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RESUMO

A inducdo de resisténcia em plantas contra doengas ¢ uma alternativa ao
uso de pesticidas, pois ativa os mecanismos de defesa latentes do hospedeiro.
Hipotetiza-se que os extratos derivados de casca de laranja ¢ de maracuja sejam
capazes de atuar como indutores de resisténcia contra uma ampla gama de
patogenos. Estes residuos contém grande quantidade de pectina, que pode ser
fragmentada, fisica e/ou enzimaticamente, em oligogalacturonideos (OGAs),
potentes eliciadores de resposta de defesa em plantas. Este trabalho foi realizado
com o objetivo de avaliar o efeito de extratos a base de casca de maracuja e
laranja na protecdo e na indug@o de resisténcia em cafeeiro contra a ferrugem
(Hemileia vastatrix) e em tomateiro contra a mancha-bacteriana (Xanthomonas
vesicatoria). Mudas de cafeeiro e tomateiro foram pulverizadas com extratos de
casca de maracuja (M) e de laranja (L), produzidos com ou sem inoculacdao do
agente produtor de pectinase, Cladosporium cladosporioides (cc), em duas
concentragdes, puros (100%) ou diluidos (50%). Mudas de café e tomate foram
inoculadas com H. vastatrix e X. vesicatoria, sete e quatro dias apds a
pulverizagdo, respectivamente. Em cafeeiro, os extratos mais eficientes na
protecao das plantas foram L50% + cc e L50% e, em tomateiro, M50% ¢ M50%
+ cc. Estes extratos apresentaram baixa ou nenhuma toxidez in vitro a H.
vastatrix e X. vesicatoria, respectivamente. No experimento de café, foi
observado aumento na atividade de enzimas, ascorbato peroxidase (APX),
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase (POX) e
polifenoloxidase (PPO). Além disso, houve aumento nos teores de fendis
soluveis totais. No experimento de tomate, plantas pulverizadas com M50 ¢ M50
+ cc apresentaram aumento na atividade das enzimas de defesa, catalase (CAT),
superoxido dismutase (SOD), peroxidase (POX), polifenoloxidase (PPO) e
fenilalanina aménia liases (FAL), em relacdo as testemunhas pulverizadas com
agua. Foi observado também aumento nos teores de lignina e clorofila. Os
extratos de casca de laranja e maracuja conferiram niveis de protecao
satisfatorios, pois, possivelmente, houve reconhecimento dos OGAs por estas
plantas, as quais ativaram as respostas de defesa. Evidenciou-se, portanto, que os
extratos a base de casca de laranja e de maracuja foram eficientes na protecdo e
na indugdo de resisténcia em cafeeiro contra a ferrugem e em tomateiro contra a
mancha-bacteriana.

Palavras-chave: Hemileia vastatrix. Xanthomonas vesicatoria.
Oligogalacturonideos. Pectina. Resisténcia.



ABSTRACT

The induction of resistance in plants against disease is an alternative
method instead of pesticides, as active the resistance mechanisms in plants. It is
hypothesized that extracts derived from orange and passion fruit peels, are able
to induce resistance against a wide range of pathogens. These wastes contain
appreciable amount of pectin, which can be fragmented, physical and/or
enzymatically in oligogalacturonides (OGAs), a potent elicitor of defense
response in plants. Our aim was to evaluate the effect of extracts made of orange
and passion fruit peels in the protection and induction of resistance in coffee
plants against Hemileia vastatrix and in tomato plants against Xanthomonas
vesicatoria. Coffee and tomato seedlings were sprayed with extracts of orange
peels (L) and passion fruit peels (M), inoculated and not inoculated with
Cladosporium cladosporioides (cc), at the concentrations of 100% and 50%.
Seven and four days later, the plants were challenged with H. vastatrix and X.
vesicatoria respectively. In the coffee assay, the best results of protection were
the extracts L50% + cc and L50%, and in tomato, were M50% e M50% + cc.
These extracts showed low inhibition of fungal germination and bacterial
growth. In the coffee experiment, we observed an increased in the enzymes,
ascorbate peroxidase (APX), superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT),
polyphenoloxidase (PPO), and peroxidase (POX) activities. Moreover, higher
contents of total soluble phenolic. Treatment of tomato plants with M50 + cc and
M350 showed an increase of defense enzymes activities, SOD, CAT, POX, PPO
and FAL (phenylalanine ammonia-lyase), in comparison with water treated
control. We also observed increased in the lignin depositions and chlorophyll
contents. The extracts of orange and passion fruit peel showed satisfactory levels
of protection, possibly because there was recognition of OGAs by the plants,
which activate defense responses. Therefore, the extracts of orange and passion
fruit peel were effective in the protection and induction of resistance to coffee
rust and tomato bacterial spot.

Keywords: Hemileia vastatrix. Xanthomonas vesicatoria. Oligogalacturonides.
Pectin e resistance.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUGCAO GERAL

No cenario atual, a agricultura busca um modelo de sustentabilidade,
reduzindo ao minimo o uso de pesticidas. Neste contexto surgem os métodos
alternativos compativeis com a qualidade ambiental, visando o manejo
sustentavel. Dentre estas estratégias destaca-se a resisténcia da planta, ndo
somente por meio do uso de variedades resistentes, geneticamente modificadas,
mas também da indu¢do de resisténcia da propria planta.

A inducdo de resisténcia ocorre pela ativagdo dos mecanismos de defesa
latentes da planta em resposta ao tratamento com agentes bioticos ou abidticos
(RYALS et al., 1996). Os agentes de inducdo sdo denominados de eliciadores,
sejam eles biodticos ou abioticos.

Os eliciadores bioticos podem ser derivados de bactérias, fungos,
oomicetos e também de parede celular da propria planta, como os
oligogalacturonideos (OGAs). Estes sdo produzidos durante a infeccdo por
patégenos (COOPER, 2010). Como exemplos de agentes biodticos t€m-se os
extratos vegetais que, geralmente, sdo constituidos por diversos tipos de
eliciadores (BARGUIL et al., 2005; CAVALCANTI et al., 2006). Por outro
lado, as substancias quimicas sdo exemplos de eliciadores abidticos, como o
acibenzolar-S-metil (ASM) (GUZZO et al., 2001).

Em diversos trabalhos tem sido relatada a eficiéncia de extratos vegetais
no manejo de doengas de plantas (BARGUIL et al., 2005), pois estes
apresentam, em sua composi¢do, substincias bioativas que sdo reconhecidas
pelas plantas e ativam suas respostas de defesa.

Pesquisas realizadas com extratos provenientes de polpa citrica ou casca

de maracuja visando o controle de doengas por meio da indugdo de resisténcia
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sd0 bastante promissoras devido a alta concentragdo de pectina. Estas
substancias podem originar os oligogalacturonideos (OGAs), fragmentos
indutores de resisténcia.

A caracteristica mais importante da indugdo de resisténcia ¢ a ndo
especificidade, ou seja, ocorre uma protegdo generalizada contra uma ampla
gama de patdgenos. Sendo assim, um bom extrato indutor de resisténcia deve ser
efetivo em diferentes interagdes planta-patogeno (SEQUEIRA, 1983).

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito de extratos
a base de casca de maracuja e laranja na protecao e na indugdo de resisténcia em

cafeeiro contra a ferrugem e em tomateiro contra a mancha-bacteriana.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Inducdo de resisténcia no controle de doencas de plantas

O controle quimico tem sido a pratica mais utilizada na protecdo das
plantas contra patégenos por apresentar rapido efeito e ser de facil aplicacgdo.
Entretanto, o uso intensivo dos pesticidas leva ao surgimento de novas racas
resistentes do patdogeno e a quebra da resisténcia genética do hospedeiro (DE
LORENZO et al., 2011). Além disso, o uso indiscriminado de pesticidas causa
desequilibrio ambiental e danos a saude do homem, além de onerar os custos de
producdo (WALTERS et al., 2005).

A indugdo de resisténcia ¢ uma estratégia alternativa no controle de
doengas de plantas, pois consiste na ativacdo de mecanismos de defesa latentes
da propria planta por meio de eliciadores abidticos e bidticos
(HAMMERSCHMIDT; DANN, 1997).

As plantas apresentam diversos mecanismos de resisténcia natural contra
patégenos, como as barreiras pré-formadas que estdo presentes mesmo antes do
contato entre o patogeno e o hospedeiro (CHALFOUN; CASTAGNARO; DIAZ
RICCI, 2001). Estas barreiras de defesa constitutivas podem ser estruturais,
como estdmatos, cuticula, espessura da parede celular e tricomas, ou
bioquimicas, como compostos fenolicos, alcaloides e glicosideos cianogénicos
(AGRIOS, 2005).

Uma vez ultrapassadas as barreiras constitutivas de defesa da planta,
esta pode reconhecer o patégeno e desencadear uma sériec de mecanismos de
resisténcia na tentativa de conter este agente agressor. Estes mecanismos de
defesa induzidos podem ser estruturais, como papilas, lignificagdo, tiloses ou
bioquimicos, como o acumulo de fitoalexinas e proteinas relacionadas a

patogénese (PASCHOLATI; LEITE, 1995).
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O contato entre os microrganismos (ou padroes moleculares associados
aos microrganismos - MAMPs) e o hospedeiro ocorre por meio de receptores
ancorados na membrana plasmatica. Logo apds inicia-se uma cascata de
sinaliza¢do, desencadeando uma ampla gama de mecanismos de defesa,
protegendo as plantas contra uma possivel invasdo do patéogeno (RESENDE et
al., 2010).

Os MAMPs podem ser oriundos de bactérias, fungos, oomicetos e da
parede celular dos vegetais. Os oligogalacturonideos (OGAs) sdo os Unicos
MAMPs derivados da propria planta e podem ser produzidos durante a infec¢ao
por patogenos (COOPER, 2010).

Ap6s o reconhecimento do MAMP ou eliciador, a primeira resposta de
defesa ¢ a explosdo oxidativa ou geracao de espécies ativas de oxigénio (EAO),
tais como perdxido de hidrogénio (H,0,), anion superoxido (O%), radicais
hidroxila (OH"). O H,0, apresenta efeito direto sobre o patdogeno ou atua no
reforco da parede celular, formando uma barreira mecanica efetiva contra a
penetracdo dos patdogenos. Pode atuar também como mensageiro secundario,
ativando a hidrolase do acido benzoico, enzima responsavel pela conversao do
acido benzoico em acido salicilico. (RESENDE; SALGADO; CHAVES, 2003).

As EAOs ocorrem, normalmente, na célula vegetal, mas quando estas se
acumulam podem se tornar toxicas a propria célula da planta. No entanto, as
plantas possuem um conjunto de enzimas antioxidantes, tais como peroxidase
(POX; EC 1.11.1.7), ascorbato peroxidase (APX; CE 1.11.1.1), superoxido
dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) e catalase (CAT; CE 1.11.1.6), que impedem a
acdo toxica das EAOs, protegendo as células da planta (RESENDE;
SALGADO; CHAVES, 2003).

Dentre as proteinas relacionadas com a patogénese (PRPs) sintetizadas
pelas plantas em resposta ao ataque dos patdgenos encontram-se as [-1,3-

glucanases (PR-2; EC 3.2.1.39) e quitinases (PR-3; EC 3.2.1.14) (VAN LOON,
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1997). As quitinases sdo enzimas que podem hidrolisar a quitina, principal
componente da parede celular de fungos. As B-1,3-glucanases sdo enzimas que
hidrolisam polimeros de B-1,3-glucana, os quais, juntamente com a quitina, sdo
0s principais componentes que conferem resisténcia a parede celular dos fungos

(CORNELISSEN; MELCHERS, 1993).

2.1.1 Oligogalacturonideos na inducéo de resisténcia

Os oligogalacturonideos sdo moléculas que contém de dois a vinte
residuos de a-1,4-D-acido galacturdnico, derivados da parede celular das plantas
durante o ataque do patogeno (HAHN; DARVILL; ALBERSHEIM, 1981).
OGAs sao liberados por acdo de pectinases microbianas, as quais agem sobre as
substancias pécticas presentes na lamela média e na parede celular primaria das
plantas (RIDLEY; O’NEILL; MOHNEN, 2001).

As enzimas pectinametilesterase (PME), endo e exo-poligalacturonase
(endo- ou exo-PG) e pectina liase (PL) agem sinergicamente na degradacdo das
substancias pécticas (SOARES et al., 2001; GUMMANDI; PANDA, 2003). As
PMEs atuam catalisando a hidrolise dos grupos metil éster da pectina,
convertendo pectina em pectato com a liberagdo de metanol. Com isso favorece
a atuacdo das PGs (GUMMANDI; PANDA, 2003).

