MARIA ANGELICA GUIMARAES BARBOSA

RESISTENCIA DE ALGODOEIRO A RAMULOSE:
AVALIACAO DE LINHAGENS, INDUTORES QUIMICOS,
ENZIMAS ENVOLVIDAS NA RESPOSTA DE DEFESA E CUSTO
FISIOLOGICO DA INDUCAO.

RECIFE-PE
MARCO, 2006



MARIA ANGELICA GUIMARAES BARBOSA

RESISTENCIA DE ALGODOEIRO A RAMULOSE:
AVALIACAO DE LINHAGENS, INDUTORES QUIMICOS,
ENZIMAS ENVOLVIDAS NA RESPOSTA DE DEFESA E CUSTO
FISIOLOGICO DA INDUCAO.

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em  Fitossanidade  da
Universidade Federal Rural de
Pernambuco, como parte dos requisitos
para obtencdo do titulo de Doutor em
Fitossanidade, Area de concentracio:
Fitopatologia.

RECIFE-PE
MARCO, 2006



Ficha catalogréfica

Setor de Processos Técnicos da Biblioteca Central — UFRPE

B238r

Barbosa, Maria Angélica Guimaraes

Resisténcia de algodoeiro a ramulose: avaliacao de
linhagens, indutores quimicos, enzimas envolvidas na
resposta de defesa e custo fisiolégico da inducao / Maria
Angélica Guimaraes Barbosa — 2006.
143 1. :l.

Orientador: Delson Laranjeira

Tese (Doutorado em Fitopatologia) — Universidade
Federal Rural de Pernambuco. Departamento de
Agronomia.

Inclui bibliografia.

—

CDD 581.2

SOXNOUAWN =

Gossypium hirsutum
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides
Componentes epidemiolégicos
Silicio

Agro-Més®
Acibenzolar-S-metil
PR-proteinas

Enzima

Algodao

Inducéo de resisténcia
Laranjeira, Delson

Titulo

Marleide Guedes
Bibliotecaria
CRB 1135




RESISTENCIA DE ALGODOEIRO A RAMULOSE:
AVALIACAO DE LINHAGENS, INDUTORES QUIMICOS,
ENZIMAS ENVOLVIDAS NA RESPOSTA DE DEFESA E CUSTO
FISIOLOGICO DA INDUCAO.

MARIA ANGELICA GUIMARAES BARBOSA

COMITE DE ORIENTACAO

Prof. Dr. Delson Laranjeira — Orientador
Prof. Dr. Rildo Sartori Barbosa Coelho — Co-orientador

Prof. Dr. Egidio Bezerra Neto — Co-orientador

RECIFE-PE
MARCO, 2006



RESISTENCIA DE ALGODOEIRO A RAMULOSE:
AVALIACAO DE LINHAGENS, INDUTORES QUIMICOS,
ENZIMAS ENVOLVIDAS NA RESPOSTA DE DEFESA E CUSTO
FISIOLOGICO DA INDUCAO.

MARIA ANGELICA GUIMARAES BARBOSA

Tese defendida e aprovada pela Banca Examinadora

ORIENTADOR:

Prof. Dr. Delson Laranjeira

EXAMINADORES:

Prof. Dr. Egidio Bezerra Neto

Dr®. Maria Menezes

Prof®. Dra. Rosa de Lima Ramos Mariano

Dr. Nelson Dias Suassuna

Prof. Dr. Sami Jorge Michereff

RECIFE-PE
MARCO, 2006



AGRADECO
A Rildo Sartori Barbosa Coelho,

mais que professor e orientador,

amigo e exemplo a ser seguido

Aos meus pais Thereza e Paulo

DEDICO



SUMARIO

AGRADECIMENTOS.......ooo ettt e tve e et vae e e
SUMARIO............oooooiveeeoereieeeesesee e
RESUMO.......ooo ettt ettt e e et e et e e e s st b e e e sataeseseraeeenes
ABSTRACT ... ..ottt e e e e erae s e raee e eeaas
CAPITULO I - Introducio Geral.................coocooueiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e
Referéncias BiblioGraficas.........ccuueviiieiieiiiiiniieeecee et

CAPITULO II - Resisténcia de linhagens de algodoeiro & ramulose

baseada em componentes epidemioldgicos..........................

