiro e com as condi¢des ambientais favoraveis (BEDENDO, 2011).

Quando as condi¢des ambientais se tornam desfavoraveis para a sobrevivéncia do
patdégeno, ocorre a fase teleomorfica, resultando na formacdo dos esporos sexuais
denominados de o6sporos. Ainda que ndo dependa de temperaturas especificas, sua formacéo
se da, preferencialmente, em condicdes de seca, quando a germinacdo dos esporangios é
impedida, ou na senescéncia das folhas (GRUNZEL, 1961; GESSLER et al., 2011). A
quantidade dessas estruturas de resisténcia geralmente € bem elevada, podendo atingir
facilmente 250 o6sporos/mm? (GESSLER et al., 2011). Os odsporos germinam quando as
condicdes ambientais se tornam favoraveis, em temperaturas superiores a 11 °C e solo
encharcado, produzindo esporangios dos quais sao liberados 0s zoGsporos, esporos assexuais
que possuem mobilidade devido a presenca de flagelos, os quais ndo sdo encontrados em
fungos verdadeiros, caracterizando, portanto, pseudofungos que pertencem a classe dos
oomicetos, que também ndo possuem parede celular (JEGER; PAUTASSO, 2008). Os
zoosporos sdo transportados até a parte aérea da planta pelos respingos da chuva e do vento,
necessitando de um filme de agua na folha para alcancarem os estdbmatos e causarem a
infeccdo primaria (GALET, 1982).

Segundo estudo realizado por Blaeser (1978) apud Gessler (2011), a germinagéo de
esporangios de P. viticola dependem de alguns fatores, principalmente ambientais, ou seja,
umidade relativa do ar em torno de 98%, 4 h de escuro e temperatura minima de 13 °C, sendo
19 °C a temperatura Otima. A germinacdo de esporangios ocorre no escuro € o tempo para
concluséo de um ciclo de infecgdo é de aproximadamente 7 h.

Geralmente, o efeito da temperatura sobre a severidade da doenga ndo depende

somente da temperatura étima para a sobrevivéncia do patégeno, mas tambem da temperatura
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limite para que ocorra a liberacdo de zodsporos (25°C) (JUDELSON; BLANCO, 2005;
JEGER; PAUTASSO, 2008), além de outros fatores como, densidade de indculo e idade da
planta (RAFTOYANNIS; DICK, 2002; JEGER; PAUTASSO, 2008). Além disso, estudos
tém comprovado que o hospedeiro (Vitis vinifera) pode influenciar o processo de infeccéo
causado por P. viticola, pois 0 mesmo poderia contribuir acelerando a liberagdo de zodsporos
a partir de esporéngios maduros, coordenando a morfogénese do tubo germinativo e
direcionando os zodsporos para os estdbmatos (KIEFER et al., 2002; JEGER; PAUTASSO,
2008).

As medidas de controle da doenca baseiam-se principalmente na utilizacdo de
cultivares resistentes e na protecdo quimica, porém a adocdo de algumas préaticas culturais
pode ajudar na reducdo da severidade da doenca como: evitar o plantio em areas sujeitas a
neblina, utilizar o espacamento e a densidade de plantas adequados e que permitam boa
aeracdo entre as plantas, assim como realizar a poda de ramos para evitar a formacgédo de
microclima favorével a doenga (BEDENDO, 2011).

O problema encontrado na adog¢do de cultivares resistentes é o fato de que as cultivares
mais plantadas sdo suscetiveis a P. viticola. (SLAUGHTER et al., 2008). No Rio Grande do
Sul, devido as condi¢des climaticas e, principalmente, a uma série histérica com tendéncia ao
excesso pluviométrico na regido da Serra Gaucha (WESTPHALEN, 2000), sdo realizadas, no
cultivo convencional, em média 14 pulveriza¢bes com fungicidas (FREIRE et al., 1992) sendo
que dessas de 8 a 10 sdo destinadas ao controle do mildio da videira (MENDES, 2002).

Dessa maneira, segundo Matasci et al. (2008), o controle do mildio requer aplicacdes
constantes de fungicidas, muitos desses a base de cobre que acabam provocando
contaminacdo no solo devido ao acimulo desse metal pesado. Outros fungicidas sintéticos,
com modo de acdo especifico, acabam desenvolvendo isolados resistentes de P. viticola.
Portanto, é necesséria a busca de alternativas para o controle do mildio da videira, através do

controle bioldgico e da indugdo dos mecanismos de defesa vegetal.

2.4 Controle biologico e seu papel no controle de doencas da videira

Os métodos tradicionalmente utilizados para o controle de doencas que possuem altas
taxas de dispersdo em plantas estdo baseados no uso de agrotoxicos. A aplicacdo excessiva e

indiscriminada desses agrotoxicos na agricultura pode causar efeitos drasticos para 0 meio
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ambiente, produtores e consumidores. Estratégias de controle quimico intensivo e rotineiro,
geralmente ndo sdo sustentaveis em longo prazo, pois poluem a atmosfera, prejudicam o meio
ambiente, deixam residuos nas folhas e podem contribuir para o desenvolvimento de
populacgdes resistentes do organismo alvo (NASEBY et al., 2000). A reducdo ou eliminacéo
do uso de pesticidas na agricultura é desejavel e um dos meios mais promissores para se
atingir esse objetivo, estad baseado no uso de agentes de controle bioldgico. Esses agentes
podem ser utilizados sozinhos ou integrados com doses reduzidas do controle quimico para o
controle de patdgenos, minimizando dessa forma os impactos causados pelos pesticidas no
meio ambiente (HARMAN; KUBICEK, 1998 apud VINALE, 2008).

O controle biolégico pode ser definido como a reducéo do indculo ou dos fatores que
determinam a doenca na planta, a partir de organismos que ndo o homem (LO, 1998). Para
Chet et al. (1997), o controle biologico é a interferéncia no metabolismo celular de
organismos fitopatogénicos, causadores de doencas em plantas, a partir de micro-organismos
benéficos especificos, os quais agem como uma ferramenta natural, assim como uma
alternativa ecol6gica que pode ser utilizada para diminuir os problemas causados pelo uso do
controle quimico na protecédo de plantas.

Apesar da sua importancia, os produtos bioldgicos possuem um mercado mundial
muito restrito quando comparados com os produtos quimicos, detendo apenas 1% no controle
de doencas de plantas. Apesar disso, existe uma perspectiva de crescimento a essa
participacdo, principalmente pela pressao da sociedade por alimentos mais saudaveis, livre de
agrotoxicos e pelas novas politicas que incentivam uma agricultura com bases ecoldgicas
(BETTIOL, 2011). Segundo levantamento realizado por Bettiol et al. (2012) sobre produtos
recomendados para o controle biologico de doencas, no mercado mundial sdo encontrados
mais de 40 espécies antagonistas, das quais o fungo Trichoderma spp. se destaca com quase
metade dos antagonistas comercializados, seguido pelos géneros bacterianos Bacillus,
Paecilomyces, Pseudomonas e Streptomyces.

No Brasil, 0 nimero de produtos bioldgicos registrados também é muito pequeno.
Existem cerca de 113 ingredientes ativos de fungicidas quimicos registrados e apenas trés
“ingredientes ativos biologicos” aparecem no banco de dados de agrotoxicos do Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento. 1sso se deve, principalmente, ao fato da acéo esperada
pelos agentes de controle biolégico ser lenta e, muitas vezes, cuidados especiais sdo
necessarios com esses produtos para o seu manejo (BETTIOL et al., 2012).

As principais interacfes antagbnicas que ocorrem entre as espécies sdo: antibiose,

competicdo, micoparasitismo, enzimas que degradam a parede celular e a inducdo de
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resisténcia. A antibiose estd relacionada com a supressdo de doencas em plantas por
determinados fungos e bactérias, os quais produzem substancias de baixo peso molecular,
com efeito antibidtico, que agem diretamente sobre outro micro-organismo (WELLER;
THOMASHOW, 1993; LO, 1998). No caso da competicdo, ambos, agente de biocontrole e
fitopatdgeno, competem por nutrientes e/ou espago fisico no sitio de infec¢do do hospedeiro
(LORITO et al., 1994; LO, 1998). O micoparasitismo envolve a predacdo, ou seja, 0 micro-
organismo biocontrolador alimenta-se do agente fitopatogénico (MALQY, 1993; LO, 1998).
Alguns micro-organismos detém a capacidade de produzir enzimas hidroliticas extracelulares,
as quais desempenham um importante papel na supressao de doencas flngicas, sendo as mais
conhecidas as quitinases e 3-1,3-glucanasesque atuam sobre constituintes da parede celular da
maioria das espécies fungicas (LAM; GAFFNEY, 1993; LO, 1998). Portanto, o estudo do
controle bioldgico torna-se uma estratégia no manejo de doencas de plantas, evitando ou

diminuindo o uso de fungicidas na agricultura (LO, 1998).

2.5 Mecanismos de defesa vegetal contra doencas

Quando comparadas com 0s animais superiores, as plantas ndo possuem um sistema
de defesa imunoldgico capaz de produzir proteinas que aglutinem antigenos, porém elas
detém consigo defesas estruturais e bioquimicas capazes de impedir o desenvolvimento da
maioria dos micro-organismos patogénicos que entram em contato com os seus tecidos. Os
mecanismos de resisténcia, também denominados de fatores de resisténcia ou mecanismos de
defesa de plantas a patdgenos, podem ser divididos em pré-formados ou pds-formados, ambos
estruturais e bioquimicos, em relagcdo a tentativa de infeccdo do patdgeno no hospedeiro
(FREEMAN; BEATTIE, 2008).

Os fatores de resisténcia pré-formados (passivos ou constitutivos) encontram-se na
planta antes mesmo do contato com o patdgeno. Os mecanismos estruturais da planta séo
considerados defesas fisicas, capazes de evitar ou restringir a infeccdo causada por patdgenos.
Sdo constituintes desses mecanismos estruturais, cuticula, tricomas, estdmatos e paredes
celulares espessas (GUEST; BROWN, 1997). Os fatores bioquimicos pré-formados, também
conhecidos como “fitoanticipinas” (CLIVE LO; NICHOLSON, 2008), sao encontrados,
geralmente, em altas concentragfes e estdo envolvidos nos processos de defesa vegetal,

possuindo atividade antimicrobiana sobre o patogeno atraves da conversdo de compostos em
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substancias altamente toxicas. Esses fatores bioquimicos sdo constituidos por compostos de
natureza quimica diferente como fenois, alcaldides, lactonas, terpendides, proteinas e
peptideos (STANGARLIN et al., 2010).

Diferentemente dos mecanismos bioquimicos pré-formados, os fatores bioquimicos
pos-formados podem estar presentes nas células vegetais em baixos niveis ou até mesmo
ausentes, manifestando-se apenas quando a planta entra em contato com moléculas elicitoras
advindas do patogeno, reconhecendo-as em nivel de membrana plasmatica e, dessa maneira,
ativando seus mecanismos bioguimicos de defesa (GARCION et al., 2007).

Resumidamente, o objetivo geral desses diferentes mecanismos sintetizados pela
planta é evitar ou atrasar as relagbes de parasitismo do patdgeno e gerar condi¢des
desfavoraveis para que a colonizacgdo dos tecidos ndo ocorra (PASCHOLATI; LEITE, 1995).

2.6 Tipos de resisténcia e a percepcao da planta ao patégeno

As plantas desenvolveram um complexo sistema para perceber, reconhecer e
responder aos estimulos causados por micro-organismos patogénicos, através da ativacdo de
mecanismos de defesa, afim de impedir que o patégeno estabeleca relacfes de parasitismo
(PANSTRUGA; DODDS, 2009; CAVALCANTI et al., 2014).

