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RESUMO

ISHIDA, Alessandra Keiko Nakasone. Resisténcia induzida por
rizobactérias e acibenzolar-S-metil (ASM) no controle da mancha angular
(Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum) do algodoeiro. 2004. 130p. Tese
(Doutorado em Agronomia — Fitopatologia) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG."

A mancha angular do algodoeiro tem ocorrido nas principais regides produtoras,
principalmente em éreas irrigadas ¢ em regides com alta precipitagdo, sendo uma
bacteriose de dificil controle. A utilizagdo da resisténcia induzida por
rizobactérias e acibenzolar-S-metil (ASM) tem sido promissora no controle de
varias bacterioses. O presente trabalho teve como objetivo selecionar e avaliar o
efeito de rizobactérias e do ASM no controle da mancha angular do algodoeiro,
bem como identificar os possiveis mecanismos enziméticos envolvidos na
indugdio de resisténcia em algoddo a X. axonopodis pv. malvacearum. Foram
selecionados quatro isolados (MT1-12, MT4-8, MT7-10 ¢ L2-1) de rizobactérias
com potencial em reduzir a severidade da mancha angular do algodoeiro, os
quais ndo apresentaram in vitro efeito inibitorio direto a X. axonopodis pv.
malvacearum. Quanto ao ASM, ndo houve diferenga significativa entre as
épocas de aplicagdo. O ASM foi mais eficiente no controle da mancha angular
quando aplicado uma unica vez, aos 7 dias antes da inoculag@o do patégeno, na
dosagem de 10,0 i.a/100L agua, do que quando aplicado em 3 pulverizagSes
com intervalo de 14 dias. Quando se compararam o efeito do isolado
rizobacteriano L2-1 e do ASM isoladamente € o uso simultaneo destes dois
indutores na redugdo dos sintomas da mancha angular do algodoeiro, verificou-
se que o acibenzolar-S-metil e o isolado L2-1, utilizados isoladamente ou
simultaneamente, reduziram significativamente a severidade da mancha angular
do algodoeiro, sendo que o melhor tratamento para o controle da mancha
angular foi proporcionado pelo acibenzolar-S-metil. Ndo houve efeito aditivo
quando se utilizou o acibenzolar-S-metil simultaneamente com o isolado L2-1.
Os resultados das atividades enzimaticas em plantas de algoddo revelaram que o
ASM proporcionou os maiores aumentos nas atividades de PAL, peroxidases, -
1,3-glucanases € na deposigdo de lignina, sendo que as maiores atividades de
PAL, peroxidases e B-1,3-glucanases ocorreram aos 14 dias apds aplicagdo dos
tratamentos. Quanto a aplicagdo simultinea do ASM com a rizobactéria, a
atividade das enzimas foi sempre inferior ao tratamento em que o ASM foi
aplicado isoladamente. Em outro experimento, a eficiéncia do ASM foi
comparada aos produtos kasugamicina, oxicloreto de cobre e cloreto de
benzalconio no controle da mancha angular do algodoeiro. O ASM



proporcionou as maiores redugdes na severidade da doenca. As plantas tratadas
com oxicloreto de cobre e kasugamicina ndio diferiram significativamente da
testemunha.

*Comité Orientador: Ricardo Magela de Souza — UFLA (Orientador), Mério
Licio Vilela Resende — UFLA e Edson Ampélio Pozza — UFLA.



ABSTRACT

ISHIDA, Alessandra Keiko Nakasone. Induction of systemic resistance by
rhizobacteria and acibenzolar-S-methyl (ASM) to control cotton bacterial
blight (Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum). 2004. 130p. Thesis
(Doctorate in Agronomy - Phytopathology) — Federal University of Lavras,
Lavras, MG.

The cotton bacterial blight is an important disease mainly in humid areas and its
control has been very difficult so far. The use of induced resistance is a
promissing measure to control several bacterial diseases. The present work was
aimed at selecting rhizobacteria and assessing the effect of those and of ASM to
protect cotton against bacterial blight The possible enzymatic mechanisms
involved on the induction of resistance in cotton against Xanthomonas
axonopodis pv. malvacearum were also evalvated. Four rhizobacteria strains
(MT1-12, MT4-8, MT7-10 and L2-1) were selected with potential to reduce the
bacterial blight severity, which did not show any in vitro antimicrobial activity
against X. axonopodis pv. malvacearum. There was no significant difference
among application times of ASM. ASM was more efficient to control bacterial
blight at one application, 7 days before the pathogen inoculation, at the dosage
of 10.0 g a.i./100L, than at 3 sprays with interval of 14 days. When the effect of
L2-1 strain and ASM were compared, separately and simultaneously, the use of
both reduced significantly the cotton bacterial blight symptoms, and the best
treatment for bacterial blight control was provided by ASM. There was no
addictive effect when ASM was used simultaneously with L2-1. The results of
enzymatic activities in cotton plants revealed that ASM provided the highest
increase in the activities of PAL, peroxidases, B-1,3-glucanases and in lignin
deposition, after 14 days of the treatment application. When ASM and
rhizobacteria were applied simultaneouly, enzyme activities were always lower
than those of ASM applied separately. In another experiment, the efficacy of
ASM was compared with the products kasugamicin, copper oxychloride, and
benzalkonium chloride. The treated plants with copper oxychloride and
kasugamicin did not differ significantly from the control and ASM has provided
the highest reductions in disease severity.

*Guidance Committee: Ricardo Magela de Souza — UFLA (Major Professor),
Mario Lucio Vilela Resende — UFLA and Edson Ampélio Pozza — UFLA.



CAPITULO 1

Resisténcia induzida por rizobactérias e acibenzolar-S-metil (ASM) no
controle da mancha angular (Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum) do

algodoeiro



1 INTRODUCAO GERAL

O plantio de algoddo em pequenas éreas ¢ a falta de tecnologia perderam
espago na cotonicultura brasileira atual, criando-se um novo modelo produtivo,
com a utilizagdo de altas tecnologias, investimento em qualidade de fibra e o
plantio em extensas arcas (Agrianual, 2000). Em adi¢do, o crescimento das
indistrias téxteis tem intensificado a importincia desta cultura no pais (Beltrdo,
1999). Dentro desta alta tecnologia podem ser citadas as profundas
modernizagdes nas priticas culturais, como a implantagio da colheita
mecanizada; a maior utilizagio de reguladores de crescimento € o uso do sistema
de plantio direto. Acompanhando toda esta revolugio tecnoldgica, novas
doengas, e até mesmo aquelas ja conhecidas € que nio eram prejudiciais no
passado, manifestam-se, trazendo grandes desafios a produgdo (Penna, 2000).

A mancha angular, causada por Xanthomonas axonopodis pv.
malvacearum (Smith) (Vauterin, Hoste, Kersters & Swings, 1995) (=
Xanthomonas campestris pv. malvacearum), tem se tornado uma importante
doenga nas principais regides produtoras, principalmente em areas irrigadas e
em regiSes com alta precipitagio na época de desenvolvimento da cultura, ja que
chuvas acompanhadas de fortes ventos e altas temperaturas sdo fatores
importantes para o desenvolvimento de epidemias e t€ém grande influéncia na
manifestacio dos sintomas, até mesmo em variedades resistentes (Cia ¢ Salgado,
1997). O principal meio de disseminagdo desta bactéria sdo as sementes
contaminadas, que a carregam tanto externa quanto internamente. Té€m-se
encontrado até 20% de sementes infectadas em lotes comerciais, sendo que a
bactéria pode permanecer vidvel dentro delas por até 56 meses € o indculo
interno, geralmente, nio é eliminado apés o deslintamento dcido (Mohan, 1983;
Cia e Salgado, 1997).



Como medidas de controle desta bacteriose podem ser citadas o uso de
sementes sadias, através da produgdo de sementes certificadas; o controle
quimico com antibiéticos ¢ produtos a base de cobre € o uso de variedades
resistentes. No entanto, para a produgdo de sementes certificadas ¢ necessario
contar com métodos especificos, sensiveis e de facil execugdo para a deteccdo de
bactérias em sementes, os quais ndo estio disponiveis atualmente. Resultados
ndo muito promissores € o aparecimento de populagdes resistentes a antibidticos

" tém inviabilizado o uso do controle quimico. A quebra da resisténcia de
variedades tem sido freqiiente nas grandes areas produtoras. Todos estes fatores
tém tornado dificil o controle desta bacteriose, preocupando pesquisadores €
produtores.

Os trabalhos com resisténcia induzida desde a década passada t€m
levado a uma extraordinaria consciéncia do papel essencial desempenhado por
alguns agentes microbianos, produtos naturais ¢ quimicos em estimular a
expressdo dos genes de defesa e a resisténcia a doengas em plantas. Varios
exemplos na literatura tém demonstrado que € possivel o controle de bacterioses
empregando rizobactérias e produtos quimicos indutores de resisténcia
(Friedrich er al., 1996; van Wees ef al., 2000; Venincio et al., 2000; van Loon,
Bakker ¢ Pieterse, 1998; Pieterse et al., 2000; Zehnder et al., 2000; 2001;
Romero, Kousik e Ritchie, 2001; Bausal, Soylu e Soylu, 2003; Silva er al.,
2003a; 2003b).

O entendimento da regulagdo genética da resisténcia induzida €
importante para determinar como as plantas sd3o capazes de traduzir os sinais
gerados durante a infec¢do que a levam a expressdo de supostos genes de defesa
e a habilidade para armar a resisténcia efetiva contra uma ampla gama de
patogenos (Hammerschmidt, 1999). Os recentes avangos na biologia molecular e
na transformagdo de plantas fornecem evidéncias de que uma planta

sensibilizada responde mais rapidamente & infecgdo, podendo conferir um



aumento na protecio contra patogenos virulentos (Pieterse et al., 1996; 1998,
2000).

Diante dos desafios enfrentados pelos cotonicultures, torna-se necessario
o estudo de novas alternativas de controle da mancha angular, mediante o uso de
indutores de resisténcia bidticos e abidticos, bem como do modo como a
resisténcia € induzida na planta.

O presente trabalho teve como objetivos selecionar isolados de
rizobactérias capazes de induzr resisténcia sistémica a Xanthomonas
axonopodis pv. malvacearum em algodio; avaliar o efeito do ASM na indugdo
de resisténcia a X. axonopodis pv. malvacearum em algoddo; avaliar o efeito de
rizobactérias é do ASM na inducdo de resisténcia a X. axonopodis pv.
malvacearum em algodio; bem como—identificar os possiveils mecanismos
enzimaticos envolvidos na inducgio de resisténcia em algodio a X. axonopodis

pv. malvacearum.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Mancha Angular do Algodoeiro

No Brasil, o primeiro relato da mancha angular do algodoeiro foi feito
por Hempel, em 1927, com referéncia a uma doenga causada por uma espécie de
bactéria que se desenvolvia nas células interiores das folhas, invadindo também
o capulho (Chievegato, 1988). A mancha angular ¢ causada por Xanthomonas
axonopodis pv. malvacearum (Smith) (Vauterin, Hoste, Kersters & Swings,
1995), uma bactéria gram-negativa que se movimenta por apenas um flagelo
polar (Watkins, 1981). Em meio de cultura, as colOnias sdo_lisas € de coloragdo
amarela (Watkins, 1981).

Os sintomas provocados pelo patégeno ocorrem principalmente nas
folhas, na forma de lesGes angﬁlosas, e nas magds, podendo, ainda, em
condigbes especiais, incidir nos peciolos, pedinculos e hastes principais da
planta (Cia e al., 1976; Cia, 1977). Nas mag¢is, as lesbes provocadas pela
bactéria sio geralmente invadidas por fungos causadores de podriddes,
principalmente por Colletotrichum gossypii, o qual ¢ isolado mais
freqiientemente destas lesGes, contribuindo, com esta associagdo, para a
" completa destrui¢iio do produto final (Balmer, Cruz e Silveira, 1967).

Muito influenciada pelas condigdes de ambiente, a doenga pode ocorrer
com maior ou menor severidade todos os anos (Cruz et al., 1965; Cia et al,
1976; Cia, 1977). Contudo, para o desenvolvimento de epidemias, além da alta
umidade & vento, regimes com temperatura noturna baixa € diurna alta
favorecem a manifestagdo de sintomas até mesmo em variedades consideradas
geneticamente mais resistentes (Cia e Salgado, 1997).

O controle desta bacteriose tem sido feito principalmente através do uso

de variedades resistentes. Porém, devido 4 complexidade de fatores ambientais,



além de pragas, doengas e de varias exigéncias na condugdo desta cultura, pode-
se afirmar que ndo existe, ¢ provavelmente nunca existira, a cultivar perfeita de
algoddo. Os ambientes de cultivo sdo iniimeros e estdo em constante mudanga
devido as interagbes que ocorrem entre clima, solo, incidéncia de doengas e
pragas, entre outros fatores (Penna, 2000),

Deste modo, uma alternativa a ser utilizada dentro do programa de
controle de doencas € a utilizacdo da resisténcia induzida, a qual pode atuar
como uma medida adicional no manejo integrado da mancha angular do

algodoeiro,

2.2 Inducdo de resisténcia

A resisténcia natural de plantas a patogenos € baseada nos efeitos
combinados de barreiras pré-formadas e mecanismos induzidos (Mauch-Mani e
Métraux, 1998; van Loon, Bakker e Pieterse, 1998; Métraux, 2001). O efeito das
barreiras constitutivas ja presentes na pié_rl_ta antes do ataque do patdgeno &
referido como resisténcia constitutiva (Sticher, Mauch-Mani ¢ Métraux, 1997).
A resisténcia induzida € definida como um aumento da capacidade defensiva da
planta contra um amplo espectro de patogenos e pragas, adquirida apés um
estimulo apropriado (van Loon, Bakker e Pieterse, 1998; Knoester e# al., 1999;
Ramamoorthy ef al., 2001). Em ambos os casos, as plantas usam defesas fisicas
e antimicrobianas contra os invasores. Em contraste com a resisténcia
constitutiva, a resisténcia induzida baseia-se no reconhecimento de um invasor e
subseqiientes eventos de transdugdo de sinal que levam a ativagdo das defesas
(Mauch-Mani e Métraux, 1998).

A resisténcia induzida pode ser ativada por certos quimicos, nio
patogenos, formas avirulentas de patogenos, ragas incompativeis de patogenos,

ou por patdgenos virulentos em circunstincias em que a infeccdo € retardada



devido as condigdes do ambiente (van Loon, Bakker e Pieterse, 1998).
Geralmente é caracterizada por uma redug3o no tamanho €/ou nimero de lesdes
desenvolvidas apos a inoculagdo da planta induzida com formas virulentas do
patogeno e, algumas vezes, avirulentas indutoras da resposta de
hipersensibilidade (HR) (Hammerschmidt, 1999). Esta resisténcia é expressa
localmente no sitio de ataque do patogeno e sistemicamente, em partes da planta
nio infectadas (Mauch-Mani ¢ Métraux, 1998). Os mecanismos de defesa

—ehvolvidos incluem uma combinagio de mudangas fisicas tais como lignificacdo
da parede celular, formagio de papilas ou indugdo de varias proteinas
relacionadas a patogénese (PR proteinas) (Kessmann et al., 1994; van Loon,
1997).

A lignificagdo pode contribuir com a resisténcia de diferentes maneiras.
A incorporagio da lignina na parede celular vegetal esti ligada ao seu
fortalecimento mecanico, fazendo-a mais resistente a degradagdo por enzimas
secretadas por um patégeno invasor. Paredes celulares lignificadas também
podem constituir uma barreira, evitando o movimento livre de nmutrientes. Os
precursores de lignina podem exercer efeito toxico sobre os patdégenos ou, por
ligar-s¢ & parede celular de fungos, fazendo-a mais rigida e impermeavel,
impedir o futuro crescimento ou movimento de igua e nutrientes (Sticher,
Mauch-Mani e Métraux, 1997).

A lignina ¢ formada pela polimerizagdo dehidrogenativa casualizada de
precursores produzidos na via dos fenilpropanéides (Vance, Kirk e Sherwood,
1980). O primeiro passo nesta via é a deaminagio da fenilalanina a acido
cinimico catalisada pela enzima fenilalanina amdnia liase (PAL). A PAL
envolve precursores para a lignina e para varios metabolitos secundarios da
planta, derivados da via dos fenilpropanéides envolvidos na resisténcia, como
fitoalexinas e acido salicilico (AS) (Ward et al, 1991). PAL ¢ induzida em

muitas reagdes de resisténcia e apds tratamento com varios elicitores de reagdes



de defesa. Outras enzimas da rota dos fenilpropanéides, como por exemplo,
cinamil alcool dehidrogenase, 4-cumarato:CoA ligase ¢ peroxidases, s3o
também induzidas em reacdes de resisténcia (Sticher, Mauch-Mani ¢ Métraux,.
1997). Esms alteragbes na estrutura da parede celular vegetal apos a infecgdo
podem contribuir com a resisténcia, ou por parar o ingresso do patogeno
diretamente ou por retardar o processo de penetragdo, permitindo entio a planta
ativar mecanismos de defesa adicionais, como a expressio de genes que
codificam PR proteinas.

As PR proteinas acumulam-se abundantemente no local de infecgio,
mas algumas acumulam-se também nas partes nio inoculadas da planta, embora
- em menor graﬁ Varias PR proteinas, incluindo PR1, B-1,3-glucanases (PR-2),
quitinases (PR3), PR4 e- osmotina (PR-5), apresentam atividades
antimicrobianas in vitro (Sticher, Mauch-Mani e Métraux, 1997). Ha dois papéis
mecanisticos 6bvios que as PR proteinas podem ter na resisténcia induzida. O
primeiro é bloquear diretamente o desenvolvimento de fungos, oomicetos e
bactérias patogénicas via a¢do hidrolitica nas paredes celulares do patogeno ou
glucanases e quitinases pode também ajudar indiretamente na resisténcia através
da liberagdo de elicitores ndo especificos (van Loon, 1997).

A resisténcia induzida a patogenos pode ser subdividida em duas amplas

categorias. A indugdo da resisténcia sistémica por rizobactérias ¢ referida como
| fesisténcia.sistémica induzida (ISR) e, quando a indugdo ocorre por outros
agentes, é chamada de resisténcia sistémica adquirida (SAR) (van Loon; Bakker
e Pieterse, 1998).



2.2.1 Resisténcia sistémica adquirida (SAR)

A resisténcia sistémica adquirida (SAR) refere-se a uma distinta via de
transdugZo de sinal com importante papel na defesa de plantas contra patogenos.
Apés a formagio de uma lesdo necrética, como parte da HR ou como um
sintoma da doenga, a via SAR ¢ ativada (Ryals et al., 1996).

O estado de SAR induzido por patogeno é caracterizado pela protecido
contra ampla gama de patdgenos, aumento inicial no dcido salicilico (AS)
sintetizado endogenamente e concomitante ativagdo de genes codificadores de
PR proteinas (Ryals er al., 1996; Pieterse ef al, 1996; van Loon, 1997;
Qostendorp ef al., 2001), as quais sdo frequentemente usadas como marcadores
para o estado induzido (Knoester et al., 1999).

A rota de sinalizagio que controla SAR induzida por patégeno tem sido
bem estudada em Arabidopsis. Como em muitas outras espécies, SAR induzida
‘ por patogeno em Arabidopsis € efetiva contra um amplo espectro de patogenos e
esta firmemente correlacionada com a ativagdo de genes PR (Pieterse ef al.,
2001). Plantas transformadas com o gene nahG ndo acumulam AS ou PR
proteinas ¢ ndo desenvolvem SAR em resposta a patogenos necrotréficos. O
gene nahG codifica salicilato hidroxilase, que converte AS em catecol, um
produto niio indutor de resisténcia. Experimentos com plantas transgénicas nahG
indicam que AS é uma molécula sinalizadora essencial em SAR induzida por
patégenos necrotréficos (van Loon, Bakker e Pieterse, 1998; Pieterse et al.,
2001). Anilise de mutantes de Arabidopsis afctados em sua resposta ao acido
jasmonico (AJ) ou etileno desenvolvem niveis normais de SAR induzida por
patogenos, indicando que a rota de SAR funciona independentemente das
respostas de defesa dependentes de AJ e etileno (Pieterse ef al., 2001).