ADSITACT. ...ttt ettt ettt et st s bt et e bt e st e e nre e e
L0313 40T L Lo o SO RRRSR
Material € MELOAOS. ....couveiriiiiiiiiiiieeiiete ettt
Resultados € DISCUSSAO. .....coueeiiiiiiriiiiieiieeieeiteee ettt
Referéncias BiblioGraficas.........ccueviiieiiiiiiiiiiieecee et
CAPITULO III - Resisténcia induzida do algodoeiro & ramulose e

atividade de enzimas envolvidas na resposta de

defesadaplanta...................coooooeeiiiiiiiieiiee e

) 2] 1108 Lo JOR PP PR

vii

72

72

74

75

71

78

83

94

95



viil

ADSITACT. ...ttt ettt et ettt ettt et e bt esaaeesne e e 96
INEFOAUGAO. ..ttt ettt ettt s 98
Material € MELOAOS. ....cc.ueiriiiiiiiiiiiieiee ettt 100
Resultados € DISCUSSAO.......coueeuiiiiiniiiiieiieeie ettt 104
Referéncias BiblIOGraficas.........coouevviiiiiiiiiiiiiiiiiiicceece e 109

CAPITULO IV - Custo fisiolégico da resisténcia induzida em algodoeiro

sob diferentes niveis de nitrogénio.....................c..ccoc....... 121
RESUMO. ...t 121
ADSIIAC. ...ttt ettt sttt ettt ettt et s eae et 123
INEPOAUGAO. ..ttt ettt et ettt e 124
Material € MELOOS. ....c.uueiruiiiiiiiiiteeiie ettt ettt s 126
Resultados € DISCUSSA0........eeeuiiiriiiiiiienieeeiee ettt et 129
Referéncias BIbLIOGIraficas.........cccoovieiiiiiiiiiiiiiiiiiiicicc e 133

CONCLUSOES GERAIS........ooooeoeeeoeoeoeeeeeeeeeeeee e es e 142



RESUMO

O algodao € o produto de maior importancia econdmica do grupo das fibras,
porém a producdo pode ser seriamente reduzida pela ramulose, doenca causada pelo
fungo Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides, que tem como principal medida
de controle a utilizacdo de cultivares resistentes. No presente estudo, avaliou-se a
resisténcia de linhagens de algodoeiro a ramulose, a indugdo de resisténcia por indutores
quimicos, a atividade de enzimas envolvidas na resposta de defesa e o custo fisiologico
da resisténcia induzida na planta. A avaliagdo da resisténcia de 34 linhagens de
algodoeiro a ramulose foi realizada com base nos componentes epidemioldgicos, indice
de doenca inicial (IDI), indice de doenca final (IDF), taxa de progresso da doenca
(TPD) e area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD). Foi verificado o efeito
dos indutores acibenzolar-S-metil (ASM), Agro—Més® (AM) e silicato de sdédio (Si) nas
linhagens de algodoeiro CNPA GO 2000 — 1256 (resisténcia intermediaria) e CNPA
GO 2002 — 7997 (suscetivel). Os indutores ASM e AM foram aplicados 5 e 10 dias
antes da inoculagdo do patdgeno, através de pulverizacdo foliar, enquanto Si foi
incorporado ao substrato. Aos 24 dias apds a inoculagdo, as plantas foram avaliadas
quanto ao indice de doenga (ID). ASM e AM foram avaliados também, utilizando trés
dosagens de cada indutor e determinada a atividade de B-1,3-glucanase, peroxidase e
fenilalanina amonia liase (PAL), aos cinco e dez dias apds a inoculacdo do patégeno. O
custo fisioldgico da resisténcia induzida foi avaliado com base na resposta das plantas
aos indutores ASM, AM e 4cido jasmonico (AJ) em substratos com dois niveis de
nitrogénio. As plantas foram avaliadas quanto a altura (AP), comprimento de internédio

(CI), biomassa fresca da parte aérea (BFPA), biomassa fresca da raiz (BFR), biomassa
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seca da parte aérea (BSPA) e biomassa seca da raiz (BSR). Também foi determinada a
atividade das enzimas PAL e peroxidase. A linhagem CNPA GO 2002 — 7997 ¢é
altamente suscetivel a doenca, com o maior IDF. Foram constatadas correlacdes
significativas (P=0,05) entre as varidveis IDI, IDF e AACPD. A andlise da distancia
Euclidiana por UPGMA permitiu a separagdao das linhagens em dois grupos, um dos
quais, formado apenas pela linhagem CNPA GO 2002 — 7997, e o outro grupo pelas
demais linhagens. N@o foi observada influéncia da época de aplicagdo dos indutores. A
linhagem CNPA GO 2000 — 1256 apresentou menor ID para todos os indutores em
relacdo a testemunha. A varidvel AACPD nio apresentou interagdo entre época, cultivar
e indutor, embora todos os indutores tenham diferido significativamente da testemunha.
De maneira geral, ndo houve diferenca significativa entre dosagens de indutores e
testemunha. CNPA GO 2002 — 7997 apresentou considerdvel aumento na atividade de
B-1,3-glucanase quando tratadas com os indutores, enquanto na atividade de peroxidase
apenas ASM- D; para CNPA GO 2002 — 7997 e ASM- D3 para CNPA GO 2000 — 1256
diferiram da testemunha, aumentando significativamente a atividade enzimética. Nao
houve aumento na atividade de PAL. No geral, ASM proporcionou o controle da
ramulose do algodoeiro, aumentando os niveis de enzimas envolvidas na resposta de
defesa da planta, porém apresentou alto custo fisiolégico, com acentuada redugdo na