Segundo Gould (1976), o fenbmeno especifico de reconhecimento entre plantas e
patdogenos pode ser definido como o “evento inicial na comunicagdo célula a célula, a qual
provoca uma resposta bioquimica, fisiologica ou morfoldgica definida”. Outra defini¢do
sugere que o reconhecimento ¢ um “evento especifico inicial que desencadeia uma resposta
rapida e direta por parte do hospedeiro, que facilita ou impede o posterior crescimento do
patogeno” (SEQUEIRA, 1978). Portanto, esse reconhecimento entre plantas e patdgenos pode
provocar duas respostas: compativel, ou seja, 0 patdgeno consegue estabelecer relacdes de
parasitismo através da obtencdo de &gua e nutrientes da planta e, consequentemente,
desenvolver suas estruturas vidveis de disseminacdo; ou incompativel, quando a planta
consegue reconhecer o patdgeno e através de mecanismos de defesa, evitar ou atrasar o
estabelecimento da infeccdo em seus tecidos (BENT; MACKEY, 2007).

A grande maioria das espécies de plantas é resistente a varios micro-organismos
potencialmente patogénicos, um fendmeno conhecido como mecanismo de resisténcia de nao-
hospedeiro (MYSORE; RYU, 2004; NURNBERGER; LIPKA, 2005). Acredita-se que esse
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determinado tipo de resisténcia esteja baseado em mecanismos de protecdo multipla, ou seja,
através das barreiras constitutivas e de reagdes induziveis (NURNBERGER; LIPKA, 2005).
Ao contrario da resisténcia induzida por genes-R, a qual é geneticamente governada por um
unico gene, a resisténcia de ndo-hospedeiro parece ser governada por maltiplos genes. A
resisténcia mediada por genes-R parece ser facilmente superada, pois a mesma corresponde a
genes de aviruléncia (AVR) que sdo facilmente modificados ou removidos pelo patégeno
(MCDOWELL; WOFFENDEN, 2003; SENTHIL-KUMAR; MYSORE, 2013).

Assim, barreiras estruturais e bioquimicas pré-formadas sobre a superficie da planta
como camada de cera, parede celular rigida e metabdlitos secundarios antimicrobianos
podem, inicialmente, paralisar a infeccdo provocada pelo patégeno (DIXON, 2001;
NURNBERGER; LIPKA, 2005). Todavia, quando um patégeno de n&o-hospedeiro consegue
vencer as barreiras constitutivas da planta, 0 mesmo pode tornar-se objeto de reconhecimento
por receptores encontrados na membrana plasmética da célula vegetal. PadrGes moleculares
associados a patdégenos (PAMPs) ou padrGes moleculares associados aos micro-organismos
(MAMPs) mostraram um importante papel na ativacdo de respostas de defesa, mediada por
receptores encontrados na planta ndo-hospedeira, ou seja, provavelmente esses sinais
constatados por receptores da planta ndo-hospedeira ativem respostas de defesa contra micro-
organismos naturais (ESPINOSA; ALFANO, 2004; NURNBERGER; LIPKA, 2005) e
impecam o desenvolvimento da doenca. Geralmente, essas respostas de resisténcia estdo
associadas a reacdes de hipersensibilidade (HR), que sdo definidas como a morte programada
das ceélulas vegetais no sitio da infeccdo, impedindo, dessa maneira, que a doenca se
desenvolva (SENTHIL-KUMAR; MYSORE, 2013).

Durante o processo evolutivo, determinadas espécies de patdogenos adquiriram fatores
de viruléncia, os quais conferem ao patdgeno caracteristicas de driblar ou suprimir os
mecanismos de defesa vegetal (ALFANO; COLLMER, 2004). A resisténcia basal
diferentemente da resisténcia de ndo-hospedeiro de plantas a patdgenos, ndo impede que o
patogeno estabeleca relagdes de parasitismo com a planta hospedeira suscetivel, fazendo com
que a doenga se desenvolva, isso ocorre porque as defesas da planta induzidas por PAMPs sé&o
insuficientes para parar o processo de infecgdo. Segundo Senthil-Kumar e Mysore (2013),
afirmam que a resisténcia basal é uma defesa fraca, vencida pelo patdgeno e essa mesma

resisténcia, tem a capacidade de reduzir o crescimento e desenvolvimento da doenca.
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2.6.1 Elicitores quimicos (ASM - acibenzolar-S-metil e quitosana) e aspectos da indugdo de

resisténcia

De um modo geral, elicitores sdo moléculas cuja funcdo € induzir respostas de defesa
da planta, como a resposta de hipersensibilidade (HR) em uma resisténcia de ndo-hospedeiro,
e uma resisténcia sisttmica adquirida (SAR), em uma situacdo de compatibilidade basal
(BENT; MACKEY, 2007). A SAR pode ser definida como uma propagacdo da resisténcia
pelos tecidos da planta, a qual pode ser ativada em muitas espécies vegetais através de
elicitores ou pelo proprio patégeno, conferindo a planta uma resisténcia de longa duracéo,
muitas vezes podendo persistir por toda a vida da planta contra um amplo espectro de agentes
patogénicos, incluindo virus, bactérias, fungos e oomicetos (RYALS et al., 1995; STICHER
etal., 1997; DURRANT; DONG, 2004).

Segundo Pascholati e Leite (1994), elicitores podem ser classificados de acordo com a
origem em bidticos ou abioticos. Podem ser considerados como elicitores abidticos, luz UV,
ions metalicos e algumas moléculas sintetizadas em laboratorio. Os elicitores considerados
bidticos sdo secretados pelo patdgeno ou pela planta, durante a interacdo planta-patdgeno.
Também podem ser obtidos atraves do isolamento de proteinas, carboidratos ou
glicoproteinas provenientes de tecido vegetal, fungos, bactérias e virus (HAHN, 1996).

Elicitores quimicos ou fisicos podem ser utilizados na inducdo de resisténcia em
plantas, como silicio (SI), acido D-L-aminobutirico (GABA), quitosana, cloreto férrico,
fosfato de potassio dibasico, acido salicilico (AS), acido 2,6-dicloroisonicotinico (INA),
fosfato de potassio monobasico, acido jasmoénico (AJ), metil jasmonato (MeJa), acidos graxos
ou luz em comprimento de onda especifico (KUHN, 2007). Bion® 50WG (derivado do &cido
salicilico), ChitoPlant® (formulacdo de quitosana), Auxigro® WP (formulagio com GABA)
dentre outros, séo registrados nos EUA, Alemanha e Australia como indutores de resisténcia
(CAVALCANTI et al., 2014).

Produtos capazes de induzir mecanismos de defesa vegetal vém sendo alvo de
pesquisas nos ultimos anos. Acibenzolar-S-metil (ASM) é o unico produto registrado no
mercado brasileiro como indutor de resisténcia em plantas a patdgenos. Também conhecido
como benzothidiazole (BTH), comercializado sob a marca Bion® (Syngenta), € um analogo
do é&cido salicilico e induz os mecanismos de defesa das plantas, ativando genes que
codificam proteinas relacionadas & patogénese e proteinas relacionadas com a producéo de
fitoalexinas e lignina (RESENDE et al., 2000).
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Nojosa et al. (2009) observaram que ASM na concentracdo 0,1 g L? e fosfito de
potassio nas doses 2,5 e 5,0 mL L? reduziram a severidade de Phoma costarricensis em
mudas de cafeeiro em 80, 60,06 e 63,18%, respectivamente, sendo esses percentuais
superiores aos observados em plantas tratadas com o fungicida tebuconazole. Cavalcanti et al.
(2008) testaram ASM na concentragdo 0,2 g L, na reducdo da severidade de Verticillium
dahliae em cacaueiro. Os sintomas da doenca foram avaliados 20, 30, 40, 50, 60 e 70 dias
apos a inoculacdo com o patdgeno, conferindo uma reducdo de 30,2% em relacdo a
testemunha que recebeu apenas agua. Segundo Perazzolli et al. (2008), confirmado por
Cavalcanti et al. (2011), videiras tratadas com ASM aumentaram a resisténcia contra mildio,
nédo sendo verificado nenhum efeito direto sobre a morfologia ou germinagdo de esporangios
de Plasmopara viticola, sugerindo que a atividade contra mildio in vivo é mediada pela
ativacdo de mecanismos de defesa da videira.

A quitosana é um polissacarideo natural, a qual tem como precursora a quitina, que foi
descoberta por Henri Braconnot em 1811, a partir de cogumelos, recebendo o nome de
fungina. Somente em 1823, Odier conseguiu isola-la de insetos e entdo a denominou de
quitina. Payen, em 1843 descobriu que na estrutura molecular da quitina havia nitrogénio.
Quitosana (Figura 1) pode ser extraida da parede celular de fungos, assim como do
exoesqueleto de artropodes, através da fragmentacdo ou desacetilagdo da quitina (FORBES-
SMITH, 1999). E um biopolimero formado por repeti¢des de N-acetil-D-glucosamina, com
comportamento catibnico e sua composicdo varia em funcdo do grau de desacetilacdo
(FORBES-SMITH, 1999).
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Figura 1: Estrutura quimica da molécula de quitina e quitosana (NO; MEYERS, 1997).

A atividade biol6gica da quitosana depende, dentre alguns parametros, do grau de
desacetilagdo e da massa molar da sua molécula. Assim, o efeito antimicrobiano da quitosana
aumenta com o percentual de desacetilacdo, pois isso aumentara 0 nimero de grupamentos
aminos que, dependendo do pH do meio, podem apresentar cargas positivas capazes de
interagir com cargas negativas, as quais sdo encontradas na superficie da células fangicas,
dificultando o movimento das moléculas através da membrana. Ainda, a quitosana tem a
funcdo de dificultar a transcrigdo do DNA dos patdgenos (FANG et al., 1994).

Além da acdo antimicrobiana, a quitosana é um composto que pode estar associado
com a ativacdo dos mecanismos de defesa vegetal. Sua acdo é muito similar ao que ocorre
quando a planta é atacada por um patégeno, ou seja, 0s monémeros de quitina, produzidos
pela degradacédo da hifa do fungo na superficie foliar, geram um sinal que atua no sitio ativo
de recepcdo da ceélula, fazendo com que a mesma realize reagBes bioquimicas capazes de
ativar mecanismos de defesa estruturais e bioguimicos (SOBRINHO et al., 2005). Porém, a
quitosana, ao invés de reagir com o sitio de recepcdo da célula vegetal, atua atraves da
interacdo entre as cargas catidnicas da sua molécula com os fosfolipidios encontrados na
superficie celular do vegetal (KAUSS et al., 1989). A quitosana também esta associada com a
producdo de compostos que formam uma barreira estrutural na planta, através da lignificacdo
da parede celular das células, ou pelo efeito inibitorio sobre o crescimento de patdgenos
(BENHAMOU et al., 1998).
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Segundo Ait Barka et al. (2004), a utilizacdo de quitosana no tratamento de frutos de
uva e morango, proporcionou resultados significativos no controle de Botrytis cinerea. A
pulverizacdo de quitosana, preventivamente, sobre folhas de feijoeiro, reduziu
significativamente a severidade da antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum
lindemuthianum. Essa reducéo foi relacionada tanto ao efeito direto que 0 composto exerceu
sobre o patdégeno, como pelo efeito que teve na ativagdo de enzimas como [3-1,3-glucanase,

que estdo relacionadas com a defesa vegetal (DI PIERO; GARDA, 2008).