As PGs hidrolisam as ligagdes glicosidicas a-1,4 entre dois residuos de
acido galacturdnico desesterificados. A degradagdo do acido péctico pelas PGs
pode ocorrer a partir das extremidades (exo-PGs) ou de forma aleatéria (endo-
PGs) (MUTLU et al., 1999).

Aplicagoes exogenas de OGAs provocam respostas fisioldgicas nos
tecidos das plantas nos quais sdo produzidas as enzimas PGs. Exemplo desta

atividade da poligalacturonase foi encontrado em suspensdo de células
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cultivadas de fumo, cenoura e rosa, bem como nos cotilédones de algoddo
(RIDLEY; O’NEILL; MOHNEN, 2001).

Segundo Kayshap et al. (2001), as liases rompem ligagdes glicosidicas,
resultando em galacturonideos com uma ligagdo insaturada entre os carbonos 4 e
5 do &cido galacturénico. Da mesma forma que PGs, estas também apresentam
mecanismo de quebra do substrato a partir das extremidades (exo) ou de forma
aleatoria (endo) (UENOJO; PASTORE, 2007).

Os OGAs, quando reconhecidos pelas plantas, sdo capazes de disparar
respostas de defesa, tais como a sintese varias enzimas. A fenilalanina amdnia-
liase (FAL, EC. 4.3.1.25) é a primeira enzima na rota dos fenilpropanoides,
fornecendo precursores de lignina e fendis (STICHER; MAUCH-MANI;
METRAUX, 1997). A peroxidase, outra enzima da rota dos fenilpropanoides,
participa da produgdo de fitoalexinas, espécies ativas de oxigénio e formagao de
barreiras estruturais. As PRPs, como [B-1,3-glucanase e quitinase, podem ser
induzidas durante a penetracao dos fitopatégenos (STICHER, MAUCH-MANI;
METRAUX, 1997).

Subprodutos do setor agroindustrial, como o residuo da industria de suco
de laranja ou de maracuja, podem ser utilizados para a obtengao dos OGAS, pois
estes apresentam em sua composi¢do grande quantidade de substancias pécticas.
Segundo Rivas el al. (2008), a casca de laranja contém cerca de 40% de pectina,
enquanto a casca do maracuja apresenta de 10% a 20% de pectina na sua
constituigdo (MANICA, 1981).

Uma das limitagdes ao uso de OGAS ¢ a baixa eficiéncia de producao,
sendo necessarias estratégias eficientes que permitam uma produgdo em larga
escala. Dentre estas estratégias pode ser citada a clivagem por meio de enzimas

produzidas por microrganismos (RESENDE et al., 2010).
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A atividade eliciadora dos OGAs ¢ bem definida e a aplicagdo exdgena
mostra potencialidade na inducdo de resisténcia. Contudo, muitos estudos ainda

sd0 necessarios para a obtencdo de formulagdes comerciais estaveis e eficientes.

2.2 Culturas de interesse econémico

2.2.1 A cultura do cafeeiro

O Brasil destaca-se por ser o maior produtor ¢ exportador de café do
mundo. No ano de 2010, foram produzidas no pais 48,1 milhdes de sacas de 60
kg de café beneficiado; o Vietnad produziu 16,5 milhdes de sacas; a Indonésia,
9,35 milhdes de sacas ¢ a Colombia, 8,1 milhdoes de sacas (COMPANHIA
NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2011).

Dentre os fatores limitantes a produtividade do cafeeiro destaca-se a
ferrugem alaranjada (Hemileia vastatrix Berkeley e Broome), que pode
ocasionar danos de até 50% da producdo, caso ndo sejam tomadas medidas de
controle adequadas (ZAMBOLIM et al., 2002).

Pulverizagdes foliares com fungicidas sistémicos tém sido eficientes
para reduzir as perdas ocasionadas por esta doenca (ZAMBOLIM et al., 2002).
Porém, o controle quimico causa desequilibrio ambiental e danos a saude
humana, além de levar ao surgimento de novas ragas resistentes do patogeno
(WALTERS et al., 2005). Portanto, uma estratégia eficaz ¢ de menor impacto
ambiental para o manejo da ferrugem do cafeeiro ¢ a inducdo dos mecanismos
de defesa da planta.

Os extratos vegetais apresentam substancias bioativas, capazes de
disparar reagdes de defesa nas plantas (SANTOS et al.,, 2007). Extratos
derivados de residuos da industria de alimentos tém sido citados como

ativadores dos mecanismos de defesa de plantas (BAI et al., 2004).
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2.2.2 A cultura do tomateiro

O tomateiro (Lycopersicon esculentum, Mill.) encontra-se bastante
desenvolvido no Brasil, sendo uma das hortalicas mais consumidas no mundo.
Porém, a cultura esta sujeita a varias doencas que podem limitar sua producao
(KUROZAWA; PAVAN, 1995). Dentre estas doencas, a mancha-bacteriana,
causada por Xanthomonas vesicatoria, se destaca por acarretar perdas
consideraveis na produtividade e na qualidade do fruto (AL-DAHMANI et al.,
2003).

A falta de produtos quimicos eficazes para o manejo das doengas
bacterianas do tomateiro e a resisténcia destas bactérias a antibioticos, como o
sulfato de estreptomicina e produtos a base de cobre, estimularam esforcos para
desenvolver estratégias alternativas de manejo de doengas causadas por esse tipo
de patogeno na cultura do tomateiro (GORE et al., 1999). Dentre estas
estratégias, destaca-se a indugdo de resisténcia, que ¢ caracterizada pela ativacao
dos mecanismos de defesa latentes da planta em resposta a eliciadores abidticos
e biodticos (STICHER et al., 1997).

A indugdo de resisténcia no tomateiro pode ser ativada pelo tratamento
com diferentes agentes, tais como patdgenos virulentos ou avirulentos, os
fragmentos da parede celular bacteriana, substincias quimicas sintéticas e

extratos vegetais (WALTERS et al., 2005).

2.3 Extratos vegetais no manejo da ferrugem do cafeeiro (Hemileia

vastatrix) e da mancha-bacteriana do tomateiro (Xanthomonas vesicatoria)

O desenvolvimento da resisténcia dos fitopatdgenos a fungicidas ¢ um
estimulo para a busca de novos protetores de plantas. Uma alternativa ao uso de

fungicidas sintéticos no manejo de doengas de plantas ¢ o uso de produtos
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naturais. Dentre as op¢des de manejo, os extratos vegetais ricos em substancias
bioativas podem ser capazes de atuar como indutores de resisténcia. Os extratos
de plantas podem apresentar efeitos na germinacdo e¢ na viabilidade de esporos
de fungos (CHANG et al., 2008).

Diversos trabalhos tém relatado a eficiéncia dos extratos vegetais, os
chamados bioindutores, capazes de induzir resisténcia de amplo espectro em
plantas a varios patdégenos no manejo de doengas (BARGUIL et al., 2005;
MEDEIROS et al. 2009; CAVALCANTI et al., 2006; SANTOS et al., 2007).

Resultados promissores tém sido alcangados por meio de pulverizagdes
com suspensdo de ureddsporos de H. vastatrix inativados termicamente e muitos
extratos vegetais (SANTOS et al., 2007; COSTA ; ZAMBOLIM; RODRIGUES,
2007).

Extratos a base de folhas de cafeeiro infectadas pelo fungo H. vastatrix
apresentam eficiéncia de protecdo contra doengas fingicas e bacterianas, como a
ferrugem-do-cafeeiro (H. vastatrix) e a mancha-bacteriana do tomateiro (X.
vesicatoria), respectivamente (BARGUIL et al., 2005; MEDEIROS et al. 2009).

As moléculas eliciadoras presentes nos extratos a base de residuos da
lavoura cafeeira podem ser originadas da parede celular do proprio fungo,
constituida de moléculas de B-glucana e quitina, responsaveis por disparar
respostas de defesa da planta, aumentando os niveis de compostos fendlicos e as
atividades de peroxidases e polifenoloxidases (GUZZO et al., 1987;
MAXEMIUC-NACCACHE; DIETRICH, 1985). Como exemplo, cascas de
frutos de café possuem em sua fracdo soluvel, carboidratos, proteinas, taninos e
varios compostos fendlicos (PANDEY et al., 2000).

Extrato de ramos de lobeira (Solanum lycocarpum), cacaueiro e
cupuaguzeiro, infectados por Crinipellis perniciosa, agente causal da vassoura-
de-bruxa, apresentam moléculas eliciadoras advindas de paredes celulares do

hospedeiro ou do proprio patégeno. Extrato aquoso de folha de café com



18

ferrugem (EFID) e extrato aquoso de lobeira infectada com C. perniciosa (VLA)
foram testados por Santos et al. (2007) quanto a eficiéncia de prote¢do contra a
ferrugem. Os autores observaram que EFID e VLA reduziram a severidade da
ferrugem em 31% e 27%, respectivamente.

Em estudos recentes foi demonstrado que extratos de folhas de folhas de
café (NEFID) apresentaram eficiéncia de protecdo contra X. vesicatoria
(MEDEIROS et al., 2009). Os autores verificaram que NEFID e acibenzolar-S-
metil (ASM) conferiram protecdo contra a mancha-bacteriana, reduzindo a
severidade da doenca em 65% e 69%, respectivamente

A eficiéncia de extratos vegetais no manejo da mancha-bacteriana foi
relatada também por Cavalcanti et al. (2006), utilizando filtrado aquoso do
fungo de C. perniciosa e extrato aquoso de ramos de lobeira, ambas infectadas
por C. perniciosa em pulverizagdes foliares.

Costa, Zambolim e Rodrigues (2007) verificaram reducdo de mais de
77% na infecgdo causada por H. vastatrix em mudas de cafeeiro cv. Catuai
Vermelho pulverizadas com extratos de folhas de café, suspensdes de conidios
fingicos e de células bacterianas.

Pesquisas realizadas com extratos provenientes de polpa citrica ou casca
de maracuja visando o controle de doencas através da indugdo de resisténcia sdao
bastante promissoras devido a presenga de alta concentragdo de substancias
pécticas, as quais originam os OGAs, que sdo fragmentos indutores de
resisténcia.

Cavalcanti et al. (2006), utilizando Ecolife®, uma formulago a base de
biomassa citrica, na prote¢do de plantas de tomateiro contra X. vesicatoria,
agente causal da mancha-bacteriana, obtiveram reducao de 40% na area abaixo
da curva de progresso da severidade da doenga e maior atividade da enzima de

defesa B-1,3-glucanase.
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Pereira et al. (2008) avaliaram a aplicacdo extrato metandlico de casca
de maracuja no controle da murcha-de-verticillium em mudas de cacaueiro e
verificaram que o mesmo reduziu em 19,2% a severidade da doenga.

A caracteristica mais importante da indugdo de resisténcia ¢ a ndo
especificidade, ou seja, ocorre uma protegdo generalizada contra uma ampla
gama de patdgenos. Sendo assim, um bom extrato indutor de resisténcia deve ser
efetivo em diferentes interagdes planta-patogeno (SEQUEIRA, 1983).

Portanto, este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito de
extratos a base de casca de maracuja e laranja na protecdo e na indugdo de
resisténcia em cafeeiro, contra a ferrugem e em tomateiro, contra a mancha-

bacteriana.
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3 CONSIDERACOES GERAIS

No presente estudo foi demonstrado que os extratos a base de casca de
laranja foram mais eficazes para reduzir a severidade da ferrugem do cafeeiro.
enquanto os extratos a base de casca de maracujd foram mais eficazes para
reduzir a severidade da mancha-bacteriana do tomateiro. Contudo, ambos os
extratos foram significativamente capazes de reduzir a intensidade da doenga
nestas culturas em relacdo a testemunha, quando utilizados em menores
dosagens, o que ¢ um indicativo de indugdo de resisténcia.