AP, BFPA e BSPA acompanhada de maior atividade de peroxidase.

Palavras-chaves: Gossypium hirsutum, elicitores, Colletotrichum gossypii var.
cephalosporioides, controle alternativo.

ABSTRACT

Cotton is the higher economically important plant fiber producer, however yield

can be seriously reduced by ramulosis, caused by the fungus Colletotrichum gossypii
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var. cephalosporioides, for that the main control management practice is the use of
resistant cultivars. In the present work, it was assessed resistance to ramulose of cotton
lines, the induction of resistance by chemical inducers, the activity of enzymes involved
in the defense response and the physiological cost of induced resistance in cotton. The
resistance evaluation to ramulosis of 34 cotton lines was performed on the basis of
epidemiological components, initial disease index (IDI), final disease index (FDI),
disease progress rate (DPR) and area under the disease progress curve (AUDPC). It was
verified, also, the effect of disease resistance inducers acibenzolar-S-methyl (ASM),
Agro—Més® (AM) and sodium silicate (Si) in the cotton cultivars CNPA GO 2000 -
1256 (intermediate resistant) and CNPA GO 2002 — 7997 (susceptible). The inducers
ASM and AM were sprayed 5 and 10 days before inoculation of the pathogen, by foliar
spray, while Si was mixed to the susbstract. At 24 days after inoculation, plants were
assessed for disease index (DI), AUDPC and percent control (PC). ASM and AM were
also tested using three doses of each inducer and determined the activity of B-1,3-
glucanase, peroxidase and phenilalanine ammonia lyase (PAL), at five and ten days
after inoculation of the pathogen. The physiological cost of induced resistance was
assessed on the basis of plant response to the inducers ASM, AM and jasmonic acid
(JA) in substracts fertilized with two levels of nitrogen. Plants were assessed for plant
height (PH), internode length (IL), shoot fresh biomass (SFB), root fresh biomass
(RFB), shoot dry biomass (SDB) and root dry biomass (RDB). It was also determined
the activity of the enzymes PAL and peroxidase. The line CNPA GO 2002 — 7997
showed high susceptibility to disease, with higher FDI. It was obtained significative
(P=0,05) correlations between the variables IDI, FDI and AUDPC. The analysis of
Euclidian distance by UPGMA allowed the separation of lines in two groups, one of

them, composed only by line CNPA GO 2002 — 7997, and all the others grouped in a
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second one. It was not observed influence of the time of inducers treatment. Line
CNPA GO 2000 — 1256 displayed lower DI for all disease resistance inducers compared
to the control. The variable AUDPC did not present interaction between period, cultivar
and inducer, although all inducers were significantly different from control. In general,
no significantly difference could be detected among doses and control. It was verified
the activity of B-1,3-glucanase and peroxidase at 10 DAE. CNPA GO 2002 — 7997
showed considerable increase in [-1,3-glucanase, while peroxidase activities only
ASM- D; to CNPA GO 2002 — 7997 and ASM- D3 to CNPA GO 2000 — 1656 showed
significantly difference from control and increase enzymatic activity. No increase in
PAL activity could be detected. ASM produced control of ramulose in cotton,
increasing the levels of enzymes involved in the plant defense response, however
showed high physiological cost, with accentuated reduction in PH, SFB and SDB

followed by a higher activity of peroxidase.

Additional Keywords: Gossypium hirsutum, abiotic inducers, Colletotrichum gossypii

var. cephalosporioides, alternative control.
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INTRODUCAO GERAL

O algodoeiro Gossypium hirsutum L. r. latifolium Hutch. pertence a familia
Malvaceae e o seu cultivo representa 90% da fibra natural produzida mundialmente.
Além desta espécie, o género é constituido por mais 51, dentre estas, apenas trés
também sdo cultivadas e exploradas economicamente: G. barbadense L. G.
herbaceum L. e G. arboreum L. (CARVALHO, 1999).