2.6.2 Agentes de controle bioldgico e elicitores “bioldgicos”

2.6.2.1 Trichoderma spp.

O género Trichoderma corresponde a fase anamorfica do género Hypocrea,
pertencente a familia Moniliaceae (SAMUEL; HADAVI, 1996). Segundo Domsh et al.
(1980), esse fungo se caracteriza pela presenca de micélio, o qual possui crescimento rapido e
coloracdo inicial branca, tornando-se cotonoso e compacto com tufos verdes a medida que se
desenvolve, porém a coloracdo depende principalmente da pigmentacdo e da quantidade de
conidios. Trichoderma spp. caracteriza-se por seus diferentes mecanismos de acdo, como a
producdo de antibidticos e outras substancias capazes de parasitar outros fungos
(SIVASITHAMPARAM; GHISALBERTI, 1998), assim como competir com outros
organismos por exsudatos liberados de sementes, os quais estimulam, no solo, a germinagéo
de propagulos de fungos fitopatogénicos (HOWELL, 2002).

Estudos que envolvem o uso de Trichoderma spp. como um agente de controle
bioldgico, geralmente estdo voltados para o efeito direto que o patdégeno tem sobre o controle
de micro-organismos patogénicos (HARMAN et al., 2004). Porém, além da acdo direta que o
fungo exerce sobre outros patdgenos, estudos recentes evidenciaram seu potencial no
crescimento e desenvolvimento das plantas, bem como na inducdo de resisténcia sistémica e
localizada em plantas a uma variedade de patégenos (YEDIDIA et al., 2000).

Dessa maneira, plantas respondem imediatamente a invasdo por Trichoderma spp.
através da ativacdo de mecanismos de defesa que culminam na deposicdo de calose e na

sintese de polifénois (SHORESH et al., 2010). Pesquisas identificaram uma série de proteinas
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ligadas a inducdo de resisténcia em plantas por Trichoderma spp. como proteinas ligadas a
genes de aviruléncia do patdgeno (AVR) (BENT; MACKEY, 2007; SHORESH et al., 2010),
que também sdo produzidas por bactérias, causando reacGes de hipersensibilidade (HR) e
outras respostas ligadas a defesa em espécies vegetais que possuem o gene-R como receptor,
ou através do reconhecimento pela planta de padrGes moleculares associados a micro-
organismos (MAMPs) (WOO et al., 2006; WOO; LORITO, 2007; SHORESHet al., 2010).
Segundo Yedidia et al. (2000), Trichoderma harzianum (T-203) aumentou a atividade das
enzimas quitinases, B-1,3-glucanases, celulases e peroxidases durante os estagios iniciais de

colonizag&o das raizes pelo fungo em pepineiro.

2.6.2.2 Bacillus spp.

O género Bacillus spp. é formado por bactérias esporulantes, gram negativas, aerobias
ou anaerobias facultativas, que possuem a forma de bastonete e podem se diferenciar em
enddsporos (LIMA, 2010). Representantes desse género podem ser encontrados facilmente na
natureza e isolados do solo ou da agua (PRIEST, 1989). Algumas espécies sdo encontradas
em estreita relacdo com raizes de plantas, como B. subtilis que convive de maneira simbiotica
com raizes de determinadas espécies, promovendo o crescimento e, em troca, recebendo
nutrientes (PRIEST; HARWOOD, 1994).

Rizobactérias promotoras de crescimento em plantas (PGPR) fazem parte dos varios
grupos de micro-organismos associados as plantas, que podem elicitar mecanismos de defesa
vegetal (VAN LOON; GLICK, 2004). Nos ultimos anos, estudos relacionados com PGPR e a
inducdo de resisténcia sistémica (ISR) em plantas hospedeiras contra patdégenos, tem ganhado
destaque. Segundo Kloepper et al. (2004) varias especies de Bacillus spp. séo conhecidas (B.
amyloliquefaciens, B. subtilis, B. pasteurii, B. cereus, B. pumilus, B. mycoides e B.
sphaericus) por estarem associadas como potenciais indutores de ISR e exibirem significativa
reducdo na incidéncia e severidade de diversas doengas em plantas hospedeiras, incluindo
tomate, pimentdo, meldo, melancia, beterraba, tabaco, Arabidopsis spp., pepino, Pinus taeda e
culturas tropicais.

Bacillus subtilis (AF1) foi testado como indutor de resisténcia em amendoim (Arachis
hypogaea) contra Aspergillus niger. Podile et al. (1995) verificou que AF1 estimulou a

producdo de fenilalanina aménia-liase (PAL) e atividade de peroxidase em amendoim
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indicando que AF1 possui a capacidade de ISR. Estudos também relataram que AF1 causou
efeito na IRS, pois provocou uma significativa reducdo na incidéncia de Aspergillus niger em
amendoim e isso coincidiu com o aumento de atividade de lipoxigenase, um fenémeno
associado com ISR (SAILAJA et al., 1997). Bacillus pumilus (SE34) foi incorporado ao
substrato e a protecdo sisttmica de tomate contra a requeima causada pelo patdgeno
Phytophthora infestans (Mont.) De Bary foi avaliada. Quatro semanas ap06s a semedura, 0S
tratamentos foram aplicados e uma semana apds a aplicacdo dos tratamentos, todas as plantas
foram inoculadas com Phytophthora infestans. A severidade da doenca foi avaliada e
significativamente reduzida pelo tratamento com SE34, em relacdo as plantas testemunhas
(YAN et al., 2003).

2.7 Proteinas relacionadas a patogénese (PR-Proteinas)

Em 1970, foram detectadas as primeiras proteinas relacionadas a patogénese (PR-
proteinas) em folhas de tabaco, as quais se manifestaram através de reacles de
hipersensibilidade ao virus do mosaico do tabaco (TMV) (VAN LOON; VAN STRIEN,
1999). Nas folhas de fumo foram identificadas quitinases (LEGRAND et al., 1987; VAN
LOON; VAN STRIEN, 1999) ¢ B, 1-3, glucanases (KAUFFMANN et al., 1987; VAN LOON;
VAN STRIEN, 1999), as quais revelaram fortissimo potencial na atividade antifungica,
inibindo o crescimento micelial, multiplicacdo e disseminacdo de patdgenos, assim como
responsaveis pelo desencadeamento da SAR na planta (KOMBRINK; SOMSSICH, 1997;
VAN LOON; VAN STRIEN, 1999).

Patdgenos, insetos, nematdides e herbivoros sdo agentes de origem bidtica capazes de
induzir a formacdo de PR-proteinas em plantas. Fragmentos de glucanas e derivados de
quitina da parede celular fungica, glicoproteinas sintetizadas por fungos, peptideos e proteinas
sdo indutores de PR-proteinas derivados de organismos patogénicos (EDREVA, 2005). Os
principais mecanismos de acdo das PR-proteinas estdo baseados na atividade de hidrolise
sobre a parede celular, na mudanca de permeabilidade da membrana plasmatica, toxicidade
direta e na sinalizacdo de defesa, assim como na inibicdo de enzimas digestivas encontradas
em insetos (STANGARLIN et al., 2011).

As PR-proteinas sdo identificadas através de propriedades bioquimicas especificas,

pois sdo constituidas por proteinas de baixo peso molecular (6 - 43 kDa), estaveis e extraiveis
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em pH menor ou igual a 3, termoestaveis e altamente resistentes a proteases (VAN LOON;
VAN STRIEN, 1999). As familias de PR-proteinas sdo numeradas de acordo com a ordem em
que foram descobertas (Tabela 1) e muitas vezes as familias podem possuir afinidades nas
suas propriedades bioldgicas e bioquimicas, como, por exemplo, a familia PR-2 que sintetiza
B-1,3-endoglucanases ou as familias PR- 3, 4, 8 e 11 que sintetizam endoquitinases, ambas
atuando contra fungos fitopatogénicos (VAN LOON et al., 2006).

Tabela 1 — Familias de PR-proteinas (adaptado de VAN LOON et al., 2006).

Family Type member Properties Gene symbols

PR-1 Tobacco PR-1a Unknown Yprl

PR-2 Tobacco PR-2 B-1,3-glucanase Ypr2, [Gns2 (‘Gib))

PR-3 Tobacco P, QQ Chitnase type L IL, IV, V, VI, VIL  Ypr3, Chia

PR-4 "Tobacco ‘R’ Chianase type [, I Ypr4, Chid

PR-5 "Tobacco S Thaumatin-like Yprs

PR-6 Tomato Inhibitor I Proteinase-inhibitor Ypré, Pis (‘Pin’)

PR-7 Tomato Pgo Endoproteinase Ypr7

PR-8 Cucumber chitinase Chitinase type I1I Yprr8, Chib

PR-9 "Tobacco “lignin-forming Peroxidase Ypr9, Prx
peroxidase”

PR-10 Parsley “PR1” Ribonuclease-like Ypr10

PR-11 ‘Tobacco “class V” chitinase ~ Chitnase, type [ Ypr11, Chic

PR-12 Radish Rs-AFP3 Defensin Ypri2

PR-13 Arabidopsis THI2.1 Thionin Ypri3, Thi

PR-14 Barley LTP4 Lipid-transfer protein Ypr14, Lip

PR-15 Barley OxOa (germin) Oxalate oxidase Ypr1s

PR-16 Barley OxOLP Oxalate-oxidase-like Ypri6

PR-17 Tobacco PRp27 Unknown Ypr17

2.7.1 Peroxidases

As peroxidases sdo encontradas em animais, plantas e micro-organismos e
desempenham um importante papel, pois catalisam a oxirreducdo entre perdxido de
hidrogénio e varios redutores (HIRAGA et al., 2001). Nas plantas, a peroxidase apresenta
varias funcdes ligadas principalmente a defesa celular, atuando na lignificacéo, suberizacdo e
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no fortalecimento da parede celular. S8o classificadas como proteinas relacionadas a
patogénese (PR-proteinas) pertencentes a familia PR-9 (VAN LOON; VAN STRIEN, 1999).

A peroxidase (H20- oxiredutase, EC. 1.11.1.7.) reage com compostos que possuem na
sua conformacédo estrutural molecular o grupo hidroxila anexado a um anel aromatico
(HIRAGA et al., 2001). Essas enzimas reagem através da oxidacdo desidrogenativa do
guaiacol (o-metoxi-fenol) que resulta na formacdo de radicais fenoxi que, consequentemente,
se ligam a radicais instaveis, levando a polimerizacdo ndo enzimética de mondmeros. Da
mesma maneira, as peroxidases sdo responsaveis pela oxidagdo do alcool hidroxicindmico em
presenca de perdxido de hidrogénio, ou seja, fazem a remocdo de atomos de hidrogénio do
alcool hidroxicinamico, cujos radicais se polimerizam e originam a lignina (HIRAGA et al.,
2001). Sendo assim, esse polimero, que ocorre na parede celular das plantas superiores,
juntamente com a celulose e outros polissacarideos funciona como uma barreira fisica a
penetracdo do patdgeno (CAVALCANTI et al., 2005).

Além de participarem na formacdo de lignina, as peroxidases atuam nos vegetais na
sintese do hormonio etileno (ISIGHE et al., 1993), na oxidacdo de compostos fendlicos que
sdo acumulados nas plantas em resposta a infeccdes (FRY, 1986) e na oxidacdo do acido
indolil-3-acético (AIA) (HOAGLAND, 1990). Nesse contexto, plantas de fumo transgénicas,
expressando atividade da enzima peroxidase suprimiram a formacéo de raizes laterais devido
a degradacdo do AIA (LAGRIMINI et al., 1997).

2.7.2 Polifenoloxidases

A polifenoloxidase, também conhecida como fenol oxidase, catecolase, fenolase,
catecol oxidase ou tirosinase (OKOT-KOTBER et al., 2002), possui ampla especificidade de
substratos. E encontrada nas plantas, bactérias, fungos e algas, exceto em algas unicelulares
(MAYER; HAREL, 1979; FLURKEY, 1989).