Sugere-se que estes extratos a base de residuos da industria de alimentos
foram capazes de induzir respostas de defesa nas plantas de tomate e café,
portanto, com potencial para serem usados contra multiplos patégenos. No
entanto, estudos adicionais em condigdes de campo devem ser realizados para
demonstrar a eficacia e a utilizagdo pratica desses extratos no manejo de

doengas.
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RESUMO

A indugdo de resisténcia, mediada por extratos vegetais, pode ser um
método alternativo para o manejo da ferrugem-do-cafeeiro. Extratos vegetais
derivados de casca de laranja e maracuja possuem, em sua composi¢do, grande
quantidade de pectina. Esta substincia pode ser fragmentada mecanica
(moagem), fisica (calor) e/ou enzimaticamente por meio de pectinases
produzidas por Cladosporium cladosporioides, em oligogalacturonideos
(OGAs), um potente eliciador de resposta de defesa em plantas. O trabalho foi
realizado com o objetivo de avaliar o efeito de extratos de cascas de maracuja e
laranja na protecdo e na indugdo de resisténcia em cafeeiro contra ferrugem.
Mudas de cafeeiro foram pulverizadas com extratos de casca de maracuja (M) e
de laranja (L), produzidos com e sem inoculagdo de C. cladosporioides (cc), em
duas concentragdes, puros (100%) e diluidos (50%). As mudas foram inoculadas
com H. vastatrix, sete dias apos a pulverizagdo. Os extratos L50% + cc, L50%,
M50%, L100% e M100% + cc foram eficientes para reduzir a intensidade da
doenga, proporcionando 86%, 82%, 80%, 65% e 58% de protecao,
respectivamente. Em avaliagdes in Vitro, observou-se que estes extratos tém
baixa toxidez a H. vastatrix. Mudas de cafeeiro pulverizadas com L50% e L.50%
+ cc apresentaram aumento na atividade das enzimas antioxidantes, ascorbato
peroxidase (APX), superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). A atividade
de peroxidase (POX) e polifenoloxidase (PPO) foi claramente aumentada apods
inoculacdo com H. vastatrix. Observou-se também aumento no teor de fenois
soluveis totais aos 14 dias apos pulverizacdo, tanto em plantas inoculadas quanto
ndo inoculadas. As aplicagdes foliares dos extratos de casca de laranja
conferiram protecao pelo aumento na atividade de algumas enzimas de defesa,
possivelmente pelo reconhecimento dos fragmentos indutores de resisténcia,
OGAs, evidenciando, portanto, que houve controle por meio da indugdo de
resisténcia

Palavras-chave: Hemileia vastatrix. Coffea arabica. Pectina.
Oligogalacturonideos.
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ABSTRACT

The induction of resistance, by plant extracts, can be an alternative
method for the management of coffee leaf rust. Plant extracts made of orange
and passion fruit peels, as pectin sources. This substance can be fragmented,
mechanical (milling), physical (heat) and/or enzymatically using pectinases
produced by Cladosporium cladosporioides in oligogalacturonideos (OGAs), a
potent elicitor of defense response in plants. This study aimed to evaluate the
effect of orange and passion fruit peels in the protection and induction of
resistance in coffee plants against Hemileia vastatrix. Coffee seedlings were
sprayed with extracts of orange peels (L) and passion fruit peels (M), inoculated
and not inoculated with Cladosporium cladosporioides (cc), at the
concentrations of 100% and 50%. Seven days later, the plants were challenged
with a virulent strain of H. vastatrix. The extracts L50% + cc, L50%, M50%,
L100% and M100% + cc were efficient to decreasing rust severity, providing
86%, 82%, 80%, 65% and 58% protection, respectively. In an in vitro assay, we
observed that the extracts showed low mycelial growth inhibition of H.
vastatrix. Coffee seedlings treated with L50% e L50% + cc showed increased in
the antioxidant enzymes, APX, SOD, CAT and POX. The PPO and POX
activities were clearly induced soon after inoculation with H. vastatrix. Plants
sprayed with passion fruits extracts also showed a significant increase in the
soluble phenolic contents at 14 days after inoculation, plants treated and
untreated with the extracts. Foliar applications of orange peels extracts provided
protection probably because of the activation of defense enzymes increased,
possibly by the recognition of fragments that induce resistance, OGAs. A
possible control through the induction of resistance has occurred.

Keywords: Hemileia vastatrix. Coffea arébica. Pectin. Oligogalacturonides.
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INTRODUCAO

Dentre as doengas que ocorrem no cafeeiro, a ferrugem causada pelo
fungo biotrofico Hemileia vastatrix (Berkeley e Broome) é considerada a mais
importante (ZAMBOLIM; VALE; ZAMBOLIM, 2005). Os danos ocasionados
por esta doenca podem atingir até 50% da producdo, caso ndo sejam tomadas
medidas de controle adequadas (ZAMBOLIM et al., 2002).

Para o manejo da ferrugem tem sido utilizado o controle quimico.
Porém, o uso indiscriminado desta pratica causa desequilibrio ambiental e danos
a saude do homem, além de onerar os custos de producdo e gerar racas
resistentes do patogeno (WALTERS et al., 2005). Atualmente, um dos maiores
desafios dos pesquisadores tem sido determinar métodos alternativos para o
manejo da ferrugem que sejam eficientes, porém, de baixo impacto ambiental
(GUZZO et al., 2001).

Neste cenario destaca-se a indug@o de resisténcia, a qual ativa os
mecanismos de defesa latentes da propria planta, por meio do tratamento com
agentes bidticos (extratos vegetais, microrganismos ou parte desses) ou abidticos
(substancias quimicas) (RESENDE et al., 2004; RYALS et al., 1996).

Apoés o reconhecimento do agente indutor ou eliciador por receptores
transmembranicos ocorre a ativagdo de genes envolvidos em diversas rotas de
defesa, tais como fitoalexinas, lignina e proteinas relacionadas a patogénese
(PRPs), como quitinases, -1,3-glucanases e peroxidases (LOUWS et al., 2001;
PASCHOLATTI; LEITE, 1995).

Os extratos vegetais apresentam substancias bioativas, capazes de
disparar reagdes de defesa nas plantas (SANTOS et al.,, 2007). Extratos
derivados de residuos da industria de alimentos tém sido citados como

ativadores dos mecanismos de defesa de plantas (BAI et al., 2004).
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Extratos de folhas de café, suspensdes de Bacillus subtilis e
Pseudomonas putida foram pulverizados em mudas de cafeeiro e reduziram em
mais de 77% a infec¢do causada por H. vastatrix (COSTA; ZAMBOLIM;
RODRIGUES, 2007). Barguil et al. (2005) observaram que extrato de folhas de
café com ferrugem e Ecolife”, produto a base de polpa citrica, foram eficazes na
redugdo da severidade de mancha-de-phoma, indicando um possivel efeito na
indugdo de resisténcia. Cavalcanti et al. (2006), utilizando Ecolife” na protegdo
de plantas de tomateiro contra Xanthomonas campestris pv. vesicatoria,
obtiveram redugao de 40% na severidade da mancha-bacteriana.

Pesquisas realizadas com extratos a base de casca de maracuja e laranja,
visando o controle de doengas de plantas por meio da indugdo de resisténcia, sdo
bastante promissoras. Estas substancias apresentam alta concentragdo de
pectinas, as quais podem ser fragmentadas, mecénica (moagem), fisica (calor)
e/ou enzimaticamente, em oligogalacturonideos (OGAs), um potente eliciador
de resposta de defesa em plantas (COTE; HAHN, 1994).

Os OGAs sdo moléculas que cont€ém de 2 a 20 residuos de o-1,4-D-
acido galacturdnico, liberadas por a¢do de pectinases microbianas da parede
celular das plantas durante o ataque do patégeno (HAHN; DARVILL;
ALBERSHEIM, 1981). Os OGAs, além de serem fonte de carbono para os
patogenos, podem também ser reconhecidos pelo hospedeiro, o qual ¢ capaz de
resistir a infecg¢do por ativar seus genes de defesa.

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito de
extratos de cascas de maracuja e laranja na prote¢ao de mudas de cafeeiro contra
ferrugem, além de avaliar o efeito destes extratos na atividade das enzimas
envolvidas na resposta de defesa, quitinases, peroxidases, polifenoloxidases,
superoxido dismutase, catalase, ascorbato peroxidase e fenilalanina amoénia-

liases, além da deposi¢do de lignina e fenois soltuveis totais.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal e obtencdo do inéculo

Sementes de cafeeiro (Coffea arabica L.) cv. Catuai Vermelho IAC/144,
suscetivel a ferrugem, foram semeadas em areia esterilizada e irrigadas
diariamente, até atingirem o estadio orelha de onga. Para a avaliagdo do efeito
dos tratamentos na severidade da ferrugem, as mudas foram transplantadas para
sacos de polietileno (15 x 20 cm) contendo terra, areia e esterco bovino (2:1:1).
Para as avaliagdes bioquimicas, as plantulas no estadio orelha-de-onca foram
transplantadas para bandeja de isopor de 72 células contendo substrato comercial
(Vida Verde®). As mudas foram mantidas em casa de vegetacdo, onde foram
irrigadas periodicamente e adubadas conforme a recomendacdo (RIBEIRO;
GUIMARAES; ALVAREZ, 1999).

Ureddsporos de H. vastatrix foram coletados a partir de pustulas de
folhas de cafeeiros infectados naturalmente, em condi¢des de campo, na regido
de Lavras, MG. A coleta foi realizada por meio da raspagem dos uredésporos
das pustulas com pincel de cerdas macias. As inocula¢des foram realizadas por
meio de pulverizagio de uma suspensdo de 7,5 x 10* uredésporos viaveis mL™",
na superficie abaxial das folhas. Estas mudas foram mantidas em cdmara umida

no escuro por 48 horas.

Fungicida e obtencdo dos extratos

Como padrdo de controle quimico foi utilizado o fungicida a base de
triazol e estrobilurina (ciproconazole 80 g L™ e azoxistrobina 200 g L), da
Syngenta Protecdo de Cultivos Ltda., na dose de 1,0 mL por litro de agua.

Para a produgdo dos extratos foram coletados residuos (cascas) de
laranja e maracuja na industria de suco Frutilavras, Lavras, MG. Os residuos,

constituidos de exocarpo, mesocarpo e endocarpo, foram secos ao sol e moidos
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para se obter por¢des menores ¢ homogéneas. Em ensaios prévios (dados ndo
mostrados), foram definidas as concentragdes de 0,2% de pectina da casca de
maracuja e 0,1% de casca de laranja, ou seja, 1,37 g de casca de maracujae 0,5 g
de casca de laranja, os quais foram adicionados separadamente em 100 mL de
dgua. Apos esterilizagdo em autoclave, foi realizada a inoculagdo de 1 x 10°
conidios mL™" de Cladosporium cladosporioides, agente produtor de pectinases
(COSTA, 2007). A incubacao foi realizada a 25°C, sob agitacdo (150 rpm), por
cinco dias. Apos a incubagdo, os sobrenadantes foram coletados e armazenados
a -20°C. Foram preparados também extratos sem a inoculagdo com C.
cladosporioides, casca de maracuja e laranja, seguindo o mesmo processo dos
extratos inoculados. Nos experimentos foram utilizados os extratos de casca de
maracuja (M) e de laranja (L), produzidos com e sem inoculagdo com C.

cladosporioides (cc), em duas concentragdes, puros (100%) e diluidos (50%).

Avaliacdo in vitro da toxicidade das formulagdes sobre a germinacdo de
urediniosporos de H. vastatrix

As formulagdes dos extratos de casca de maracuja e laranja (M100,
M50, M100 + cc, M50 + cc, L100, L50, L100 + cc e L50 + cc), obtidas
conforme descrito anteriormente ¢ o fungicida foram avaliados na germinacéo
de uredésporos de H. vastatrix. Foi utilizada também uma testemunha apenas
com agua. Os experimentos foram realizados em placas de Petri de 9,0 cm de
diametro, contendo 10 mL meio agar-agua (AA) a 2%. Os tratamentos foram
espalhados nas placas, nas concentragdes pré-estabelecidas e sobre o meio foram
depositados 500 puL da suspensdo de ureddsporos de H. vastatrix espalhados
com al¢a de Drigalski. As placas foram incubadas a 25°C, no escuro, por 16
horas e, apds esse periodo, a germinacao foi paralisada com a adi¢ao de 40 pL

de lactoglicerol, com azul de tripan.
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As avaliacdes da percentagem de germinagdo dos ureddsporos foram
realizadas em microscopio estereoscopico, tendo sido avaliados 200 uredosporos

por placa.

Extratos de casca de maracuja e de laranja na severidade da ferrugem do
cafeeiro

Foram realizadas trés pulverizagdes com os extratos de casca de
maracuja (M100, M50, M100 + cc e M50 + cc), de laranja (L100, L50, L100 +
cc e L50 + cc) e do fungicida em intervalo de 30 dias. As testemunhas foram
pulverizadas com agua. Sete dias apds cada pulverizagdo, foi realizada a
inoculag¢do com H. vastatrix, conforme descrito anteriormente.

Formam realizadas avaliagdes da severidade da ferrugem, a partir do
surgimento dos primeiros sintomas, em intervalos de 15 dias, utilizando-se a
escala diagramatica proposta por Cunha et al. (2001). Em seguida, foi calculada
a area abaixo da curva de progresso severidade da doenca (AACPSD), conforme

Shaner e Finney (1977).