Dentre as fibras vegetais, a mais utilizada pelo homem € a do algodao €, cujo
comprimento pode atingir 38 mm. Devido as poucas exigéncias em relacdo ao solo e
ao clima, esta malvéacea pode ser produzida, praticamente, em todos os continentes,
constituindo um dos produtos de maior importancia econdomica do grupo das fibras,
pelo volume e valor da producao. Tem também grande importancia social, devido ao
grande numero de empregos gerados direta e indiretamente pelo seu cultivo
(RICHETTT; MELO FILHO, 2001).

As sementes do algodoeiro sdo ricas em 6leo (18 a 25%) e contém de 20 a
25% de proteina bruta. O 6leo extraido da semente, apds ser refinado, é utilizado na
alimentacdo humana e na fabricacdo de margarina e sabdo. A torta, subproduto da
extracdo do 6leo, € utilizada na alimentacdo animal devido ao seu alto valor protéico
com 40 a 45% de proteinas. O tegumento € usado para fabricar certos tipos de
plésticos e de borracha sintética (BELTRAO, 2003; RICHETTIL; MELO FILHO,
2001). Na alimentagdo animal, além da torta, sdo utilizados vdrios outros
subprodutos do algodoeiro, sendo os mais importantes, o farelo, o caroco e as cascas

do carogo de algodao (CARDOSO, 2001).
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A cultura do algodoeiro é uma das mais importantes do Brasil. No ano de
2004, a area plantada foi de 1,159 milhdo ha, com producdo de 3.798 milhdes t de
algodao em caroco (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA - IBGE, 2006). A produtividade alcancada no Brasil é acima de 1000
Kg fibra/ha, sendo uma das maiores do mundo para condi¢des de sequeiro, pois dos
mais de 80 paises que cultivam essa fibrosa, apenas Grécia, China, Israel, Siria,
Turquia, Espanha e Austrdlia produzem acima desse valor, porém, todos utilizam
irrigacdo e t€m custo de produgdo superior aos praticados na regido Centro-Oeste do
Brasil (BELTRAO, 1998, 2003).

Atualmente, no Brasil, a principal regidao produtora, ¢ a Centro—Oeste,
seguida pela Nordeste. Os principais Estados produtores sdo, pela ordem: Mato
Grosso (1.884 mil t de algoddo herbaceo em carogo, com produtividade de 4.011
Kg/ha), Bahia, Goids, Sdo Paulo e Mato Grosso do Sul. Pernambuco ocupa a 15*
colocagdo nacional na producdo de algoddao em caroco (2.305 t de algodao herbaceo
em caroco, com produtividade média de 618 Kg/ha) (INSTITUTO BRASILEIRO
DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE, 2006).

A partir de meados da década de 80 a cultura do algodoeiro entrou em crise,
que se prolongou por aproximadamente dez anos. Essa crise ocorreu inicialmente
devido ao impacto do bicudo (Anthonomus grandis Boheman) nos sistemas de
producdo dos pequenos produtores do Nordeste, porém a principal causa foi a
retirada dos subsidios agricolas por parte do governo e baixos precos do produto
(FREIRE; COSTA e ANDRADE, 1999).

A retomada da producdo de algoddo no Brasil, principalmente com o

deslocamento do eixo produtor do Nordeste para o Centro-Oeste e a utilizacdo de
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cultivares obtidas em outras regides e as novas condicdes ambientais, levou ao
agravamento de problemas fitossanitarios (CIA et al. 2002).

Dentre as principais doencas do algodoeiro no Brasil, destaca-se a ramulose,
causada pelo fungo Colletotrichum gossypii South var. cephalosporioides Costa
como uma das mais importantes dentre todas as doengas flingicas e bacterianas,
principalmente no Cerrado (CIA; FUZATTO, 1999).

A doenca foi constatada pela primeira vez no Brasil, em 1936, no Municipio
de Rancharia-SP (COSTA; FRAGA JR, 1937) e, atualmente, encontra-se
disseminada por todas as regides do pais, onde o algodoeiro é cultivado. Nos Estados
de Goids, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e algumas localidades do Nordeste, as
plantacdes de algodao vém sofrendo sérios problemas devido a incidéncia da doenca,
que ocorre também nos Estados de Sao Paulo e Parand. Fora do Brasil, foi relatada
somente na Venezuela e Paraguai (CIA; SALGADO, 2005).