Essas enzimas utilizam ions de cobre como grupo prostético que, por sua vez,
participam de reagdes de oxirreducdo, sendo o oxigénio essencial no processo de catalise das
reacOes. Polifenoloxidases podem apresentar atividade de monofenolase quando participam
da reacdo de hidroxilagdo de monofendis para orto-difendis e difenolase quando
desempenham atividade na oxidacdo de orto-difendis em orto-quinonas altamente reativas
(Figura 2) (MAYER; HAREL, 1979; OKOT-KOTBER et al., 2002).
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Geralmente, as polifenoloxidases encontram-se inativas dentro das células vegetais,
compartimentalizadas nos tilacoides dos cloroplastose vacuolos, com uma pequena parte
podendo estar localizada na parede celular (VAUGHN et al., 1984). Os niveis dessas enzimas
na planta pode variar de acordo com a espécie, a cultivar (MAYER; HAREL, 1979) ou o
ambiente, e sua expressdo pode ser induzida por injdrias de varias naturezas e pelo
fornecimento exdgeno de jasmonato de metila (MeJa) (CONSTABEL; BERGEY; RYAN,
1995). Dessa maneira, quando ocorre o rompimento da célula vegetal, seja pela acdo do
patdgeno, do inseto ou quando a planta entra em senescéncia, as polifenoloxidases séo
liberadas e o processo de oxidacdo de compostos fendlicos é iniciado (CONSTABEL;
BERGEY; RYAN, 1995; MOHAMMADI; KAZEMI, 2002; THIPYAPONG et al., 2004;
KUHN, 2007).

Na defesa vegetal, a importancia dessa enzima ocorre principalmente pela agédo
antinutritiva das quinonas na alimentacdo de insetos, ou seja, taninos podem ser oxidados a
quinonas, as quais reagem com as proteinas da alimentacdo do inseto e impedem que o
mesmo consiga digeri-las (TAIZ; ZEIGER, 2004). Outro papel importante das
polifenoloxidases refere-se a sua agdo contra patdgenos, pois quando ocorre o extravasamento
da enzima dos tilacoides, devido a penetracdo do patégeno, a enzima oxida compostos
fendlicos, produzindo quinonas (THIPYAPONG et al. 2004) que possuem acdo
antimicrobiana (MOHAMMADI; KAZEMI, 2002).
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Figura 2 - Representacdo esquematica do processo enzimatico e ndo enzimatico de condensacdo para
escurecimento (YORUK; MARSHALL, 2003).

2.7.3 Quitinases e B-1,3-glucanases

Sdo consideradas enzimas com atividade hidrolitica, devido ao fato de quitinases
hidrolisarem a quitina (um polimero de N-acetilglucosamina) ¢ -1,3-glucanases efetuarem a
hidrolizagdo de B-1,3-glucanas. (PASCHOLATI, 2011). As quitinases podem ser encontradas
em organismos como insetos, crustaceos, leveduras e fungos, 0s quais possuem quitina na sua
estrutura, necessaria para 0 Sseu crescimento e desenvolvimento. Também podem ser
encontradas em organismos que ndo possuem quitina na sua constituicdo, como bactérias,
plantas e vertebrados (KRAMER; MUTHUKRISHNAN, 1997; KASPRZEWSKA, 2003;
KUHN, 2007).

As quitinases pertencem a familia 18 e 19 das enzimas liticas, sendo classificadas em
sete classes. Na familia 18, estdo as quitinases de fungos, animais, bactérias e plantas,
enquanto que a familia 19 inclui quitinases de plantas das classes I, II, IV, VI e VII
(KASPRZEWSKA, 2003). Além da classificagdo como enzimas hidroliticas, as quitinases
podem ser classificadas como proteinas relacionadas a patogénese (PR-Proteinas).
Atualmente, sdo conhecidas 17 familias de PR-proteinas em vegetais, com diferenciadas
funcdes (GORJANOVIC, 2009), sendo que em cada familia incluem-se classes com

diferentes isoformas, que podem ser acidas ou basicas. As quitinases encontram-se nas
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familias PR-3, a qual inclui as quitinases das classes I, Il, IV, VI e VII. As classes Ill e V
pertencem as familias PR-8 e PR-11, respectivamente (VAN LOON; VAN STRIEN, 1999).

Além de hidrolisarem eficientemente a quitina, Ponstein et al. (1994) encontraram
quitinases em plantas de fumo respondendo a infeccdo por TMV. As PR-proteinas como as
quitinases atuam, principalmente sobre fungos. Formas encontradas extracelularmente estéo
ligadas a defesa imediata das plantas, atraves da degradacdo de hifas invasoras, gerando uma
acao direta sobre o patdgeno. Como consequéncia dessa degradacdo, ocorre a liberacdo de
elicitores oligossacaridicos das paredes do fungo, os quais podem induzir a ativacdo de
mecanismos locais ou sistémicos relacionados com a defesa vegetal. As enzimas encontradas
intracelularmente atuam nas reagdes de defesa da planta tardiamente, ou seja, se as enzimas
extracelulares sdo incapazes de impedir a infeccdo do patdgeno, 0 mesmo conseguiria causar
a infeccdo e, com isso, o rompimento da membrana celular com consequente liberacdo das
enzimas intracelulares basicas do vacuolo (BOLLER, 2009). As quitinases, além do papel que
representam na defesa vegetal, podem estar relacionadas com a nutri¢do, visto que algumas
utilizam o fonte de carbono
(KASPRZEWSKA, 2003).

B-1,3-glucanases sdo encontradas nas plantas, bactérias, fungos (MARKOVICH;
KONONOVA, 2003; KUHN, 2007), algas e alguns invertebrados (CUTT; KLESSIG, 1992).

Podem ser classificadas de acordo com a sua atividade enzimatica, ou seja, de acordo com o

bactérias polimero  N-acetilglucosamina como

substrato clivado (Figura 3), ou em relacédo as sequéncias primarias de aminoacidos.

B-1.3 glucana Glicose
— —_ CH,0H
Glicose H H
CH>0H H
H H OH H
H ’ OH
— OH
Glicose OH H;0 & oH
CH,OH AN *
’ 2 H H OH B-1.3 glucanase Glicose
H OLiga(;ﬁo B-13 CHzéH
OH H H
OH H
OH H
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H OH oH

Figura 3 — Hidrdlise da B-1,3-glucana pela B-1,3-glucanase (FLEURI; SATO, 2005).
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Dessa maneira, as enzimas podem clivar porgdes internas (endo-B-1,3-glucanases) ou
externas (exo-p-1,3-glucanases) do polimero B-1,3-glucana, sendo que o produto liberado
dessa clivagem determinara a classificacdo da enzima, devido a propriedade do seu sitio
catalitico, ou seja, o produto pode ser uma glicose ou oligossacarideos (LABANCA, 2002).

Portanto, a restricdo da infec¢do patogénica pode estar relacionada ao acimulo dessas
enzimas na planta, enfatizando que as PR-proteinas, como quitinases ¢ [-1,3-glucanases,
desempenham uma funcdo importante na protecdo das plantas contra a infec¢do causada por
patdgenos (LABANCA, 2002). Outra justificativa seria o fato de que essas enzimas, Sao
capazes de liberar da parede celular do patégeno compostos como glucanas, mananas e
oligdbmeros formados por N-acetilglucosamina, os quais ativam o sistema de defesa da planta
(HAMMERSCHIMIDT, 1999). A atividade de quitinases e¢ [-1,3-glucanases pode ser
aumentada através do tratamento com indutores de resisténcia em varias espécies vegetais
(CAVALCANTI et al., 2006; CAVALCANTI et al., 2008).

2.7.4 Polimeros de parede e o papel da lignina na defesa vegetal

A lignificacdo € um mecanismo de resisténcia da planta contra doencgas. No processo
de interacdo entre planta-patdgeno, respostas de defesa sdo acionadas na planta, dentre elas
pode ocorrer a deposicdo de lignina nas paredes das células. Além disso, a lignificacdo
desempenha um importante papel na integridade estrutural das paredes das células vegetais e,
portanto, se torna fundamental para o desenvolvimento da planta (VANCE et al., 1980;
NICHOLSON; HAMMERSCHMIDT, 1992; BHUIYAN et al., 2009). Segundo Lange et al.
(1995), a composi¢cdo monomérica da lignina pode variar dependendo do processo a que
esteja envolvida, ou seja, a lignina acumulada como processo de defesa atraves de um
tratamento indutor, demonstrou ser significativamente diferente da lignina encontrada em
tecidos vasculares, sugerindo gque a sintese da mesma seja diferentemente regulada.

A lignina, assim como taninos, flavonoides, antocianinas e algumas fitoalexinas séo
compostos fenolicos sintetizados na celula vegetal, geralmente pela via do chiquimato e
malonil-CoA, e relacionados com a defesa vegetal, representando uma grande classe de
metabolitos secundarios (KASHIF et al., 2010; AHUJA et al., 2012; CAVALCANTI et al.,
2014).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Efeito de agentes de controle bioldgico e quitosana sobre a viabilidade de esporéngios
de Plasmopara viticola

Com o objetivo de avaliar a agdo direta dos produtos testados sobre a viabilidade dos
esporangios de P. viticola, foi realizado um ensaio in vitro. Para tanto, em uma lamina
escavada dividida em quatro quadrantes, foram adicionados 40 pL de uma suspensdo
contendo 10° esporangios mL™, ajustada com o auxilio de hemacitdmetro, 40 pL com as
substancias testadas (tratamentos) concentradas trés vezes e 40 pL de agua Mili-Q, resultando
em 120 uL. A testemunha recebeu 40 uL da suspensédo de esporangios e 80 pL de agua Mili-
Q. As laminas foram mantidas em ambiente saturado e temperatura de 25 °C. Ao término de
15 horas apds o preparo (HAP) avaliou-se, por contagem simples, o nimero de esporangios
viaveis (que liberaram zoG6sporos) e ndo viaveis (que nao liberaram seus zoGsporos). Foram
avaliados 100 esporangios por tratamento em cada quadrante da cavidade, com o auxilio de
microscopio Otico. Foram avaliados quatro quadrantes para cada tratamento, em um total de
400 esporangios avaliados.

Os tratamentos consistiram dos produtos comerciais Bion (ASM), dose 8 g L7
Famoxamona + Mancozebe (fungicida Midas®, recomendado para o controle de P. viticola),
dose 1,2 g L; Ecotrich® (T. harzianum), dose 4 g L™*; Quality® (T. asperellum) dose 4 g L:;
Quitosana da empresa Polymar, dose 3,6 mL L e Serenade® (B. subtilis) dose 2 mL L. O
tratamento controle (Ctrl) foi constituido de agua Mili-Q.

O ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com quatro
repeticGes (quadrantes). Os resultados obtidos foram submetidos a anélise de variancia e as

médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

3.2 Progresso de mildio em plantas expostas a agentes de controle biologico e quitosana

Para os ensaios de controle do progresso de mildio em plantas de videira foram,

utilizados clones da cultivar Cabernet Sauvignon, obtidos a partir do setor de Cultura de
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Tecidos da Embrapa Uva e Vinho. As plantas foram cultivadas em sacos plésticos (4 kg) com
substrato 2:0,5:1 (areia/argila/humus) em casa de vegetacdo situada na Unidade Embrapa Uva
e Vinho de Bento Gongalves (latitude 29,1°S e longitude 51,5°0).

O pseudofungo P. viticola utilizado na inoculacdo das plantas de videira foi obtido de
amostras vegetais do campo, principalmente de vinhedos orgéanicos localizados no municipio
de Bento Gongalves.