Um importante evento para a expressio de SAR ¢é a produgdo de um
sinal sistémico. Claramente, o sinal sistémico para SAR é.o-resultado de reagGes



ocorridas na folha primaria apés a primeira inoculagdo, mas sua natureza
quimica permanece incerta. Foi levantada a possibilidade de que este sinal fosse
o AS, devido a sua importincia pelas correlagdes entre o tempo de acimulo de
AS e a sua concentrac@o endégena em relagio & aparéncia da resisténcia na folha
superior. No entanto, duas linhas de evidéncia sugerem que o AS ndo € o sinal
de longa distincia (Ryals e? al., 1996). Primeiro, em pepino, as folhas primarias
~ infectadas com P. syringae podem ser removidas até 6 h ap6s a inoculagéo,
portanto antes do acimulo de AS no floema, sem afetar o aumento sistémico de
AS ou a expressio do gene SAR (Rasmussen, Hammerschmidt € Zook, 1991).
Segundo, em plantas enxertadas de fumo, a inoculagio de TMV em porta
enxertos NahG resultou em acimulo muito pequeno em tecido infectado,
‘comparado com um aumento de 185 vezes para plantas tipo selvagem (Xanthi).
Entretanto, a transmiss3o do sinal sistémico para fora dos porta-enxertos NahG
pareceu ndo ser afetada porque os enxertos tipo selvagens tinham elevados
niveis de expressdo do gene SAR e a resisténcia induzida equivalente iquela
vista em plantas tipo selvagem nfio enxertadas (Vernooij ef al., 1994). Entdo, a
localizagdo ¢ o posicionamento do sinal sistémico primario na rota sistémica
permanece desconhecido (Métraux, 2001).

Além de ser considerado um sinal secundario necessario para a via de
transdugdo de sinal de SAR, 0 AS pode ter diferentes efeitos antimicrobianos,
podendo tambem atuar como inibidor de um passo na biossintese de AJ, um

_composto envolvido.na expressio de genes induzidos por ferimento. Entretanto, ‘

ndo se sabe se estas agdes sdo de relevincia direta para SAR. AS pode ser
fitotéxico, mas quando aplicado exogenamente em nivel étirno; pode induzir
SAR sem formagao de lesdes (Sticher, Mauch-Mani e Métraux, 1997).

Além do AS, varios quimicos tém sido descobertos € parecem atuar em
varios pontos nas vias de ativagio de defesa de plantas ¢ imitam parte ou toda

ativacdo biologica de resisténcia. Dentre as moléculas indutoras de resisténcia,
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encontram-se, o probenazole (PBZ), o acido 2.6-dicloroisonicotinico, o acido
2 6-dicloroisonicotinico metil éster (INA), o 1,2-benzisotiazol-3(2H)-one 1,1-
diéxido (BIT), o benzo (1,2,3) tiadiazole-7 acido carbotidico S-metil éster
(acibenzolar-S-metil - ASM) e outros. Destes, apenas poucos atingiram a
comercializagdo (Oostendorp et al., 2001). Estes quimicos ndo apresentam
qualquer atividade antimicrobiana in vitro e ativam resisténcia contra 0 mesmo
espectro de patogenos como os indutores bioldgicos de SAR nas espécies de
plantas em quetesta informagao € disponivel. Ao nivel molecular, estes quimicos
induzem o mesmo grupo de genes SAR, caracteristico da indugdo biologica ou
por AS (Friedrich et al., 1996). -

- O ASM ¢ o ativador de resisténcia melhor estudado ¢ o primeiro produto
comercial sob os nomes de BION®, ACTIGARD™ ¢ BOOST® (Venincio et
al., 2000). Em monocotileddneas, a resisténcia ativada por ASM ¢ tipicamente
muito duradoura, mas esse efeito em dicotiledoneas ¢ menos pronunciado
(Oostendorp et al., 2001). ASM ¢ translocado sistemicamente em plantas e pode
imitar o AS na via de sinalizagdo natural de SAR, induzindo o mesmo espectro
de resisténcia e 0 mesmo grupo de marcadores moleculares (Oostendorp et al.,
2001).

O ASM ¢ recomendado para indugdo de resisténcia em uma série de
doengas fiingicas em trigo, sendo também usado como tratamento protetor nos
estagios iniciais de progresso de doencas. Estudos com o produto encontram-se
em desenvolvimento para uma ampla faixa de doengas nas culturas de arroz,
banana, olericolas e fumo (Venncio et al., 2000). No Brasil, esta molécula vem
sendo testada em cacau, tomate, citros, café, feijdo, algoddo e em outras culturas,
apresentando resultados promissores no controle de fungos e bactérias. Na
cultura do tomate, na qual se concentra grande parte dos estudos, o0 ASM néo
teve efeito direto in vitro sobre seus principais -patogenos bacterianos,

Xanthomonas vesicatoria, Ralstonia solanacearum e Pseudomonas syringae pv.
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fomato, mesmo nas maiores concentragdes (Kobayasti et al., 2001). Em
experimentos conduzidos em casa-de-vegetagdo, o ASM foi eficiente no
controle de R solanacearum e X. vesicatoria. Silva et al. (2001d) verificaram
redugio na incidéncia de R solanacearum apés 2 pulverizagGes foliares (2,5 g
i.a./100 L). Para o controle de X vesicatoria, apés 3 pulverizagbes do produto,
foi observada reducio na severidade da doenga em torno de 50 a 60% em
relagio a testemunha (Silva et al., 200le; 2003a; 2003b). Em experimentos
conduzidos em campo, Castro et al. (2000; 2001) verificaram quﬁl a adigio do
ASM ao programa do agricultor proporcionou significativa redugio nos
sintomas de redueima, pinta preta, septoriose ¢ murcha bacteriana e aumentos na
producdo e qualidade dos frutos, quando comparados ao programa padrdo do
agricultor.-. - - -

Em feijdo, o uso do ASM tem sido eficiente no controle de
Phaeoisariopsis griseola e X. campestris pv. phaseoli (Romeifo et al., 1999;
Jesus Janior ef al., 1999). No entanto, nio teve eficiéncia para Curtobacterium
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Soares e Maringoni, 2002).

Enquanto nenilmn dos derivados de INA foi comercializado
(principalmente devido a tolerdncia insuficiente da cultura), eles serviram como
importante ferramenta na pesquisa para investigar a biologia € o modo de agdo
de SAR induzida por quimicos (Oostendorp et al., 2061). Isto levou a primeira
demonstragio de que compostos xenobiéticos podem induzir 0 mesmo espectro
de resisténcia e as mesmas mudangas bioquimicas, como previamente descrito
para a indugio biolégica de SAR em pepimg e fumo (Kessmann ef al., 1994).
INA é completamente sistémico e nfo requer a producdo de AS para a ativagdo
da resposta de SAR. Como o INA, o espectro da ativagdo de resisténcia e

mudancas bioquimicas induzidas por ASM se igualam aqueles da indugio

biologica nas culturas em que tais informagdes sdo disponiveis (Friedrich et al.,
1996). Em plantas tipo selvagem, esta ativagdo por ASM ocorre sem o acimulo
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de AS. Em plantas tfansgénicas de fumo e Arabidopsis NahG, o ASM ¢
completamente ativo. Em adi¢do, mutantes niml de Arabidopsis selecionados
para a insensibilidade a ASM perderam a0 mesmo terhpo sua ré;;o;ié'a ASe
INA, bem como aos indutores biologicos de SAR (Ryals et al., 1996). Isto € uma
forte evidéncia de que ASM e INA sdo ativos na via de sinalizagdo da indu¢do
bioldgica de SAR no local de agdo de AS ou posteriormente ("downstream")
(Ryals et al. 1996). Estes compostos sdo sistémicos por si s6 € ndo podem
induzir o sinal sistémico ainda indefinido no processo biologico de SAR, nem
induzem a produgio de AS em plantas tratadas.

Probenazole (ORYZEMATE) é usado principalmente em arroz contra
brusone (Pyricularia oryzae) e requeima bacteriana foliar (Xanthomonas oryzae)
(Oostendorp et al., 2001). Seu modo de a¢fio nio ¢ bem entendido em parte
porque sistemas biolégicos da resisténcia induzida sistemicamente nio sdo bem
definidos em arroz (Oostendorp et al., 2001). Plantas tratadas respondem
* claramente ‘de forma mais rapida e resistente a infecgGes por estes dois
patogenos. QOutros compostos como acido beta-aminobutirico, bem como
extratos de plantas e microrganismos, também tém sido descritos como
indutores de resisténcia. Para a maioria destes, nem o modo de agdo nem
marcadores confidveis sio conhecidos ¢, ainda, outras vias para ativagdo da
resisténcia s3o suspeitas (Oostendorp et al., 2001).

Quimicos indutores de resisténcia, capazes de induzir ampla resisténcia
a doenga, oferecem uma opgdo adicional para o agricultor complementar a
resisténcia genética 4 doenca e ao uso de fungicidas. Se integrados,
apropriadamente, em programas de manejo de plantas sadias, eles podem
prolongar a vida itil de genes de resisténcia e de fungicidas usados atualmente.
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2.2.2 Resisténcia sistémica induzida (ISR) por rizobactérias

A rizosfera de plantas é uma zona de intensa atividade microbiana e
algumas bactérias desta zona, chamadas de rizobactérias, exibem ativa
colonizagdo da raiz na presenga da microflora nativa existente (Zehnder et al.,
ZOOI%ertos isolados de bactérias da rizosfera sdo referidos como rizobactérias
promotoras de crescimento de plantas, pois sua aplicagdo freqientemente €
associada a crescentes taxas de crescimento de plantas (van Loon, Bakker ¢
Pieterse, 199/ / Pieterse et aI.; 2000; Zehnder et -al:, 7772001)%" iisses
microrganismds’ séo internacionalmente designados de PGPR (Plant Growth-
Promoting Rhizobacteria), no ocidente, ¢ pelo seu homénimo rYIB (Yield
'Incrwsin’g Bacteria) na China e em outros paises (Romeiro, 2000). /

\,O aumento da produtividade da planta resulta, em grande parte, da
~ supressio de microrganismos deletérios e patogenos pelas PGPR. Rizobactérias
do grupo Pseudomonas spp. fluorescentes estio entre as mais efetivas em
reduzir doencas em solos supressivos, onde a incidéncia é baixa, apesar da
presenga de patogenos e de condigdes conducivas a ocorréncia da doenga. Estas
bactérias podem antagonizar patogenos presentes no solo através de varios
mecanismos, como, por exemplo, produgio de sideroforos atuando na
competicdo por ferro ¢ antibiéticos suprimindo microrganismos competidores
(van Lgon, Bakker ¢ Picterse, 1998). /

/" Alguns desses isolados biocontroladores também s&o capazes de reduzir
a doenga através de um mecanismo mediado pela planta que ¢ fenotipicamente
similar a SAR induzida pelo patogeno, em que a r&sisténcia induzida ¢
sistemi ativada e se estende as partes aéreas da planta (Picterse ef al.,
2001). tipo de resisténcia induzida frequentemente ¢ referida como ISR
mediada por rizobactérias (van Loon, Bakker ¢ Pieterse, 1998). ISR mediada por

rizobactérias tem sido demonstrada em muitas plantas, como feijdo, cravo,
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pepino, rabanete, fumo, tomate ¢ a planta modelo Arabidopsis thaliana, sendo
efetiva contra um amplo espectro de patogenos de planta, incluindo fungos,
bactérias e virus (van Loon, Bakker e Pieterse, 1998).

Devido ao fato de muitas rizobactérias que ativam ISR poderem também
inibir diretamente o crescimento de um patogeno, sua capacidade para suprimir
doenca pode envolver mais de um mecanismo (van Loon, Bakker ¢ Pieterse,
1998). Entdo, para provar que a resisténcia ¢ induzida e¢ verdadeiramente
sistémica, as rizobactérias indutoras devem estar ausentes do local do desafio
com o patégeno € nio entrar em contato direto com o patdgeno desafiador
duranfe o experimento (Hoffland, Bakker ¢ van Loon, 1997; van Loon, Bakker-¢
Pieterse, 1998). Entretanto, muitos estudos nos quais a resisténcia induzida &
considerada o mecanismo responsavel pela redugdo da doenga nio t€ém atendido
especificamente este ponto (Hoffland, Bakker ¢ van Loon, 1997; van Loon,
Bakker e Pieterse, 1998). Procedimentos comuns para acompanhar a resisténcia
induzida sdo: mistura da suspensdo bacteriana com solo autoclavado; imersdo
das raizes de plintulas na suspensio bacteriana durante o transplantio; ou
cobertura das sementes com alta concentragio de rizobactéria antes da
semeadura (van Loon, Bakker e Pieterse, 1998). Subsequentemente, as plantulas
sdo desafiadas por um patdgeno. Devido as rizobactérias estarem presentes nas

" raizes, a protegio sistémica contra patdgenos presentes no solo deve ser

demonstrada pela aplicacio da bactéria indutora em uma parte do sistema
radicular e o patogeno desafiador em outra parte, pelo uso do sistema de raizes
bipartidas (van Loon, Bakker e —ﬁietérse, 1998). Testar a prote¢do contra
patogenos foliarés ¢ mais facil porque os patogenos sdo naturalmente separados
das rizobactérias. Entretanto, as rizobactérias aplicadas as sementes, ou ao solo,
onde as sementes sdo semeadas ou as plantulas transplantadas, podem se mover
dentro do intérior dos tecidos vegetais aéreos € se manter, até certo ponto, na
parte externa das superficies aéreas (van Loon, Bakker e Pieterse, 1998).
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Nos estudos em que a ISR mediada por rizobactérias ¢ SAR induzida
por patogeno foram comparadas diretamente, o nivel de supressido da doenca foi
similar (van Loon, Bakker e Pieterse, 1998). Em rabanete, Hoffland, Hakulinen
e van Pelt (1996) verificaram que além de o nivel de prote¢do ser similar, o
espectro de resisténcia induzido pelo isolado WCS417 de Pseudomonas
fluorescens foi mais amplo do que o induzido pelo patdgeno P. syringae pv.
tomato. Embora a indugio de SAR nio seja dependente do desenvolvimento da
rea¢3o de hipersensibilidade, ¢ expressa ao maximo quando o patogeno indutor
causa necrose (van Loon, Bakker e Pieterse, 1998). Em contraste, a rizobactéria
indutora tipicamente nio causa qualquer sintoma visivel no hospedeiro e,
comumente, aumenta o crescimento da planta (van Loon, Bakker e Pieterse,
1998)."Steiner-€ Schonbeck (1995) formularam os seguintes critérios para a
verificagio de SAR e para distinguir resisténcia induzida de outros mecanismos
que podem reduzir a incidéncia ou severidade da doenga:

1) Supressio da resisténcia induzida por uma prévia aplicacio de

inibidores especificos; T

2) Auséncia de efeitos toxicos do agente indutor no patogeno desafiador;

3) Necessidade de um intervalo de tempo entre a aplicagdo do indutor e o
~ inicic de protegdo na planta;

4) Auséncia de uma tipica correlagio entre dosere resposta conhecida para

componentes toxicos;

5) Nio especificidade de protegdo;

6) Protegio local, bem como sistémica;

7) Dependéncia do genétipo da planta. o

Estes critérios sdo uiteis para comparar as caracteristicas da ISR mediada
por rizobactérias ¢ SAR (van Loon, Bakker ¢ Pieterse, 1998). Enquanto SAR
tem sido documentada em multiplas espécies de plantas (item 2.2.1), os estudos

sobre ISR mediada por rizobactérias, tém-s¢ concentrado apenas em poucas
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espécies. Notavelmente, nio tem sido relatado ISR em monocotileddneas (van _
Loon, Bakker e Pieterse, 1998).

A ISR mediada por rizobactéria ¢ um processo complexo que pode
envolver varios componentes bacterianos, tais como,o LPS, sideréforos, flagelos
e acido salicilico (van Loon, Bakker ¢ Pieterse, 1998; Ramamoorthy et al., 2001;
Pieterse et al., 2001), e varia com as condigdes limitantes de ferro, isolados
bacterianos, plantas hospedeiras e seus cultivares (Ramamoorthy et al., 2001).

o Um sistema modelo baseado em Arabidopsis tem sido desenvolvido
para estudar a base molecular da ISR mediada por rizobactérias (Pieterse ef al.,
1996). Uma ferramenta essencial para tal estudo é o uso de plantas transgénicas
NahG, que ndo acumulam &cido salicilico, ¢ de mutantes como jarl-/ (resposta
a AJ), etrl-1 (resposta a etileno) e npri-1 (regulador de SAR). O agente indutor
utilizado é o isolado WCS417r da rizobactéria ndo patogé€nica Pseudomonas
fluorescens, responsavel em disparar ISR por varias espécies de plantas (Pieterse
etal., 2001). ,

Os estudos realizados tém demonstrado que ao contrario de SAR
induzida pelo patdgeno, a ISR mediada pelo isolado WCS417r de P. fluorescens
em Arabidopsis é independente do acimulo de AS e da ativagdo dos genes PR
(Pieterse et al., 1996) e que a transducdo de sinal que leva a ISR requer a
resposta ao acido jasmonico e ao etileno e, similar a SAR, ¢ dependente da
proteina NPR1 (Pieterse et al., 1998). Este requerimento para a proteina NPR1
indica que SAR induzida por patégenos e ISR induzida por rizobactérias
convergem proximo ao final ("déwstremh") da rota de sinalizacdo (Pieterse ef
al., 1998). Evidentemente, NPR1 regula diferentemente a expressio do gene
relacionado com ISR e SAR, dependendo da rota que ¢ ativada no inicio
("upstream") dela. Mas nem todas as rizobactérias indutoras de ISR disparam
uma rota independente de acido salicilico. Por exemplo, P. aeruginosa TNSK2 ¢

o isolado de P. Jfluorescens P3, geneticamente modificados e superprodutores de
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acido salicilico, tém dispararado uma rota SAR dependente de acido salicilico,
por sua produgdo na superficie da raiz (De Meyer e Hofte, 1997; De Meyer et
al., 1999). T

Também tem sido demonstrado, neste sistema, que a sinalizagdo do
etileno ¢ requerida no local de aplicagdo do indutor, sugerindo o envolvimento
do etileno na geragdo ou translocagio do sinal de ISR transportado
sistemicamente (Knoester et al., 1999) e que o isolado WCS417r dispara a
mesma rota de sinalizag3o sistémica quando aplicado as raizes ou as folhas de
Arabidopsis (Pieterse et al., 2000).

As moléculas de sinalizacdo de planmtas, acido salicilico e acido
jasmoénico, térﬁ um importante papel nas rotas de resisténcia induzida a doengas.
A interagdo entre as vias de sinalizagio de defesa tem sido demonstrada: o acido
jasménico e o etileno podem atuar em conjunto na ativagdo de respostas de
defesa, enquanto o AS pode suprimir as respostas dependentes de acido
jasmoénico (Pieterse e van Loon, 1999). Junto com o fato de que ISR ¢ SAR
compartilham o fator regulador NPR1, a questiio que foi levantada ¢ em que
extensio a via ISR dependente d¢ acido jasménico € a via SAR dependente de
AS interagem. Recentemente, van Wees ef al. (2000) investigaram possiveis
interagdes entre as duas vias. De forma interessante, a ativagdo simultanea destas
vias resultou em um efeito aditivo no nivel de protegio induzida contra o isolado
DC3000 de P. syringae pv. tomato (Pst DC3000). Em gen6tipos de Arabidopsis
 bloqueados em SAR ou ISR, esse efeito aditivo nio foi evidente. Além disso, a
expressdo do gene marcador de SAR, PR-1, nio foi altcrada em plantas que
expressam ISR e SAR comparada com aquela em plantas que expressam apenas
SAR, indicando que as rotas de SAR e ISR sdo compativeis € que ndo hi
interagdo significante entre estas rotas de sinalizagdo. Além disso, plantas que
expr&ssam ambos os tipos de resisténcia induzida nZo mostraram niveis elevados
de transcritos Nprl. Aparentemente, o nivel constitutivo de NPRI ¢ suficiente
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para facilitar a expwsséo simultinea de SAR e ISR. Isto sugere que o aumento
do nivel de protegZo foi estabelecido através da ativagdo paralela de respostas de

oo

defesa complementarias, dependentes de NPR1.

Apesar dos avangos sobre os mecanismos que estdo por tras da ISR
mediada por rizobactérias, a via pela qual ela € induzida n4o estd completamente
decifrada e os seus marcadores ainda nio foram identificados. No patossistema
pepino - Erwinia tracheiphila, em que a bactéria ¢ transmitida por inseto vetor,
foi demonstrado que a ISR mediada por rizobactérias contra a murcha bacteriana
¢ a alimentagdio pelos vetores foram associadas a concentragGes reduzidas de
cucurbitacina, um metabélito secundario da planta ¢ potente estimulante de
alimentagdo para o inseto. O tratamento com rizobactérias levou a ISR contra a
murcha bacteriana na auséncia de insetos vetores, sugerindo que ISR mediada
por PGPR protege o peﬁino contra a murcha bacteriana nio apenas por reduzir a
alimentagdo do vetor ¢ a transmissio do patégeno, mas também pela indugdo de
outros mecanismos de defesa da planta apds o patogeno ser introduzido dentro
dela (Zehnder et al., 2001).