Os sintomas da doenga iniciam-se nas folhas jovens, com o aparecimento de
manchas necréticas de coloragdo pardo-escura, de formato arredondado, quando
localizadas entre as nervuras, e alongadas quando ao longo destas, no peciolo ou na
haste principal. As manchas localizadas nas folhas quando aumentam de tamanho
possuem forma estrelada e o tecido necrosado rasga-se e destaca-se, originando
lesdes perfuradas. Em especial as manchas localizadas nas nervuras podem acarretar
o crescimento desigual dos tecidos foliares, ocasionando o enrugamento da superficie
do limbo. As lesdes que ocorrem no peciolo ou haste principal da planta, quando
progridem, podem causar a queda da folha ou quebra do ponteiro. Posteriormente,

observam-se ramificagdes dos galhos, internddios curtos e intumescidos, deixando a
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planta com aspecto ramalhudo, sintoma conhecido como ramulose (CIA; MEHTA,
2001; CIA; SALGADO, 2005; LIMA; BATISTA, 1997; PAIVA et al., 2001).

Quando a doenga afeta plantas novas, as gemas terminais podem ser
novamente infectadas e morrerem, as novas brotagdes surgidas em decorréncia da
morte do meristema apical consomem energia da planta para o crescimento
vegetativo em detrimento da formacao de estruturas reprodutivas (CIA; SALGADO,
2005). Dependendo da suscetibilidade da cultivar, da idade da planta afetada e das
condi¢des climdticas, podem ocorrer perdas de 80% ou mais (FREIRE et al., 1997).
As caracteristicas mais afetadas do algodoeiro, em funcdo da doenga, sdo a
produtividade, o peso do capulho, o comprimento e finura da fibra e o peso de
sementes (CARVALHO et al., 1984).

O patégeno ¢é disseminado, principalmente, por meio de sementes
contaminadas, podendo ser veiculado externamente, na forma de conidios, ou
internamente, na forma de micélio dormente (LIMA et al., 1985). A infec¢do das
sementes por C. gossypii var. cephalosporioides esta relacionada com o estaddio de
desenvolvimento da planta por ocasido da infeccdo e, também, com as condi¢des
climaticas favoraveis ao patégeno (LIMA et al., 1985). Este fungo pode sobreviver
no solo de uma safra para a outra, sendo também considerado causador de
tombamento de pré e pds-emergéncia de plantulas (WATKINS, 1981). Quando
veiculado pela semente ou presente no solo, o indculo primdrio causa lesdes em
algumas plantas que vao servir como fonte de indculo secunddrio. LesOes
secunddrias ocorrem nas plantas adjacentes propagando-se radialmente, formando
reboleiras (SANTOS et al., 1994). A partir de um foco inicial da ramulose, a taxa de

progresso € de 1m a cada cinco dias, aproximadamente, enquanto as condicdes
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climaticas permanecerem favordveis, ou seja, com alta pluviosidade, temperatura
entre 25 e 30 °C, considerada Gtima para o fungo, e boa fertilidade do solo (SANTOS
et al., 1994).

A utilizagdo de sementes sadias e o tratamento das sementes contaminadas
com fungicidas sdo medidas recomendadas para o controle da ramulose do
algodoeiro. Para obten¢ao de sementes com melhor qualidade sanitdria, € necessario
que os campos de producdo de sementes tenham baixa incidéncia da doenca,
principalmente da ramulose tardia (PAIVA et al., 2001). Em Sao Paulo, campos com
mais de 5% de plantas afetadas nao sdo aprovados para producao de sementes (CIA;
FUZATTO, 1999; CIA; SALGADO, 2005).

Nos estadios iniciais da ramulose tardia, recomenda-se, ainda, as seguintes
medidas: inspecdo freqiiente do campo para localizacdo e erradicacao das plantas que
possam servir como fonte de indculo; pulverizacdes preventivas das plantas sadias
com fungicidas. Complementarmente, deve-se utilizar o plantio com rotacdo de
culturas e queima de restos culturais (CIA; SALGADO, 2005).

O controle quimico com a utilizacdo de fungicidas vem sendo bastante
utilizado, sendo indicado o uso de oxicloreto de cobre, captan, carbendazin, thiram,
entre outros (AGROFIT, 2006). A maioria dos produtos é recomendado para
tratamento de sementes, podendo o oxicloreto de cobre ser aplicado quando a doenga
encontra-se na fase inicial de manchas necréticas, nao se mostrando eficiente quando
a doenca encontra-se na fase de indu¢do de superbrotamento (PAIVA et al., 2001).
Segundo Cia e Salgado (2005) e Paiva et al. (2001), a utilizagdo de variedades

resistentes € a medida de controle mais indicada para a ramulose do algodoeiro.
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Nos ultimos anos, grande nimero de cultivares e linhagens de algodoeiro vém
sendo avaliado quanto a resisténcia a ramulose (LIMA; BATISTA, 1997; LIMA et
al., 1996; MEHTA et al., 2005; NASCIMENTO, 2001; SUASSUNA, 2005). Nos
primeiros trabalhos realizados no Brasil, dentre as cultivares locais, apenas a
Piratininga 086 possuia resisténcia (COSTA, 1941). Posteriormente, a linhagem HR
21 T 16 foi eleita como fonte de resisténcia nos trabalhos de melhoramento do
algodoeiro. Esta linhagem € proveniente do cruzamento da Texas 16 com a cultivar
542 (LIMA et al., 1984).