Atividade enzimatica

Para determinagdes bioquimicas, mudas de cafeeiro com quatro pares de
folhas foram pulverizadas com os dois tratamentos (L50 ¢ L50 + Cc) que
apresentaram menor severidade da doenga no experimento anterior ¢ uma
testemunha pulverizada com agua, todos inoculados ¢ ndo inoculados com H.
vastatrix. Os tempos de coleta das amostras foliares para a determinagdo da
atividade das enzimas foram de 0, 1, 2, 3, 7, 8 e 10 dias apds a pulverizacao
(DAP). Para a determinacdo dos fendis soluveis totais e lignina, os tempos de
coleta foram de 3 e 14 DAP. A inoculacdo foi realizada seis dias apds a

pulverizagdo dos tratamentos, como descrito anteriormente. Apds a coleta, as
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amostras foram envolvidas em papel aluminio, mergulhadas em nitrogénio
liquido e armazenadas a -80°C.

Para as analises enzimadticas, cada amostra congelada foi pesada (1 g) e
triturada em nitrogénio liquido com almofariz e pistilo, até a obtengdo de um pod
fino. Posteriormente, adicionaram-se 6 mL de tampao acetato de s6dio 50 mM
pH 5,2, 1 mM de EDTA, 1 mM de B-mercaptoetanol e agitou-se por 20
segundos. O extrato obtido foi centrifugado (12.000 g por 15 minutos a 4 °C) e o
sobrenadante foi coletado e armazenado a -80 °C, para posterior analise.

A proteina total do extrato enziméatico foi mensurada de acordo com o
método de Bradford (1976), usando uma curva padrdo de albumina sérica
bovina. A atividade da superoxido dismutase (SOD; EC 1.15.1.1) foi avaliada
pela inibi¢do da reducdo fotoquimica do azul de nitrotetrazélico (NBT), de
acordo com o método de Koshiba (1993). A atividade da catalase (CAT; EC
1.11.1.6) foi determinada seguindo o método de Havir e McHale (1987),
utilizando o coeficiente de extingdo molar de 39,4 mM! cm™, sendo expressa
como pmol de H,O, oxidado por miligrama de proteina por minuto. A atividade
da ascorbato peroxidase (APX; EC 1.11.1.11) foi calculada com base no método
de Nakano e Asada (1981), monitorando-se a taxa de oxidagdo do ascorbato a
290 nm, utilizando-se o coeficiente de extingdo de 2,8 mM™ cm™. A atividade de
quitinase (CHI; EC 3.2.1.14) foi avaliada de acordo com a metodologia Wirth e
Wolf (1990), utilizando-se o substrato CM-Chitin-RBV e expressa em unidade
de atividade por miligrama de proteina por minuto. A atividade de
polifenoloxidases (PPO, EC 1.10.3.1) foi avaliada pela mensuragao da
conversdo do catecol em quinona (GAUILLARD; RICHARD-FORGET;
NICOLAS, 1993), utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 3.450
M 'em™. A atividade de peroxidases de guaiacol (POX, EC 1.11.1.7) foi
determinada seguindo o método de Urbanek, Kuzniak-Gebarowska e Herka

(1991), utilizando o coeficiente de extingdo molar de 26,6 mM 'cm ' e expressa
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como umol de H,O, oxidado por miligrama de proteina por minuto. A atividade
da fenilalanina aménia-liase (FAL, EC 4.3.1.5) foi medida de acordo com Mori,
Sakurai e Sakuta (2001) e os valores foram expressos em umol de acido-
transcindmico miligrama de proteina por minuto, utilizando-se o coeficiente de
extincdo molar de 30,5 mM 'cm .

Na andlise dos teores de fenois soluveis e lignina, cada amostra
congelada foi triturada em nitrogénio liquido com almofariz e pistilo, até a
obten¢do de um po6 fino. Posteriormente, as amostras foram liofilizadas por 16
horas. Uma aliquota de 30 mg do material liofilizado foi transferida para
microtubo de 2 mL e homogeneizada com 1,5 mL de metanol a 80% e mantida
sob agitacdo, por 15 horas, em agitador rotativo, protegido da luz a temperatura
ambiente. A suspensdo foi centrifugada a 12.000 g, por 10 minutos, a 4°C. O
sobrenadante (extrato metanolico) foi usado para a determinacdo dos fenois
soluveis e o residuo solido foi usado para determinar a concentragdo de lignina,

como descrito por Rodrigues et al. (2005).

Delineamento experimental e analise dos dados

Para avaliar a eficiéncia dos extratos na protecdo das mudas de cafeeiro,
foi utilizado o delineamento de blocos casualizados com 4 repetigdes e parcela
experimental composta por 6 plantas.

O ensaio in vitro foi realizado em delineamento inteiramente
casualizado com 4 repeticdes. Nas analises dos teores de fendis soluveis e
lignina foi utilizado delineamento de blocos casualizados, com 3 repeti¢des e
parcela de 4 plantas por coleta. As médias, quando significativas pelo teste F,
para a avalia¢do da protecdo das mudas, ensaio in vitro e fenois soluveis e
lignina, foram comparadas pelo teste de Scott Knott (P<0,05), utilizando-se o

programa estatistico Sisvar™ (Ferreira, 2000).
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Para as analises enzimaticas, foi utilizado o delineamento de blocos
casualizados com 3 repetigcdes e 4 plantas por parcela por coleta. As atividades
enzimaticas dos extratos foram comparadas, ao longo do tempo, com as

testemunhas inoculadas e ndo inoculadas.
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RESULTADOS

Extratos a base de casca de maracujé e laranja na severidade da ferrugem-
do-cafeeiro

Os primeiros sintomas de ferrugem foram observados na superficie
abaxial das folhas, 34 dias apds a primeira inocula¢do. Os extratos L50 + cc,
L50, M50, L100 e M100 + cc ndo diferiram estatisticamente entre si nem do
fungicida, proporcionando um controle de 86%, 82%, 80%, 65% e 58%,
respectivamente, em relagdo a testemunha. Os demais tratamentos, M100, M50
+ cc e L100 +cc, proporcionaram controle de 28%, 26% e 5%, respectivamente,
ndo diferindo da testemunha (Figura 1).

Os testes de germinagdo de uredosporos in vitro indicaram que os
extratos apresentaram, em geral, baixa atividade fungistatica. Dentre os extratos
testados, apenas quatro inibiram germina¢do em mais de 30%, em relagdo a

testemunha (dados ndo mostrados).
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AACPD

Figura 1 Area abaixo da curva de progresso de severidade da ferrugem
(AACPD) em mudas de café cv. Catuai Vermelho IAC /144. Test.
(testemunha pulverizada com 4gua), fungicida (azoxistrobina +
ciproconazol) e os extratos de casca: M100 (maracuja a 100%), M50
(maracuja a 50%), MI100 + cc (maracuja inoculado com
Cladosporium cladosporioides (cc) a 100%), M50 + cc (maracuja
inoculado com cc a 50%), L100 (laranja a 100%), L50 (laranja a
50%), L100 + cc (laranja inoculada com cc a 100%), L50 + cc
(laranja inoculada com cc a 50%). Médias seguidas pela mesma letra
ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Scott Knott
(P<0,05)

Extratos a base de casca de maracuja e laranja na atividade das enzimas
relacionadas a defesa, a deposicéo de lignina e a fenois solGveis totais

Mudas de cafeeiro pulverizadas com o extrato L50 + cc apresentaram
atividade da enzima APX maior que a testemunha aos 7 e 8 dias apos
pulverizagdo (DAP), apresentando producdo maxima, cerca de cinco vezes
maior que a testemunha, aos 14 DAP (Figura 2A). Mudas inoculadas com H.
vastatrix apresentaram aumento atividade de APX em rela¢do a testemunha e
mostraram pico de atividade também aos 14 DAP (Figura 2A). As mudas de
cafeeiro, quando pulverizadas com o extrato L50, apresentaram maior atividade
da APX em relagdo a testemunha de 1 a 7 DAP em plantas ndo inoculadas. Em

plantas inoculadas, essa atividade foi maior a partir de 10 DAP (Figura 2B).
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A atividade da enzima catalase (CAT) seguiu um padrdo semelhante
para os dois extratos, L50 + cc e L50 (Figura 2C ¢ D). Até 3 DAP ndo foi
observado efeito desses tratamentos e nem da testemunha na atividade da CAT.
Plantas tratadas com L50 + cc apresentaram maxima atividade da CAT aos 7
DAP, entretanto, apds a inoculagdo com H. vastatrix, a atividade da CAT
decresceu, apesar de ter se mantido maior que a testemunha (Figura 2C). Mudas
de cafeeiro pulverizadas com o extrato L50 apos inoculagdo apresentaram
aumento na atividade da CAT, em relacdo as plantas ndo inoculadas, com
maxima atividade aos 14 DAP (Figura 2D). Em média, o tratamento L50
apresentou maiores niveis da enzima CAT que o tratamento L50 + cc.

Plantas pulverizadas com o extrato L50 + cc, n3o inoculadas,
apresentaram maior atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) em todas
as avaliagdes (Figura 2E), em relagdo a testemunha pulverizada com agua.
Mudas pulverizadas com o extrato L50, inoculadas e ndo inoculadas com H.
vastatrix, apresentaram ligeiro aumento na atividade depois de 8 DAP. Nas
Figuras 2E e F, observa-se que, em média, os tratamentos L50 e L50 + cc
apresentam maior atividade que a testemunha.

Em relacdo a enzima polifenoloxidase PPO, foi observado que, até a
inocula¢do com H. vastatrix, ndo houve incremento na atividade em nenhuma
época de avaliagdo (Figura 3A e B). No entanto, apds a inoculacdo, a atividade
desta enzima aumentou em plantas tratadas com L50, em relagdo as plantas ndo
inoculadas (Figura 3B).

A atividade de peroxidase (POX) nas plantas pulverizadas com L50 +
cc, ndo inoculadas com H. vastatrix, foi maior em todas as coletas, enquanto
plantas inoculadas apresentaram menor atividade de POX de 8 a 10 DAP ¢

maior atividade aos 14 DAP, em relacao as testemunhas (Figura 3C).
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Figura 2 Atividade de ascorbato peroxidase (APX) (umol de acido ascérbico
oxidado por mg de proteina por minuto), catalase (CAT) (umol de
peroxido de hidrogénio por mg de proteina por minuto) e superoxido
dismutase (unidade de atividade por mg de proteina por minuto) em
folhas de cafeeiro cv. Catuai Vermelho 1AC/144, apds pulverizacao
com L50 + cc (extrato de casca de laranja inoculado com
Cladosporium cladosporioides a 50%) e L50 (extrato de casca de
laranja a 50%), comparados com a testemunha (test.). A inoculacdo
com Hemileia vastatrix (inoc) ocorreu aos 6 dias ap6s a pulverizagéo.
Barras indicam o erro padrao da média
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Plantas pulverizadas com L50, ndo inoculadas, mostraram maior
atividade da POX em 1, 3, 7 ¢ 14 DAP, em relagdo a testemunha (Figura 3D).
Para 0 mesmo tratamento apos inoculagdo (10 ¢ 14 DAP), ocorreu aumento na

atividade desta enzima em relagéo as plantas ndo inoculadas (Figura 3D).

- A

E 008 PPO 0,08 - PPO B

e 0071 0.07 -

2 0.06 0,06 -

= 0,05 0,05 1

Q

£ 0,04 1 0,04 -

& 0,03 - 0,03

S 002 0,02 -

E 0,01 - 0,01

= 0 ‘ 0 e
0 1 2 3 7 8 10 14 0 1 2 3 7 8 10 14

- 15 POX C 1.5 1 POX D

E

[=%}

o ] ]

2 1 1

El

g

<

5 05 0,5 |

g

2

3

§- 0 T T T T T T T 1 O T T T T T T 1
0 1 2 3 7 8 10 14 0 1 2 3 7 8 10 14

Dias apos pulverizagio Dias ap6s pulverizagio

—O—test —@—testinoc —=A—L50 +cc —A—L50 +ccinoc —O-test —@—testinoc —T-L50 -—E—L50inoc

Figura 3 Atividade de polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POX) (umol de
tetraguaiacol por mg de proteina por minuto) em folhas de cafeeiro cv.
Catuai Vermelho TAC/144, apos pulverizagdo com L50 + cc (extrato
de casca de laranja inoculado com Cladosporium cladosporioides a
50%) e L50 (extrato de casca de laranja a 50%), comparados com a
testemunha (test.). A inoculagdo com Hemileia vastatrix (inoc)
ocorreu aos 6 dias apds a pulverizagdo. Barras indicam o erro padrao
da média
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Mudas pulverizadas com os extratos L50 + cc e L50, inoculadas e ndo
inoculadas com H. vastatrix, ndo apresentaram aumento na atividade de
quitinases (QUI) ao longo das avaliagdes, exceto para mudas tratadas com L50
sem inoculac@o aos 14 DAP (Figura 4A e B).