/ O uso de rizobactérias na indugdo de resisténcia para o controle.de .

doeﬁc;as de plantas pode vir a ser uma alternativa ao brometo de meuy//j?f)evido

aos seus efeitos deletérios na deplegio do ozénio, o brometo de metila devera ter

redugio de 100% em sua producdo e uso até 2005 nos paises desenvolvidos/

Estudos tém avaliado a promogao de crescimento ¢ 2 ISR mediada por PGPR em
parcelas de pepino com ¢ sem a fumigagdo do solo com brometo de metila
(Zehnder et al., 2000). Nas parcelas fumigada e ndo fumigada, o mimero de
insetos vetores e a incidéncia da murcha bacteriana foram significantemente
menores com o tratamento com PGPR do que a testemunha ndo bacterizada.
Entretanto, nas parcelas tratadas com PGPR, a incidéncia da murcha bacteriana
foi significantemente menor em tratamentos ndo fumigados,s comparado com
tratamentos fumigados, indicando que o nivel de ISR mediada por PGPR foi
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maior sem a fumigagio com brometo de metila. Isto sugere que a fumigagdo do
solo teve um efeito negativo na ISR mediada por PGPR, possivelmente pela
eliminagdo da microbiota do solo. No entanto, medidas da altura de plantas
demonstraram que a taxa de crescimento em pepino nos tratamentos com PGPR
nio fumigados foram equivalentes as taxas de crescimento em tratamentos
fumigados sem PGPR, indicando que em sistemas de producio de pepino, PGPR
podem ter potencial como alternativa biologica & fumigacdo com brometo de
metila.

No Brasil, varios laboratérios vém selecionando rizobactérias com
potencial de—i;iduqé‘o de resisténcia em varias culturas, dentre' elas tomate, contra
Pseudomonas syringae pv. tomato, Corynespora cassiicola, Xanthomonas
vesicatoria (Silva et al., 2001a; 2001b; 2001c; Leite ef al., 1998); soja, contra P.
syringae pv. glycinea (Coelho, Pereira ¢ Romeiro, 1998); e algodio, contra X.
campestris pv. malvacearum (Nascimento et al., 1999). Nestes trabalhos, as
sementes foram microbializadas com suspensdo de rizobactérias e—entio
desafiadas com o patogeno. Embora estes trabalhos ainda em fase de selegdo
sejam de suma importincia, ha necessidade de se aprofundarem os estudos em
ISR mediada por rizobactérias em outras espécies de plantas além de
Arabidopsis. Em trabalhos como o de Silva et al. (2004), nos quais foram
testados 3 isolados de rizobactérias (BIOIR, B212R ¢ AO68R), previamente
selecionados como indutores de resisténcia sistémica em tomateiro a P. syringae

_pv. tomato, contra varios patdgenos de doencas foliares em tomate, verificou-se )
que o isolado B101R reduziu a intensidade das doengas causadas por Alternaria
solani, Stemphilium solani e Oidium lycopersici. Os autores mediram também a
atividade das enzimas fenilalanina aménia-liase, lipoxigenase e peroxidase das
plantas tratadas com o isolado B101R ¢ inoculadas com P. syringae pv. tomato ¢
veﬁﬁwarn o aumento na atividade da lipoxigenase e peroxidase, enquanto

nenhum aumento na atividade da fenilalanina amdnia liase foi observado.
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CAPITULO 2

Inducio de resisténcia sistémica mediada por rizobactérias em algodio

contra Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum
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1 RESUMO

ISHIDA, Alessandra Keiko Nakasone. Inducio de resisténcia sistémica
mediada por rizobactérias em algodoeiro contra Xanthomonas axonopodis
pv. malvacearum. In: Resisténcia induzida por rizobactérias e acibenzolar-S-
metil (ASM) no controle da mancha angular (Xanthomonas axonopodis pv.
malvacearum) do algodoeiro. Lavras: UFLA, 2004. 130p. (Tese — Doutorado em

Fitopatologia).”

Avaliou-se o potencial de rizobactérias na induggo de resisténcia do algodoeiro a
Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum. Apoés o isolamento das
rizobactérias, foram selecionados os isolados capazes de reduzir os sintomas da
mancha angular bacteriana -em casa-de-vegetagdo, os quais foram aplicados
espacialmente separados do patdgeno desafiador. Em seguida, os melhores
isolados foram testados quanto a capacidade de inibir diretamente o patdgeno in
vitre. Para os isolados que ndo tiveram efeito inibitorio in-vitro foi avaliada a
melhor época de aplicago e também o efeito de concentragdes crescentes sobre
o nivel de resisténcia induzida. Foi realizada a caracterizagdo parcial dos
isolados selecionados. Do total de 123 isolados de rizobactérias foram
selecionados quatro, L2-1, MT1-12, MT4-8 ¢ MT7-10, os quais apresentaram
48,91%, 38,49%, 37,92% e 21,75% de controle em relagdo a testemunha,
respectivamente. Nenhum destes isolados apresentou efeito inibitério direto in
vitro a X. axonopodis pv. malvacearum. Quando se avaliou o efeito de diferentes
épocas de aplicagdo e diferentes concentragdes, verificou-se que para os quatros
isolados, nio houve diferenga significativa entre as concentragdes utilizadas.
Quanto a época de aplicagdio, apenas para o isolado MT1-12 houve diferenca
significativa, sendo aos 14.dias antes da inoculagio do patégeno a melhor época

*Comité Orientador: Ricardo Magela de Souza — UFLA (Orientador), Mario
Lucio Vilela Resende — UFLA ¢ Edson Ampélio Pozza — UFLA.
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2 ABSTRACT

ISHIDA, Alessandra Keiko Nakasone. Induction of cotton systemic
resistance by rhizobacteria against Xanthomonas axonopodis pv.
malvacearum. In: Induction of systemic resistance by rhizobacteria and
acibenzolar-S-methyl (ASM) to control of cotton bacterial blight (Xanthomonas
axonopodls pv. malvacearum). Lavras: UFLA, 2004. 130p. (Thesis - Doctorate

in Phytopathology).”

The potential of rhizobacteria in induction of resistance in cotton. against
Xanithomonas axonopodis pv. malvacearum was evaluated. After thizobacteria
isolation, strains capable to reduce symptoms of cotton bacterial blight in
greenhouse were selected. The best strains were evaluated according to the
capacity to inhibit the pathogen directly in vitro. The strains without
antimicrobial activity in vitro were used to test the best application time and the
dosage levels to induce resistance. The strains selected were characterized
partially. From.123 rhizobacteriam strains, four strains were selected, MT1-12,
MT4-8, MT7-10 and L2-1, that they showed potential in reducing severity of
cotton bacterial blight with a protection of 48.91%, 38.49%, 37.92% and 21.75%
in relation to the untreated plants, respectively. None of those presented
antimicrobial activity to X. axonopodis pv. malvacearum. When it was evaluated
the effect of different application times and different concentrations, it was
verified that to the four strains selected; there was no significant difference
among concentrations used. Only MT1-12 isolate showed significant difference
among period of time of inoculation and the best period was 14 days before the
inoculation.

*Guidance Committee: Ricardo Magela de Souza — UFLA (Major Professor),
Mario Lucio Vilela Resende — UFLA and Edson Ampélio Pozza — UFLA.
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3 INTRODUCAO

A cultura do algodio vem aumentando significativamente em area e
producdo no Brasil especialmente na regifio Centro-oeste, principal produtora do
pais, responsavel por 63,8% da produgdo nacional (Cassetari Neto ¢ Machado,
2000). O alto investimento em tecnologia, ¢ principalmente o plantio em
extensas areas, requerem medidas eficientes no que diz respeito a fatores

" limitantes, como as doengas, para obtengdio de indices satisfatorios de
produtividade. Dentre as principais doengas que ocorrem no algodio, a mancha
angular, causada por Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum (Smith)
(Vauterin, Hoste, Kersters ¢ Swings, 1995) (Xam), tem se destacado nas
principais regides produtoras, particularmente em areas irrigadas e em regides
com alta precipitagio na época de desenvolvimento da cultura, causando enorme
preocupagio aos cotonicultores, por ser uma doenga de dificil controle e também
pelo alto consumo de agroquimicos ja empregados no cultivo do algoddo. Na
india esta doenca sozinha é responsavel por aproximadamente 27% das perdas
da cultura (Mishra, Krishna e Krishna, 2001).

Durante seu desenvolvimento em condigGes naturais, as plantas
interagem continuamente com microrganismos do solo. A colonizagdo da
rizosfera das plantas por estes microrganismos resulta em modificagSes em seu
crescimento ¢ desenvolvimento. Certos isolados de bactérias da rizosfera elevam
a produtividade das culturas e exercem o controle de doengas. Dentre os
mecanismos de agdo das rizobactérias, a resisténcia sistémica induzida ou ISR
mediada por rizobactérias (van Loon, Bakker e Pieterse, 1998) pode ser
fundamental na utilizag3o pratica dessas bactérias, uma vez que possui miltipla
acdo contra patdgenos, apesar de agir distante do local de atuacdo dos mesmos
no hospedeiro (Mariano e Kloepper, 2000).
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O estudo da resisténcia de plantas induzida por rizobactérias no controle
de doengas bacterianas tem mostrado resultados promissores em varias culturas,
dentre elas tomate, contra Pseudomonas syrinigae pv. tomato, Xanthomonas
vesicatoﬁa,‘RaIstom‘a solanacearum (Leite et al., 1998; Silva et al. 2001a;
2001b; 2004; Jetiyanon e Kloepper, 2002); soja, contra P. syringae pv. glycinea
(Coelho, Pereira € Romeiro, 1998);, fumo, contra P. syringae pv. tabaci (Park e
Kloepper, 2000); pepino, contra Erwinia tracheiphila (Zehnder et al., 2000;
2001); e algodio, contra X. axonopodis pv. malvacearum (Nascimento et al.,
1999). No entanto, a maioria destes trabalhos ainda se encontra em fase de
selecdo. Além da selegdo de isolados eficientes em reduzir os sintomas das
doengas, ha néé&ssidade de se determinarem pardmetros como concentragio,
época e forma de aplicagdo para -a:sua-utilizacdo em sistemas de manejo da
cultura. o

Assim, objetivou-se neste trabalho selecionar isolados de rizobactérias
capazes de induzir resisténcia sistémica a X. axonopodis pv. malvacearum em
plantulas de algodio; avaliar o efeito in vitro destes isolados sobre X
axonopodis pv. malvacearum; Caracterizar parcialmente os isolados; e
determinar a concentragio e época de aplicagdo dos isolados de rizobactérias na

indugdo de resisténcia do algodoeiro a X. axonopodis pv. malvacearum.
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4 MATERIAL E METODOS

\ e —

4.1 Origem, isolamento e preservacio do patégeno

O isolado de Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum (Xam) foi
obtido de folhas de algodoeiro apresentando lesGes tipicas da mancha angular,
coletadas e herborizadas na regifio produtora do Estado de Mato Grosso.
Posteriormente, procedeu-se ao isolamento no Laboratério de Bacteriologia do
DFP/UFLA, utilizando-se o meio 523 (Kado e Heskett, 1970) e o método de
estrias paralelas e posterior incubagio por 48 h a 28 °C. Em seguida, colénias
isoladas foram repicadas para tubos de ensaio contendo meio 523 inclinado. A
patogenicidade do isolado foi constatada pela inoculagdo através de pulverizagdo
da face inferior das folhas com suspensio bacteriana na concentragdo de 10°
unidades formadoras de colénia (UFC) /mL. As plantulas foram mantidas por 24

‘hantese depois da inoculagdo em cimara umida, sendo em seguida levadas para
casa-de-vegetagdo. Apos o aparecimento dos sintomas, o patdgeno foi reisolado
das lesdes. A preservagio do isolado durante o decorrer do experimento foi em
peptona glicerol a -80 °C (Lazo e Gabriel, 1987) e em folhas herborizadas.

4.2 Isolamento e preservacio de rizobactérias

Amostras de raizes de plantas de algoddo sadias foram coletadas nos
municipios de Rondondpolis, Primavera do Leste ¢ Campo Verde, no Mato
Grosso, € de Lavras, em Minas Gerais. As amostras.coletadas no campo foram
umedecidas, acondicionadas em sacos plasticos e transportadas para o
Laboratério de Bacteriologia da UFLA. As raizes foram lavadas sob agua

corrente para remog¢do do solo aderido.
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Amostras de raizes (1 g) foram colocadas em tubos contendo 9 mL de
solugdo salina (0,85%) autoclavada e colocadas por 5 minutos em banho de
ultrassom. Aliquotas de 0,1 mL de uma série de diluigdes foram semeadas, em
duplicata, na superficie do meio Agar Nutriente (NA) e incubadas por 48 horas a
25 °C em cidmara de crescimento (BOD). As coldnias bacterianas, com
diferentes caracteristicas morfoldgicas, foram transferidas para tubos de ensaio

- contendo meio NA inclinado ¢ armazenadas a <4 °C (Lucon ¢ Melo, 1999;
Mariano et al., 2000). A preservagdo dos isolados durante o decorrer do
experimento foi em peptona glicerol a -80 °C (Lazo e Gabriel, 1987).

4.3 Selec¢io de rizobactérias com potencial para controlar a mancha angular

do algodoeiro em condigdes de casa-de-vegetagdo

Sementes de algoddo da cultivar CNPA Ita 90, previamente
desinfestadas com hipoclorito de sédio 1% por 5 minutos, foram semeadas na
mistura de solo:areia:esterco (2:1:1) previaméifte esterilizada com brometo de
metila, e acondicionada em vasos com capacidade de 1,5 kg. Os tratamentos
com as rizobactérias foram realizados aos 15 dias apds o plantio, pela irrigagdo
do solo vom 100 mL de suspensio bacteriana dos isolados obtidos, na
concentragio Ao = 0,25. A inoculagdo de X. axonopodis pv. malvacearum foi
realizada 3 seﬁlénés apés o tratamento com as rizobactérias (van Wees ef al.,

2000), ou seja-,- 36 dias ap6s o plantio, pulverizando-se a face inferior das folbas )
com suspensio bacteriana na concentragio de 10° UFC/mL. As plantulas foram
mantidas por 24 h antes e depois da inoculagdo em cdmara umida, sendo em
seguida levadas para casa-de-vegetagdo.

A altura das plantas foi medida antes do tratamento com as rizobactérias
e na avaliagio da severidade da mancha angular, realizada aos 7, 14, 21 ¢ 28 dias
apos a inoculagio do patogeno. Para todos os ensaios foi utilizada uma
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adaptagdo da escala de avaliagdo de Sidhu e Webster (1977), a qual ¢ baseada
em um critério de notas variando de 0 a 4, conforme a severidade da doenga
(Tabela 1). -

TABELA 1 - Escala de avaliagio de Sidhu e Webster (1977) adaptada para
severidade da mancha angular do algodoeiro.

Nota - Severidade
0 0% de folha lesionada ‘
- 1 de 1 225% de folha lesionada
- 2 de 26 a 50% de folha lesionada
3 de 51 a 75% de folha lesionada
4

acima de 76% de folha lesionada

O experimento foi dividido em varios ensaios, nos quais se avaliaram 20
isolados de rizobacténas de cada vez. O delincamento experimental foi o de
blocos casualizados com 21 tratamentos (1 testemunha e 20 isolados de
rizobacteérias) € 4 repetigSes (2 plantas por repetigdo).

Os isolados que proporcionaram reduggo significativa da severidade em
relagdo a testemunha, foram submetldos a uma nova selecdo, em que foram
avaliados 10 isolados de nzobactenas de ca.da vez. O delineamento experimental ~—
foi o de blocos casualizados com 11 tratamentos (1 testemunha e 10 isolados de
rizobactérias) e 4 repetigdes (4 plantas por repeti¢do). A severidade da mancha
angular foi avaliada aos 7, 14, 21 e 28 dias apds a inoculagdo do patdgeno,
segundo a escala de Sidhu e Webster (1977) (Tabela 1).-

35



4.4 Efeito in vitro de rizobactérias sobre Xanthomonas axonopodis pv.
malvacearum (detecciio de antibiose)

Um dos critérios para distinguir a resisténcia induzida de outros
mecanismos que podem reduzir a incidéncia ou severidade da doenga € a
auséncia de efeitos téxicos do agente indutor no patdgeno desafiador (Steiner e
Schénbeck, 1995). Para verificar tal critério, avaliou-se o efeito in vitro dos
isolados MT1-12, MT4-8, MT7-10 ¢ L2-1 sobre Xam. Para isto, plaws de Petri
contendo melg 523 (Kado e Heskett, 1970) foram semeadas com 1 pL da
suspens3o de rizobactérias, em 4 pontos eqiidistantes, ¢ incubadas por 48 horas
a 28 °C. Em seguida, as placas foram invertidas e em cada tampa adicionou-se 1
mL dé cloroférmio.-Apés 30 minutos, as placas foram abertas para a completa
evaporagio do cloroformio. As col6nias de rizobactérias foram, entdo,
recobertas com uma sobrecamada de 5 mL de meio 523 semi-solido fundente,
contendo 100 pL da suspensdo de Xam. Apés a incubacio a 28 °C por 48 horas,
as placas de Petri foram examinadas a procura de zonas de inibi¢do, que sdo
indicativas de antibiose (Moura, 1996). Os isolados com efeito inibitorio sobre
Xam foram descartados.

4.5 Caracterizagio parcial dos isolados de rizobactérias
Quatro isolados mais promissores na inducio de resisténcia do
algodoeiro a Xam foram submetidos & caracterizagdo, através dos seguintes

testes: reagio de Gram, relagio com o oxigénio, presenca de catalase e teste para
a producio de pigmento fluorescente.
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TABELA 2 - Isolados de rizobactérias obtidos de plantas de algoddo

provenientes dos municipios de

Lavras-MG, Rondonépolis-

o o —

MT, Primavera do Leste-MT e Campo Verde-MT.

Isolado Procedéncia
L1-1;L1-2; L1-3; L1-4; L1-5; L1-6; L1-7 Lavras - MG
L2-1; L2-2; L2-3; L2+4; L2-5; L2-6; L2-7 Lavras - MG
L3-1; L3-2; L3-3; L3-5; L3-6; L3-7; L3-8 Lavras - MG
14-1; 14-2; 1L4-3; 144; L4-5; L4-6; L4-10; L4-11 Lavras - MG

MT1-1; MT1-2; MT1-3; MT1-4; MT1-5; MT1-6; MT1-
7, MT1-8; MT1-9; MT1-10; MT1-11; MT1-12; MT1-
13; MT1-14

MT2-1; MT2-2; MT2-3; MT2-4; MT2-5; MT2-6;
MT2-7, MT2-8; MT2-11

MT3-1; MT3-2; MT3-3; MT3-4; MT3-5; MT3-6; MT3-
7, MT3-8; MT3-9; MTI3-10; MT3-11

MT4-1; MT4-2; MT4-3; MT4-4; MT4-5; MT4-6; MT4-
7, MT4-8; MT4-9; MT4-10; MT4-11; MT4-12; MT4-
13; MT4-14; MT4-15; MT4-16; MT4-17; MT4-18;
MT4-19; MT4-20; MT4-21

MT5-1; MT5-2; MT5-3; MT5-4; MT5-5; MT5-6, MT5-
7, MT'5-8; MT5-9; MT5-10; MT5-11; MT5-12; MT5-
13; MT5-14; MT5-15; MT5-16; MT5-17; MT5-18

MT6-1; MT6-2; MT6-3; MT6-4; MT6-5; MT6-6, MT6-
7

MT7-1; MT7-2; MT7-3; MT7-4; MT7-5; MT7-6; MT7-
7; MT7-8; MT7-9; MT7-10; MT7-11; MT7-12; MT7-
13; MT7-14

Rondondpolis - MT

Rondonépolis - MT
Primavera do Leste - MT

Primavera do Leste - MT

Campo Verde - MT

Campo Verde - MT

Campo Verde - MT

No primeiro ensaio, verificou-se que os

isolados MT7-10, MT5-6,

MT5-8, MT5-5, MT5-17 ¢ MT4-19 (Tabela 3) proporcionaram reducio
significativa da severidade da mancha angular do algodoeiro em relagio a
testemunha, sendo que os isolados MT7-10, MT5-6 ¢ MT5-8 apresentaram
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21,75, 21,24 e 18,34 % de controle em relagfio a testemunha, respectivamente,
enquanto as plantas tratadas com os isolados MT5-13, MT3-11, MT7-13 ¢ MT6-
1 apresentaram maior severidade do que as plantas da testemunha (Tabela 3).

TABELA 3 — Efeito de dez isolados de rizobactérias, previamente selecionados,
sobre a severidade (AACPD) da mancha angular do algodoeiro.

Tratamestus AACPD e testcemumha
MT7-10 72,44 b 21,75
MT5-6 7291 b 21,24
MT5-8 75,59 b 18,34
MT5-5 83,68 b 9,60
MT5-17 8589 b 7,22
MT4-19 8671 b 633

Testemunha 92,57 a - -

MT5-13 94,59 a -
MT3-11 9523 a -
MT7-13 102,46 a -
MT6-1 110,82 a -
CV (%) 11,77

TMédias seguidas de-mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott ao ”

nivel de 5% de probabilidade.