Plantas de videira com rebrotas de 60 dias foram inoculadas com o auxilio de
pulverizadores manuais até o ponto de escorrimento. Os tratamentos e as concentracfes
consistiram de T. harzianum e T. asperellum nas concentragbes 2 e 4 g L™, quitosana nas
concentragdes 600 e 3600 uL L, Bacillus subtilis nas concentracdes 1 e 2 mL Lt e
Acibenzolar-S-metil na concentracio 8 g L. Plantas controle (Ctrl) receberam apenas agua
como tratamento.

Dois dias ap6s a pulverizacdo dos tratamentos, as plantas foram submetidas a
inoculagcdo com o fungo P. viticola. O in6culo foi preparado a partir de folhas de videira
coletadas no campo. As folhas com os sintomas da doenca foram levadas para o laboratério e
através da lavagem da parte inferior das folhas, contendo as lesbes recém esporuladas, com
agua destilada fria foi feita uma suspensdo do indculo a uma concentragdo de 10° esporangios
mL?, a qual foi ajustada com o auxilio de hemacitdmetro e microscopio dtico.

O ensaio foi delineado em blocos inteiramente casualizados (DBC) com trés
repeticdes por tratamento, sendo que uma unidade experimental foi constituida de quatro
plantas por repeticdo. Cada bloco foi estruturado sobre uma bancada, a qual recebeu uma
estrutura plastica transparente, designada como gaiola (2,5 m x 1,0 m x 1,8 m). No interior de
cada bloco foi acondicionado um umidificador ultrasom, garantindo umidade relativa acima
de 80 % e 12 h de fotoperiodo.

As avaliacOes de severidade da doenga (area da folha que apresenta o sintoma mancha
oOleo; area da folha que apresenta pulveruléncia do pseudofungo) foram realizadas aos 7, 10,
12, 14, 17, 20 e 26 dias apos a inoculacdo (DAI), sempre pelo mesmo avaliador. A
quantificacdo da severidade foi realizada pela inspecédo visual de sinais e sintomas nas folhas,
causadas por P. viticola, por uma escala grafica adaptada (AZEVEDO, 1997) e dividida em
seis classes (notas) de doenca, englobando de zero a 100% de severidade. As leituras foram
submetidas & transformagdo angular @ = arcsen (IDY?), sendo entdo realizados testes de
normalidade, ANOVA e probabilidade de 5% sobre os dados avaliados, considerando ID (%)
como a intensidade de doenca (CZERMAINSKY, 1999). Areas abaixo da curva de progresso
de doenga (AACPD) foram calculadas a partir da equacdo AACPD =X [(Y 1+ Yi+1)/2](ti+1 — ti),
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onde ‘Y’ corresponde a ID (%) e ‘t” a dias apds a inoculagdo (DAI) (CAMPBELL,;
MADDEN, 1990). Percentagens de protecdo de planta foram estimadas pelo fator [1 — (x/y)],
onde ‘x’ corresponde a AACPD das plantas tratadas e ‘y’ a AACPD dos controles

pulverizados com agua destilada (LI et al., 1996).

3.3 Respostas metabolicas associadas a inducao de resisténcia promovida por agentes de
controle bioldgico e quitosana

O ensaio para determinacdo de respostas metabolicas associadas a inducdo de
resisténcia foi realizado em plantas da cv. Cabernet Sauvignon de populacdo clonal obtidas do
Setor de Cultura e Tecidos da Embrapa Uva e Vinho. As plantas, com rebrotas de 45 dias,
cultivadas em sacos plasticos com substrato 2:0,5:1 (areia/argila/himus), foram mantidas em
casa de vegetacao situada na Unidade Embrapa Uva e Vinho.

Folhas de plantas de videira foram coletadas as 12, 24, 48 e 72 h apds a aplicacdo dos
tratamentos (HAT) que consistiram de Trichoderma harzianum, (4 g L), quitosana (3600 pL
L1), Bacillus subtillis, (2 mL L), ASM, (0,8 g L) e o controle que recebeu apenas agua
destilada, todos os tratamentos foram aplicados com pulverizadores manuais.

Cada tratamento foi constituido de trés plantas de videira e cada repeticdo foi
constituida de trés folhas, num total de trés repeticdes por tratamento. Apos destacadas da
planta com auxilio de uma lamina, removendo-se o peciolo, as folhas foram lavadas em agua
mili-Q e secadas delicadamente com papel toalha. Posteriormente, as folhas foram pesadas,
acondicionadas em papel aluminio e mergulhadas em nitrogénio liquido para o rapido

congelamento. Por fim, as amostras foram armazenadas em ultrafreezer a — 80 °C.

3.3.1 Extragdo e dosagem de proteinas soluveis totais

A extracdo de proteinas sollveis totais foi realizada por maceracéo do tecido fresco em
tampado fosfato de potassio (PBS 100 mM pH 7,2), em uma relacdo 1:3 m/v. O extrato filtrado

foi centrifugado por 13 minutos a 4°C a 13800 x g e o sobrenadante recolhido. A dosagem de
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proteinas solUveis seguiu 0 méetodo de Bradford (1976), em aliquotas e diluicBes adequadas
para a curva padrdo BSA.

3.3.2 Determinacéo da atividade de peroxidases (GPX)

A determinacdo da atividade de peroxidases (GPX) seguiu a metodologia descrita por
Urbanek et al. (1991), com modificacbes. A mistura de reagdo conteve guaiacol 60 mM e
H>02 20 mM, uma aliquota de 100 pL dos extratos de cada amostra e tampdo de extracdo
(PBS 100 mM pH7,2 + 0,5 mM NaCl) com diluicbes, as misturas foram incubadas a 30°C por

10 min e a atividade mensurada em espectrofotbmetro a 480 nm.

3.3.3 Determinacéo da atividade de polifenoloxidases (PPO)

A atividade difenolasica das polifenoloxidases (PPO) em folhas de videira foi
determinada pela oxidac&o do catecol em quinona, reacdo mediada pela enzima em estudo. O
substrato utilizado foi catecol 50 mM, adicionado ao tampéao fosfato de potassio 100 mM +
NaCl 0,5M e uma aliquota de 100 pL da amostra. A mistura foi incubada por 15 min a 32°C e
as leituras realizadas em espectrofotdmetro a 410 nm (GAUILLARD et al., 1993).

3.3.4 Determinacéo da atividade de quitinases (CHI)

A atividade de quitinases foi mensurada pela liberagdo de fragmentos sollveis de
quitina, através de quitina carboximetilada marcada com remazol brilhante violeta (CM-
Quitin-RBV), fornecida por Loewe Biochemica GmbH. Para tanto, 150 pL do extrato
proteico foram adicionados a solucdo contendo 130 pL do tampéo de extracdo PBS 100 mM
+ 0,5 M NaCl e 60 pL de CM-Chitin-RBV 2 mg mL? em microplacas de 96 pocos. As
microplacas foram incubadas por 80 min a 35 °C e a reacéo foi paralisada com a adigédo de 50

puL de HCI 0,5 N, seguida de resfriamento e centrifugacdo a 1.450 x g por 10 min. Aliquotas



41

de 210 pL do sobrenadante de cada amostra foram transferidas para uma nova microplaca e a
absorbancia foi mensura em um leitor de ELISA a 492 nm (WIRTH; WOLF, 1990).

3.3.5 Determinagao da atividade de -1,3-glucanases (GLU)

Para a determinacdo da atividade de B-1,3-glucanases nos extratos, utilizou-se como
substrato uma solucdo de carboximetilcurdlan-remazol brilhante azul (CM-Curdlan-RBV).
150 pL do extrato proteico foram adicionados a 130 pL do tampéo de extragdo PBS 100 mM
+ 0,5 M NaCl e 60 pL de CM-Curdlan-RBV 4 mg mL* (Loewe Biochemica GmbH), em
microplacas de 96 po¢os. Apoés a incubacdo, para promover a acao hidrolitica da GLU a 35 °C
por 100 min, as amostras foram acidificadas com 50 pL de HCI 0,5 N, resfriadas e
centrifugadas por 10 min a 1.450 x g. A absorbancia do sobrenadante a 620 nm foi
determinada em leitor de ELISA (WIRTH; WOLF, 1990).

3.3.6 Determinacdo de fendis sollveis totais

Os compostos fendlicos totais foram determinados a partir do método de Spanos e
Wrostad (1990), pipetando-se 100 pL do extrato de cada amostra e misturando-se 900 mL de
agua Mili-Q + 5 mL 1:10 (v/v) do reagente Folin-Ciocalteau em 4 mL de 75 g L de Na,COs.
A mistura foi agitada por 1 h em temperatura ambiente. A absorbancia foi lida a 765 nm e as

concentragdes foram aferidas por uma curva padrao de tirosina.

3.3.7 Determinacéo de lignina em folhas

Para quantificacdo de lignina foi adotado o ensaio de Monties (1989). Uma aliquota de
0,2 mg de tecido foliar fresco foi homogeneizada e incubada com acetona PA 85 % por 48 h,
e centrifugada a 7500 x g por 15 min. O precipitado foi seco em temperatura ambiente e

incubado com 5 mL de acido tioglicélico em HCI 2 N 1:10 (v/v) durante 4 h. As amostras
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foram centrifugadas duas vezes a 6.000 x g por 15 min, os sobrenadantes transferidos para
novos tubos e adicionados 200 pL de HCI 10 N. Ap6s um banho de gelo de 4 h e uma
centrifugacdo de 6.000 x g por 30 min, o pellet obtido foi homogeneizado em 5 mL de NaOH
0,5 N e a absorbancia a 280 nm foi medida. A quantidade de derivados TGA (lignina &cido-
soltvel) formada foi medida pela comparacdo com uma curva padrdo (0,01-0,1 mg éter 2-
hidroxipropilico mL-1) e os valores convertidos e expressos em pig mg-1 de massa fresca.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Acdo in vitro de agentes de controle bioldgico e quitosana sobre estruturas de

Plasmopara viticola

No ensaio para avaliacdo da atividade de esporangios na viabilidade de zodsporos, foi
verificado apds contagem de 400 esporangios por tratamento 15 HAP (horas ap0s preparo),
que o fungicida a base de Famoxamona + Mancozebe, na concentracdo 1,2 g L* foi o
tratamento que obteve apenas 9,76 % de esporangios viaveis de P. viticola (Figura 4)
enquanto a testemunha (Ctrl) atingiu 100% de esporangios viaveis e/ou ativos. Foram
observadas reducdes na viabilidade do esporangio por ASM (0,8 g L) e quitosana (3600 pL
mL7), que diferiram estatisticamente da testemunha, com percentuais de viabilidade de 40,9 e
42,7%, respectivamente. Os esporangios que receberam os tratamentos dos agentes de
controle bioldgico B. subtilis, T. harzianum e T. asperellum, ndo diferiram estatisticamente da
testemunha e mostraram percentuais de 76,7, 95,8 e 66% na viabilidade de esporangios de P.
viticola. De acordo com o observado, os agentes de controle biolégico ndo mostraram efeitos
marcantes na inibicdo da viabilidade de esporangio, em meio aquoso in vitro. Paralelamente,
0 ensaio pdde evidenciar a capacidade de quitosana e ASM, nas doses estudadas, em reduzir
significativamente (P < 0,05) a atividade de esporangios, em compara¢do com a testemunha
(Ctrl).

Da mesma maneira, Perazzolli et al. (2008) estudaram o efeito na inibigéo direta de T.
harzianum T39 e ASM sobre a viabilidade de esporangios de P. viticola. Em seus ensaios,

utilizaram 500 pL da suspensdo de esporéngios misturados a 500 pL da suspensdo de
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conidios de T39 (10° ufc mL™) ou 500 pL de ASM (0,5 g L) e verificaram que ambos
tratamentos ndo diferiram estatisticamente do controle. T39 obteve porcentagem de
esporangios viaveis de 86,7%, ASM de 84% e a testemunha de 89,3%.