Segundo Carvalho et al. (1985), o nivel de resisténcia a ramulose varia com o
grau de pilosidade dos gendtipos de algodoeiro. Os glabros sdo mais resistentes que
os pilosos. Em trabalho realizado sobre a heranga da resisténcia a ramulose do
algodoeiro, Carvalho et al. (1988) evidenciaram que a resisténcia é controlada por
um par de genes, sendo a suscetibilidade parcialmente dominante, com grau de
dominancia de 0,95 e herdabilidade de 0,51. Segundo Carvalho et al. (1994) ao
determinar a heranca da resisténcia de algoddao a ramulose, o efeito de fatores
extranucleares genéticos ndo foi detectado e constataram, também, reduzida
influéncia do ambiente na variacao fenotipica das cultivares avaliadas.

Atualmente, vdarias cultivares foram desenvolvidas com alto grau de
resisténcia a ramulose, tais como, BRS Antares, IAC 23, MT 95-122, BRS
FACUAL, dentre outras (CIA et al., 2002; FREIRE; FARIAS, 2001; FREIRE et al.,
1997, 1999). As cultivares HR 21T16 e HR 102, apesar de serem altamente
resistentes a ramulose, ndo possuem boas qualidades agrondmicas (LIMA; VIEIRA,
1999). Outro problema enfrentado na avaliacdo de genétipos, € que nem sempre a

resisténcia da planta adulta estd relacionada com a resisténcia no estddio de plantula,
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com a percentagem do patégeno nas sementes, ou com a percentagem de transmissao

semente-plantula (TANAKA; MENTEN, 1992a, 1992b).

Inducao de resisténcia

A resisténcia induzida € um estado fisiolégico de “aumento de capacidade de
defesa” elicitado por um estimulo ambiental especifico, quando as defesas da planta
sdo potencializadas contra a chegada de um patégeno (VAN LOON; BAKKER e
PIETERSE, 1998). Este aumento na resisténcia é efetivo contra uma ampla faixa de
patégenos e parasitas, incluindo fungos, bactérias, virus, nematdides, plantas
parasitas e até mesmo insetos herbivoros (BENHAMOU; NICOLE, 1999;
KESSLER; BALDWIN, 2002; MC DOWELL; DANGL, 2000; STICHER;
MAUCH-MANI e METRAUX, 1997; VAN LOON; BAKKER e PIETERSE, 1998).

Os primeiros estudos sobre inducdo de resisténcia tiveram inicio em 1933
com os trabalhos de Chester, nos quais ele se referia a resisténcia induzida como
imunidade fisiologica adquirida (VALLAD; GOODMAN, 2004). Posteriormente,
Ross (1961), demonstrou que plantas de fumo (Nicotiana tabacum L.) apds infec¢ao
localizada com o virus do mosaico do fumo (TMV) e a formacgdo de lesdes necréticas
nas folhas inferiores, adquiriam resisténcia sist€émica contra varios patégenos. Na
mesma época, segundo Vallad e Goodman (2004), Cruikshank e Mandryk
demonstraram que a infeccao de plantas de fumo com Peronospora tabacina Adam,
agente causal do mildio do fumo, levou a um aumento de resisténcia contra
patégenos foliares. Estes estudos foram o marco para o desenvolvimento dos
modelos cldssicos da resisténcia induzida em outras plantas na década de 80, tais

como pepino (Cucumis sativus L.), feijao (Phaseolus vulgaris L.), arroz (Oryza
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sativa L.) e Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Ficou demonstrado, entdo, que a
resisténcia induzida existia em diferentes familias de plantas e era efetiva contra
vdrios patégenos (VALLAD; GOODMAN, 2004).