No segundo ensaio, todos os isolados proporcionaram redugdo da
severidade da mancha angular do algodoeiro em relagio a testemunha (Tabela
4). Eles foram distintos em 3 grupos, em que os isolados L2-1, MT1-12, MT4-8
e MT6-4 formaram o grupo mais eficiente no controle da doenga, com a
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porcentagem de controle variando entre 35,15 e 48,91% em relacdo a
testemunha, os isolados 1L2-2, MT6-5, MT5-11 ¢ MT1-4 formaram o grupo
intermedirio, variando entre 22,81 ¢ 31,01% em relagio i testemunha; e os
isolados MT7-11 ¢ MT1-5, o grupo da testemunha com 12,16 e 15,31%,
respectivamente.

O controle da mancha angular do algodoeiro ¢é relatado pela selegdo de
bactérias antagonistas, tanto do filoplano (Arya e Parashar, 2002) como da
rizosfera (Safiyazov, Mannanov e Sattarova, 1995; Nascimento et al., 1999),

TABELA 4 - Efeito de dez isolados de rizobactérias, previamente selecionados,
sobre a severidade (AACPD) da mancha angular do algedoeiro.

Tratamentos | AACPD Porcentagem de controle
em relacdo A testemunha
L2-1 69,35 ¢ 48,91
MT1-12 83,50 ¢ 38,49
MT4-8 8428 ¢ 37,92
MT6-4 —— 8532 ¢ 37,15
L2-2 9366 b 31,01
MT6-5 96,73 b 28,74
MT5-11 10137 b 25,33
MT14 10479 - b 22,81
MT7-11_ 114,96 a 15,31
MT1-5 119,24 a 12,16
Testemunha 135,75 a - -
"CV (%) 14,48

'Médias seguidas de mesma letra nio diferem entre si pelo teste Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade.
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pelo tratamento de sementes. No entanto, estes trabalhos visaram a capacidade
destes antagonistas em inibir diretamente Xam ou ainda estio em fase de
selegdo.

Desta selecio (Tabelas 3 e 4), os isolados MT7-10 (Tabela 2), L2-1,
MT1-12 e MT4-8 (Tabela 4) foram submetidos aos testes in vitro (detecgio de
antibiose), a caracterizagdio parcial e & determinagio da melbhor época de
aplicagio e melhor concentracdo da suspensdo bacteriana utilizada.

Do total de 123 isolados de rizobactérias, foram selecionados 4 isolados
mais promissores na indugdo de resisténcia do algodoeiro a Xam. Estes
resultados vislumbram o uso da resisténcia sistémica induzida por rizobactérias
como uma ferramenta adicional no manejo integrado de doengas de plantas.
- Além disso, resultados promissores tém sido obtidos com a utilizagdo de
misturas compativeis de isolados de rizobactérias na inducdo de resisténcia de
plantas. Jetiyanon e Kloepper (2002) verificaram que um isolado (IN937a) e
quatro misturas compativeis de rizobactérias promoveram supressdo
significativa dos patogenos testados (Ralstonia solanacearum, ‘Rhizoctonia
solani, Colletotrichum éloeosporioides e CMV - cucumber mosaic virus). A
utilizagio do solo fumigado com brometo de metila foi primordial para obtengdo
de grande quantidade dv substrato esterilizado para a realizagdo dos
experimentos. No entanto, Zehnder ef al. (2000) demonstraram que as
rizobactérias induzem resisténcia contra a murcha bacteriana do pepino em solos
fumigados com brometo de metila e ndo futmgados e que o nivel de protecdo da
doenca foi maior sem a fumigacdo, sugerindo, assim, que a fumiga¢do do solo
tem efeito negativo na resisténcia induzida por PGPR, possivelmente pela
eliminagio da microbiota do solo. Estudos sdo necessarios para a confirmagio
deste efeito negativo.



5.2 Efeito in vitro de rizobactérias sobre Xanthomonas axonopodis pv. _
malvacearum (detecgdo de antibiose)

De acordo com os resultados, verificou-se que nenhum dos isolados

testados apresentou efeito inibidor sobre o patogeno estudado, indicando que a

redugio da severidade da mancha angular do algodoeiro proporcionada por estes

isolados em casa-de-vegetagio nio foi obtida por antagonismo direto, podendo

" estar relacionada a indugio de resisténcia. Tal fato diferencia este trabalho

daqueles que visam o controle bioldgico de doencas em que os isolados de

rizobactérias sdo selecionados de acordo com o tamanho da zona de inibi¢do do
crescimento do patdgeno (Guo et al., 2004).

5.3 Caracterizaciio parcial dos isolados de rizobactérias

Pelo teste de Gram, os isolados L2-1 ¢ MT7-10 sdo bactérias Gram
negativas, enquanto os isolados MT4-8 e MT1-12 sdo do tipo Gram positivas
(Tabela 5). Dentre as bactérias Gram positivas, as pertencentes ao género
Bacillus t8m se destacado como agentes de controle bioldgico de fitopatogenos
(Guo et al., 2004; Jetiyanon e Kloepper, 2002).

Na relagdo com o oxigénio livre, os isolados MT4-8 ¢ MT7-10
comportaram-se como bactérias aerobias estritas e os isolados MT1-12 ¢ L2-1,
como anaerdbias facultativas (Tabela 5). Para catalase, todos os isolados tiveram
reagdo positiva evidenciada pelé fomlacﬁomde bolhas imediatamente apds a
adigdo do peroxido de hidrogénio (Tabela 5).

Quanto a fluorescéncia, verificou-se resultado positivo apenas para o
isolado MT7-10 (Tabela 5). Como se trata de um isolado do tipo Gram negativo,

provavelmente ele pertence ao grupo fluorescente do género Pseudomonas.
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TABELA 5 - Caracterizagdo bioquimica dos isolados de rizobactérias obtidos
de plantas de algeddo e previamente selecionados para o

controle da mancha angular. ~ —
Isolados Gram Catalase  Relacfio com oxigénio  Fluorescéncia
MT1-12  Gram positivo + Anaerdbia facultativa -
MT4-8 Gram positivo + Aerobia estrita -
MT7-10  Gram negativo + Aerdbia estrita +
L2-1 Gram negativo + Anzerébia facultativa -

- Resultado negativo; + Resultado positivo

-

Isolados de rizobactérias deste grupo tém sido relatados como indutores de
resisténcia de plantas contra varias doengas (Alstrém, 1991; Hoffland,
Hakulinen e van Pelt, 1996; Jeun, et al., 2004).

5.4 Efeito da época de aplicacio e concentracies dos isolados de

rizobactérias sobre a resisténcia induzida

Comparando-se o efeito dos 4 isolados de rizobactérias previamente
selecionados em diferentes épocas de aplicagdo e diferentes concentragdes,
verificou-se que nio houve interagdo significativa entre a concentragdo, os
isolados e -as épocas de aplicagdo; assim, foi realizada a analise individual da
concentragio. Foi verificado que as duas concentragdes utilizadas (Aso™= 0,25 €
Ao = 0,50) diferiram significativamente da concentragdo 0 (testemunha), mas
nio diferiram entre si (Tabela 6) quanto a redugfio da severidade da mancha
angular do algodoeiro. Isto prova que, a partir da concentragio étima do agente
indutor para desencadear o processo de resisténcia induzida, o aumento desta



TABELA 6 — Efeito da concentragio dos isolados MT1-12, MT4-8, MT7-10 ¢
L2-1 de rizobactérias na indugdo de misténgig do algodoeiro a X.

axonopodis pv. malvacearum.

Concentracio AACPD
0 84,56 a'
Ageo 0,25 70,61 b
Agpo 0,50 6789 b
CV (%) 21,46

"Médias seguidas de mesma letra nio diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade.

dose ndo implica no aumento da resposta da planta. Segundo Alstrom (1991), o
pré-requisito para a maxima imunizagdo do feijoeiro contra Pseudomonas
syringae pv. phaseolicola foi a alta concentragio de células viaveis do isolado
S97 de P. fluorescens, 4 medida que a protegdo contra a doenga diminuiu com 0
aumento das dilui¢3es, o que permite concluir que a concentragdo do inéculo
utilizado atingiu o ponto 6timo para a indugdo de resisténcia apenas na maior
concentragéio utilizada (4,6 x 10° UFC/mL).

0 isolado MT1-12 diferiu signicativamente dos demais, proporcionando
a maior area abaixo da curva de progresso da mancha angular do algodoeiro,
quandoabacteﬁmqéodosubstratofoi realizada aos 21 dias antes da inoculagdo
do patogeno (Tabela 7). Nas bacterizagGes feitas aos 14 ¢ 7 dias antes da
inoculaggo, todos os isolados se comportaram de forma semelhante. Entretanto,
apesar de ndo haver diferenca significativa, a ung_a‘;é’,o do substrato com os
isolados de rizobactérias aos 14 dias proporcionou maior redugdo da severidade
da doenga, comprovando, assim, a necessidade de um intervalo de tempo entre a
aplica.c;a‘io do agente indutor ¢ o inicio da protecio da planta.
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TABELA 7 - Efeito dos isolados MTI1-12, MT4-8, MT7-10 e L2-1 de
rizobactérias aplicados em diferentes épocas na severidade
(AACPD) da mancha angular do algodoeiro.

Isolados Epoca de Aplicaciio (dias antes da inoculacio)
21 14 7
MT1-12 96,24' a2 A’ 6304 2a B 7193 a B
| MT4-8 7868 b A 7488 a A 7781 2 A
MT7-10 7338 b A 6700 a A 7448 2 A
121 67,10 b A 7340 a A 7431 a A

CV (%) 21,46

"I Area abaixo da curva de progresso da mancha angular do algodoeiro.

“Médias segnidas de mesma letra (mimiscula) na mesma coluna nio diferem
entre si pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

*Médias seguidas de mesma letra (maitiscula) na mesma linha ndo diferem entre
si pelo teste Tukey 2o nivel de 5% de probabilidade.

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que a resisténcia induzida
é o mecanismo envolvido na reducdo da severidade da mancha angular do
algodoeiro, isto porque alguns critérios formulados por Steiner € Schonbeck
(1995) para distinguir a Tesisténcia induzida de outros mecanismos que podem
reduzir a-incidéncia ou severidade da doenca foram atendidos. Os 4 isolados de
rizobactérias selecionados niio tiveram efeitos téxicos in vitro sobre Xam, além -
- de estarem separados espacialmente do patdgeno desafiador durante todos os
experimentos; houve a necessidade de um intervalo de tempo entre a aplicagio
do indutor ¢ o inicio de protecio na planta e a anséncia de uma tipica correlagdo

entre dose € resposta conhecida para componentes t6xicos.
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6 CONCLUSOES

1) Quatro isolados, L2-1, MT1-12, MT4-8 ¢ MT7-10, demonstraram ser
promissores na indugio de resisténcia do algodoeiro a X. axonopodis pv.
malvacearum, com 48,91%, 38,49%, 37,92% e 21,75% de controle em
relacdo a testemunba, respectivamente.

2) Os isolados MT1-12, MT4-8, MT7-10 ¢ L2-1 nio apresentaram efeito
inibidor direto sobre X. axonopodis pv. malvacearum.

3) Nio houve diferenga significativa entre as concentragdes dos isolados de
rizobactérias utilizados na indugio de resisténcia a Xam em algodao.
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CAPITULO 3

Efeito do acibenzolar-S-metil (ASM) no controle da mancha angular d6

algodoeiro
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1 RESUMO

ISHIDA, Alessandra Keiko Nakasone. Efeito do acibenzolar-S-metil (ASM)
no controle da mancha angular do algodoeiro. In: Resisténcia induzida por
rizobactérias e acibenzolar-S-metil (ASM) no controle da mancha angular
(Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum) do algodoeiro. Lavras: UFLA,
2004. 130p. (Tese — Doutorado em Fitopatologia).”

O presente trabalho teve como objetivos avaliar o efeito in vitro do ASM sobre
Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum (Xam), determinar a melhor época
de aplicagio e dosagem do ASM, bem como a melhor dose de manutengdo para
o controle da mancha angular do algodoeiro. No ensaio in vitro, foram utilizadas
as concentragdes 0, 10, 50, 100 e 1000 ppm do produto. A avaliagio foi
realizada medindo-se o halo de inibicio do crescimento bacteriano. Para
determinar a melhor época de aplicagdo e dosagem, o ASM foi pulverizado via
foliar nas doses de 0; 2,5; 5,0; 10,0 e 20,0 g do i.a./100L de 4gua, aos 15,7 e 3
dias antes da inocula¢dio. A severidade da mancha angular foi avaliada aos 7,
14 e 21 dias apés a inoculagio do patogeno. Para determinar a melhor dose de
manutengiio foram realizadas trés aplicagdes do ASM nas concentragdes 10,0;
7.5; 5,0 € 2,5 g i.a/100L de agua, com intervalo de aplicagdo de 14 dias. Nos
testes in vitro, 0 ASM n3o promoveu reducdo no crescimento da bactéria até
1.000 ppm. Entre as épocas de aplicagdo ndo_houve diferenca significativa,
exceto para a dose 2,5 g i.a./100L agua, em que a melhor época de aplicagao foi
aos 3 dias antes da inoculagiio do patogeno. A dose de 20,0 g i.a./100L de agua
proporcionou o menor indice de doenga, no entanto foi fitotdxica ao algodoeiro.
As demais dosagens variaram entre as épocas de aplicagdo, sendo que, aos 15
dias, as melhores doses foram 5,0 e 10,0 g i.a./100L de agua; aos 7 dias, 10,0 g
i.a./100L; e aos 3 dias, nenhuma delas diferiu significativamente da testemunha.
Quanto as doses de manutenciio, o ASM foi mais eficiente no controle da
mancha angular quando aplicado uma tunica vez, aos 7 dias antes da inoculagdo
do patdgeno. ‘As doses de manutengio do ASM proporcionaram redugdes -
.intermediarias da severidade, ndo diferindo entre si, sendo que as doses 5,0 € 2,5
g 1.a./100L de agua ndo diferiram significativamente da testemunha.

*Comité Orientador: Ricardo Magela de Souza — UFLA (Orientador), Mario
Lucio Vilela Resende — UFLA e Edson’ Ampélio Pozza —~ UFLA.
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2 ABSTRACT T

ISHIDA, Alessandra Keiko Nakasone. Effect of acibenzolar-S-methyl
(ASM) to control of cotton bacterial blight. In: Induction of systemic
resistance by plant growth promoting rhizobacteria and acibenzolar-S-methyl
(ASM) to control of cotton bacterial blight (Xanthomonas axonopodis pv.
malvacearum). Lavras: UFLA, 2004. 130p. (Thesis - Doctorate in
Phytopathology).”

The present work has the objectives to evaluate the effect in vitro of ASM on
Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum; to determine the best application
time and dosage of ASM and the best maintenance dose for the control of cotton
bacterial blight. In in vitro tests, the concentrations of 0, 10, 50, 100 and 1,000
ppm of the product were used. The inhibition halo of bacterial growth was
assessed. To determine the best application time and dose, ASM was sprayed on
the leaves, using doses of 0; 2,5; 5.0; 10.0 and 20.0 g a.i./100L of water, at 15, 7
and 3 days before pathogen inoculation. The severity of cotton bacterial blight
was evaluated at 7, 14 and 21 days after pathogen inoculation. To determine the

_ best maintenance dose, three applications of ASM were accomplished, using
doses (10.0; 7.5; 5.0 and 2.5 g a.i/100L water) with interval of application of 14
days. In tests in vitro, ASM did not promote reduction in bacteria growth up to
1,000 ppm. Among the application times there was no significant difference,
except for the dose of 2.5 g a.i./100L water, in what the best application time.
was 3 days before pathogen inoculation. The dose of 20.0 g a.i./100L provided
the smallest disease index, however it was phytotoxic to the cotton. The others
doses varied between application times. At 15 days, the best doses were 5.0 and
10.0 g a.i/100L, at 7 days, 10.0 g a.i./100L and at 3 days, none of them differed
significantly from the plants which were not treated with ASM. Regarding to the
maintenance doses, ASM was more efficient when applied just one time at 7
days before pathogen inoculation. The maintenance doses of ASM provided
intermediate severity reductions, not differing to each other, and, the doses 5.0
and 2.5 g a.1./100L water did not differ significantly from the plants not treated
with ASM.

*Guidance Committee: Ricardo Magela de Souza — UFLA (Major Professor),
Mario Lucio Vilela Resende — UFLA and Edson Ampélio Pozza — UFLA.
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3 INTRODUCAO

A mancha angular do algodoeiro, causada pela bactéria Xanthomonas
axonopodis pv. malvacearum (Smith) (Vauterin, Hoste, Kersters & Swings,
1995) (Xam), constitui uma doenga de grande importincia, principalmente em
condigdes favoraveis de temperatura e umidade, podendo causar rasgadura e
queda das folhas e danificagdo dos capulhos, influenciando consideravelmente a
produtividade. R

De maneira geral, as doengas causadas por bactérias s3o responsaveis
por grandes perdas devido a dificuldade de controle. Depois de instaladas,
recorrer ao controle quimico normalmente leva a frustracGes, ja que as bactérias
apresentam uma alta taxa de multiplicacdo, podendo dobrar a populagio varias
vezes ao dia, principalmente em culturas irrigadas. Deste modo, seu controle fica
quase restrito as medidas preventivas (Lopes, 2001).

A resisténcia induzida tem demonstrado seu potencial no controle de
doencas de plantas, podendt; ser afivada—~por» alguns agentes microbianos,
produtos paturais € quimicos. Esta resisténcia € expressa localmente no sitio de
ataque do patdgeno e sistemicamente em partes da planta ndo infectadas
(Mauch-Mani e Métraux, 1998). Os mecanismos de defesa envolvidos incluem
uma combinag¢do de mudangas fisicas tais como lignificagdo da parede celular,
formagdo de papilas ou indugio de varias PR proteinas (Kessmann e? al., 1994;
Van Loon, 1997).

Quimicos indutores de resisténcia oferecem uma opgdo adicional no
manejo integrado de doengas. O acibenzolar-S-metil (ASM) € o ativador de
resisténcia melhor estudado e o primeiro representante ‘de uma nova categoria de
produtos utilizados na prote¢do de plantas, também chamados de ativadores de
plantas ou indutores de resisténcia (Venéncio et al., 2000). Vérios exemplos na |
literatura tém demonstrado o controle de bacterioses pela utilizagdo do ASM
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(Bausal, Soylu e Soylu, 2003; Silva et al., 2003a; 2003b; Oostendorp et al.,
2001; Castro et al.,2000; 2001; Maia et al., 2000; Silva er al,, 2001a; 2001b;
Romeiro et al., 1999; Jesus Junior et al., 1999).

Assim, o presente trabalho tem como objetivos: avaliar o efeito in vitro
do ASM no crescimento de Xam e determinar a melhor época de aplicagéo e
dosagem do ASM para o controle da mancha angular do algodoeiro, bem como a
melhor dose de manutengdo.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Efeito in vitro de ASM sobre Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum

Para a avaliagdo in vitro do efeito de acibenzolar-S-metil (ASM) sobre
Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum (Xam), foram utilizadas as seguintes
concentragdes do produto: 0, 10, 50, 100 e 1000 ppm. O ASM foi adicionado em
discos de papel de filtro esterilizados com 5,5 mm de didmetro, em cada placa de
Petri contendo meio 523, acrescidos de 5 mL de meio 523 semi-s6lido fundente,
contendo 100 pL da suspensio bacteriana. Foram adicionados, a cada placa, 2
discos equidistantes com o produto a ser testado, na mesma concentragdo
(Mariano ef al., 2000). As placas foram incubadas por 48h a 28 °C. Para efeito
de comparagio, foi utilizado um tratamento com sulfato de estreptomicina, nas
mesmas concentragdes. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com 4 repetigdes. As avaliagGes foram realizadas medindo-se o halo
de inibigdo do crescimento bacteriano proxﬁovidd};elos produtos.

4.2 Efeito de diferentes doses e épocas de aplicacio do ASM sobre a

severidade da mancha angular do algodoeiro em casa-de-vegetacgdo

Para avahar o efeito de diferentes doses e épocas de aplicagdo do ASM
na indugdio de resisténcia sistémica do algodosiro & mancha angular bacteriana,
sementes de algoddo da cultivar CNPA Ita 90 foram semeadas em vasos (1,5 kg)
contendo a mistura de solo, areia ¢ esterco (2:1:1) esterilizada com brometo de
metila. As doses de ASM utilizadas foram 20,0; 10,0; 5,0; 2,5 ¢ 0,0 g do
ingrediente ativo/100 L de agua, sendo pulverizadas aos 3, 7 ¢ 15 dias antes da
moculage'io de Xam, realizada 36 dias apds o plantio, pulverizando-se a face
inferior das folhas com suspensiio bacteriana na concentragsio de 10° UFC/mL.
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As plantas inoculadas foram mantidas, por 24 h antes ¢ depois da
inoculagio, em cimara umida, sendo em seguida levadas para casa-de-
vegetagio. O experimento foi montado em esquema fatorial 3 x5 (3 épocase 5
doses). O delineamento experimental foi em blocos casualizados, com 15
tratamentos e 4 repetigdes (10 plantas/repeticdo). A avaliagdo foi realizada aos 7,
14 e 21 dias ap6s a inoculaggio do patégeno, quando foi avaliada a severidade da
mancha angular. Para todos os ensaios foi utilizada uma adaptagio da escala de
avaliagio de Sidhu e Webster (1977), a qual é baseada em um critério de notas
que variam de 0 a 4 conforme a severidade da doenca (Tabela 1).