A atividade da fenilalanina aménia-liase (FAL) foi maior em plantas
pulverizadas com L50 + cc e L50 aos 2 ¢ 3 DAP. Nao foi observado efeito da
pulverizagdo destes extratos nas demais avaliagdes, tanto em plantas ndo
inoculadas como em plantas inoculadas (Figura 4C e D). Plantas pulverizadas
com extrato L50, inoculadas com H. vastatrix, apresentaram maxima atividade

aos 10 DAP (Figura 4D).
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Figura 4 Atividade quitinase (QUI) (unidade de atividade por mg de proteina por
minuto) e fenilalanina amonia liases (FAL) (umol de acido trans-
cindmico por mg de proteina por minuto) em folhas de cafeeiro cv.
Catuai Vermelho IAC/144, apos pulverizagao com L50 + cc (extrato de
casca de laranja inoculado com Cladosporium cladosporioides a 50%)
e L50 (extrato de casca de laranja a 50%), comparados com a
testemunha (test.). A inocula¢do com Hemileia vastatrix (inoc) ocorreu
aos 6 dias apds a pulverizagdo. Barras indicam o erro padrao

Nas avaliagoes realizadas, aos 3 e 14 DAP, ndao houve aumento
significativo nos teores de lignina nas plantas pulverizadas com L50 e L50 + cc,
inoculadas e n3o inoculadas, em relacdo a testemunha pulverizada com agua
(Figura 5A). No entanto, plantas pulverizadas com L50 e L50 + cc e inoculadas

com H. vastatrix, em média, apresentaram maiores teores de compostos
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fenolicos totais, porém, estatisticamente, ndo diferiram das plantas ndo
inoculadas na avaliagdo aos 14 DAP (Figura 5A).

Para os teores de fenois soluveis totais, observa-se que, aos 3 DAP, ndo
houve diferenga significativa entre os tratamentos analisados. Contudo, aos 14
DAP foi observado que todos os tratamentos L50 + cc e L50, inoculados e ndo
inoculados, ¢ a testemunha inoculada diferiram estatisticamente das plantas

pulverizadas apenas com agua e ndo inoculadas com H. vastatrix (Figura 5B).
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Figura 5 Teores de lignina (mg de lignina por g de matéria seca) e acimulo de
fenois soluveis (mg de fendis totais por g de matéria seca) em folhas de
cafeeiro cv. Catuai Vermelho IAC/144, apos pulverizagdo com L50 +
cc (extrato de casca de laranja inoculado com Cladosporium
cladosporioides a 50%) e L50 (extrato de casca de laranja a 50%),
comparados com a testemunha (test.). A inoculagdo com Hemileia
vastatrix (inoc) ocorreu aos 6 dias apos a pulverizagdo. Barras indicam
o erro padrao da média. Médias seguidas pela mesma letra, em cada
época de avaliagdo, ndo diferem, pelo teste de Scott Knott (P<0,05)
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DISCUSSAO

Na analise de AACPD, os extratos aquosos de casca de laranja inoculada
e n3o inoculada com C. cladosporioides na dilui¢do de 50% foram
significativamente eficientes na redugdo da ferrugem do cafeeiro. Além disso,
apresentaram baixa atividade fungistatica sobre a germinagao dos uredosporos in
vitro.

Extratos de laranja, na forma do produto comercial Ecolife”, ja foram
testados anteriormente contra a mancha-de-phoma do cafeeiro e reduziram a
area abaixo da curva de progresso da doenga, quando utilizados nas menores
dosagens, o que pode ser um indicativo de indugdo de resisténcia (BARGUIL et
al., 2005). No presente trabalho, foi observado que os extratos de laranja na
menor concentragdo (50%) foram mais eficientes no controle da ferrugem do
cafeeiro, em relacdo aos mesmos tratamentos puros, concordando com os
resultados obtidos por Barguil et al. (2005).

De acordo com as informacdes do fabricante, o produto Ecolife®,
produzido a base de biomassa citrica, € capaz de exercer efeito protetor e/ou
curativo em alguns patossistemas (BARGUIL et al., 2005). Além disso, a
biomassa citrica contém cerca de 40% de substincias pécticas (RIVAS et al.,
2008).

No presente estudo, durante o preparo dos extratos a base de casca de
laranja, as substancias pécticas foram fragmentadas, mecénica (moagem), fisica
(por calor na esterilizacdo) e/ou enzimaticamente (nos extratos produzidos com
o C. cladosporioides), liberando os oligogalacturonideos (OGAs), fragmentos
indutores de resisténcia. Os OGAs foram reconhecidos pelas plantas de cafeeiro,
as quais podem ter ativado respostas de defesa, proporcionando, dessa forma,

altos niveis de controle da ferrugem do cafeeiro.
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Hahn, Darvill ¢ Albersheim (1981) utilizaram agua quente para a
extragdo de OGAs de células obtidas do tecido intacto de soja. Portanto, o
extrato de laranja (L50) sem inoculagdo com C. cladosporioides, liberou os
OGAs devido ao aquecimento durante o processo de esterilizagdo, ou seja,
ocorreu a quebra fisica e ndo enzimatica das substancias pécticas.

Varios autores estudaram a aplicagdo exdgena de OGAs e observaram
que estes provocam respostas fisioldgicas nos tecidos das plantas nas quais sao
produzidas as enzimas poligalacturonases (PGs). Exemplo da atividade das PGs
foi encontrado em suspensdo de células cultivadas de fumo, cenoura e roseira,
bem como nos cotilédones de algodao (RIDLEY; O’NEILL; MOHNEN, 2001).

Os extratos de casca de laranja, produzidos por meio da inoculagdo ou
ndo com o fungo C. cladosporioides, sdo ricos em diversos polissacarideos da
parede celular das cascas e, até mesmo, do proprio fungo. Diversos trabalhos
utilizando extratos vegetais contendo OGAs ndo purificados t€m atribuido as
respostas bioldgicas aos OGAs, no entanto, estas misturas contém outros
agucares, além do acido galacturénico, que podem disparar as respostas de
defesa das plantas (COTE; HAHN, 1994).

Neste trabalho, pulverizagdes com extratos a base de casca de laranja
foram eficientes no controle da ferrugem do cafeeiro porque estes eliciadores de
resposta de defesa imitam o ataque do patégeno. Os eliciadores sdo reconhecidos
pelas plantas de café, ativando, assim, suas respostas de defesa, tais como
aumento na atividade das enzimas APX, CAT, SOD e POX, além de aumentar o
conteudo de fendis soluveis totais. Estes resultados estdo de acordo com aqueles
encontrados por Cavalcanti et al. (2006) que, ao pulverizarem Ecolife” a base de
biomassa citrica em plantas de tomate posteriormente desafiadas com
Xanthomonas vesicatoria, observaram aumento a atividade das enzimas
peroxidases, polifenoloxidases, glucanases e quitinases ¢ maior deposi¢ao de

lignina nas folhas de tomateiro.
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Os incrementos na atividade das enzimas de defesa, durante o presente
estudo, concordam também com os obtidos por Nardi et al. (2006) que,
trabalhando com mudas de cafeeiro pulverizadas com eliciadores abioticos,
observaram indugdo da expressdo de genes de defesa relacionados a explosdo
oxidativa e aumento na atividade das enzimas glutationa-S-transferase,
superoxido dismutase, peroxidase, quitinase e lipoxigenase relacionadas com a
defesa.

Outro mecanismo de indugdo de resisténcia, ativado pelos
oligogalacturonideos, ¢ o aumento na geracdo de EAQOs. Embora possam
contribuir para o reforgo da resisténcia a doengas nos tecidos vegetais, alto nivel
de EAOs pode causar peroxidagdo lipidica e levar a perda da integridade da
membrana do 6rgao da planta. EAOs nos tecidos vegetais podem ser eliminadas
pelo complexo de enzimas antioxidante, SOD, APX e CAT, que atuam
eliminando os efeitos nocivos do excesso de H,O, sobre os tecidos (LAMB;
DIXON, 1997).

O aumento na atividade de enzimas antioxidantes pode traduzir uma
protecdo da planta contra ataque do patdogeno. Neste estudo foi observado
incremento significativo na atividade de APX, CAT e POX, nas plantas
pulverizadas com L50 ¢ L50 + cc. Contudo, a enzima antioxidante SOD
apresentou decréscimo de atividade ao longo do tempo, isso porque a SOD ¢
considerada a primeira linha de defesa contra as espécies ativas de oxigénio,
sendo responsavel pela dismutagdo do O,”, gerando H,0O (GRATAO et al.,
2005). Estes resultados concordam com os obtidos por Zeng et al. (2010), em
frutos de laranja tratados com quitosana, componente da parede celular fungica,
e posteriormente desafiadas com Penicillium spp., que observaram aumento na
atividade das enzimas POX, SOD e APX.

A atividade das outras enzimas antioxidantes APX, CAT e POX foi

similar para os dois tratamentos avaliados, porém, houve uma tendéncia geral de
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maior atividade nas folhas tratadas com L50, apos as plantas terem sido
desafiadas com H. vastatrix.

Durante a penetracdo do patdogeno ocorre ruptura dos tilacoides e, dessa
forma, ¢ liberada a enzima polifenoloxidase (PPO), a qual apresenta a fungdo de
oxidar compostos fendlicos a quinonas, substincias mais téxicas aos
microrganismos do que o proprio fenol (CARDOSO; GARRAWAY, 1977). Foi
observado, neste trabalho, aumento na atividade da PPO apos a inoculagdo com
H. vastatrix nas plantas previamente pulverizadas com extrato de laranja (L50).
Estes resultados concordam com os obtidos por Maxemiuc-Naccache e Dietrich
(1985), os quais sugeriram o envolvimento da enzima PPO na resisténcia do
cafeeiro contra o fungo H. vastatrix. Em 2008, Amaral e¢ colaboradores
estudaram o efeito de indutores na resisténcia de cafeeiro contra Cercospora
coffeicola e também observaram aumento na atividade de PPO.

Outra classe de enzimas de defesas sdo as quitinases (QUI), que atuam
na hidrolise da quitina, principal componente da parede celular de fungos, sendo
sintetizadas pelas plantas em resposta ao ataque dos patdégenos (MAJEAU;
TRUDEL; ASSELIN, 1990), o que nao foi confirmado no presente trabalho.
Apo6s inoculagdo com o agente desafiador H. vastatrix, foi observado que as
plantas ndo inoculadas apresentaram maior atividade de quitinase que as
inoculadas. Estes resultados discordam dos relatados por Guerra-Guimaraes et
al. (2009), ao estudarem atividade da QUI em resposta a infeccdo com H.
vastatrix.

A rota dos fenilpropanoides, iniciada pela conversdo da L-fenilalanina
em acido trans-cindmico reagdo catalisada pela enzima FAL, tem como principal
produto a lignina, a qual atua na resposta de defesa das plantas por reforcar as
paredes celulares contra a invasdo dos patdégenos (LAMB et al., 1989). A
atividade da FAL foi avaliada e, em geral, antes da inocula¢do, manteve-se

superior nas plantas pulverizadas com L50 e L50 + cc, em relagdo a testemunha.
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Esta tendéncia de queda na atividade da FAL durante o experimento foi relatada
também por Cavalcanti et al. (2006) em plantas de tomateiro desafiadas com
Xantomonas vesicatoria.

Os aumentos obtidos na deposicdo de lignina aos 14 DAP, no presente
estudo, concordam com os aumentos observados por Santos et al. (2007), em
plantas de cafeeiro pulverizadas com extrato de casca de fruto de café, extrato de
folha de café com ferrugem e extrato ramos de lobeira infectada com Crinipellis
perniciosa.

Foi observado aumento significativo nos fenois soliveis totais aos 14
DAP, para os dois tratamentos avaliados, L50 e L50 + cc, tanto para as plantas
inoculadas quanto as ndo inoculadas em relagdo a testemunha. De acordo com
Cohen, Gisi e Niederman (1993), a maioria dos estudos indica que a acumulacao
de fenois precede a lignificagdo. Portanto, pode-se inferir que. no presente
estudo, uma posterior lignificagdo poderia ocorrer e, assim, aumentar a defesa da
planta contra infec¢do do patéogeno, pois foi observado um aumento significativo
nos compostos fenolicos aos 14 DAP.