Afim de, avaliar o efeito de diferentes doses de quitosana sobre a germinacdo de
conidios de Colletotrichum lindemuthianum, 20 pL da suspensédo de esporos do patdgeno (2 x
10° esporos mL™) e 20 pL de quitosana (0, 20, 40, 60, 80 e 100 pug mL 1) foram misturados e
incubados em laminas escavadas e, apds 60 h de incubacéo, a porcentagem de germinacéo de
esporos foi avaliada em microscopio 6tico. A dose 20 pug mL™ reduziu a germinagdo em 85%,
enquanto a dose 80 pg mL™ inibiu totalmente o processo germinativo do fungo (DI PIERO;
GARDA, 2008).
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Figura 4 - Viabilidade (%) de esporangios de P. viticola no langamento de zodsporos em meio aquoso. Ensaio
para % de esporangios (10° esporangios mL™) que langaram zodsporos para 0 meio (esporangios ativos/viaveis)
sobre o nimero total de esporangios contados por tratamento (n = 400), ap6s 15 HAP. Os tratamentos avaliados
foram: ‘Qui36’ (Quitosana 3600uL L), ‘Bac2’ (Bacillus subtilis, Serenade®, 2mL L), ‘Eco’ (T. harzianum,
Ecotrich, 4g L), ‘Qua’ (T. asperellum, Quality, 4g L); ‘ASM’ (acibenzolar S-metil, Bion®, 0,8 g L!); ‘Midas’
(Midas®, 3,6g L), sendo ‘Ctrl’, o controle em agua destilada. Valores seguidos com as mesmas letras ndo
diferem significativamente de acordo com o teste de Tukey (P > 0,05).

Maia et al. (2010) também estudaram o efeito de quitosana porém, com de diferentes
doses (0, 20, 40, 80 e 160 mg L) sobre a germinagdo de P. viticola e Elsinoe ampelina.
Utilizaram-se 40 pL de suspenséo de esporos nas concentragdes 2,2 x 108 esporangios mL™ e
5,8 x 10° conidios mL™* e 40 pL de quitosana nas diferentes doses. As avaliacbes foram
realizadas 6, 12 e 24 h para P. viticola e 12 e 24 h para E. ampelina, através da observacdo em
microscopio Gtico. As doses 160 mg L reduziu a germinacdo de E. ampelina em 98% apds
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12 e 24 h de incubagdo e nédo diferiram estatisticamente do tratamento padrdo mancozeb e
calda boldalesa. As doses 80 e 160 mg L™ ndo diferiu estatisticamente dos tratamentos
mancozeb e calda bordalesa, exceto na ultima avaliacdo em que a calda bordalesa apresentou
maior reducdo na germinacao de esporangios em relacdo aos tratamentos com quitosana.

Para avaliar o efeito de Pseudomonas putida (A68), Bacillus sp. (CO2) e B.
alcalophilus (C12) na germinacéo de Colletotrichum acutatum (Col 01), uma aliquota de 40
uL de Col 01 na concentragdo 1 x 10* conidios mL* foi colocada no centro de uma placa de
Petri e entdo adicionaram-se 40 pL de C02, A68 e C12 nas concentragdes 1 x 104 5 x 10* e
2,5 x 10° ufc mLt. Apds 24 h, foi avaliada a germinacdo de conidios de C. acutatum,
verificando que C02 foi o Unico antagonista capaz de inibi-la, sendo as concentragdes 5 x 10*
e 2,5 x 10° ufc mL? as mais eficientes, inibindo 67,5 e 66,5% a germinagido (MOREIRA, et
al. 2014).

Afim de, avaliar o efeito toxico de dois produtos comerciais a base de fosfito e Bion
sobre a germinacao de esporangios de P. viticola in vitro, Pereira (2009) depositou, em placas
de Petri contendo 10 mL de meio agar-4gua, 50 pL da suspensdo de inoculo e 100 pL dos
produtos, sendo o controle definido por 50 L de suspensdo e 100 pL de agua destilada. Apos
24 h, observou-se que todos os tratamentos apresentaram porcentagem de germinacdo de
esporangios estatisticamente diferente do controle, sendo a maior porcentagem de inibicéo,
57,7%, ocasionada pelo produto Pepfdés (6 mL L™). ASM na concentracdo 0,4 g Lt inibiu a
germinacdo em 33,6%.

Dessa maneira, pode-se evidenciar que Quitosana, ASM e Famoxamona +
Mancozebe, nas doses testadas, promoveram uma reducdo sobre a atividade associada a
dispersdo de P. viticola, uma vez que foi verificado uma reducdo na viabilidade de
esporéngios. Assim, considera-se um efeito direto dos produtos, principalmente ASM e
quitosana, nas doses testadas, sobre estruturas de dispersdo do patdgeno, com potencial
impacto sobre a taxa de progresso do mildio e possivel reducdo de danos causados pela
doencga, em folhas de videira. Tal efeito direto sobre estruturas de disperséo do patdégeno pode

explicar, em parte, possiveis redugdes no progresso da epidemia.

4.2 Controle de mildio por agentes de controle bioldgico e quitosana
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Os tratamentos T. harzianum e T. asperellum nas diferentes doses foram comparados
com a testemunha (Ctrl-) que recebeu apenas 4gua e com o tratamento ASM (Ctrl+), produto
comercial Bion®. As plantas de videira pulverizadas com T. asperellum, nas doses 2 e 4 g L%,
e T. harzianum nas mesmas doses, ndo diferiram significativamente da testemunha e
atingiram niveis de protecdo de 24,5, 23,8, 30,9 e 28,6%, respectivamente (Figura5 A, B, C e
D). Nenhum tratamento baseado em Trichoderma spp. produziu diferencas significativas (P <
0,05) quando comparadas a plantas tratadas com ASM (25% de protecéo).

De forma contraria, plantas de videira, cv. Pinot Noir, cultivadas em casa de vegetagédo
tiveram suas folhas pulverizadas um, dois e trés dias antes da inoculagdo com o patégeno P.
viticola, com T. harzianum T39 (produto comercial Trichodex®) em uma concentragdo 8 g L
! correspondendo a uma suspensdo conidial de 10° ufc mL™?. Os resultados obtidos
demonstraram que T39 reduziu significativamente a severidade da doenca quando comparado
com a testemunha (PERAZZOLLI et al., 2012).

Folhas de plantas de videira, que receberam o tratamento quitosana na dose 0,6 mL L
e 3,6 mL L™ ndo diferiram estatisticamente da testemunha. A dose 3,6 mL L™ obteve protegdo
da area foliar contra a doenca de 29,1% (Figura 6 B). Ja para as folhas de videira tratadas com
a menor dose (0,6 mL L), observou-se uma porcentagem de protecdo de apenas 19,5%,
inferior a porcentagem de prote¢do ocasionada por ASM (25%) (Figura 6 A).

O reducéo da doenca das plantas pulverizadas com o tratamento B. subtilis, na dose 1
mL L* ndo diferiu significativamente (P < 0,05) com relagdo ao controle (Ctrl-), apresentando
uma porcentagem de protecdo de 30,1% (Figura 6 C). A dose 2 mL L? diferiu
estatisticamente do controle, com uma porcentagem de protecdo de 44,7% e nao diferiu
estatisticamente do tratamento ASM (porcentagem de prote¢do 25%) (Figura 6 D).

Da mesma forma, porém em um patossistema diferente, Kehlenbeck e Schdnbeck
(1995) pulverizaram, em condigdes de campo, Bacillus subtilis (B50) em plantas de cevada,
na concentragdo 4 L ha? contra o fungo Erysiphe graminis f. sp. hordei inoculado
naturalmente. Houve uma reducéo de 40% na area foliar de plantas de cevada infectadas pelo
fungo quando tratadas com B. subtilis e 93% para o fungicida (propiconazole), na dose 0,5 L
hat.

Outro trabalho envolvendo controle de P. viticola foi conduzido por Aziz et al. (2003)
0s quais, estudaram o efeito de p-1,3-glucana laminarina derivado da alga marrom
Laminarina digitata, na reducdo de P. viticola em plantas de videira cv. Gamay, as quais
foram inoculadas com o patégeno 10 dias ap6s a aplicagdo de diferentes concentracfes de

laminarina. Os resultados obtidos 8 dias apds a inoculacdo, indicaram que 0,5 e 1 g L™ de
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laminarina reduziram a severidade da doenga de plantas de videria em 75%. O efeito de
sulfato de laminarina (PS3) também foi verificado na redugdo da severidade do fungo P.
viticola em plantas de videira, cv. Marselan, a qual obteve uma reducéo de 57% na severidade
da doenca em uma concentragéo de 1,25 mg mL™ e reducio de severidade da doenca de 85%
para a dose 5 mg mL* (TROUVELOT, et al., 2008).
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Figura 5 - Curvas de progresso de doenga em plantas clonais de ‘Cabernet Sauvignon’, expostas a agentes de
controle bioldgico e inoculadas com P. viticola. Em todos os graficos, foram plotadas curvas de progresso de
plantas pulverizadas com agua destilada (Ctrl-) e acibenzolar S-metil (ASM Bion® 50% 0,4 g L%,
respectivamente como controles negativos e positivos. A. Progresso de mildio em plantas tratadas com T.
asperellum (Quality® 2 g L™1). B. Progresso de mildio em plantas tratadas com T. asperellum (Quality® 4 g L™);
C. Progresso de mildio em plantas tratadas com T. harzianum (Ecotrich® 2 g L™%); D. Progresso de mildio em
plantas tratadas com T. harzianum (Ecotrich® 4 g L). Dentro dos dias de avaliagio, ndo foram observadas
diferencas significativas, de acordo com o teste t (Student) a um nivel de significancia de 5%.
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Figura 6 - Curvas de progresso de doenga em plantas clonais de ‘Cabernet-Sauvignon’, expostas a quitosana e B.
subtilis, e inoculadas com P. viticola. Em todos os graficos, foram plotadas curvas de progresso de plantas
pulverizadas com 4gua destilada (Ctrl-) e acibenzolar S-metil (ASM, Bion® 50% 0,4 g L™). A. Progresso de
mildio em plantas tratadas com quitosana (Quitosana Polymar, 600 pL L1); B. Progresso de mildio em plantas
tratadas com quitosana (Quitosana Polymar, 3600 uL L?); C. Progresso de mildio em plantas tratadas com
Bacillus subtilis (Serenade®, 1 mL L1); D. Progresso de mildio em plantas tratadas com B. subtilis (Serenade®,
2 mL L). Asteriscos dentro do dia de avaliacdo representam diferencas significativas entre o tratamento e Ctrl-,
de acordo com o teste t (Student) a um nivel de significancia de 5%.

Quitosana também foi testada em folhas destacadas de plantas de videira, incubadas e
tratadas com diferentes concentragdes de quitosana durante 20 h. A partir de, ferimentos
utilizando agulha foi inoculado o patdgeno B. cinerea (2,5 x 10° conidios mL™?) nas folhas e o
desenvolvimento da doenca foi medido através do diametro médio das lesdes. A dose 150 mg
L suprimiu completamente as lesdes, mas quando a mesma excedeu 200 mg L, o tecido
foliar demonstrou-se danificado, com aumento da propagacdo dos sintomas causados por B.
cinerea (TROTEL-AZIZ, 2006).
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Nojosa et al. (2009) observaram o efeito de ASM, fosfito e fertilizante foliar em
diferentes concentragGes, assim como o fungicida tebuconazole na severidade de Phoma
costarricensis em mudas de cafeeiro cv. Acaia Cerradoe averiguaram que 0s tratamentos
ASM na dose 0,1 g L%, fosfito 2,5 mL L™, fosfito 5,0 mL L? e o fertilizante 4,0 mL L™,
reduziram a severidade da doenca em 80, 60,06, 63,18 e 63,40%, respectivamente, sendo

esses valores superiores ao observado em plantas tratadas com o fungicida.