TABELA 1 - Escala de avaliagio de Sidhu e Webster (1977) adaptada para
severidade da mancha angular do algodoeiro.

Nota "~ Severidade
0 0% de folha lesionada
1 de 1 a 25% de folha lesionada
2 - de26a50%de folha lesionada
3 — ©de 51 a 75% de folha lesionada
4 acima de 76% de folha lesionada

4.3 Efeito de doses de manuten¢dio do ASM na severidade da mancha

angular do algodoeiro
Para se avaliar o efeito de diferentes doses de manutengdo do ASM na

severidade da mancha angular bacteriana, foram utilizadas sementes de algoddo
da cultivar CNPA Ita 90 semeadas conforme descrito anteriormente. As doses de
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ASM utilizadas foram 10,0; 7,5; 5,0; 2,5 ¢ 0 g do ingrediente ativo/100 L de
agua, sendo a primeira aplicagdo aos 7 dias antes da inoculagdio de Xam,
realizada 36 dias apos o plantio, conforme desctito no item 4.2, na dosagem de
10,0 g i.a/100L de agua para todos os tratamentos, exceto para a testemunha.
Para as segunda e terceira aplicages, foram utilizadas as dosagens acima citadas
aos 7 e 21 dias ap0s a inoculagdo do patdgeno, respectivamente. O delineamento
experimental foi em blocos casualizados, com 5 tratamentos € 4 repeti¢des (6
plantas/repeticio). A avaliagio foi realizada aos 7, 14, 21 e 28 dias apés a
inoculagdo do patogeno, avaliando-se a severidade da mancha angular (escala de
Sidhu e Webster, 1977).

-
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Efeito in vitro de ASM sobre Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum

O ASM ndo inibiu o crescimento de Xam mesmo nas maiores
concentragdes testadas (Figura 1). O ASM ¢ indutor de resisténcia a varios
patogenos (Bausal, Soylu e Soylu, 2003; Silva er al., 2003a; 2003b; Romero,
Kousik e Ritchie, 2001; Oostendorp ef al., 2001; Castro ef al.,2000; 2001; Maia
et al., 2000; Silva et al., 2001a; 2001b; Romeiro ef al., 1999; Jesus Junior et al.,
1999) e, portanto, ndo deveria apresentar atividade toxica direta sobre o
microrganismo estudado. Resultados semelhantes foram obtidos por Kobayasti
et al. (2001), segundo os quais 0 ASM nio apresentou atividade direta sobre as
bactérias fitopatogénicas Xanthomonas vesicatoria, Ralstonia solanacearum e

Pseudomonas syringae pv. tomato até a concentragdo de 1000 ppm.

. 00pbn 0000 ‘B 1000 ppm

Figura 1 - Efeito do acibenzolar-S-metil (a) ¢ sulfato de estreptomicina (b) sobre
o crescimento in vifro de X. axonopodis pv. malvacearum nas
concentragdes: 0, 10, 50, 100 e 1000 ppm.
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5.2 Efeito de diferentes doses e épocas de aplicagio do ASM sobre a

severidade da mancha angular do algodoeiro em casa-de-vegetagio

Nao houve diferenga significativa entre as épocas de aplicagio do ASM
(3, 7 e 14 dias antes da inoculagio), exceto para a dose 2,5 g 1.a./100 L 4gua, em
que a melhor época de aplicagdo foi aos 3 dias antes da inoculagdo do patogeno
(Tabela 2). Os mecanismos induzidos de resisténcia requerem um intervalo antes
da inoculagio do patoégeno desafiador. Na maioria dos casos este intervalo tem
sido entre 1 e 7 dias. De acordo com Basal, Soylu e Soylu (2003) a melhor
protegdo contra Clavibacter michiganesis ssp. michiganensis foi obtida quando o
ASM foi aplicado 3 dias antes da inoculagdo. Resultados semelhantes foram
encontrados por Silva et al. (2003a), segundo os quais a redugdo da severidade

TABELA 2 - Efeito de diferentes doses e épocas de aplicagdo do ASM sobre a
severidade (AACPD) da mancha angular do algodoeiro.

Dose Dias antes da inoculacio
(g 1.a./100L agua) 15 7 3

0 12,21' a*> A® 1030 a A 923 a A
2.5 1158 a A 3,35 ab AB 6,26 ab B
5,0 505 b A 7,78 abc A 5,26 ab A
10,0 48 b A 363 bc A 5,05 ab A
20,0 460 b A 336 c A 394 b A

CV (%) 36,00

'Area abaixo da curva de progresso da mancha angular do algodoeiro.

*Médias seguidas de mesma letra (miniscula) na mesma coluna nio diferem
entre si pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

*Médias scguidas de mesma letra (maifiscula) na mesma linha nio diferem entre
si pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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da mancha bacteriana (X. vesicatoria) do tomateiro foi de até 70% em relagdo &
testemunhaemplantastamdasoomASMumaﬁnicavgz,mpoutr%s_@iasantes
da inoculagio. No entanto, em cacau, intervalos maiores foram né;ésséﬁbs para
o desenvolvimento da resisténcia contra Verticillium dahiae e Crinipellis
perniciosa, 15 € 30 dias antes da inoculagdo, respectivamente (Resende ef al.,
2002).

A utilizagio de 20,0 g i.a/100L (Tabela 2) proporcionou a menor
severidade da doenga, mas foi fitotéxica ao algodoeiro. Aos 15 dias verificou-se
que plantas tratadas com ASM a partir de 5,0 g i.a./100L tiveram a severidade
reduzida em relagio & testemunha ¢ aos 7 dias a dose de 10,0 g i.a./100L diferiu
significativamente da testemunha ¢ ndo diferiu da maior dosagem.

5.3 Efeito de doses de manuten¢io do ASM na severidade da mancha

angular do algodeeiro

Verificou-se que plantas em que o ASM foi aplicado uma unica vez (7
dias antes da inoculagdio do patogeno - 0 g i.2./100 L agua) apresentaram
redugdio significativa da severidade da doenga, sendo de 70% em relagdo as
plantas ndo tratadas com ASM (testemunha), diferindo significativamente dos
demais tratamentos. As doses de mamutengio do ASM proporcionaram redugoes
intermediarias da severidade, nio diferindo entre si. As doses 5,0 € 2,5 g i.a./100
L &gua nio diferiram significativamente da testemunha (Tabela 3).

Silva et al. (2003a) verificaram reducdo de até 70% da severidade da
mancha bacteriana (X. vesicatoria) do tomateiro emTelacdo a testemunha em
plantas tratadas com ASM uma tnica vez, um ou trés dias antes da inoculacgo.
No entanto, quando foram realizadas trés aplicagdes do ASM, a severidade da
mancha bacteriana do tomateiro foi reduzida em média 56, 27% (Silva ef al.,
2003b). Romero, Kousik e Ritchie (2001) citam varios trabalhos em que plantas
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tratadas com indutor de resisténcia apresentaram maiores produgdes que plantas
ndo tratadas, na presenga de patégenos, mas menores producdes na auséncia de
patdgenos.

TABELA 3 - Efeito de doses de manutengdo de ASM na severidade (AACPD)

da mancha angular do algodoeiro.
Tratamentos AACPD :)::::l:t:ﬁg:;’ t::tg)l:lut:;ll:
0gi.a/100L de gua 2635 ¢ 70,01
7,5 g ia/100L de dgua 54,16 b 38,36
10,0 g i.a./100L de agua 59,18 b 32,64
5,0 gi.a./100L de agua 62,97 ab 28,33
2,5 gi.a/100L de agua 71,54 ab 18,58
Testemunha 8786 a— - -
CV (%) ‘ 18,88

'Médias segnidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade. ’



¥

6 CONCLUSOES

1) O ASM nio teve efeito direto sobre o crescimento de X. axonopodis pv.
malvacearum até a concentragio de 1000 ppm;

2) A dose de 20,0 g i.a./100L de agua foi fitotoxica ao algodoeiro;

3) Nio houve diferenga significativa entre as épocas de aplicagdo do ASM (3, 7
¢ 14 dias antes da inoculagdo) para as doses de 5,0; 10,0 e 20,0 g i.a./100L
agua.

4) Para a dose 2,5 g i.a./100L 4gua, a melhor época de aplicagdo foi aos 3 dias
antes da inoculag@o do patogeno; i )

5) Uma aplicagio do ASM foi eficiente no controle da mancha angular do

“algodoeiro, nio sendo necessarias dosagens de manutengao.
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CAPITULO 4

Atividade das enzimas fenilalanina amdnia liases, f-1,3-glucanases e
peroxidases e deposicio de lignina em plantas de algodio tratadas com
acibenzolar-S-metil (ASM) e uma rizobactéria do algodoeiro e desafiadas

contra Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum
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1 RESUMO

ISHIDA, Alessandra Keiko Nakasone. Atividade das enzimas fenilalanina
amonia liases, B-1,3-glucanases e peroxidases e deposicdo de lignina em
plantas de algodio tratadas com acibenzolar-S-metil (ASM) e uma
rizobactéria do algedoeiro e desafiadas contra Xanthomonas axonopodis pv.
malvacearum. In: Resisténcia induzida por rizobactérias e acibenzolar-S-metil
(ASM) no controle da mancha angular (Xanthomonas axonopodis pv.
malvacearum) do algodoeiro. Lavras: UFLA, 2004. 130p. (Tese — Doutorado em

Fitopatologia).”

Para avaliar a resisténcia induzida por rizobactéria ¢ ASM em plantas de algodio
contra Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum, avaliaram-se os efeitos do
isolado rizobacteriano L2-1 e do ASM isoladamente ¢ o uso simultdneo destes
dois indutores na redugdo dos sintomas da mancha angular do algodoeiro, bem
como determinou-se a atividade das enzimas fenilalanina amdnia liase (PAL),
peroxidases (POX) e B-1,3 glucanases, as quais possivelmente estio envolvidas
nas respostas de defesa de plantas de algoddo a X. axonopodis pv. malvacearum
e & deposigio de lignina. O acibenzolar-S-metil e o isolado L2-1, utilizados
isoladamente ou simultaneamente, reduziram significativamente a severidade da
mancha angular do algodoeiro, sendo o melhor tratamento para o controle da
mancha angular proporcionado pelo acibenzolar-S-metil. Ndo houve efeito
aditivo quando se utilizou o acibenzolar-S-metil simultaneamente com o isolado
L2-1. Os resultados das atividades enzimaticas em plantas de algoddo revelaram
que o ASM proporcionou os maiores aumentos nas atividades de PAL,
peroxidases e B-1,3-glucanases e na deposigdo de lignina, sendo que as maiores
atividades de PAL, peroxidases ¢ f-1,3-glucanases ocorreram aos 14 dias ap6s
aplicagio dos tratamentos. Quanto a aplicacdo simultdnea de ASM e
rizobactéria, a atividade das enzimas foi sempre inferior ao tratamento em que o
ASM foi aplicado isoladamente.

*Comité Orientador: Ricardo Magela de Souza — UFLA (Orientador), Mario
Licio Vilela Resende — UFLA e Edson Ampélio Pozza — UFLA.
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2 ABSTRACT

ISHIDA, Alessandra Keiko Nakasone. Phenylalanine ammonia-liase, f-1,3
glucanases and peroxidase activities and lignin deposition in cotton plants
treated with acibenzolar-S-methyl (ASM) and a cotton rhizobacteria and
challenged against Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum. In: Induction
of systemic resistance by plant growth promoting rhizobacteria and acibenzolar-
S-methyl (ASM) to control of cotton bacterial blight (Xanthomonas axonopodis
pv. malvacearum). Lavras: UFLA, 2004, 130p. (Thcsis - Doctoratc in

Phytopathology).”

To evaluate the resistance induced by rhizobacteria and ASM in cotton against
Xanthomonas axonopodis- pv. malvacearum, was evaluated the effects of L2-1
strain and ASM separately and simultaneously, using both inducers in symptoms
rcduction of cotton bactcrial blight, as wcll as thc dctermination of
phenylalanine ammonia-liase (PAL), peroxidases amrd B-1;3-glucanases activies,
which possibly are involved in responses of defense of cotton to X. axonopodis
pv. malvacearum and lignin deposition. The ASM and L2-1 strain used
separately or simultaneously, they reduced significantly the cotton bacterial
blight symptoms, and the best treatment for bacterial blight control was provided
by ASM. There was no addictive effect when ASM was used simultaneously
with L2-1. The results of the enzymatic activities in cotton plants revealed that
ASM provided the highest incrcasc in the activitics of PAL, pcroxidascs and B-
1,3-glucanases, and in lignin deposition, after 14 days of the treatment
application. When, ASM and rhizobacteria were applied simultaneously,
enzyme activities were always lower than those of ASM applied separately.

*Guidance Committee: Ricardo Magela de Souza ~ UFLA (Major Professor),
Miario Lucio Vilela Resende — UFLA and Edson Ampélio Pozza — UFLA.
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3 INTRODUCAO

A resisténcia induzida é definida como o aumento das respostas de
defesa da planta a um amplo espectro de patogenos e pragas ativada por um
estimulo apfopriado (Sticher et al., 1997, van Loon, Bakker ¢ Pieterse, 1998,
Knoester ef al., 1999; Ramamoorthy et al., 2001). Assim, ela depende do
reconhecimento de um invasor e subseqiientes eventos de transdu¢io de sinal
que levam a ativagdo das defesas (Mauch-Mani e Métraux, 1998).

A resisténcia sistémica induzida por patogenos ¢ denominada resisténcia
sistémica adquirida (SAR) (Ryals ef al., 1996). Tipicamente, SAR ¢ associada
~ com a reagdo de hipersensibilidade (HR) e caracterizada pelo aumento inicial no
acido salicilico (AS) sintetizado -endogenamente e concomitante ativagio de
genes codificadores de PR proteinas (Ryals et al., 1996; Pieterse et al., 1996;
van Loon, 1997). SAR também pode ser induzida por varios quimicos, dentre os
quais o acibenzolar-S-metil (ASM) é o ativador de resisténcia melhor estudado
e o primeiro produto comercial (Venincio et al., 2000). Este produto ¢
translocado sistemicamente ém plintas e pode imitar o AS na via de sinalizagdo
natural de SAR, induzindo o mesmo espectro de resisténcia e 0 mesmo grupo de
marcadores moleculares (Oostendorp ef al., 2001). O aumento da atividade de
enzimas envolvidas nas respostas de defesa tem sido relatado em plantas tratadas
com ASM (Bausal, Soylu ¢ Soylu, 2003; Sllva, 2002; Resende et al., 2002;
‘ Colson-Hanks e Deverall, 2000). Enzimas ox1dauvas como peroxidases e
polifenol oxidases catalisam a formagio de lignina e outros fendis oxidados, que
contribuem para a formagdo de barreiras de defesa para o reforgo da estrutura da
célula. Outras enzimas, como a tirosina amdnia liase (TAL) e a fenilalanina
amoénia liase (PAL), estdo envolvidas na biossintese de fitoalexinas e compostos
fenolicos. Quitinases e B-1,3-glucanases tém sido intensivamente estudadas pelo
seu acimulo em tecidos de plantas infectados e suas fungbes em reagbes de
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defesa de plantas em diferentes interagdes microrganismo-planta (van Loon, _
1997).

Outra forma de resisténcia induzida por certos isolados de bactérias da
rizosfera ¢ chamada de resisténcia sistémica induzida (ISR) (van Loon, Bakker e
Picterse, 1998). A ISR tem sido demonstrada em feijdo, cravo, pepino, rabanete,
fumo, tomate e nsz)lanta modelo Arabidopsis thaliana, sendo efetiva contra um
amplo espectro de patogenos de planta, incluindo fungos, bactérias € virus (van

_Loon, Bakker e Picterse, 1998; Silva ef al. 2001a; 2001b; 2001c; 2004). Estudos
tém demonstrado que ao contrario de SAR, a ISR ¢ independente do acimulo de
AS e da ativagdo de genes PR (Pieterse ef al., 1996) e que a transdugdo de sinal
que leva a ISR requer a resposta ao acido jasmonico e ao etileno e, similarmente
a SAR, é dependente da proteina NPR1 (Pieterse ef al., 1998). Van Wees et al.
(2000) investigaram possiveis interagdes entre as duas vias. Curiosamente, a
ativagdo simultinea destas vias resultou em um efeito aditivo no nivel de
protegdo induzida contra o isolado DC3000 de P. syringae pv. tomato (Pst
DC3000). Apesar dos avangos sobre os mecanismos envolvidos na ISR, a via
pela qual ela ¢ induzida n3o esta completamente decifrada e os seus marcadores
ainda ndo foram identificados. No entanto, 0 aumento nas atividades de
fenilalanina aménia liase, peroxidasés, polifenol oxidases e lipoxigenases vem
sendo demonstrado em plantas de tomate, pepino e Festuca aurundinacea, apos
o tratamento com PGPR (Kilic-Ekici ¢ Yuen, 2004; Silva et al., 2004; Chen et
al., 2000).

Assim, os objetivos deste trabalho foram avaliar os efeitos do isolado
rizobacteriano L2-1 e do ASM isoladamente ¢ em conjunto na redugdo dos
sintomas da mancha angular do algodoeiro, bem como determinar a atividade
das enzimas fenilalanina aménia liase (PAL), peroxidases (POX) e B-1,3
glucanase, as quais possivelmente estdo envolvidas nas respostas de defesa de

| plantulas de algoddo a X. axonopodis pv. malvacearum e a deposi¢do de lignina.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Origem, isolamento e preservagio do patégeno

O isolado de Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum (Xam) foi
obtido de folhas de algodoeiro apresentando lesGes tipicas da mancha angular,
coletadas ¢ herborizadas na regido produtora do Estado de Mato Grosso.
Posteriormente, procedeu-se o isolamento no Laboratério de Bacteriologia do
DFP/UFLA, utilizando-se o meio 523 (Kado e Heskett, 1970) e o método de
estrias paralelas e posterior incubagdo por 48 h a 28 °C. Em seguida, coldnias
isoladas foram repicadas para tubos de ensaio contendo meio 523 inclinado. A
patogenicidade do isolado foi constatada pela inoculagiio, pulverizando-se a face
inferior das folhas com suspensdo bacteriana na concentragio de 10° UFC/mL.
As plantulas foram mantidas por 24h antes ¢ depois da inoculagdo em cimara
imida, sendo em seguida levadas para casa-de-vegetagio. Apds o aparécimento
dos sintomas, o patogeno foi reisolado conforme anteriormente citado. A
preservagio do isolado durante o decorrer do experimento foi em peptona
glicerol a -80 °C (Lazo e Gabriel, 1987) e em folhas herborizadas.

4.2 Origem e pmervag:ﬁ; do isolado de rizobactéria

0 isolado de.rizobactéria L2-1, previamente selecionado (Capitulo 2),
obtido de plantas de algoddo provenientes da regido de Lavras, Minas Gerais, foi
preservado em peptona glicerol a -80 °C (Lazo e Gabriel, 1987). Para o uso
experimental, a rizobactéria foi transferida para o meio 523 (Kado e Heskett,
1970) pelo método de estrias paralelas e incubada por 48 h a 28 °C. Para o
prei)aro da suspens3o bacteriana, as colonias foram diluidas em 4dgua de tomeira
e a concentragdio, ajustada para Ago = 0,25.
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4.3 Efeito do ASM e rizobactérias sobre a severidade da mancha angular do

algodoeiro em casa-de-vegetacio

Foi realizada a comparagio entre a resisténcia induzida por rizobactéria
e a induzida por ASM, bem como o uso simultineo destes dois indutores. Para
avaliar o efeito do ASM e do isolado L2-1, selecionado por reduzir
significativamente os sintomas da doenca (Capitulo 2), sobre a severidade da
mancha angular do algodoeiro, sementes de algoddo da cultivar CNPA Ita 90,
previamente desinfestadas com hipoclorito de sodio 1% por 5 minutos, foram
semeadas em vasos de 1,5 kg de capacidade contend6 a mistura de solo, areia €
esterco (2:1:1) previamente fumigada com brometo de metila. Foram utilizados
os seguintes tratamentos:
1) Aplicagdo de ASM;
2) Aplicagdo do isolado L2-1;
3) Aplicagdo de ASM e do isolado L2-1;
4) Testemunha inoculada;
5) Testemunha absoluta.

O ASM foi utilizado na dose de 10,0 g do ingrediente ativo/100 L de
sgua (Capitulo 3), enquamo o isolado L2-1 (Capitulo 2) foi aplicado pela

" irrigagio do solo com 100 mL de suspens3o bacteriana, na concentragio Asp =

0,25. Todos os tratamentos foram aplicados 7 dias antes da inoculagéo de Xam,
a qual foi realizada 36 dias apds o plantio (item 4.3, Capitulo 2).