Segundo Resende et al. (2010), a quebra enzimética das substincias
pécticas presentes nos residuos ¢ um entrave para a producdo em larga escala
dos OGAs. Portanto, no presente trabalho, tanto extrato de casca de laranja
produzido com inoculagio de C. cladosporioides (L50 + cc¢) quanto o produzido
na auséncia deste fungo (L50), foram eficientes na redugdo da severidade da
ferrugem. Provavelmente, a quebra da pectina ocorreu pelo aquecimento durante
o processo de esterilizagdo dos extratos (121° C 20 min.™).

Os resultados desse trabalho indicam que a aplicagao foliar de L50 + cc
e L50 disparou as respostas de defesa do cafeeiro, possivelmente por
reconhecimento dos OGAs. Porém, outras moléculas podem ter atuado como
eliciadoras das respostas de defesa, uma vez que os extratos sdo uma mistura de

polissacarideos da parede celular de casca de laranja. Além disso, os extratos
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produzidos pelo cultivo do agente produtor de pectinases, C. cladosporioides,
podem conter constituintes da parede celular flngica. Assim, outros
polissacarideos podem estar envolvidos na ativacdo das respostas de defesa e,
dessa forma, na reducdo da severidade da ferrugem e deverdo ser elucidados

futuramente.
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RESUMO

Visando desenvolver um método alternativo para o manejo da mancha-
bacteriana causada por Xanthomonas vesicatoria, extratos de cascas de laranja e
maracuja, fontes promissoras de oligogalacturonideos, foram testados na
protecdo do tomateiro. Foi avaliado, ainda, o potencial desses extratos em ativar
enzimas de defesa do tomateiro, bem como alterar os teores de lignina, fenois
soluveis totais e clorofila. Mudas de tomateiro foram pulverizadas com extratos
de casca de maracuja (M) e de laranja (L), produzidos com e sem inoculagdo de
C. cladosporioides (cc), em duas concentragdes, puros (100%) e diluidos (50%).
As mudas foram inoculadas com X. vesicatoria quatro dias apos a primeira
pulverizag@o. No experimento in vitro, nenhum extrato inibiu o crescimento da
bactéria. Os extratos M50 + cc e M50 proporcionaram 73% e 81% de protegao,
respectivamente, em relacdo a testemunha pulverizada com agua, nio diferindo
estatisticamente do indutor de resisténcia ASM. Os mesmos extratos
apresentaram aumento significativo nos teores de clorofila, em relagdo a
testemunha inoculada. Mudas de tomate pulverizadas com M50 ¢ M50 + cc
apresentaram aumento na atividade das enzimas de defesa, catalase (CAT),
superéxido dismutase (SOD), peroxidase (POX), polifenoloxidase (PPO),
fenilalanina amonia liases (FAL), em relacdo as testemunhas pulverizadas com
agua. Foi observado aumento no teor de lignina aos 14 dias apo6s pulverizacao
dos extratos e também do ASM. Os resultados sugerem que os extratos de casca
de maracuja induziram resisténcia em tomateiro contra X. vesicatoria, pela
ativagdo de enzimas de defesa. Além disso, plantas pulverizadas com estes
extratos ndo apresentarem alteragdes nos teores de clorofila em relagdo a
testemunha ndo inoculada.

Palavras-chave: Controle alternativo. Oligogalacturonideos. Xanthomonas
vesicatoria. Enzimas de defesa.
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ABSTRACT

With the aim of developing an alternative method for the control of bacterial
spot of tomato, caused by Xanthomonas vesicatoria, extracts of orange and
passion fruit’s peels, promising sources of oligogalacturonides (OGAs), were
evaluated in the protection of tomato plants. We also assess the potential of these
extracts in the activating of defense enzymes, the lignin deposition, and the
content of soluble phenolic compounds and chlorophyll in the leaf tissues. Plants
were sprayed with extracts of orange’s peels (L) and passion fruit’s peels (M),
inoculated and not inoculated with Cladosporium cladosporioides (cc), at the
concentrations of 100% and 50%. Four days later, the plants were challenged
with a virulent strain of X. vesicatoria, under greenhouse conditions. In the in
vitro study, none of the tested extracts showed an inhibitory effect upon X.
vesicatoria growth. The extracts M50 + cc and M50 provided 73% e 81% of
protection respectively, in comparison with water-pre-treated controls, but did
not differ statistically from the ASM, a commercial inducer of resistance. These
extracts also showed a significant increase in the contents of chlorophyll, in
comparison with control treatments. Tomato plants sprayed with M50 + cc and
M50 were observed to have enhanced PAL, POX, PPO, SOD, CAT and APX
enzyme activities, in comparison to water sprayed control. We also observed
increased in the lignin depositions 14 days after extracts and ASM were sprayed.
Our results suggest that the extracts of passion fruit’s peels induced resistance in
tomato against X. vesicatoria by the activation of defense enzymes.
Furthermore, plants treated with passion fruit’s peels did not alter the
chlorophyll contents in comparison with the controls not inoculated.

Keywords: Alternative control. Oligogalacturonides. Xanthomonas vesicatoria.
Defense enzymes.
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INTRODUCAO

A mancha-bacteriana do tomateiro, causada por Xanthomonas
vesicatoria (ex Doidge 1920) (Vauterin et al.,1995), resulta em lesdes foliares,
desfolha, lesdes nos frutos, além de perdas consideraveis na produtividade e na
qualidade comercial do fruto (LOUWS et al., 2001). Esta bacteriose ¢
considerada uma das doengas de maior importancia econdmica no tomateiro,
sendo disseminada em praticamente todas as regides produtoras de tomate.

A falta de produtos quimicos eficazes para o manejo das doencgas
bacterianas do tomateiro e a resisténcia destas bactérias a antibioticos, como o
sulfato de estreptomicina, e produtos a base de cobre estimularam o surgimento
de esforcos para desenvolver estratégias alternativas de manejo de doencas
causadas por este tipo de patdgeno nesta cultura (GORE; GARRO, 1999).
Dentre estas estratégias, destaca-se a indugdo de resisténcia, que € caracterizada
pela ativagdo dos mecanismos de defesa latentes da planta em resposta a
eliciadores abiodticos e bidticos (STICHER; MAUCHMANI; METRAUX,
1997).

Durante a penetracdo dos patdégenos no tecido vegetal ocorre a
degradacdo enzimatica da parede celular e, dessa forma, s@o liberados
fragmentos indutores de resisténcia, como oligogalacturonideos (OGAs). Estas
moléculas contém de 2 a 20 residuos de o-1,4-D-acido galacturénico e atuam
ativando genes de defesa da planta contra patogenos (RIDLEY; O’NEILL;
MOHNEN, 2001). As respostas de defesa podem envolver a sintese de
moléculas relacionadas a defesa, tais como espécies ativas de oxigénio (EAO)
(VAN LOON; REP; PIETERSE, 2006), fitoalexina e proteinas relacionadas a
patogénese (Field et al., 2006). A aplicacdo exdgena de OGAs em dicotiledoneas
estimula a producdo de EAO e induz a ativacdo catalitica de fenilalanina

amonia-liase, primeira enzima da rota dos fenilpropanoides, levando a producao
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de fitoalexina e lignina (RIDLEY; O’NEILL; MOHNEN, 2001; VAN LOON;
REP; PIETERSE, 2006).

O desenvolvimento de formulagdes a base de extratos vegetais capazes
de ativar respostas de defesa introduz uma nova abordagem no manejo de
doencas bacterianas (LOUWS et al., 2001). Os extratos apresentam em sua
constituicdo moléculas eliciadoras capazes de induzir resisténcia em plantas e,
consequentemente, reduzir a intensidade de varias doencas. Dentre as
formulagdes a base de extratos vegetais citadas na literatura, o extrato de folhas
de café¢ (NEFID), rico em eliciadores bidticos, reduziu a severidade da mancha-
bacteriana do tomateiro em 65% (MEDEIROS et al., 2009).

Residuos da industria de sucos, ricos em pectina, sdo fontes promissoras
de eliciadores bioticos, como os OGAs. A pectina, um complexo coloidal de
polissacarideos acidos, pode ser fragmentada por meio de enzimas pectinoliticas,
produzidas por leveduras, bactérias e uma grande variedade de fungos, como o
Cladosporium cladosporioides (COSTA, 2007).

Em raz@o da importancia da mancha-bacteriana para a cultura do
tomateiro ¢ do efeito potencial dos oligogalacturonideos na inducdo de
resisténcia, o presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito
protetor ¢ indutor de resisténcia de extratos a base de cascas de maracuja e
laranja em tomateiro contra a mancha-bacteriana, avaliar a atividade de enzimas
envolvidas em respostas de defesa em plantas e os teores de lignina e fenois

soluaveis totais.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal e obtenc¢ado do indculo

Sementes de tomateiro cv. Santa Cruz Kada, suscetivel a mancha-
bacteriana, foram semeadas em bandejas de isopor de 96 células contendo
substrato comercial (Vida Verde®). Para avaliagdo do efeito dos tratamentos na
severidade da mancha-bacteriana, as mudas foram transplantadas para potes de 5
litros contendo o mesmo substrato, 25 dias apds emergéncia. Para as avaliagdes
bioquimicas, as sementes foram semeadas diretamente nos potes de 5 litros,
contendo o mesmo substrato comercial. As plantas foram mantidas em casa de
vegetagdo, irrigadas periodicamente ¢ adubadas conforme a recomendagdo
(RIBEIRO; GUIMARAES; ALVAREZ, 1999).

Para a obten¢do do inoculo, X. vesicatoria foi isolada de folhas de
tomateiro com sintomas de mancha-bacteriana, coletadas na regido de Lavras,
MG. O isolamento foi realizado em meio 523 de Kado e Heskett (1970) (MB1)
pela técnica de estrias paralelas. Posteriormente, a bactéria foi repicada para
placas contendo o mesmo meio e incubadas a 28°C, durante 12 horas, para o
preparo das suspensdes bacterianas. Para as inoculagdes, a concentracdo da
suspensdo foi ajustada em espectrofotometro para Ass = 0,20, correspondendo a
aproximadamente 10'' UFC L™

As plantas de tomate, 20 dias apos o transplante, foram colocadas em
camara umida por 12 horas, antes da inoculagdo. Apos esse periodo, a
inoculagdo foi realizada via pulverizacdo foliar da suspensdo bacteriana. Apos
inoculagdo, as plantas permaneceram em camara imida a 28°C, por um periodo

de 24 horas.
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Indutor de resisténcia comercial e obtencédo dos extratos

Foi utilizado o indutor de resisténcia comercial acibenzolar-S-metil
(50% de ASM, produto comercial Bion”) da Syngenta Protecio de Cultivos
Ltda, Sdo Paulo, na dose de 0,1 g por litro de agua.

Para a produgdo dos extratos, foram coletados residuos (cascas) de
laranja e maracuja, na industria de suco Frutilavras, Lavras, MG. Os residuos,
constituidos de exocarpo, mesocarpo ¢ endocarpo, foram secos ao sol ¢ moidos
para se obter por¢des menores ¢ homogéneas. Em ensaios prévios (dados nao
mostrados) foram definidas as concentracdes de 0,2% de pectina da casca de
maracuja e 0,1% de casca de laranja, ou seja, 1,37 g de casca de maracujae 0,5 g
de casca de laranja, os quais foram adicionados separadamente em 100 mL de
dgua. Apos esterilizagio em autoclave, foi realizada a inoculagdo de 1 x 10°
conidios mL™" de Cladosporium cladosporioides, agente produtor de pectinases
(COSTA, 2007). A incubacdo foi realizada a 25°C, sob agitacdo (150 rpm), por
cinco dias. Apds a incubagdo, os sobrenadantes foram coletados e armazenados
a -20°C. Foram preparados também extratos de casca de maracuja e de laranja
sem a inoculagdo com C. cladosporioides, seguindo o mesmo processo dos
extratos inoculados com este fungo.

Nos experimentos foram utilizados os extratos de casca de maracuja (M)
e de laranja (L), produzidos com e sem inoculagdo com C. cladosporioides (cc),

em duas concentragdes, puros (100%) e diluidos (50%).

Avaliacdo in vitro da toxicidade das formulacdes sobre Xanthomonas
vesicatoria

As formulagdes dos extratos de casca de maracuja e de laranja obtidos
conforme descrito anteriormente ¢ ASM foram avaliados no crescimento de X.
vesicatoria. Utilizou-se sulfato de estreptomicina 1.000 ppm como padrio de

controle e agua esterilizada como testemunha. Os experimentos foram realizados
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em placas de Petri de 9,0 cm de didmetro, contendo 10 mL do meio MB1, sobre
o qual foi plaqueado 0,1 mL da suspensdo (As4 = 0,20) de X. vesicatoria. Em
seguida, 10 pl de cada tratamento foram adicionados em quatro pontos sobre o
meio MBI1. As placas foram incubadas a 28°C e os halos de inibi¢do foram

avaliados 48 horas ap6s a incubagao.