4.3 Atividade de enzimas relacionadas com a inducdo de resisténcia vegetal

4.3.1 Extracdo e dosagem de proteinas solUveis totais

Com relacédo aos teores de proteinas sollveis totais em células de folhas de videira, 0s
mesmos responderam com aumento 24 horas apés as folhas receberem tratamento com T.
harzianum. Os teores aumentaram gradativamente, com pico maximo 72 HAT, obtendo
valores superiores ao controle 24, 48 e 72 HAT (Figura 7 A). Folhas de videira tratadas com
ASM e B. subtilis obtiveram resultados semelhantes para teores de proteinas totais (Figura 7
B e D), entre 12 e 24 HAT houve uma diminuicdo dos teores, menores quando comparados
com a testemunha, havendo pico maximo para ambos os tratamentos 48 HAT e diminuindo
apos 72 HAT.

Folhas de plantas de videira tratadas com quitosana apresentaram teores de proteinas
solGveis totais menores, quando comparados com a testemunha, que obteve teores
significativamente mais elevados (Figura 7 B).

Kuhn (2007) avaliou os teores de proteinas sollveis totais em folhas de feijoeiro
tratadas com os indutores ASM e Bacillus cereus, em diferentes épocas e numeros de
aplicacdes durante o ciclo da cultura. Houve reducgdo no teor de proteinas para o tratamento
com quatro aplica¢fes durante o ciclo da cultura para o indutor B. cereus. J& para o indutor
ASM em todas as épocas e diferentes numeros de aplicacdes, foi constatado um aparente

aumento na concentracdo de proteinas.
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Figura 7 - Proteinas soltiveis totais em folhas de videira ‘Cabernet Sauvignon’ em rebrotas de 45 dias. Coletas de
material fresco para a extracdo salina foram realizadas 12, 24, 48 e 72 horas ap6s o tratamento (HAT) das
substancias estudadas (-H-): A. T. harzianum (Ecotrich, 4 g L), B. B. subtilis (Serenade®, 2 mL L?), C.
Quitosana (Polymar®, 3600 pL L), D. Acibenzolar S-metil (ASM, Bion® 50%, 0,8 g L), sendo ‘Ctrl’ (-O-), 0
controle em 4gua destilada. Barras de erros indicam desvio-padréo da média.

4.3.2 Determinagdo da atividade de peroxidases (GPX)

Ao longo do periodo escolhido para monitoramento dos pardmetros metabolicos
associados a inducdo de resisténcia, plantas pulverizadas com todos os tratamentos (T.
harzianum, Bacillus subtilis, quitosana e ASM) mostraram intrigantes respostas, sustentadas
no intervalo de estudo, de atividade de peroxidases de guaiacol (GPX) inferiores quando
comparadas com o controle (Ctrl).

A atividade de GPX permaneceu praticamente constante entre 12 e 24 HAT, quando

folhas de videira foram pulverizadas com T. harzianum, decaindo ap0os 48 HAT e obtendo um
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pequeno acréscimo 72 HAT. Houve uma diminuicdo significativa da atividade de GPX no
Ctrl, 72 HAT, e um aumento discreto da atividade em folhas tratadas com o agente bidtico
(Figura 8 A).

As folhas de videira pulverizadas com B. subtilis apresentaram atividades de GPX
menores que as verificadas em folhas de plantas pulverizadas com &gua (Ctrl). O pico
maximo de atividade ocorreu 24 HAT, decaindo significativamente e permanecendo constante
entre 48 e 72 HAT (Figura 8 B). Embora em outro intervalo de monitoramento e outra
espécie, Araujo et al. (2009) estudaram o efeito de B. subtilis estirpe PRBS-1, pulverizado
semanalmente em folhas de tomateiro, na dosagem 1 g L, o qual demonstrou, apos 8
semanas, um aumento na atividade de GPX.

Folhas de videira pulverizadas com o tratamento quitosana, obtiveram atividade
semelhante ao Ctrl, 12 HAT, aumentando 24 HAT e, entre 48 e 72 HAT, a atividade de
peroxidases se manteve constante e inferior a testemunha (Figura 8 C).

Como mostrado na Figura 8 D, folhas de videira tratadas com ASM, apresentaram
aumento na atividade de GPX, o qual foi pouco perceptivel 12 HAT, mas ficou evidenciado
24 HAT quando foi detectado pico maximo, decaindo 48 e 72 HAT. Cavalcanti et al. (2011)
observaram resultados semelhantes em atividades de GPX de folhas de videira da variedade
“Merlot’, quando, apods aplicagio de ASM na concentracdo 0,2 g L, foi verificada a reducdo
nas atividades dessa enzima, as 6 e 12 horas apds a pulverizagdo (HAP).

De modo contrario, Garcia (2014) observaram, em folhas de videira cv. Isabel
Precoce, pulverizadas com ASM na concentracdo 0,005% e, apds 24 h, inoculadas com o
fungo Plasmopara viticola, uma maior atividade de peroxidase 6 e 24 horas ap0s a aplicacédo
do tratamento (HAT), mantendo valores superiores a testemunha, mas ndo diferindo
estatisticamente da mesma.

Folhas de videira da cultivar Chasselas (V. vinifera) tratadas com dois extratos
provenientes da casca de Frangula alnus (FABE) e da raiz de Rheum almatum (RPRE) e
posteriormente inoculadas com o fungo Plasmopara viticola, apresentaram atividade de
peroxidases inicialmente maior 3 horas apds a inoculacdo (HPI) para FABE e 6 HPI para
RPRE, comparadas com a testemunha (GODARD et al., 2009).

Afim de verificar o controle de doenca a partir de agentes biologicos, plantulas de
tomate cv. Arka vikas, tratadas com T. harzianum e B. subtilis na concentragdo 102 ufc mL™,
apresentaram atividades de GPX 30 dias apds o tratamento, 0s quais proporcionaram um
aumento de 59,93% e 43,72 % na atividade de peroxidases, para plantulas tratadas com T.
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harzianum e B. subtilis, respectivamente, em relagdo a testemunha (CHOWDAPPA et al.,
2013).
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Figura 8 — Atividade (mgP min™) de peroxidases de guaiacol (GPX) em folhas de videira ‘Cabernet Sauvignon’.
Amostras de tecido foliar fresco foram obtidas de rebrotas de 45 dias e respostas enzimaticas foram monitoradas
em 12, 24, 48 e 72 horas ap6s a aplicacdo dos tratamentos (HAT) das substancias estudadas. As substancias
testadas (-M-) foram: A. T. harzianum (Ecotrich, 4 g L), B. B. subtilis (Serenade®, 2 mL L?), C. Quitosana
(Polymar, 3600 puL L), D. Acibenzolar S-metil (ASM, Bion® 50%, 0,8 g L), sendo ‘Ctr]l’ (-O-), o controle em
agua destilada. Barras de erros indicam desvio-padrdo da média.

4.3.3 Determinacéo da atividade de polifenoloxidases (PPO)

Folhas de videira tratadas com T. harzianum apresentaram comportamento decrescente

para as atividades de PPO, ao longo do intervalo, muito semelhante a testemunha. A enzima
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obteve maior atividade 12 h ap6s a aplicacdo do tratamento (HAT), decrescendo e se
mantendo estavel entre 24 e 48 HAT, diminuindo ainda mais sua atividade 72 HAT (Figura 9
A).

As atividades de PPOs em folhas de videira tratadas com Bacillus subtilis obtiveram
comportamento semelhante & testemunha 12 HAT, sendo o pico maximo da atividade
enzimaética registrado as 24 HAT, havendo uma diminuicdo significativa 48 HAT, a qual foi
inferior a testemunha e logo apés (72 HAT), um aumento discreto da atividade (Figura 9 B),
em um padrdo de oscilacao.

Quitosana pulverizada sobre folhas de videira, na concentragdo 3600 pL L7,
praticamente ndo induziu, em tecido foliar, respostas enzimaticas diferentes das do controle
(Figura 9 C). Em 12 HAT, pbde-se observar que a quitosana promoveu inferiores aos
observados nas plantas controle.Verificou-se um aumento a 24 HAT, mantendo-se em
patamares iguais ao da testemunha as 48 e 72 HAT.

Acibenzolar-S-metil (ASM) aplicado sobre plantas de videria promoveu aumento de
atividade de PPOs quando comparado a plantas controle. Vinte e quatro HAT, observou-se,
um pico maior, diminuindo sua atividadea entre 48 e 72 HAT (Figura 9 D).

Kuhn (2007) estudou a atividade de PPO em folhas de feijoeiro tratadas com o indutor
bidtico B. cereus e o indutor abidtico ASM, nas concentrages 108 ufc mL™? e 50 mg i.a L™,
respectivamente. O experimento foi composto por quatro tratamentos, que diferiram quanto
ao numero de dias de aplicacdo, incluindo a testemunha, sendo que a atividade de
polifenoloxidas ndo foi alterada em funcédo dos indutores e nem do nimero de aplicagcdes ao
longo do ciclo da cultura.

Para verificar a atividade de PPO lurkv (2009) estudou o efeito do extrato bruto do
basidiocarpo Pycnoporus sanguineus, conhecido como orelha-de-pau, na indugdo de
resisténcia em cotilédones de soja, verificando que o extrato bruto do cogumelo na
concentracdo 20% reduziu a atividade de polifenoloxidases em 56,9% em relacdo ao controle

que recebeu apenas agua como tratamento.
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Figura 9 — Atividade (mgP min?) de polifenoloxidases (PPO) na oxidacéo de orto-difendis em folhas de videira
‘Cabernet Sauvignon’. Amostras de tecido foliar fresco foram obtidas de rebrotas de 45 dias e respostas
enzimaticas foram monitoradas em 12, 24, 48 e 72 horas ap0s a aplicagdo dos tratamentos (HAT) das substancias
estudadas. As substancias testadas (-l-) foram: A. T. harzianum (Ecotrich, 4 g L"), B. B. subtilis (Serenade®, 2
mL L), C. Quitosana (Polymar, 3600 puL L?), D. Acibenzolar S-metil (ASM, Bion® 50%, 0,8 g L), sendo
‘Ctrl’ (-O-), o controle em 4gua destilada. Barras de erros indicam desvio-padrdo da média.

Neste ponto, é interessante comentar que as respostas enzimaticas sao, por vezes,
contrastantes e parecem ser altamente caracteristicas da espécie de planta estudada e
especificas ao tipo de estresse, ou tipo de parasitismo a que a planta estad sendo submetida.
Das observacfes feitas sobre os diferentes casos de interacdo planta-patdégeno revisados,
vislumbra-se a importancia de monitorar a atividade de enzimas ao longo do tempo, em varios
pontos do intervalo experimental. Ao mesmo tempo, verifica-se também a importancia de
estudar alguns pontos do metabolismo de defesa, em uma dada situagdo de pesquisa sobre

inducdo de resisténcia em uma determinada planta hospedeira.
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4.3.4 Determinacgdo da atividade de -1,3-glucanases (GLU)

O monitoramento das atividades de B-1,3-glucanases foi realizado ao longo do mesmo
tempo de coleta do material foliar usado para a determinacéo da atividade das outras enzimas.
Para o agente de controle bioldgico T. harzianum (Figura 10 A), foi verificada atividade maior
da enzima, quando comparada com a testemunha, que obteve comportamento semelhante e
sustentado ao longo do intervalo de monitoramento. A maior atividade ocorreu nas primeiras
12 HAT, decaindo 24 HAT e obtendo pico maximo de atividade 48 HAT, voltando a cair
significativamente 72 HAT.