O delineamento experiméfifal foi em blocos casualizados com 5
tratamentos ¢ 4 fepetigdes (6 plantas/repeti¢do). A avaliagdo da severidade da
mancha angula.r foi realizada aos 7, 14, 21 e 28 dias apés a inoculagdo do
patogeno, através da escala de avaliagdo de Sidhu ¢ Webster (1977) adaptada
(Tabela 1).
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TABELA 1 - Escala de avaliagdo de Sidhu e Webster (1977) adaptada para
severidade da mancha angular do algodoeiro.

Nota Severidade
0 0% de folha lesionada
1 de 1 a 25% de folha lesionada
2 de 26 a 50% de folha lesionada
3 de 51 a 75% de folha lesionada
4 acima de 76% de folha lesionada

-

" 4.4 Atividade das enzimas envolvidas nas respostas de defesa de plantas de
algodio T

Foi determinada a atividade das enzimas fenilalanina aménia liase
(PAL), peroxidases (POX) e B-1,3 glucanases, as quais possivelmente estio
envolvidas nas respostas de defesa de plantas de algoddo a X axonopodis pv.
malvacearum, ativadas por ASM, bem como a deposi¢gdo de lignina. Tal
atividade foi verificada também em plantas tratadas com rizobactéria e
rizobactéria + ASM. Para a determinagdo das atividades enzimaticas ¢ lignina,
foram utilizados os seguintes tratamentos:
- 1) Aplicagio de ASM seguida da inoculagio do patégeno;
2) Aplicagio de ASM sem a inoculagio do patégeno;
3) Aplicagdo de rizobactéria seguida da inocﬁlagio do patogeno;
4) Aplicagdo de rizobactéria sem a inoculagdo do patégeno;
5) Aplicagdo de rizobactéria e ASM seguida da inoculagio do patogeno;
6) Aplicacdo de rizobactéria e ASM sem a inoculagdo do patogeno;
7) Inoculagio do patdgeno sem aplicagdo de ASM e rizobactérias;
8) Testemunha absoluta.
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O ASM foi utilizado na dose de 10,0 g do ingrediente ativo/100 L de
agua (Capitulo 3) ¢ o isolado L2-1 de rizobactéria, prevxamente selecxonado
(Capitulo 2), foi aplicado pela irrigagdo do solo com 100 mL de suspensao
bacteriana, na concentragio A = 0,25. Todos os tratamentos foram aplicados 7
dias antes da inoculagio de Xam, realizada 36 dias apos o plantio (item 4.3,
Capitulo 2). O delineamento experimental foi em blocos casualizados com 8
tratamentos e 4 repetigdes.

4.4.1 Preparo das amostras para determinagio das atividades das enzimas

fenilalanina amdnia liase e B-1,3 glucanase

Asamosu'aspa:aeiuat;éodasenzimasfenilalaninaamﬁnialiaseseﬂ-
1,3 glucanases foram coletadas aos 3 ¢ 7 dias ap6s a aplicacdo dos tratamentos e
~a0s 3 e 7 dias apés a inoculagdo do patdgeno para todos os tratamentos. Cada
amostra coletada foi pesada, acondicionada em saco plastico devidamente
identificado, congelada em nitrogénio liquido e armazenada a -20 °C. Para o
preparo dos extratos, cada amostra congelada foi macerada individualmente com .
o auxilio de um pistilo em almofariz de porcelana sobre o gelo, homogeneizada
em tampdo Tris-HC1 50 mM, pH 4,8, na propur¢io de 1 g matéria fresca da
amostra para 3 mL de tampdo, durante 20 minutos. O extrato homogeneizado foi
centrifugado a 14.000 g por 20 minutos e o sobrenadante, coletado em tubos
plasticos, armazenados a -20 °C para analise posterior.

4.4.2 Determinag¢#o de proteinas totais ==
A concentragdo de proteinas totais foi determinada pelo método de

Bradford (1976) ajustando-se uma curva padréo, determinada previamente com
.0.uso de solugdes com concentragdes conhecidas de albumina sérica bovina,
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correlacionando-se a concentragdo de proteinas com leituras de absorbancia, em
espectofotdmetro a 595 nm. Os dados foram expressos em mg de proteinas/ mL
do extrato total.

4.4.3 Ensaios enzimiticos
4.4.3.1 Fenilalanina amonia-liases (PAL) (EC. 4.3.1.5)

Para anlise de PAL, foram utilizados 100 pL do extrato + 50 pL de L-
' fenilalanina (6uM) + 850 pL de solugo tampéo Tris-HC1 50 mM, pH 8,4. A
mistura reativa foi colocada em banho-Maria a 37 °C por 70 minutos. Apés este
penodo foram adicionados 50 pL de acido cloridrico 50 N para paralisar a
mgao " A atividade de PAL foi determinada de acordo com a metodologia de
Beaudoin-Eagan ¢ Thorpe (1985). A quantidade de acido trans-cindmico
formado por fenilalanina foi medida em espectrofotometro ao comprimento (A)
de onda 290 nm (U.V.). Como amostra—pgd_r_ﬁqfq_i utilizada PAL de Rhodotorula
glutinis (Sigma, St. Louis, MO, U.S.A.) e o resultado foi expresso como unidade
da atividade de PAL (pKat) por mg de proteina.

4.4.3.2 B-1,3 glucanases (EC. 3.2.1.6)

A atividade de B-1,3-glucanases foi determinada pela quantificagdo
colorimétrica da glicose liberada a partir da reagdo enzimitica da laminarina. A
mistura da reagio contendo 50 pL do tampdo de extragdo, 200 pL do extrato
protéico e 250 pL de laminarina (4,0 mg/mL) (Xue, Charest ¢ Jabaji-hare, 1998)
foi incubada a 60 °C por 1 hora. A seguir foi acrescentada solugdo contendo
tartarato de sédio e potassio e sulfato de cobre para detecgdo do potencial
redutor da glicose, produzindo o complexo cobre ~ tartarato ¢ acido glicolico. A

mistura foi aquecida a 100 °C, por 20 minutos, para a paralizagdo da atividade -
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hidrolitica. A absorbancia a 520 nm foi determinada apds o resfriamento da _
amostra. O resultado foi expresso como unidade da atividade de B-1,3-
glucanases (nKat) por mg de proteina.

4.4.3.3 Peroxidases (POX) (EC. 1.11.1.7)

Para o preparo dos extratos, cada amostra congelada foi macerada
" individualmente com o auxilio de um pistilo em almofariz de porcelana sobre o
gelo e homogeneizada em tampdo acetato de sédio 50 mM, pH 5,2, na proporgdo
de 1 g de matéria fresca da amostra para 3 mL de tamp3o, durante 10 minutos. O
extrato homogeneizado foi cenniﬁlgado a 14.000 g por 20 minutos € O
sobrenadante coletado em tubos plisticos € armazenados a -20 °C. Para
determinagfio da atividade de peroxidases foi utilizada a metodologia descrita
por Urbanek, Kuzniak-Gebarowska ¢ Herka (1991). Como doador de elétrons
foi utilizado o guaiacol € como receptor, o peroxido de hidrogénio. A reagdo,
catalisada pela peroxidase, produziu o composto colorido 3,3’-dimetoxi-4,4’-
bifenolquinona. Uma aliquota de 0,025mL do extrato bruto foi adicionada a
0,5mL de guaiacol 0,02M e a 0,5mL de perdxido de hidrogénio 0,06M, em
tampdo fosfato de potassio 100 mM, pH 6,8, contendo 0,1 mM de EDTA, até o
volume final de 2mL. A mistura foi incubada a 30 °C, por 10 minutos, € em
seguida teve sua absorbancia medida a 480nm. A variagdo de 1,0 unidade de
absorbancia por minuto foi assumida como sendo 1,0 unidade de atividade
peroxidasica (1UA). ) o
As amostras foram analisadas também por eletroforese nativa em gel de
poliacrilamida. A eletroforese das™ amostras foi realizada de acordo com
Cavalcanti (2002), baseado na metodologia descrita por Davis (1964) e Omstein
(1964). A preparagiio do gel e a corrida eletroforética foram conduzidas no
| sistema “Mighty Small II”, modelo SE250-10A-75 (Hoefer Pharmacia Biotech
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Inc.). O gel de aplicagio (Imm de espessura) continha 3,5% de acrilamida,
preparada em tampdo Tris-HCl 0,5M, pH 6,8 ¢ o gel de separagio (1mm de
espessura), na concentragio de 10,0% de acrilamida, preparada em tamp3o Tris-
HCI 3,0M, pH 8,8. Os extratos totais das amostras foram diluidos em tampdo
Tris-HCl 62,5 mM, pH 6,8 sem SDS e sem B-mercaptoetanol. As amostras
foram, entdo, aplicadas no gel e a corrida desenvolvida a 20mA por,
aproximadamente, 3 horas.

" Ao fim da corrida eletroforética, o gel foi mergulhado em 30mL de
tampdo acetato de sédio 50mM, pH 5,2, com 3-amino-9-etilcarbazole 0,01%,
perdxido deﬁhidrogénio 0,03% e guaiacol 0,2%. Apds o aparecimento das
bandas, a rea¢do foi interrompida por sucessivas lavagens com agua destilada.
Esse tipo de revela.é’io teve por objetivo revelar as bandas protéicas com
atividade peroxidasica, pela metodologia de Towbin et al. (1979), adaptada por
Cavalcanti (2002).

4.4.4 Lignina

Para a determinagio da deposicdo de lignina, as amostras foram
coletadas aos 7 dias apés a inoculagdo do patdgeno (14 dias apés a aplicagdo dos
tratamentos) para todos os tratamentos. Cada amostra coletada foi pmada,
acondicionada em saco plastico devidamente identificado, congelada em
nitrogénio liquido e-armazenada em freezer a -20 °C. O conteido de lignina foi ‘
determinado como descrito por Stadnik (1999), pelo ensaio com 4acido
tioglicolico (TGA) (Monties, 1989), em que 0,2 g de tecido foliar foram
incubados 4 vezes sucessivamente com metanol por 48 horas; em seguida os
tecidos foram secos por 48 horas a 60°C e homogeneizados em almofariz. Uma
xmstura de acido tioglicdlico e acido cloridrico 2N (1: 10) foi adicionada a
amostra de tecidos homogeneizados (gmL da mistura para 15 mg de tecidos) por
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4 horas a 100°C. Uma hvagem com agua foi realizada em seguida e o 4cido
lignotioglicolitico foi extraido a partir do precipitado com 5 mL de h1drox1do de
sédio (NaOH 0,5N) por 18 horas. As amostras foram entao cenmﬁ.lgadas a
8.000 g por 15 minutos, acidificadas com HCI concentrado e incubadas a 4°C
por 4 horas. Em seguida uma nova centrifugagdo foi realizada ¢ o precipitado,

ressuspenso em NaOH 0,5N, e a absorbdncia dos derivados de TGA foi
determinada a 280m.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeito do ASM e rizobactérias sobre a severidade da mancha angular do

algodoeiro em caSa—de-vegeta;ﬁo

Os resultados apresentados na Tabela 2 revelam que todos os
tratamentos utilizados diferiram significativamente da testemunha inoculada. As
plantas tratadas com o ASM proporcionaram maior redugdo da sevendade da
mancha angulax_', com 57,81% de controle em relagio a testemunha, diferindo
significativamente das plantas tratadas com o isolado L2-1, que apresentaram
25,48% de controle em relagdo a testemunha.

-

TABELA 2 - Efeito do ASM e do isolado rizobacteriano L2-1, aplicados juntos
e isoladamente sobre a severidade (AACPD) da mancha angular

do algodoeiro.

‘Tratamentos AACPD e testommunha

Testemunha absoluta 0 ad 100
Acibenzolar-S-metil (ASM) 54,65 c 57,81

ASM + Isolado L2-1 66,37 b 48,76

Isolado L2-1 96,53 b 25,48 o
Testemunha inoculada 12953 a - -

CV (%) 19,58 e

"Médias seguidas de mesma letra ndio diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade.
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Em estudos em que a ISR mediada por rizobactérias € SAR induzida por
patogeno foram comparadas diretamente, o nivel de supressio da doenca foi
similar. Em rabanete, Hoffland, Hakulinen e van Pelt (1996) verificaram que a
protegdo induzida pelo isolado WCS417 de Pseudomonas fluorescens foi similar
a induzida pelo patogeno P. syringae pv. tomato.

O tratamento em que foram aplicados o ASM e o isolado L2-1
simultaneamente foi intermediario, apresentando 48,76% de controle em relagdo
a testemunha, ndo diferindo significativamente dos tratamentos com ASM e com
isolado L2-1 (Tabela 2). Estes resultados diferiram daqueles encontrados por
Van Wees e al. (2000), em que a ativagdo simultanea de SAR e ISR resultou em
efeito aditivo no nivel de prote¢do induzida contra o isolado DC3000 de P.
syringae pv. tomato. Uma possivel explicagdo para estes resultados seria o fato
de que, com a indugdo de resisténcia, ha gasto de energia para a planta ¢, assim,
a ativagdo simultdnea das duas vias acarretaria na redugio da protecdo dada pela
via de SAR.

5.2 Determinagéo de proteinas soliveis totais

Quando se analisou o conteiido de proteinas soluveis totais nos extratos
de plantas de algoddo destinados a analise das enzimas fenilalanina amdnia liase
¢ B-1,3-glucanase, observou-se que a maior concentra¢do de proteinas totais em
todos os tratamentos ocorreu na primeira coleta, realizada 3 dias apos a
aplicagéio dos mesmos, nfio havendo diferenca significativa entre eles (Figura 1).
Na segunda coleta (7 dias ap6s a aplicagio dos tratamentos), houve uma redugio
do contetdo de proteinas em todos os tratamentos, sendo que as plantas tratadas
com a rizobactéria (L2-1) apresentaram maior conteido de proteinas totais

(Figura 1). Na terceira coleta, realizada 3 dias apés a inoculagdo do patégeno (10
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FIGURA 1 — Dosagem de proteinas soliveis totais determinadas em amostras de

plantas de algoddo, extraidas com tampdo tris-HCI (PAL e B-1,3-
glucanases) aos 3 (1? coleta), 7 (2° coleta), 10 (3” coleta) e 14 (4°
coleta) dias apds os tratamentos com acibenzolar-S-metil (ASM),
isolado de rizobactéria (L2-1), ASM + L2-1 e testemunha,
seguidos ou ndo da inoculagdo de Xanthomonas axonopodis pv.
malvacearum (Xam). Dentro de cada coleta, as médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Os valores apresentados correspondem as médias e

as barras representam o desvio padrio.

dias apoés aplicagdo dos tratamentos), o maior conteido de proteinas totais

ocorreu nas plantas nio inoculadas, tratadas com a rizobactéria (L2-1), e nas

plantas da testemunha inoculada (Xam), ¢ os menores valores nas plantas ndo
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inoculadas que receberam o tratamento simultdneo com o acibenzolar-S-metil e
com o isolado L2-1 (Figura 1).

Na quarta coleta, realizada 7 dias ap6s a inoculagdo do patoégeno (14
dias apds a aplicagdio dos tratamentos), os maiores valores de proteinas soluveis
totais ocorreram nas plantas testemunhas, inoculadas e ndo inoculadas, e os
menores valores nas plantas nfo inoculadas, tratadas com o acibenzolar-S-metil
(Figura 1).

Quando se analisou o conteido de proteinas soliveis totais nos extratos
de plantas de algodio destinados & analise de peroxidases, observou-se que na
primeira coleta, realizada 3 dias apds a aplicagdo dos tratamentos, as plantas
tratadas com a rizobactéria (L2-1) apresentaram os maiores valores de proteinas
totais e aqilelas tratadas com o acibenzolar-S-metil, os menores valores (Figura
2). Na segunda coleta (7 dias apés aplicagdo dos tratamentos), ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos (Figura 2). Ja na terceira coleta,
realizada 3 dias apds a inoculagdo de Xam, os maiores valores de proteinas totais
ocorreram no tratamento com acibenzolar-S-metil, seguido da inoculagdo de
Xam, e os menores, nas plantas da testemunha inoculada (Figura 2). Na quarta
coleta, as plantas ndo inoculadas que receberam o tratamento simultineo com o
acibenzolar-S-metil e com a rizobactéria apresentaram o maior conteudo de
proteinas totais e as plantas inoculadas que receberam os tratamentos isolados do
ASM e da rizobactéria, os menores conteudos (Figura 2).
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FIGURA 2 - Dosagem de proteinas soluveis totais determinadas em amostras de

plantas de algodio, extraidas com tampdo acetato de sodio (POX)
aos 3 (1? coleta), 7 (2* coleta), 10 (3” coleta) e 14 (4° coleta) dias
apos os tratamentos com acibenzolar-S-metil (ASM), isolado de
rizobactéria (L2-1), ASM + L2-1 e testemunha, seguidos ou nio
da inoculagdo de Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum
(Xam). Dentro de cada coleta, as médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Os valores apresentados correspondem as médias e

as barras representam o desvio padréo.
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5.3 Atividade das enzimas envolvidas nas respostas de defesa de plantas de
algodio
5.3.1 Fenilalanina amdnia liase (PAL)

As plantas que receberam o tratamento isolado € simultdneo com ASM e
rizobactéria apreséntaram maiores atividades da PAL 14 dias apés a aplicagdo
dos tratamentos (sete dias apos a inoculagdo de Xam) (Figura 3). Todos os
" tratamentos (plantas inoculadas e ndo inoculadas) apresentaram um aumento na
atividade da PAL, com excecdo da testemunha absoluta (Figura 4). Chen et al.
(2000) verificaram que as plantas de pepino tratadas com os isolados 13 e 63-28
de Pseudomonas apresentaram maior atividade desta enzima dois dias apos
aplicagdo dos tratamentos.

Embora a atividade maxima da PAL tenha ocorrido apenas aos 14 dias
apbs a aplicagio do ASM (Figura 3), verificou-se que aos 3 dias apés aplicagdo
dos tratamentos, as plantas tratadas com ASM (isolado € simultanecamente com a
rizobactéria) apresentaram maior atividade da PAL do que nos demais
tratamentos (Figura 4). No entanto, esta atividade diminuiu aos 7 ¢ 10 dias e
aumentou aos 14 dias (Figura 4). Smit e Dubery (1997) verificaram que quando
tecidos do hipocétilo de algodi~ foram tratados com elicitor lipopolissacarideo-
proteina de Verticillium dahliae, a maxima atividade da PAL ocorreu 4 h apds a
elicitagiio em cultivares resistentes € 11 h em susceptiveis, sendo que a atividade
desta enzima diminuiu e estabilizou-se apds atingir o maximo, mas nunca
retornou aos valores da testemunha. H
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FIGURA 3 - Ativigde de fenilalanina aménia liase determinada em amostras
de plantas submetidas aos tratamentos: acibenzolar-S-metil
(ASM), isolado de rizobactéria (L2-1), ASM + L2-1 e testemunha
seguidos (a) ou nio (b) da inoculagdo de Xanthomonas
axonopodis pv. malvacearum (Xam). As barras representam o
desvio padrio. -



A atividade da PAL entre os tratamentos analisados variou de 0,065
pKat/mgP (tratamento simultineo com ASM e a rizobactéria, 7 dias apos
aplicagdo dos tratamentos) a 3,657 pKat/mgP (tratamento com ASM, 7 dias apés
inoculagdo do patogeno) (Figura 4). Em quase todos os tratamentos a atividade
foi maior aos 7 dias ap6s inoculagdo do patdgeno, ou seja, 14 dias apéds a
aplicacdo dos tratamentos, com excegdo das plantas ndio inoculadas e tratadas
simultaneamente com o ASM e a rizobactéria (Figura 4). A atividade da PAL,
neste tratamento, foi sempre menor do que naqueles em que o ASM e a
rizobactéria foram aplicados isoladamente. De uma maneira geral, a inoculagio
do patogeno aumentou a atividade da PAL nos tratamentos estudados, excegdo
feita as plantas tratadas com a rizobactéria, cujas plantas ndo inoculadas
apresentaram maior atividade do que as plantas inoculadas. Resultados
semelhantes foram observados por Chen et al. (2000), em que plantas de pepino
tratadas com os isolados 13 ¢ 63-28 de Pseudomonas tiveram inicialmente altos
niveis de atividade da PAL, mas quando foram inoculadas com Pythium
aphanidermatum, os niveis foram menores em comparagio com os demais
tratamentos. Segundo estes autores, a indugdo inicial da PAL por rizobactérias
pode ter resultado na ativagdo de defesas, mas a inoculagio subsegiiente do
patdgeno ndo induz maiores niveis da PAL. Silva et al. (2004) verificaram que a
microbiolizagdo das sementes de tomate com rizobactérias aumentou a atividade
da PAL e que, ap6s a inoculagio do patdgeno, ndo foram observadas mudangas
na atividade dessa enzima em relagdo a testemunha. Comparando o conteido de
proteinas soliveis totais presente nos extratos e a atividade da enzima, verificou-
se que na primeira coleta, em que houve pouca atividade da PAL (Figura 4),
foram encontrados os maiores valores de proteinas soliiveis totais (Figura 1). Na
quarta coleta um perfil semelhante pode ser observado nas plantas que

receberam o tratamento com ASM, as quais tiveram os menores valores de
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proteinas soluveis totais (Figura 1), no entanto apresentaram as maiores

atividades da enzima (Figura 4).