Extratos de casca de maracuja e de laranja na severidade da mancha-
bacteriana

Plantas de tomate cv. Santa Cruz Kada, 20 dias apds transplante, foram
pulverizadas a cada 7 dias com os extratos de casca de maracuja (M100, M50,
M100 + cc e M50 + cc), de laranja (L100, L50, L100 + cc e L50 + cc) e ASM.
As testemunhas foram pulverizadas com agua. Quatro dias apds a primeira
pulverizagdo, foi realizada a inocula¢do com X. vesicatoria, conforme descrito
anteriormente.

Foram realizadas cinco avaliagdes da severidade da doenga por meio da
adaptacdo da escala de notas baseada em Sidhu e Webster (1977). A
quantificagdo da doenca foi feita por meio de andlise visual convertida em
percentagem de severidade, seguindo-se uma escala (1-4) de area lesionada: 1:
0%-25% da area foliar lesionada; 2: 26%-50% da area foliar lesionada; 3: 51%-
75% da area foliar lesionada e 4: >75% da area foliar lesionada. A area abaixo
da curva de progresso de severidade da doenga (AACPD) foi calculada

conforme Shaner e Finney (1977).

Extratos a base de casca de maracuja e laranja nos teores de clorofila a, b e
total

O teor de clorofila foi determinado em oito folhas por parcela (média de
quatro leituras por folha) localizadas na por¢do mediana da planta, utilizando o

medidor portatil de clorofila SPAD-502 (Soil Plant Analysis Development),
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Minolta Camera Co. Ltd., Japao. Foi utilizada uma curva padrido segundo Arnon
(1949). As amostras foliares (2 g) foram maceradas em nitrogénio liquido e
acondicionadas em frascos de vidro contendo 10 mL de acetona 80%, protegidos
da luz. Foi realizada leitura em espectrofotdmetro a 663 ¢ 645 nm para clorofilas
a e b, respectivamente. A concentragdo de clorofila a foi obtida pela férmula
((12,7 x Agss — 2,69 X Aggs) V 1000 MF) e a de clorofila b, pela formula ((22,9 x
Agss — 4,68 X Agsz) V 1000 MF), segundo Whitham, Blaydes e Devlin (1971),
em que A ¢ a absorbancia, V é o volume final de extrato (10 mL) ¢ MF ¢ a
massa fresca, em gramas. O teor de clorofila total foi obtido pela formula ((20,2
X Agss) + (8,02 x Agez) V 1000 MF). Os valores foram expressos em pmg g'1

tecido fresco.

Atividade enzimatica
Para as determinagdes bioquimicas, plantas de tomateiro cv. Santa Cruz
Kada, 30 dias apds a semeadura, foram pulverizadas com os dois tratamentos
(M50 e M50 + cc) que apresentaram menor severidade da doenga no
experimento anterior, uma testemunha pulverizada com dgua e ASM, na dose de
0,1 g L™, todos inoculados e ndo inoculados com X. vesicatoria. Os tempos de
coleta das amostras foliares para a determinacdo das atividades enzimaticas
foram de 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ¢ 10 dias apds as pulverizagdes (DAP). Para a
determinagdo dos fendis soltiveis totais e lignina, os tempos de coleta foram de 3
e 14 DAP. A inoculagdo com a suspensdo de X. vesicatoria foi realizada quatro
DAP, como descrito anteriormente. Apos a coleta, as amostras foram envolvidas
em papel aluminio, mergulhadas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C,
para posterior determinac@o bioquimica.
Para as analises enzimadticas, cada amostra congelada foi pesada (1 g) e
triturada em nitrogénio liquido com almofariz e pistilo, até a obtengdo de um pod

fino. Posteriormente, adicionaram-se 6 mL de tampao acetato de sdédio 50 mM
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pH 5,2 e agitou-se por 20 segundos. O extrato obtido foi centrifugado (12.000 g
por 15 minutps a 4 °C) e o sobrenadante coletado e armazenado, a -80 °C, para
posterior analise enzimatica.

A proteina total do extrato enzimatico foi mensurada de acordo com o
método de Bradford (1976), usando uma curva padrdo de albumina sérica
bovina. A atividade da superoxido dismutase (SOD; EC 1.15.1.1) foi avaliada
pela inibigdo da reducdo fotoquimica do azul de nitrotetrazélico (NBT), de
acordo com o método de Koshiba (1993). A atividade da catalase (CAT; EC
1.11.1.6) foi determinada seguindo o método de Havir e McHale (1987),
utilizando-se o coeficiente de extingio molar de 39,4 mM™ cm” e expressa
como umol de H,O, oxidado por miligrama de proteina por minuto. A atividade
de polifenoloxidases (PPO) pela mensuracdo da conversdo do catecol em
quinona (GAUILLARD; RICHARD-FORGET; NICOLAS, 1993), utilizando-se
o coeficiente de extingdo molar de 3450 M'cm™'. A atividade de peroxidases de
guaiacol (POX, EC 1.11.1.7) foi determinada seguindo o método de Urbanek,
Kuzniak-Gebarowska e Herka (1991), utilizando-se o coeficiente de extingdo
molar de 26,6 mM ' cm™' e expressa como pmol de H,0, oxidado por miligrama
de proteina por minuto. A atividade da fenilalanina amonia-liase (PAL, EC
4.3.1.5) foi medida de acordo com Mor,i Sakurai e Sakuta (2001) e os valores
expressos em umol de acido transcindmico miligrama de proteina por minuto,
utilizando-se o coeficiente de extin¢do molar de 30,5 mM 'cm .

Para analisar os teores de fenois soluveis e lignina, cada amostra
congelada foi triturada em nitrogénio liquido com almofariz e pistilo, até a
obten¢do de um po fino. Posteriormente, as amostras foram liofilizadas por 16
horas. Aliquotas de 30 mg do material liofilizado foram transferidas para
microtubos de 2 mL e homogeneizadas com 1,5 mL de metanol a 80% e
mantidas sob agitagdo, por 15 horas, em agitador rotativo, protegido da luz a

temperatura ambiente. A suspensao foi centrifugada a 12.000 g, por 10 minutos,
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a 4°C. O sobrenadante (extrato metandlico) foi utilizado para a determinacdo dos
fenois soluveis e o residuo sélido, para determinar a concentra¢do de lignina

como descrito por Rodrigues et al. (2005).

Delineamento experimental e anéalise dos dados

A eficiéncia dos extratos aquosos de casca de laranja e de maracuja na
prote¢ao das mudas de tomateiro foi avaliada utilizando-se o delincamento em
blocos casualizados com 4 repetigdes ¢ parcela experimental composta por 4
plantas.

O ensaio in vitro foi verificado em delineamento inteiramente
casualizado com 4 repeti¢des. Para as analises dos teores de fenodis soluveis e
lignina nas folhas da mudas de tomateiro foi utilizado delineamento em blocos
casualizados, com 3 repeticdes e parcela de 4 plantas por coleta. As médias,
quando significativas pelo teste F, para a avaliacdo da prote¢do das mudas,
ensaio in vitro e fenodis soluveis e lignina, foram comparadas pelo teste de Scott
Knott (P<0,05), utilizando-se o programa estatistico Sisvar® (FERREIRA,
2000).

Para as analises enzimaticas, foi utilizado o delineamento em blocos
casualizados, com 3 repeticOes e 4 plantas por parcela por coleta. As atividades
enzimaticas dos extratos foram comparadas ao longo do tempo com as

testemunhas inoculadas e ndo inoculadas.
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RESULTADOS

Extratos a base de casca de maracuja e laranja na severidade da mancha-

bacteriana do tomateiro

Todos os extratos avaliados proporcionaram controle da mancha
bacteriana do tomateiro, pois diferiram estatisticamente da testemunha. Os
extratos de casca de maracuja M50 + cc e M50 foram os mais eficientes em
reduzir a severidade da doenga. Estes extratos apresentaram controle de 73% e
81%, respectivamente, em relagdo a testemunha pulverizada com agua e nido
diferiram estatisticamente do padrdo de indugdo de resisténcia ASM (82% de
controle), nem da testemunha absoluta. Os extratos L50, M100, M100 + cc,
L100, L100 + cc e L50 + cc promoveram redugdo intermediaria da mancha
bacteriana do tomateiro em relagdo a testemunha, com controle variando de 52%
a 62%.

Os testes in vitro sobre o crescimento de X. vesicatoria indicaram que
nenhum extrato inibiu o crescimento da bactéria. O Unico tratamento que
proporcionou halo inibitério foi o padrao sulfato de estreptomicina (dados nao

mostrados).
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AACPD

Figura 1 Area abaixo da curva de progresso de severidade (AACPD) da mancha
bacteriana causada por Xanthomonas vesicatoria em tomate cv. Santa
Cruz Kada. Test. (testemunha pulverizada com agua e inoculada), test
abs (testemunha pulverizada com agua ndo inoculada), ASM
(acibenzolar-S-metil 0,2g L") e os extratos de casca: M100 (maracuja
a 100%), M50 (maracuja a 50%), M100 + cc (maracuja inoculado com
Cladosporium cladosporioides (cc) a 100%), M50 + cc (maracuja
inoculado com cc a 50%), L100 (laranja a 100%), L50 (laranja a 50%),
L100 + cc (laranja inoculada com cc a 100%), L50 + cc (laranja
inoculada com cc a 50%). Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem significativamente entre si, pelo teste de Scott Knott (P<0,05)

Extratos a base de casca de maracuja e laranja nos teores de clorofila a, b e
total

Durante o periodo de avaliacdo da severidade da mancha-bacteriana do
tomateiro foi avaliado também o efeito dos tratamentos nos teores de clorofila a,
b e total (Figura 2A, B e C). Na primeira avaliagdo (2 DAS), a testemunha
absoluta apresentou maiores teores de clorofila a, b e total, em relagdo aos
demais tratamentos. Aos 4 DAS, os extratos M50, M50 + cc e L50 foram os que
apresentaram os maiores teores de clorofila @ e b, em relagdo a testemunha

inoculada ¢ ndo diferiram da testemunha absoluta. Quanto ao contetido de
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clorofila total, ndo houve diferenca significativa entre as médias dos tratamentos
e testemunhas (Figura 2C).

Na terceira avaliacdo (6 DAS), observou-se que houve diferenga
significativa para os teores de clorofilas a, b e total. Sendo assim, os extratos
M50, M50 + cc e L100 foram superiores no acimulo de clorofila, ndo diferindo
da testemunha sadia, porém, diferiram testemunha da inoculada. Aos 8 DAS,
observou-se ligeira queda nos teores de clorofila a, b e total, no entanto, com
diferenca significativa entre os tratamentos e a testemunha. Nesta avaliagdo, o
extrato M50 se destacou por apresentar maiores teores de clorofila a, b e total.

Na ultima avaliagdo realizada (10 DAS), a diferenga entre os teores de
clorofila a, b e total ndo foram significativas. Todavia, a testemunha absoluta

manteve os maiores teores de clorofila, seguida por L50, M50 e M50 + cc.
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Figura 2 Teor de clorofila a, b e total (ug de clorofila por mg tecido fresco) em

folhas de tomateiro cv. Santa Cruz Kada inoculadas com Xanthomonas
vesicatoria, aos 2, 4, 6, 8 e 10 dias ap6s aparecimentos de sintomas de
mancha bacteriana. Test inoc (testemunha pulverizada com agua e
inoculada), test abs (testemunha pulverizada com agua ndo inoculada),
ASM (acibenzolar-S-metil 0,2g L") e os extratos de casca: M100
(maracuja a 100%), M50 (maracuja a 50%), M100 + cc (maracuja
inoculado com Cladosporium cladosporioides (cc) a 100%), M50 + cc
(maracuja inoculado com cc a 50%), L100 (laranja a 100%), L50
(laranja a 50%), L100 + cc (laranja inoculada com cc a 100%), L50 +
cc (laranja inoculada com cc a 50%). NS e * indicam avaliagdes com e
sem diferenga estatistica significativa, respectivamente, a 5%, pelo
teste Scott Knott (P<0,05)
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Extratos a base de casca de maracuja e laranja na atividade das enzimas
relacionadas a defesa, deposicéo de lignina e fendis solGveis totais

No ensaio avaliando a atividade da enzima superoxido dismutase (SOD),
observa-se que plantas pulverizadas com M50 + cc e inoculadas com X.
vesicatoria apresentaram maxima atividade aos 7 dias apos pulverizagdo (DAP)
(Figura 3A). Em plantas pulverizadas com M50, a atividade da enzima SOD
aumentou significativamente aos 6 DAP, em relagao as plantas ndo inoculadas
com a bactéria ¢ em relagdo a testemunha pulverizada com agua (Figura 3B).
Aspecto semelhante foi observado em plantas pulverizadas com ASM e
inoculadas com X. vesicatoria, pois estas apresentaram maior atividade 6 DAP,
em relacdo aos controles nao inoculados e a testemunha (Figura 3C).