O tratamento localizado de plantas com patégenos virulentos ou avirulentos
que causam lesdes necrdticas; com certos microrganismos nao patogénicos; ou com
certos quimicos bidticos e abidticos pode resultar na indugdo local ou sist€émica de
resisténcia de plantas a doengas causadas por patégenos (FRIEDRICH et al., 1996;
GORLACH et al., 1996; STICHER; MAUCH-MANI e METRAUX, 1997; VAN
LOON; BAKKER e PIETERSE, 1998). A resisténcia induzida por esses tratamentos
¢ geralmente caracterizada pela redu¢do no tamanho e/ou nimero de lesdes que se
desenvolvem apds a inocula¢do da planta induzida com um patégeno virulento e
algumas vezes, com a reacdo de hipersensibilidade induzida por um patégeno
avirulento (HAMMERSCHMIDT, 1999a; BAYSAL et al., 2005).

Virios autores fazem a distin¢cdo entre duas formas de resisténcia induzida,
que sdo a resisténcia sistémica adquirida (RSA) e a resisténcia sistémica induzida
(RSI). A RSA pode ser desencadeada pela exposi¢cdo da planta a agentes bidticos,
como microrganismos virulentos, avirulentos e ndo patogénicos, e abidticos, tais
como 4acido 2,6-dicloroisonicotinico (INA), ou o éster S-metil do 4cido benzo-
(1,2,3)-tiadiazole-7-carbotidico (acibenzolar-S-metil - ASM) (STICHER; MAUCH-
MANI e METRAUX, 1997). Até mesmo extratos de plantas (BAYSAL; ZELLER,
2004), raios ultravioleta (UV) (MERCIER et al, 2000), metais pesados, compostos
inorganicos (ZHAO et al., 2005a), baixas ou altas temperaturas, além de vdrias
formas de estresse para a planta sio citados como elicitores abiéticos (VALLELIAN-

BINDSCHEDLER et al., 1998; ZHAO et al., 2005b).
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A RSI € potencializada pelas rizobactérias promotoras de crescimento em
plantas (RPCP), que ao contrario da RSA, ndo envolve o acimulo de PR-proteinas
ou 4cido salicilico, e sim devido ao aumento dos reguladores de crescimento, acido
jasmonico (AJ) e etileno (ET) (PIETERSE et al., 1996, 2000, 2002; PIETERSE;
VAN LOON, 1999), evidenciando que as duas formas de resisténcia sist€émica
seguem por rotas metabdlicas distintas. Em muitos casos, a infeccao por patégenos
microbianos e o ataque por insetos herbivoros € associada ao aumento na producao
desses hormonios e a concomitante ativacdo de um grupo de genes relacionados a
defesa. Além disso, a aplicagdo exdgena desses compostos resulta freqiientemente
em um aumento no nivel de resisténcia (PIETERSE et al., 2005).

As respostas de defesa que ocorrem nas plantas que sofrem indugdo refletem
os mecanismos geneticamente fixados tipicos para cada espécie de planta (VAN
LOON, 1997). Em geral, as respostas de defesa nas plantas expressando RSA
incluem reacdo de hipersensibilidade (SIEGRIST; JEBLICK e KAUSS, 1994),
producdo de fitoalexinas, acimulo de espécies de oxigénio reativo (RYALS et al.,
1996), acimulo de PR proteinas (ANFOKA; BUCHENAUER, 1997; CHRIST;
MOSINGER, 1989; ENKERLI; GIST e MOSINGER, 1993), aumento da atividade de
vdrias enzimas relacionadas a defesa (RYALS et al., 1996), processos de lignificacao
da parede celular (BENHAMOU; BELANGER, 1998; SIEGRIST; JEBLICK e
KAUSS, 1994) e formacgdo de papilas na parede celular nos sitios de penetracdo do
fungo fitopatogénico (GORLACH et al., 1996; STICHER; MAUCH-MANI e
METRAUX, 1997).

Dependendo da planta e do elicitor, um periodo de tempo € necessario para o

inicio da RSA, que corresponde ao tempo necessdrio para ocorrer o acimulo de
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acido salicilico (AS) e proteinas relacionadas a patogénese (PR-proteinas) na planta
(CAMERON; DIXON e LAMB, 1994; UKNES et al., 1992; WARD et al., 1991).
Em trabalhos realizados por Van Wees et al. (1999) e por Pieterse et al.
(2000), nao foram observadas mudancas nos niveis de AJ e ET quando plantas foram
inoculadas com rizobactérias, sugerindo que a dependéncia de AJ e ET na RSI ¢
baseada no aumento da sensibilidade a esses hormoénios, € ndo devido ao aumento da

producdo desses (PIETERSE et al., 2005).