W

pKat/mgP
I

1*coleta 2*coleta 3%coleta 4*coleta
BASM +Xam BASM OI12-1+Xam mr2-1
BASM +12-1+Xam  BASM+[2-1 0 Xam O Testemunha

FIGURA 4 — Atividade de fenilalanina aménia liase determinada em amostras
de plantas de algoddo, aos 3 (1* coleta), 7 (2 coleta), 10 (3*
coleta) e 14 (4* coleta) dias apds os tratamentos com acibenzolar-
S-metil (ASM), isolado de rizobactéria (L2-1), ASM + L2-1 e
testemunha, seguidos ou nio da inoculagdo de Xanthomonas
axonopodis pv. malvacearum (Xam). Os valores apresentados

correspondem as médias e as barras representam o desvio padrdo.
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5.3.2 8-1,3-Glucanase

Na primeira coleta, realizada trés dias apés a aplicagio dos tratamentos,
a atividade da B-1,3-glucanase foi similar em todos os tratamentos (Figura 5).
Aos 7 dias apés aplicagdo dos tratamentos, houve um aumento na atividade da B-
1,3-glucanase comparando-se com a coleta anterior (Figura 5), sendo que a
maior atividade ocorreu nas plantas tratadas com ASM + L2-1 (0,576
nKat/mgP), seguido do uso isolado da rizobactéria (0,400 nKat/mgP) e do ASM
(0,224 nKat/mgP) (Figura 5).

Apos a inoculagiio de Xam, verificou-se um aumento na atividade da B-
1,3-glucanase nas plantas inoculadas e tratadas com ASM (0,794 nKat/mgP) em
relagdo as plantas tratadas com ASM e ndo inoculadas (0,130 nKat/mgP).
Quanto ao tratamento com a rizobactéria, verificou-se maior atividade da 8-1,3-
glucanase (0,353 nKat/mgP) nas plantas inoculadas do que nas nio inoculadas
(0,231 nKat/mgP), porém nio houve aumento na atividade enzimatica. Em
plantas tratadas simultancamente com ASM e rizobactéria, as inoculadas
apresentaram menor atividade (0,182 nKat/mgP) do que as ndo inoculadas
(0,236 nKat/mgP). Além disso, verificou-se uma redu¢do na atividade
enzimatica. A testemunha inoculada apresentou a menor atividade desta enzima
(0,042 nKat/mgP).
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FIGURA 5 - Atividade de B-1,3-glucanases determinada em amostras de plantas
de algodio, aos 3 (1* coleta), 7 (2° coleta), 10 (3? coleta) e 14 (4*
coleta) dias apds os tratamentos com acibenzolar-S-metil (ASM),
isolado de rizobactéria (L2-1), ASM + L2-1 e testemunha,
seguidos ou nio da inoculagio de Xanthomonas axonopodis pv.
malvacearum (Xam). Dentro de cada coleta, as médias seguidas
pela mesma letra niio diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Os valores apresentados correspondem as médias e

as barras representam o desvio padrdo.

Aos 7 dias apés a inoculagdo do patégeno, houve um aumento na
atividade de B-1,3-glucanase em todas as plantas tratadas, exceto nas plantas
testemunhas (Figura 5). Entretanto, plantas tratadas e inoculadas com o patogeno
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apresentaram atividades de B-1,3-glucanase menores do que as ndo inoculadas.
Em trabalho realizado por Halfeld-Vieira (2002), a utilizagio de um agente de
biocontrole do filoplano (UFV-IEA) em plantas de tomate nio teve efeito na
atividade da B-1,3-glucanase, mesmo em plantas inoculadas com a bactéria
Pseudomonas syringae pv. tomato. Comparando-se a atividade enzimatica com
o conteido de proteinas soliiveis totais, verificou-se que de forma semelhante ao
ocorrido com a PAL, as menores atividades de B-1,3-glucanase ocorreram na
primeira coleta (Figura 5), realizada 3 dias ap6s a aplicagio dos tratamentos,
quando foram encontrados os maiores valores de proteinas (Figura 1), as
maiores atividades da enzima ocorreram na quarta coleta (Figura 5), quando-
foram encontrados os menores valores de proteinas (Figura 1).

As plantas tratadas com ASM apresentaram o maximo da atividade de 8-
1,3-glucanases aos 14 dias apds aplicagio dos tratamentos (Figura 6). Colson-
Hanks e Deverall (2000) verificaram alta atividade de B-1,3-glucanases cinco
dias apos a aplicagio de ASM em algoddo. J4 as plantas tratadas com a
rizobactéria tiveram um pico aos 7 dias apos a aplicacgdo e aumentaram
novamente aos 14 dias (Figura 6). No uso simultineo do ASM e da rizobacteria,
a atividade maxima ocorreu aos 7 dias, degr&sceu aos 10 dias e voltou a subir

aos 14 dias ap6s a aplicagido dos tratamentos Gigm 6).

) Os estudos realizados em Arabidopsis tém demonstrado que ao contrario
de SAR induzida pelo patogeno, a ISR mediada pelo isolado WCS417r de P.
fluorescens é independente da ativagio do geme que codifica PR-proteinas
(Pieterse et al., 1996); no entanto, neste trabalho verificou-se que o tratamento
com a rizobactéria aumentou a atividade de B-1,3-glucanases aos 7 e 14 dias
apos a aplicac;éo dos tratamentos, diferindo significativamente da testemunha
(Figura 5).
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FIGURA 6  Atividade de B-1,3-ghucanases determinada em amostras de plantas
submetidas aos tratamentos: acibenzolar-S-metil (ASM), isolado
de rizobactéria (L2-1), ASM + L2-1 e testermunha seguidos (a) ou
nio (b) da inoculagio de Xanthomonas axonopodis pv.
malvacearum (Xam). As barras representam o desvio padrao.
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5.3.3 Peroxidases (POX)

A atividade de peroxidases 3 dias apds a aplicagdo dos tratamentos
(primeira coleta) foi maior nas plantas tratadas com ASM (583,917 mgP/min)
em relagdo aos demais tratamentos (Figura 7). Na segunda coleta, realizada sete
dias ap6s aplicagdo dos tratamentos, houve redu¢do na atividade de peroxidases
nas plantas tratadas com ASM (232,737 mgP/min) ¢ aumento no tratamento com
a rizobactéria (255,687 mgP/min), sendo este o unico tratamento que diferiu
significamente da testemunha (Figura 7).

A inoculagdo com Xam foi realizada 7 dias apds aplicagio dos
tratamentos. Veriﬁcou—s'é que, aos 3 dias apds a inoculagdo do patdgeno, a
atividade de peroxidases foi maior nos tratamentos inoculados com Xam (ASM
+ Xam, L2-1 + Xam e¢ Xam) do que os ndo inoculados (ASM, L2-1 e
testemunha absoluta), com exceg¢do dos tratamentos em que foram aplicados o
ASM'e a rizobactéria simultaneamente (Figura 7). A aplicagdo isolada ¢
simultinea do ASM com a rizobactéria resultou em maior atividade da POX,
comparada com a aplicagdo isolada da rizobactéria (L2-1) (Figura 7). Na quarta
coleta, realizada 14 dias apds aplicagdo dos tratamentos, verificou-se que maior
atividade de peroxidases foi obtida em plantas tratadas com ASM e
posteriormente inoculadas com patégeno (450,637 mgP/min) (Figura 7), as
menores atividades obtidas nos tratamentos niio inoculados, aos quais se aplicou
a rizobactéria isolada e simultaneamente com o ASM (101,083 mgP/min, 36,113
mgP/min respectivamente), e na testemunha absoluta (25,633 mgP/min) (Figura
7).

De modo geral, os tratamentos com o uso isolado de ASM apresentaram
as maiores atividades de peroxidases, variando de 223,737 a 583,917 mgP/min,
ocorrendo atividade méaxima aos 3 dias apés a aplicagdo (Figura 8). Em plantas
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de Festuca aurundinacea, a maior atividade de peroxidases ocorreu 5 dias apos

a aplicagdo de ASM (Kilic-Ekici ¢ Yuen; 2004).
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HASM +L2-1 +Xam @ ASM +12-1 OXam OTestemunha

FIGURA 7 — Atividade de peroxidases determinada em amostras de plantas de
algoddo, aos 3 (1? coleta), 7 (2* coleta), 10 (3" coleta) ¢ 14 (4°
coleta) dias apds os tratamentos com acibenzolar-S-metil (ASM),
isolado de rizobactéria (L2-1), ASM + L2-1 e testemunha,
seguidos ou ndo da inoculagdo de Xanthomonas axonopodis pv.
malvacearum (Xam). Dentro de cada coleta, as médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Os valores apresentados correspondem as médias e

as barras representam o desvio padréio.
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Baysal, Soylu e Soylu (2003) verificaram que plantas de tomate tratadas
com ASM e inoculadas 3 dias depois com Clavibacter mfchigcz'rﬁsis subsp.
michiganensis (Cmm) tiveram a atividade de peroxidases sigl;iﬁcéhfeménte
maior do que os outros trés tratamentos (ASM, agua + Cmm e agua). A
atividade de peroxidases foi aproximadamente 3 vezes maior em folhas de
plantas de tomate tratadas com ASM do que na testemunha nio inoculada aos 5
dias apés a inoculagio do patdgeno (Baysal, Soylu e Soylu, 2003). Plantas de
tomate tratadas com ASM e nio inoculadas com a bactéria apresentaram
atividade de peroxidases ti0 alta quanto aquelas tratadas com ASM e inoculadas.
Os tratamentos inoculados com o patdgeno apresentaram sempre aﬁvi;iade
maior do que os ndo inoculados (Baysal, Soylu e Soylu, 2003).

Atividade de peroxidases nos tratamentos com a rizobactéria (L2-1)
variou entre 101,083 a 255,687 mgP/min, sendo maxima aos 7 dias apés os
tratamentos, em plantas nio inoculadas com Xam (Figura 8). Kilic-Ekici € Yuen
(2004) verificaram aumento na atividade de peroxidases em Festuca
aurundinacea, 2 dias apés aplicagdo de rizobactéria. Chen et al. (2000),
trabalhando com podriddo de raizes de pepino causada por Pythium
aphanidermatum,_verificaram -aumento na atividade de peroxidases a medida
que > doenga se desenvolvia, sendo o maximo de atividade observado 4-6 dias
apds a inoculagdo do patdgeno. Utilizando do sistema de raizes bipartidas, os
autores demonstraram a indugdo sistémica de peroxidases pelos isolados 63-28 ¢
13 de Pseudomonas ¢ por P. aphanidermatum. Silva et al. (2004) verificaram
atividade extremamente alta de peroxidases em plantas de tomate infectadas e
provenientes de sementes microbiolizadas com rizobactéria, em relacdo aos
outros tratamentos.
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FIGURA 8 — Atividade de peroxidases determinada em amostras de plantas
submetidas aos tratamentos: acibenzolar-S-metil (ASM), isolado
de rizobactéria (L2-1), ASM +L2-1 ¢ t&s\temunha seguidos (a) ou
nio (b) da inoculagio de Xamthomonas axonopodis pv.
malvacearum (Xam). As barras representam o desvio padrdo.



A

Comparando a atividade enzimatica com o contelido de proteinas

soliveis totais, verificou-se que, assim como nas atividades da PAL e B-1,3-
glucanases, nos tratamentos em que foram obtidas as maiores atividades
enzimaticas (Figura 7) houve os menores valores de proteinas soluveis totais
(Figura 2).

A analise das amostras por eletroforese nativa em gel de poliacrilamida
indicou a presenga de peroxidase em todos os tratamentos, confirmando os
resultados obtidos pela leitura da absorbéncia. Verificou-se que o acibenzolar-S-
metil, a rizobactéria ¢ X. axonopodis pv. malvacearum ativaram apenas uma
isoforma de peroxidase (Figura 9). Chen et al. (2000) verificaram que as
isoformas de peroxidases nas raizes de pepino induzidas pelas rizobactérias
foram diferentes daquelas presentes nas raizes infectadas por P.
aphanidermatum, sugerindo que as enzimas de defesa da planta puderam ser
estimuladas nas raizes de pepino colonizadas pelas rizobactérias nio patogénicas
ou numa interagio compativel entre pepino e P. aphanidermatum. Os
mecanismos de ativagdo das peroxidases pelas rizobactérias podem ser

diferentes daqueles da infec¢do do patdgeno.
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FIGURA 9 — Efeito de acibenzolar-S-metil (ASM), isolado de rizobactéria (L2-
1) e Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum (Xam) sobre
peroxidase em plantas de algoddo aos 3 (a), 7 (a), 10 (b) e 14 (c)
dias apos a aplica¢do dos tratamentos.
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5.4 Determinagio de lignina

A deposigdo de lignina e polimeros fendlicos semelhantes a lignina em
plantas de algoddo foi determinada como derivados de TGA. Sete dias ap6s a
inoculagdo de Xam, a deposigéio de lignina foi maior nos tratamentos inoculados
com o patogeno (ASM + Xam = 0,543; L2-1 + Xam = 0,525; ASM + L2-1 +
Xam = 0,476 ¢ Xam = 0,472 pg mg™') do que nos niio inoculados (ASM = 0,517;
L2-1 =0,519; ASM + L2-1 = 0,458 ¢ Testemunha absoluta = 0,398 pg mg™)
(Figura 10). Além disso foi verificado que, em todos os tratamentos inoculados,
o conteiido de derivados de TGA foi maior do que na testemunha inoculada
(Figura 10). Plantas inoculadas ¢ tratadas com ASM apresentaram maior
deposigdo de lignina em relagio aos demais tratamentos. Quanto aos tratamentos
ndo inoculados, verificou-se que as plantas tratadas com a rizobactéria (L2-1)
apresentaram conteido de derivados de TGA maior do que os demais
tratamentos nio inoculados. A aplicagdo simultinea do ASM e da rizobactéria
em plantas inoculadas e nio inoculadas com o patdgeno resultou nos menores
teores de derivados de TGA. Como a deposigio de lignina é acumulativa e sua
determinagdo foi realizada apenés aos 7 dias apés a inoculagdo de Xam, estes
resultados estdo de acordo com aqueles obtidos na determinagdo das atividades
das enzimas PAL e peroxidases, em que as maiores atividades ocorreram em
plantas inoculadas tratadas com ASM, seguidas daquelas tratadas com a
rizobactéria. A aplicagio simultinea destes dois tratamentos resultou em menor
atividade (Figuras 3 ¢ 8). Peroxidases tém sido relacionadas numa variedade de
processos de defesa de plantas, incluindo reagdo de hipersensibilidade,
lignificagio, “cross-linking” de fendlicos e glicoproteinas na parede, suberizagio
e producdo de fitoalexinas (Nicholson ¢ Hammerschimidt, 1992). Assim, pode-
se afirmar que a atividade da peroxidase determinada neste trabalho esteve
relacionada a lignificagdo da parede celular como resposta de defesa da planta.
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FIGURA 10 — Determinagdo de lignina em amostras de plantas de algoddo, 14
dias ap6s os tratamentos (7 dias ap6s a inoculagdo de Xam):
acibenzolar-S-metil (ASM), isolado de rizobactéria (L2-1),
ASM + L2-1 ¢ testemunha seguidos ou ndo da inoculagdo de X.

axonopodis pv. malvacearum (Xam). As médias seguidas pela

mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade. Os valores apresentados correspondem as médias

e as barras representam o desvio padrao.

A associagdo entre a resisténcia induzida por ASM e o aumento de

deposicdo de lignina na parede celular e aumento da atividade das enzimas PAL

e peroxidases POX foi aparente em outros patossistemas (Baysal, Soylu e Soylu,
2003; He, Hsiang ¢ Wolyn, 2002). Em algoddo, Smit ¢ Dubery (1997)
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verificaram que elicitores de Verticillium dahliae aumentaram a atividade de
peroxidases, sintese ¢ deposi¢do de lignina e polimeros fenélicos sirilelhantes a
lignina, resultando, assim, em resisténcia contra a murcha de Ve:rri.cillium.
Resultados semelhantes foram obtidos quando Dong et al. (2003) utilizaram
extrato aquoso de micélio seco de Penicillium chrysogenum como indutor de
resisténcia em hipocotilos de algodédo contra a mesma doenga.

No presente trabalho, verificou-se que a aplicagdo simultdnea do ASM
com a rizobactéria nio aumentou a atividade das enzimas analisadas e deposi¢do
de lignina em relagdo a aplicagdo isolada do ASM. Estes resultados estdo de
acordo com os obtidos em casa-de-vegetagdo (Tabela 2), em que plantas tratadas
com ASM apresentaram maior redugdo da severidade da mancha angular,
diferindo significativamente das plantas tratadas com a rizobactéria, sendo que o
tratamento simultineo do ASM e da rizobactéria proporcionou valores
intermediarios.

Estudos com resisténcia induzida tém demonstrado sua utilizagdo como
potente ferramenta no manejo de doengas causadas por bactérias. Em estudos
sobre o efeito da indugdo de resisténcia contra Clavibacter michiganensis subp.
michiganensis, foi verificada redugdo de 68% do crescimento bacteriano nas
plantas induzidas em relagdo a testemunha (Baysal, Soylu e Soylu, 2003). Isto
sugere que inibidores de crescimento bacteriano sdo produzidos como resultado
da inducdo de resisténcia ou que a planta responde rapidamente a inoculagdo
pela producdo de inibidores do crescimento bacteriano. As defesas induzidas
podem impedir que as bactérias atinjam populagSes criticas necessarias para
causar necrose ou podem, em algumas ocasides, inibir a producdo de fatores

requeridos pela bactéria para iniciar a morte celular (Hammerschmidt, 1999).
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6 CONCLUSOES

1) O acibenzolar-S-metil e o isolado L2-1, utilizados isoladamente ou
simultaneamente, reduziram significativamente a severidade da mancha
angular do algodoeiro em relagdo a testemunha,

2) O melhor tratamento para o controle da mancha angular foi proporcionado
pelo acibenzolar-S-metil, com 57,81% de controle em relagéo a testemunha,

3) Ndo houve efeito aditivo quando se utilizon o acibenzolar-S-metil
simultaneamente com o isolado L2-1;

4) O acibenzolar-S-metil proporcionou os maiores anmentos nas atividades de

-PAL, peroxidases e.p-1,3-glucanases e deposicdo de lignina;

5) As maiofes atividades de PAL, peroxidases e f-1,3-glucanases ocorreram aos
14 dias apés aplicagdo dos tratamentos com acibenzolar-S-metil € o isolado
L2-1.
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CAPITULO 5

Efeito comparative do acibenzolar-S-metil (ASM) com fungicidas-e

antibiético no controle da mancha sii;gular do algodoeiro
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1 RESUMO

ISHIDA, Alessandra Keiko Nakasone. Efeito comparative do-acibenzolar-
S-metil (ASM) com fungicidas e antibiético no controle da mancha angular
do algodoeiro. In: Resisténcia induzida por rizobactérias ¢ acibenzolar-S-metil
(ASM) no controle da mancha angular (Xanthomonas axonopodis pv.
malvacearum) do algodoeiro. Lavras: UFLA, 2004. 130p. (Tese - Doutorado em’
Fitopatologia).”

A eficiéncia do ASM foi comparada com os produtos kasugamicina, oxicloreto
de cobre ¢ cloreto de benzalconio no controle da mancha angular do algodoeiro.
O efeito in vitro dos produtos sobre Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum
(Xam) foi avaliado nas concentragdes de 0, 120, 240, 360 e 480 ppm. A
avaliagio foi realizada medindo-se o halo de inibigiodo crescimento bacteriano
promovido pelos produtos. O efeito dos produtos no controle da mancha angular
foi_avaliado em casa-de-vegetagio em dois ensaios: o primeiro para avaliar o
tratamento preventivo € o segundo, o tratamento preventivo + curativo desta
bacterioSe. No tratamento preventivo, a aplicagio dos tratamentos foi realizada 7
dias antes da inoculagdo de Xam ¢ no tratamento preventivo + curativo, em 3
pulverizagdes, sendo a primeira 7 dias antes da inoculagio ¢ a segunda e terceira
pulverizagdes, 7 e 21 dias depois da inoculago do patogeno. Em ambos ensaios,
a dose utilizada para o ASM foi 10 g i.a./100L de dgua, enquanto os produtos
foram utilizados em suas doses recomendadas. A severidade da mancha angular -
foi avaliada aos 7, 14, 21 e 28 dias apds a inoculagdo do patogeno. O ASM,
kasugamicina e oxicloreto de cobre niio inibiram o crescimento da bactéria in
vitro até a concentragio de 480 ppm, enquanto o cloreto de benzalconio inibiu o
crescimento bacteriano em todas as concentragbes testadas. No tratamento
preventivo, ASM e cloreto de benzalconio proporcionaram reducdes
- significativas na severidade da doenga em relagdo a testemunha, 83,14% e
41,25%, respectivamente. As plantas tratadas com oxicloreto de cobre e
kasugamicina ndio diferiram significativamente da testemunha. No tratamento
preventivo + curativo, apenas o ASM diferiu significativamente da testemunha.
A severidade da mancha angular nas plantas tratadas com 3 aplicagdes do ASM
foi reduzida, em média, 54,38% em relagdo as plantas da testemunha.