Plantas de tomateiro pulverizadas com M50 + cc, M50 e ASM, sem
inoculacdo com X. vesicatoria, apresentaram maior atividade de catalase (CAT)
em todas as avaliagdes em relacdo as plantas pulverizadas com agua (Figura 3D,
E e F). Apos inoculagdo, plantas pulverizadas com M50 e ASM apresentaram
aumento na atividade enzimatica em relacdo aos respectivos controles nao
inoculados. O mesmo ndo ocorreu para o tratamento M50 + cc, pois, aos 6 DAP,
verifica-se que a atividade da CAT foi maior para plantas ndo inoculadas (Figura

3D,EeF).
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Atividade de superdxido dismutase (SOD) (unidade de atividade por
mg de proteina por minuto) e catalase (CAT) (umol de peroxido de
hidrogénio por mg de proteina por minuto) em folhas de tomate cv.
Santa Cruz Kada, suscetiveis a Xanthomonas vesicatoria (Xv) apds
pulverizacdo com agua (testemunha, -o-), agua e inoculada com Xv
(testemunha, -e-), extrato de casca de maracuja 50% (-O-), extrato de
casca de maracuja 50% inoculado com Xv (-m-), ASM (-0-), ASM
inoculado com Xv (-#-), extrato de casca de maracuja cultivado com
Cladosporium cladosporioides a 50% (-A-), extrato de casca de
maracuja cultivado com C. cladosporioides a 50% inoculado com Xv
(-A-). A inoculagdo com Xv ocorreu aos 4 dias apos a pulverizagdo.
Barras indicam o erro padrao da média
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Nas analises da atividade de peroxidase (POX), plantas pulverizadas
com M50 e M50 + cc até 3 DAP ndo diferiram das testemunhas pulverizadas
com agua. No entanto, apés a inoculagdo ocorreu um incremento significativo na
atividade da POX em relacdo as respectivas testemunhas (Figura 4D e E). Para
as plantas pulverizadas com ASM, ndo inoculadas, observou-se, logo no
primeiro dia, aumento na atividade da enzima POX em relagdo a plantas
pulverizadas com agua. Entretanto, nas plantas pulverizadas com ASM e
inoculadas com X. vesicatoria, o aumento significativo na atividade da POX, em
relagdo a plantas ndo inoculadas e a testemunha pulverizada com agua (Figura
4F), ocorreu apods a inoculagio

Plantas tratadas com os extratos M50, M50 + cc e ASM, 12 horas apoés
pulverizagdo, apresentam pico de atividade da enzima polifenoloxidase (PPO).
Contudo, a atividade desta enzima ndo se manteve constante para nenhum dos
tratamentos (Figura 4D, E e F). Plantas pulverizadas com M50, M50 + cc
inoculadas com X. vesicatoria apresentaram atividade maxima aos 4 ¢ 5 DAP

(Figura 4D e E) e plantas pulverizadas com ASM, aos 5 ¢ 7 DAP (Figura 4F).
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Figura 4 Atividade de peroxidase (POX) e polifenoloxidase (PPO) (umol de
tetraguaiacol por mg de proteina por minuto) em folhas de tomate cv.
Santa Cruz Kada, suscetiveis a Xanthomonas vesicatoria (Xv) apos
pulverizacdo com agua (testemunha, -o-), agua e inoculada com Xv
(testemunha, -e®-), extrato de casca de maracuja 50% (-O-), extrato de
casca de maracuja 50% inoculado com Xv (-m-), ASM (-0-), ASM
inoculado com Xv (-¢-), extrato de casca de maracuja cultivado com
Cladosporium cladosporioides a 50% (-A-), extrato de casca de
maracuja cultivado com C. cladosporioides a 50% inoculado com Xv
(-A-). A inoculagdo com Xv ocorreu aos 4 dias apos a pulverizagéo.
Barras indicam o erro padrdo da média
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Antes da inoculagdo com X. vesicatoria, nenhum dos tratamentos
testados provocou aumento da atividade de fenilalanina amonia-liase (FAL)
(Figura 5A, B e C). Plantas pulverizadas com ASM e inoculadas com a bactéria
apresentaram maior atividade dos 6 aos 10 DAP, em relagdo as plantas ndo
inoculadas e as pulverizadas com agua (Figura 5C). Plantas pulverizadas com os
extratos M50 e M50 + cc e inoculadas apresentaram maxima atividade da

enzima FAL aos 7 DAP (Figura 5A e B).
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Figura 5 Atividade fenilalanina amonia liases (FAL) (umol de acido trans-
cindmico por mg de proteina por minuto) em folhas de tomate cv.
Santa Cruz Kada, suscetiveis a Xanthomonas vesicatoria (Xv) apos
pulverizagdo com agua (testemunha, -0-), dgua e inoculada com Xv
(testemunha, -e-), extrato de casca de maracuja 50% (-0-), extrato de
casca de maracuja 50% inoculado com Xv (-m-), ASM (-0-), ASM
inoculado com Xv (-#-), extrato de casca de maracuja cultivado com
Cladosporium cladosporioides a 50% (-A-), extrato de casca de
maracuja cultivado com C. cladosporioides a 50% inoculado com Xv
(-A-). A inoculagdo com Xv ocorreu aos 4 dias apds a pulverizagdo.
Barras indicam o erro padrdo da média
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Plantas pulverizadas com M50, M50 + cc ¢ ASM e ndo inoculadas nio
apresentaram aumento significativo nos teores de lignina aos 3 DAP, em relacdo
as plantas pulverizadas com agua (Figura 6A). Contudo, aos 14 DAP, foi
observado que todos os tratamentos M50 + cc e M50, inoculados e ndo
inoculados, e testemunha inoculada diferiram estatisticamente das plantas
pulverizadas apenas com agua e ndo inoculadas com X. vesicatoria, assim como
as plantas pulverizadas com ASM, inoculadas ¢ ndo inoculadas com X.
vesicatoria (Figura 5B).

Em relagdo aos teores de fendis soluveis totais, observa-se que nao
houve diferenca significativa de nenhum tratamento em relacdo a testemunha
aos 3 e 14 DAP. Todavia, observa-se que os teores de fendis, em média, foi

maior aos 3 DAP do que aos 14 DAP.
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Figura 6 Teores de lignina (mg de lignina por g de matéria seca) e de fenois
soluveis totais (mg de fendis totais por g de matéria seca) em folhas de
tomate cv. Santa Cruz Kada, suscetiveis a Xanthomonas vesicatoria
(Xv) apds pulverizagdo com, agua (test), agua e inoculada com Xv
(Test Inoc), extrato de casca de maracuja 50% (M50), extrato de casca
de maracuja 50% inoculado com Xv (M50 + cc), Acibenzolar-S-Metil
(ASM), ASM inoc (Acibenzolar-S-Metil inoculado com Xv), M50 +
cc (extrato de casca de maracuja cultivado com Cladosporium
cladosporioides a 50%), M50 + cc inoc (extrato de casca de maracuja
cultivado com C. cladosporioides a 50% inoculado com Xv). A
inoculagdo com Xv ocorreu aos 4 dias apo6s a pulverizacdo. Barras
indicam o erro padrdo da média. Médias seguidas pela mesma letra,
em cada época de avaliagdo, ndo diferem pelo teste de Scott Knott
(P<0,05)
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DISCUSSAO

Neste estudo, extratos de maracuja na dose de 50%, cultivados ou ndo
com C. cladosporioides, promoveram altos niveis de controle da mancha-
bacteriana do tomateiro. Plantas pulverizadas com ASM, padrdo de inducdo de
resisténcia, apresentaram resultados semelhantes. Existem relatos na literatura da
utilizagdo de extratos no manejo desta doenga, porém, os niveis de protecdo
encontrados no presente trabalho foram superiores. Cavalcanti et al. (2006b),
obtiveram 31,4% de prote¢do ao pulverizar extratos de ramos de lobeira
infectadas com C. pernicosa ¢ Medeiros et al. (2009), ao utilizarem o extrato de
folhas de café, observaram redugdo de 65% na severidade da mancha-bacteriana.

A redugdo do teor de clorofila das plantas esta relacionada a severidade
da doenga, devido a reducdo da atividade fotossintética pela destrui¢do das
moléculas de clorofila (LEITE; PASCHOLATI, 1995). No presente trabalho,
plantas pulverizadas com M50 e M50 + cc apresentaram maiores teores de
clorofila em relagdo a testemunha inoculada e também menor severidade da
mancha-bacteriana. Resultados semelhantes foram obtidos por Cavalcanti et al.
(2006b) que, ao pulverizarem plantas de tomate com extrato de ramos de lobeira
e ASM, observaram que estas plantas apresentaram alta atividade fotossintética
e indugdo de resisténcia contra X. vesicatora.

Em relag@o ao ensaio in vitro para avaliar a toxicidade das formulag¢des,
foi observado que nenhum dos extratos testados apresenta efeito direto sob o
crescimento desta bactéria. Resultados semelhantes foram obtidos por
Cavalcanti et al. (2007), os quais comprovaram que suspensdo aquosa de C.
perniciosa ativa respostas de defesa do tomateiro contra X. vesicatoria, porém,
sem apresentar efeito direto sob a bactéria.

No presente trabalho, extratos a base de casca de maracuja foram

eficientes no controle da mancha-bacteriana porque eles sdo ricos em
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oligogalacturonideos (OGAs), fragmentos indutores de resisténcia. Portanto, as
plantas de tomate reconheceram os OGAs ativando suas respostas de defesa,
pois foi observado um aumento na atividade das enzimas, CAT, SOD, PPO ¢
POX e maior deposicdo de lignina. Resultados semelhantes foram obtidos por
Cavalcanti et al. (2006a), ao pulverizarem Ecolife®, produto a base de biomassa
citrica, em plantas de tomate desafiadas com X. vesicatoria, observando
aumento a atividade das enzimas POX, PPO e maior deposicdo de lignina nas
folhas de tomateiro.

Os OGAs dispararam a cascata de sinalizagdo no interior das células,
pois plantas pulverizadas com M50 e ASM, logo apds inoculagdo com X.
vesicatoria, apresentaram aumento significativo na atividade das enzimas
antioxidantes CAT, SOD e POX e as pulverizadas com M50 + cc apresentaram
alta atividade da enzima POX. Estes resultados concordam com os de Bruce e
West (1989) que induziram a atividade de POX ao tratar cultura de células de
manona com OGAs.

Neste trabalho, o aumento na atividade da FAL, primeira enzima na rota
dos fenilpropanoides, ndo foi expressivo, porém, maior que a testemunha
pulverizada com agua, em plantas pulverizadas com M50 e M50 +cc, assim
como o padrdo de indugdo de resisténcia, ASM. Concorda, assim, com o que foi
relatado por Coqueiro, Maraschin e Piero (2011), que observaram maxima
atividade da FAL aos 6 dias apo6s pulverizarem plantas de tomate,
posteriormente desafiadas com X. gardneri, com quitosana, eliciador de resposta
de defesa derivado da parede celular fungica. A ativacdo da FAL pode ter
fornecido precursores para a sintese de lignina e fendis, pois plantas
pulverizadas com M50, M50 + cc, ASM, inoculadas e ndo inoculadas,
responderam com aumento significativo no contetido de lignina aos 14 DAP, em

relagdo a testemunha pulverizada com agua.
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A PPO, enzima associada ao processo de lignifica¢do, apresentou alta
atividade em plantas pulverizadas com os extratos M50 ¢ M50 + cc no primeiro
e no segundo dia apos inoculagdo com X. vesicatoria. Cavalcanti et al. (2006a)
relacionaram o aumento na atividade das enzimas POX e PPO com a redug¢édo na
severidade da mancha-bacteriana, confirmando os resultados obtidos no presente
trabalho.

Conclui-se que os extratos de maracuja testados apresentaram niveis de
protecao satisfatorios semelhantes ao padrdo de indugdo de resisténcia, ASM.
Provavelmente, extratos de maracuja possuem OGAs, que foram capazes de
ativar respostas de defesa das plantas por meio da ativagao de enzimas de defesa
e lignificacdo dos tecidos. Além disso, plantas pulverizadas com estes extratos
ndo apresentarem alteragdes nos teores de clorofila a, b e total, em relagdo a
plantas sadias, indicando que o manejo da doenga se deu por inducdo de

resisténcia.
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