Apbs a aplicacdo de B. subtilis, a atividade da enzima em folhas de Cabernet
Sauvignon decresceu entre 12 e 24 HAT, igualando-se ao controle (Ctrl), e mantendo-se
constante das 24 até as 48 HAT. A atividade de B-1,3-glucanases elevou-se em 72 HAT,
sendo 0 aumento maior do que o mostrado pela testemunha (Figura 10 B).

Folhas de plantas de videira que receberam o tratamento quitosana apresentaram
atividade de p-1,3-glucanase menores que o Ctrl. A atividade enzimatica decaiu
significativamente entre 12 e 72 HAT (Figura 10 C).

A atividade de B-1,3-glucanase pareceu ter sido influenciada por ASM. Em 12 HAT, o
comportamento da atividade era semelhante ao Ctrl. 24 HAT foi verificado um pico méximo
de atividade, o qual diminuiu significativamente 48 HAT e manteve-se praticamente
constante até 72 HAT (Figura 10 D).

Folhas de cafeeiro, cultivar Novo Mundo, pulverizadas com ASM a 200 pg mL?
induziram local ¢ sistemicamente a atividade de quitinase e 3-1,3-glucanase (GUZZO et al.,
2004). Xue et al. (1998) estudaram o efeito da inoculacdo de Rhizoctonia binucleada néo
patogénica em pléntulas de feijoeiro 48 h antes da inoculacdo com os patdgenos Rhizoctonia
solani e Colletotrichum lindemuthianum, verificando um aumento significativo da atividade

de B-1,3-glucanase.
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Figura 10 - Atividade de B-1,3-glucanases (GLU) em folhas de videira ‘Cabernet Sauvignon’. Amostras de
tecido foliar fresco foram obtidas de rebrotas de 45 dias e respostas enzimaticas foram monitoradas em 12, 24,
48 e 72 horas apos a pulverizacdo (HAT) das substancias estudadas. As substancias testadas (-H-) foram: A. T.
harzianum (Ecotrich, 4 g L), B. B. subtilis (Serenade®, 2 mL L), C. Quitosana (Polymar, 3600 puL L%, D.
Acibenzolar S-metil (ASM, Bion® 50%, 0,8 g L), sendo ‘Ctr]’ (-O-), o controle em &gua destilada. Barras de
erros indicam desvio-padrdo da média.

4.3.5 Determinacéo da atividade de quitinases (QUI)

A pulverizacdo de T. harzianum em folhas de videira cv. Cabernet Sauvignon
promoveu um comportamento de queda prolongada para as atividades de quitinases (QUI)
monitoradas ao longo do intervalo 12-72 HAT (Figura 11 A). No entanto, quando se
comparou as atividades das plantas tratadas com o controle, foram verificados valores maiores

nas atividades de quitinases, sustentadas ao longo do intervalo.
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A atividade de quitinase se manteve baixa ao longo do tempo de coleta do material
vegetal e semelhante ao comportamento da atividade de quitinase para o controle, quando
plantas de videria foral submetidas ao tratamento com quitosana (Figura 11 C). Tanto folhas
de plantas de videira tratadas com B. subtilis, como as tratadas com ASM tiveram
comportamentos semelhantes (Figura 11 B e D), com pico maximo de atividade 24 HAT,
diminuindo entre 24 e 72 HAT.
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Figura 11 - Atividades de quitinases (CHI) em folhas de videira ‘Cabernet Sauvignon’. Amostras de tecido foliar
fresco foram obtidas de rebrotas de 45 dias e respostas enzimaticas foram monitoradas em 12, 24, 48 e 72 horas
apos a pulverizacdo (HAT) das substancias estudadas. As substancias testadas (-M-) foram: A. T. harzianum
(Ecotrich, 4g L™, B. B. subtilis (Serenade®, 2 mL L), C. Quitosana (Polymar, 3600 pL L), D. Acibenzolar S-
metil (ASM, Bion® 50%, 0,8 g L), sendo ‘Ctr]’ (-O-), o controle em agua destilada. Barras de erros indicam
desvio-padrdo da média.

Procurando investigar o efeito de quitosana, Aziz (2006) submeteu folhas de videira a

diferentes concentragdes de quitosana 100, 200 e 300 pg mL™e monitorou atividades
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enzimaticas de quitinases e [3-1,3-glucanases. As mesmas aumentaram 10 h ap6s o tratamento
e obtiveram acumulo méaximo as 24 h, mantendo-se elevada durante 48 h, com maxima

atividade nas concentragdes de 200 e 300 ug mL™.

4.3.6 Determinacdo de fenois soluveis totais

T. harzianum obteve maiores teores de fendis sollveis totais 12 horas apds o
tratamento (HAT) quando comparado com a testemunha, a qual demonstrou aumentou da
atividade 12 HAT igualando-se ao tratamento com T. harzianum, que se manteve
praticamente constante até 48 HAT, decaindo posteriormente até 72 HAT (Figura 12 A).

Apbs a aplicacdo de B. subtillis, o teor de compostos fendlicos totais exibiu tendéncia
de reducdo em praticamente todas as horas de coleta do material fresco. Assim como T.
harzianum, o teor de fendis 12 HAT foi superior a testemunha, diminuindo 24 HAT e 48
HAT e mantendo-se constante entre 48 e 72 HAT (Figura 12 B).

Como mostrado pela Figura 12 C, folhas de plantas de videira que receberam
quitosana, apresentaram entre 12 e 24 HAT comportamento semelhante as plantas controle.
Em 48 HAT, houve pico maximo dos teores de fendis, maior que a testemunha e,
posteriormente, um declinio acentuado.

Folhas de plantas de videira tratadas com ASM demonstraram teores de fendis totais
12 HAT superior a testemunha, igualando-se a mesma 24 HAT e diminuindo 48 HAT tendo
um pequeno aumento 72 HAT (Figura 12 D). Do que foi evidenciado no presente ensaio,
considerando as respostas associadas a fendis solUveis totais, pouco se pode concluir a
respeito da ativagdo de metabolismos gerais de fendlicos, os quais fazem parte intermediaria
da biossintese de fitoalexinas e compostos fenilpropanoides, precursores da lignina.

Kuhn (2007) estudou o efeito dos indutores Bacillus cereus (108 ufc mL™) e ASM (50
mg i.a. L) na indugdo de resisténcia em feijoeiro. As aplicagdes dos indutores diferiram
quanto ao numero. B. cereus ndo diferiu estatisticamente da testemunha e apds a segunda
aplicacdo, aos 28 dias, reduziu o teor de fenois totais. ASM apresentou a mesma tendéncia,
porém obteve diferenca significativa apds a segunda aplicacdo para os tratamentos com 4
aplicacdes (14, 28, 42 e 56 dias ap0s a emergéncia (DAE)) e 3 aplicacdes (14, 28 e 42 DAE),

diminuindo o teor significativamente ap0s a segunda aplicagéo.
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Ramamoorthy et al. (2002) observaram um aumento no teor de compostos fenélicos
em plantas de tomate e pimenta, inoculadas com Pseudomonas fluorescens na concentragéo
108 ufc mL* e posteriormente desafiadas com Pseudomonas aphanidermatum. Porém, o
aumento no teor sO foi possivel apos o desafio com o patdgeno, pois a rizobactéria sozinha
ndo alterou a composicao fendlica.

Pereira (2009) determinou os teores de fenois sollveis totais em tecidos foliares de
videira tratadas com fosfitos e Bion® aos 4 e 13 dias ap0s a aplicacio dos tratamentos,

verificando que os teores de fenois soluveis totais ndo foram influenciados pelos mesmos.
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Figura 12 - Fenois sollveis totais (ug 10 por grama de massa fresca) em folhas de videira ‘Cabernet Sauvignon’
em rebrotas de 45 dias. Coletas de material fresco para a extracdo salina foram realizadas 12, 24, 48 e 72 horas
apos a pulverizacdo (HAT) das substancias estudadas (-M-) foram: A. T. harzianum (Ecotrich, 4g L), B. B.
subtilis (Serenade®, 2mL L), C. Quitosana (Polymar, 3600uL L), D. Acibenzolar S-metil (ASM, Bion® 50%,
0,8 g L1, sendo ‘Ctrl’ (-O-), o controle em agua destilada. Barras de erros indicam desvio-padrdo da média.
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Assim, os compostos fenolicos sdo substrato para a sintese de lignina (VANCE et al.,
1980). Os teores de fenois diminuiram, porém o processo de sintese de fendis poderia ter sido
implementado pelo aumento da atividade da fenilalanina-amonia-liase, 0 que nédo foi avaliado

nesse experimento.

4.3.7 Determinacéo de lignina em folhas

Os teores de lignina em folhas de videira pulverizadas com os diferentes tratamentos
(Figura 13) ndo diferiram estatisticamente (P > 0,05) com relacdo ao controle, 72 HAT.
Porém, mesmo ndo havendo diferenca significativa entre os tratamentos com relacdo a
testemunha, foram verificados aumentos nos teores de derivados do acido tioglicélico
(lignina).

Cavalcanti et al. (2011) em trabalho semelhante testaram extrato de pé-preto na
concentracio 40% v/v e ASM na dose 0,2 g L, na inducéo de teores de lignina em plantas de
videira cv. Cabernet Sauvignon, os quais 72 HAT demonstraram uma pequena deposi¢édo de
lignina em folhas de videira.

Kuhn (2007) verificou que o indutor bidtico Bacillus cereus (concentracdo de 108 ufc
mL™) ndo induziu a formagdo de lignina no tecido foliar de feijoeiro. Porém, verificou que
ASM (50 mg i.a. L), aplicado quatro vezes durante o ciclo do feijoeiro (0, 14, 28 e 48 dias),
aumentou o teor de lignina e diferiu significativamente do controle (somente agua) na ultima
coleta (48 dias).

Teores de lignina foram investigados em folhas de plantas de videira tratadas com
fosfitos, produtos comerciais Pepfds (6 mL L) e Reforce (4,5 e 6 mL L) e Bion (0,4 g L),
e inoculadas, sete dias ap0s a aplicacdo dos tratamentos (DAT), com o fungo P. viticola. As
folhas foram coletadas aos quatro (sem inoculacdo) e aos 13 (com inoculacdo) DAT. Aos 4
DAT, ndo foi verificado efeito significativo dos tratamentos fosfitos e Bion® nos teores de
lignina. Entretanto, 14 DAT, Bion® e Reforce® (6 mL L) aumentaram os teores de lignina
nas folhas de videira, diferindo estatisticamente da testemunha, que recebeu apenas agua
como tratamento (PEREIRA, 2009).
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FIGURA 13 — Teor (mg g massa fresca) de lignina em folhas de videira ‘Cabernet Sauvignon’. Amostras de
tecido foliar fresco foram obtidas de rebrotas de 45 dias e 72 horas ap6s a pulverizagdo (HAT) dos produtos
estudadas. As substancias foram: ‘Eco’ (T. harzianum, Ecotrich, 4g L), ‘Bac’ (B. subtilis, Serenade®, 2mL L?),
‘Qui’ (Quitosana, Polymar, 3600uL L?), ‘ASM’ (acibenzolar S-metil, ASM, Bion® 50%, 0,8 g L), sendo
‘Ctrl’, o controle em agua destilada. Nao ha diferengas significativas entre as médias, dentro de cada tratamento
avaliado, de acordo com o teste de Tukey (P > 0,05).

5 CONSIDERACOES FINAIS

Bacillus subtilis na concentragdo 2 mL L™ promove protecdo em folhas de videira
contra mildio.

Os produtos estudados promovem alteracbes e perturbacGes nos indicadores
enzimaticos do metabolismo de defesa vegetal.

Agentes de controle biolégico e quitosana ndo diferiram significativamente da

testemunha (P > 0,05) para deposi¢éo nos teores de lignina em folhas de videria.
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