*Comité Orientador: Ricardo Magela de Souza — UFLA (Orientador), Mario
Licio Vilela Resende — UFLA e Edson Ampélio Pozza — UFLA.
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2 ABSTRACT —

ISHIDA, Alessandra Keiko Nakasone. Effect of acibenzolar-S-methyl
(ASM), fungicides and antibiotic to control of cotton bacterial blight. In:
Induction of systemic resistance by plant growth promoting rhizobacteria and
acibenzolar-S-methyl (ASM) to control of cotton bacterial blight (Xanthomonas
axonopodis pv. malvacearum). Lavras: UFLA, 2004. 130p. (Thesis - Doctorate

in Phytopathology).”

The efficiency of ASM was compared with kasugamicina, copper oxychloride,
benzalkonium chloride on control of cotton bacterial blight. The in vitro effect
of them on Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum (Xam) were evaluated in
the following concentrations 0, 120, 240, 360 and 480 ppm. The inhibition halo
of bacterial growth was assessed. The effect of the products on the control of
bacterial blight was evaluated in greenhouse in two experiments. In the first was
set up a preventive treatment and in the second, the preventive + curative
treatment of the disease. In the preventive treatment, the ' application of
treatments was accomplished 7 days before the inoculation of Xam and in the
preventive + curative treatment, it was accomplished in 3 sprays, being the first,
7 days before the inoculation, and the second and the third sprays, 7 and 21 days
after the inoculation of the pathogen. In both experiments, the dose used for
ASM was 10 g a.i/100 L of water while the others products were used in their
recommended doses. The severify 6f bacterial blight evaluated a 7, 14, 21 and 28
days after pathogen inoculation. ASM, kasugamicina and copper oxychloride
did not inhibit bacteria growth in vitro, until 480 ppm, while the benzalkonium
chloride inhibited it in all the tested concentrations. In the preventive treatment,
ASM and benzalkonium chloride provided significant reductions on the severity
of the disease in relation to the control, 83.14% and 41.25%, respectively. The
treated plants with copper oxychloride and kasugamicina did not differ
significantly from the control. In the preventive + curative treatment, ASM just
_ differed significantly from the control. The severity of bacterial blight was
reduced in the treated plants with 3 applications of ASM, on average, 54.38% in
relation to the plants not treated.

*Guidance Committee: Ricardo Magela de Souza — UFLA (Major Professor),
Mario Licio Vilela Resende — UFLA and Edson Ampélio Pozza — UFLA.
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3 INTRODUCAO

A mancha angular do algodoeiro (Xanthomonas axo%odzs ‘pv.
malvacearum (Smith) Vauterin, Hoste, Kersters & Swings (1995) (Xam))
considerada de importincia secundaria nos ultimos amos, tem preocupado
seriamente agricultores, técnicos ¢ pesquisadores pelo fato de serem fregiientes
surtos mais severos da doemga. A ocorréncia desta bacteriose aumentou
expressivamente na safra 2001/2002, nos estados do Centro-Oeste ¢ Nordeste do
Brasil, especialmente com o uso de sementes infectadas, de varledad&s
susceptiveis ¢ do monocultivo (Cassetari Neto et al., 2002).

O controle quimico de doengas bacterianas ¢ feito pelo uso de
pulverizagses com fungicidas a base de cobre e antibidticos. Os fungicidas a
base de cobre encontram-se nas formulagdes comerciais sob quatro categorias:
sulfatos basicos, oxicloretos, 6xidos ¢ hidréxidos. No Brasil, apenas o oxicloreto
de cobre ¢ recomendado para o controle da mancha angular do algodoeiro
(Gimenes-Fernandes et al., 1998). Os antibidticos disponiveis no mercado
brasileiro sdo estreptomicina, tetraciclina e kasugamicina, isoladamente ou em
misturas, mas nenhum deles ¢ registrado para a cultura do algodio.

Nenhum trabalho cientifico foi conclusivo sobre o efeito curativo do
cobre sobre esta bacteriose. O uso isolado de oxicloreto de cobre nio tem
controlado satifatoriamente as doencas bacterianas (Araijo e Siqueri, 1999;
Macagnan et al., 1999; 2000; Mendonga ef al., 2002; Beriam, Malavolta Janior e
Costa, 1999; Malavolta Junior, Almeida ¢ Rodrigues Neto, 1999). No entanto, o
wso de misturas entre fungicidas cipricos e em combinagio com antibidticos tem
mostrado um bom controle (Scachetti et al., 2002; Hussain ¢ Tahir, 1993).
Frenhani et al. (1969) verificaram que os tratamentos com fungicidas ciipricos
(oxicloreto de cobre e 6xido cuproso contendo cobre metilico) proporcionaram

boa eficiéncia no controle da mancha angular.
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O uso de oxitetraciclina + estreptomicina isoladamente ou em mistura
com fungicidas cipricos tem apresentado resultados promissores para o controle
desta bacteriose. A multiplicagdo de Xam em meio nutriente agar contendo
oxitetraciclina + estreptomicina foi significativamente inibida nas concentra¢des
de 5, 15, 30, 45 e 60 ppm, enquanto os sintomas da mancha angular foram
significativamente menores em plantas tratadas com o antibitico nas
concentragdes de 30, 45 e 60 ppm (Khan, 1995). Resultados semelhantes foram
observados por Araijo e Siqueri (1999) ao compararem al eficacia de
oxitetraciclina + sulfato de estreptomicina e oxicloreto de cobre na cultivar
CNPA Ita 90, em que o tratamento com os antibi6ticos proporcionou um bom
controle desta bacteriose. Hussain e Tahir (1993) verificaram que plantas
tratadas com oxitetraciclina + estreptomicina em combinag¢do com oxicloreto de
cobre apresentaram menor indice de doenga ¢ maior producdo de sementes
quando comparadas a testemunha, enquanto Scachetti e al. (2002) verificaram
que a mistura de oxitetraciclina + sulfato de cobre tribasico + estreptomicina +
oxitetraciclina proporcionou as menores notas de incidéncia, severidade e maior
numero de capulhos.

Além dos fungicidas cipricos e antibiéticos, novas moléculas vém sendo
estudadas no controle de doengas bacterianas, com rm_xltados promissores, COmo
¢ o caso do acibenzolar-S-metil (ASM), o ativador de resisténcia melhor
estudado € o primeiro produto comercial sob os nomes de BION®,
ACTIGARD™ ¢ BOOST® (Venincio et al., 2000). O ASM tem mostrado
eficiéncia no controle de Ralstonia solanacearum (Silva et al,2001a; Castro et
al., 2000; 2001), Clavibacter michiganensis subsp._michiganensis (Bausal,
Soylu e Soylu, 2003) e Xanthomonas vesicatoria em tomateiro (Silva et
al,2001a; 2001b; 2003a; 2003b; Maia, Romeiro e Lustosa, 2000) ¢ X
campestris pv. phaseoli (Romeiro et al., 1999; Jesus Junior et al., 1999) em
feijao. O Fegatex® ¢ um fungicida elaborado & base de cloretos de benzalc6nio
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(N-Cloreto Alquil Dimetil Benzil Aménio ¢ N-Cloreto Alquil Dimetil Etil _
Benzil Aménio), do grupo quimico quaternarios de aménio, que age por contato.
Este produto tem sido estudado no controle das doengas fingicas do cafeeiro
(Guzzo et al., 1999; Chalfoun et al., 1998) ¢ tomateiro, para o qual se tem
observado também o controle de doengas bacterianas no campo (dados ndo
publicados).
O presente trabalho teve como objetivos comparar a eficiéncia do
" acibenzolar-S-metil com os produtos kasugamicina, oxicloreto de cobre e cloreto
de benzalcdnio sobre o crescimento in vitro de Xam e no controle preventivo da
mancha angular do algodoeiro; bem como a eficiéncia de trés aplicag3es destes
produtos.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Origem, isolamento e preservacio do patégeno

. O isolado foi obtido de folhas de algodoeiro apresentando lesdes tipicas
de mancha angular, provenientes da regido algodocira do estado de Mato
Grosso. Folhas com leses tipicas de mancha angular foram herborizadas no
local de coleta. Posteriormente, procedeu-se o isolamento utilizando-se o meio
523 (Kado e Heskett, 1970) pelo' método de estrias paralelas e posterior
incubagdo po;48 h a 28 °C. Em seguida, o material foi rcpiéado para tubos de
ensaio contendo meio 523 inclinado. A patogenicidade do isolado foi constatada
por inoculagio, pulverizando-se a face inferior das folhas com suspensio
bacteriana na concentragio de 10° UFC/mL. As plantulas inoculadas foram
mantidas por 24 h antes e depois da inoculagio em cidmara imida, sendo em
seguida levadas para casa-de-vcgmw,o Apos o aparecimento dos sintormas, 0

patogeno foi reisolado das lesdes pelo método anteriormente citado. A
preservagdo do isolado durante o decorrer do experimento foi em peptona
glicerol a -80 °C (Lazo e Gabriel, 1987) ¢ em folhas herborizadas.

4.2 Efeito in vitro de pl;(;iutos quimicos sobre Xanthomonas axonopodis pv.

O efeito de acibenzolar-S-metil (ASM), oxicloreto de cobre,
kasugamicina e cloreto de benzalconio sobre Xam foi avaliado in vitro. Foram
utilizadas as seguintes concentragSes dos produtos: 0, 120, 240, 360 e 480 ppm.
Os produtos foram adicionados em discos de papel de filtro esterilizados com
5,5 mm de didmetro. Em cada placa de Petri contendo meio 523, foram
adicionados 5 mL de meio 523 semi-s6lido fundente, contendo 100 pL da
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suspens3o bacteriana e, posteriormente 2 discos equidistantes com os produtos a
serem testados, na mesma concentragdo (Mariano ef al. 2000) As placas foram
incubadas por 48h a 28 °C. O delinecamento expenmental foi inteiramente
casnalizado no esquema fatorial 4 x 5 (4 produtos x 5 concentrag3es),
totalizando 20 tratamentos, com 4 repetigdes. A avaliagdo foi realizada medindo-

se o halo de inibi¢do do crescimento bacteriano promovido pelos produtos.

4.3 Efeito de diferentes produtos quimicos no controle da mancha angular

do algodoeiro

Sementes de algodio da cultivar CNPA Ita 90 foram semeadas em vasos
(1,5 kg) contendo a mistura de solo, arcia e esterco (2:1:1) esterilizada com
brometo de metila. Os produtos testados com suas respectivas dosagens estdo
listados na Tabela 1. A aplicagdo dos tratamentos foi feita 7 dias antes da
| inoculagfio de Xam, realizada 36 dias apés o plantio, pela pulverizagio da face
inferior das folhas com suspensdo bacteriana na concentragio de 10° UFC/mL.
As plantas inoculadas foram mantidas por 24 h antes e depois da inocula¢io em
cidmara imida, sendo em seguida levadas para casa-de-vegetagio.

TABELA 1- Descrigdo dos produtos testados no controle da mancha angular do

algodoeiro,
Produto Marca Comercial = Dose utilizada
Kasumgamicina Hokko Kasumin 500 mL /100L de agua
Oxicloreto de Cobre Cobox 250 g /100L de agua
Cloreto de benzalcénio Fegatex 300 mL /100L de agua
Acibenzolar-S-metil - Bion 10g7100L de agua
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O delincamento experimental foi blocos casualizados, com 5
tratamentos ¢ 4 repetigSes (6 plantas/repeticdo). As avaliagdes foram realizadas
aos 7, 14, 21 e 28 dias ap6s a inoculagdo do patogeno, quando foi avaliada a
severidade da mancha angular. Para todos os ensaios foi utilizada uma adaptagio
da escala de avaliagdo de Sidhu e Webster (1977), a qual é baseada em um
critério de notas que variam de 0 a 4, conforme a severidade da doenga (Tabela
2).

TABELA 2 - Escala de avaliagio de Sidhu e Webster (1977) adaptada para
severidade da mancha angular do algodoeiro.

Nota Severidade
0 0% de folha lesionada
1 _ de 1 a 25% de folha lesionada
2 " de 262 50% de folha lesionada
3 de 51 a 75% de folha lesionada
4 acima de 76% de folha lesionada

4.4 Efeito de diferentes produtos quimicos no controle da mancha angular

do algodoeiro em 3 aplicacdes

Foi avaliado o efeito de diferentes produtos, em trés aplicagdes, no
controle da mancha angular do algodoeiro. Sementes de algoddo da cultivar

CNPA Ita 90 foram semeadas em vasos (1,5 kg) contendo a mistura de solo,

areia e esterco (2:1:1) esterilizada com brometo de metila. Os produtos testados,
com suas respectivas dosagens, estdo listados na Tabela 1. A aplicagdo dos
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tratamentos foi realizada em 3 pulverizagdes, sendo a primeira 7 dias antes da
inoculagdio e a segunda e terceira pulverizagdes, 7 € 21 dias depois da inoculaggo
de Xam. O delineamento experimental foi em blocos casualizados, com 5
tratamentos (4 produtos, 1 testemunha) e 4 repetigdes (6 plantas/repetigdo). A
avaliagio foi realizada aos 7, 14, 21 e 28 dias apés a inoculagdo do patdgeno,
quando foi avaliadd a severidade da mancha angular através da escala de Sidhu ¢
Webster (1977) adaptada.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeito in vitro de produtos quimicos sobre Xanthomonas axonopodis pv.

malvacearum

O cloreto de benzalconio inibiu a bactéria em todas as concentragdes
" testadas, comprovando seu efeito bactericida, porém o maior efeito foi
observado nas dosagens superiores a 240 ppm (Tabela 3). Entretanto nio houve
efeito inibitério no crescimento bacteriano pelo ASM, oxicloreto de cobre e
kasugamicina, mesmo nas maiores concentragdes testadas (Tabela 3). O efeito
fungicida deste produto tem sido demonstrado sobre os principais fungos
causadores de doenca em cafeeiro (Guzzo et al.,'1999; Chalfoun et al., 1998).

TABELA 3 - Efeito de produtos qunmcos sobre o crescimento in vitro-de X.

axonopodis pv. malvacearum.

Produtos Concentracdes (ppm)
0 120 240 360 480
Acibenzolar-S-metil - - - - -
Oxicloreto de Cobre - - - - .
. Kasugamicina - - - - - -
Cloreto de benzalcénio  0b 084b' 09a 105a 108a
CV (%) 6,68

'Médias seguidas de mesma letra nio diferem entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade.
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O ASM como um indutor de resisténcia nio teve efeito direto sobre o
patégeno, como foi observado no Capitulo 3. Resultados semelhantes foram
obtidos com as bactérias fitopatogénicas Xanthomonas vesicatoria, Ralstonia
solanacearum e Pseudomonas syringae pv. tomato, em que o ASM ndo teve
efeito direto in vitro mesmo nas maiores concentracdes (Silva, 2002; Kobayasti
et al., 2001). Em testes in vitro, o oxicloreto de cobre também ndo inibiu os
isolados de X. campestris pv. passiflorae (Beriam, Malavolta Jinior e Costa,
1999) e de X. campestris pv. viticola em concentragSes até 100 ppm (Malavolta
Janior, Almeida ¢ Rodrigues Neto, 1999). Entretanto, Peixoto et al. (1996)
verificaram que o oxicloreto de cobre, em alta conceniragdo (10.000 ppm) ou em
mistura com Kasugamicina (4.000 ppm + 5.000 ppm), inibiu os isolados de R

solanacearum, X. campestris pv. vesicatoria € X. campestris pv. melonis.

5.2 Efeito de diferentes produtoé quimicos no controle da mancha angular

do algedoeiro

Todos os produtos reduziram a severidade da mancha angular quando
comparados & testemunha (Tabela 4). No entanto, apenas o ASM e o cloreto de
benzalcdnio diferiram  §ignificativamente da testemunha, proporcionandc
~ redugdes signiﬁmtivés na severidade da doenga. A severidade da mancha
angular em plantas tratadas com ASM foi reduzida, em média, 83,14% em
relagdo as plantas da testemunha, enquanto, em plantas tratadas com cloreto de
benzalcnio, a redugdo foi de 41,25%. Silva e al. (2003a) verificaram que em
plantas tratadas com ASM, a severidade da mancha bacteriana do tomateiro
(Xanthomonas vesicatoria) foi reduzida em média 70%. No entanto, Soares e
Maringoni (2002) verificaram que o ASM nio apresentou eficacia na indugdo de
resisténcia 3 murcha-de-Curtobacterium. O cloreto de-benzalconio foi eficiente
no controle da ferrugem do cafeeiro (Hemileia vastatrix) (Guzzo et al., 1999),
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mas nd0 no controle da mancha aureolada (P. syringae pv. garcae) (Jesus Jianior
etal., 2002).

TABELA ’4 ~ Efeito comparativo entre ASM, oxicloreto de cobre,
kasugamicina e cloreto de benzalconio sobre a severidade
(AACPD) mancha angular do algodoeiro.

Porcentagem de controle

Tratamentos AACPD em relacio a testemunha
Acibenzolar-S-metil 1046 ¢ 83,14
Cloreto de benzalconio 3645 b 41,25
Oxicloreto de Cobre 42,55 ab . 31,42
Kasugamicina 54,74 ab 11,77
Testemunha 62,04 a -
CV (%) 26,27

'Médias seguidas de mesma  letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel
de 1% de probabilidade.

As plantas tratadas com oxicloreto de cobre e kasugamicina ndo
diferiram significativamente da testemunha, apesar de reduzirem a severidade,
em média, 31,42% e 11,77%, respectivamente. O oxicloreto de cobre, quando
aplicado 1soladamente nao tem proporcionado controle satisfatorio de_algumas
doencas bacterianas, tais como mancha angular do algodoeiro (Araiijo e Siqueri,
1999), mancha bacteriana do pimentdo (Macagnan et al., 1999; 2000) ¢ mancha
bacteriana pequena do tomateiro (Mendonga ef al., 2002), no entanto tem sido
eficiente para o controle da mancha aureolada do cafeeiro (Jesus Junior, 2002;
Gregorine, Goes ¢ Reis, 2000).
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A kasugamicina foi eficiente no controle da mancha angular do morango
(X. campestris pv. fragariae) (Paradela et al., 2001) e da bactenosc do pepmo
(Pseudomonas syringae pv. lachrymans) (Igarashi et al., 1999) B

5.3 Efeito de 3 aplicacbes dos produtes testados nmo controle da mancha

angular do algedoeiro

Observou-se que apesar de todos os tratamentos reduzirem a severidade
da mancha angular quando comparados a testemunha, apenas o ASM diferiu
significativamente (Tabela 5). A severidade da mancha angular nas pla}ltas
tratadas com 3 aplicagdes do ASM foi reduzida, em média, 54,38% em relacdo
as -plantas da testemunha. No entanto, verificou-se que, quando o ASM foi
aplicado uma tnica vez, aos 7 dias antes da inoculagdo, houve reducéo de
83,14% em relagio a testemunha (Tabela 4). Resultados semelhantes podem ser
observados no Capitulo 3 (Tabela 3), cujo melhor tratamento no controle da
mancha angular foi aquele em que o ASM foi aplicado uma tinica vez aos 7 dias
antes da inoculagio do patogeno. Enquanto a eficiéncia da kasugamicina
aumentou (27,34%), a eficiéncia do oxicloreto de cobre ¢ do cloreto de
benzalcdnio diminuiu (11,23% e 10,15%, respectivamente).
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TABELA 5 - Efeito comparativo de 3 aplicagdes de ASM, oxicloreto de cobre,
kasugamicina ¢ cloreto de benzalcGnio sobre a severidade
(AACPD) da mancha angular do algodoeiro.

Porcentagem de controle em

Tratamentos AACPD relaciio a testemunha
Acibenzolar-S-metil 39,31 b 54,38
-Kasugamicina 62,61 ab 2734 -
Oxicloreto de Cobre 76,49 a 11,23
Cloreto de benzalconio 7742 a 10,15
Testemunha 86,17 a -
.CV (%) . 23,14

" TMeédias seguidas de mesma letra nio diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade.
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6 CONCLUSOES

1) ASM, oxicloreto de cobre ¢ kasugamicina ndo inibiram o crescimento in vitro
de X. axonopodis pv. malvacearum até a concentragdo de 480 ppm;

2) Cloreto de benzalconio inibiu o crescimento da bactéria a partir de 120 ppm;

3) ASM e cloreto de benzalconio, quando aplicados preventivamente foram
eficientes no controle de X. axonopodis pv. malvacearum,

4) ASM aplicado uma tinica vez, 7 dias antes da inoculagdo, foi mais eficiente
no controle da mancha angular do algodoeiro.
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