Mecanismos de Resisténcia

Tem sido demonstrado, em diferentes estudos de interagdes hospedeiro-
patégeno, que a inducdo da RSA resulta na protecdo de plantas contra uma ampla
variedade de fitopatégenos e de insetos herbivoros, devido a ativagdo de diversos
mecanismos de resisténcia. Entre os mecanismos ativados tem sido observada a
resposta de hipersensibilidade, resultando na morte localizada de células do
hospedeiro no sitio de infeccdo do patégeno (OROBER; SIEGRIST e
BUCHENAUER, 2002) e alteragdes estruturais, levando ao fortalecimento da parede
celular vegetal pelo depésito de calose e lignina (BENHAMOU; BELANGER, 1998;
HE; HSIAN e WOLYN, 2002) ou pela formacdo de papila junto a parede celular no
sitio de penetracdo do patégeno (BESSER et al., 2000). Foi detectado o actimulo de
perdxido de hidrogénio (BAYSAL et al., 2005), de fitoalexinas (LATUNDE-DADA;
LUCAS, 2001) e de PR-proteinas (BOKSHI; MORRIS e DEVERALL, 2003;
KISHORE; PANDE e PODILE, 2005) e também, o aumento na atividade de varias
enzimas, tais como fenilalanina-amonia-liase (PAL) e peroxidase (BOGS et al,

2004; STADINIK; BUCHENAUER, 2000).
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A ativagdo rapida de reagdes de defesa em associacdo com a morte celular do
hospedeiro € freqlientemente denominada de resposta de hipersensibilidade. A
resposta de hipersensibilidade envolve a morte rdpida de células da planta hospedeira
apés o reconhecimento de moléculas sinalizadoras especificas produzidas pelo
patégeno, conhecidas como elicitores (AGRIOS, 2005; DE WIT; SPIKMAN, 1982).

A morte da célula infectada e das adjacentes ocorre devido a uma rapida
liberacdo de espécies de oxigénio reativas, iniciando um aumento nas reacoes
oxidativas, aumentando o movimento de fons, principalmente de K* e H' através da
membrana celular; levando ao rompimento da membrana e perda da integridade da
célula, ocorre a ligacdo de fendis com os componentes da parede celular e
enrijecimento da parede celular da planta, a ativa¢io de proteina kinase, e a producao
de substancias antimicrobianas tais como fitoalexinas e PR-proteinas (AGRIOS,
2005; DANGL; DIETRICH e RICHBERG, 1996).

Fitoalexinas sdao compostos antimicrobianos de baixo peso molecular,
acumulados nas plantas apds a invasdao do patégeno, estimulo quimico ou injdrias
(AGRIOS 2005; HEATH, 2001). As fitoalexinas sdo produzidas pelas células sadias
adjacentes as infectadas e na sua maioria inibem o crescimento de fungos
fitopatogénicos, podendo ser toxicas também a bactérias, nematdides e outros
organismos. A resposta de resisténcia ocorre quando uma ou mais fitoalexinas
atingem uma concentragdo suficiente capaz de restringir o desenvolvimento do
patégeno (KUC, 1995).

Entretanto, segundo Hammerschmidt (1999b), atualmente existem duividas se
as fitoalexinas realmente desempenham um papel na defesa de plantas ou s@o apenas

uma resposta na infec¢do. Ainda de acordo com o mesmo autor, Keen em 1981
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relatou vdrias evidéncias que suportam o papel das fitoalexinas na resisténcia a
doenca, tais como a localiza¢do e o momento do acimulo de fitoalexinas em tecido
infectado em relagdo ao desenvolvimento do patégeno; o uso de inibidores
metabdlicos que bloqueiam a sintese de fitoalexinas aumenta a suscetibilidade do
hospedeiro; e a producdo de fitoalexinas antes da inoculacdo aumenta a resisténcia
do tecido da planta. A producao de fitoalexinas apds infec¢do sugere que um produto
do patégeno ou da interacdo planta-patégeno estd envolvido no desencadeamento da
biossintese de fitoalexinas (HAMMERSCHMIDT, 1999b).

As espécies de oxigé€nio reativo, produzidas a partir de uma explosdo
oxidativa, estdo sob o controle de enzimas como NADPH oxidase e peroxidases
(WOJTASZEK, 1997). O peréxido de hidrogénio (H,O,) e outras espécies de
oxigénio ativadas desempenham importantes fun¢des no inicio das respostas de
defesa da planta contra patégenos, incluindo ac@o antimicrobiana direta, formacgao de
lignina, producdo de fitoalexinas e desencadeamento da RSA (BESTWICK;
BROWN e MANSFIELD, 1998; LAMB; DIXON, 1997; MEHDY et al., 1996).

A indugdo da RSA pelo AS € associada ao acimulo de PR-proteinas, que sdo
proteinas da planta que aumentam de quantidade quando a mesma € afetada por
patdgenos, insetos e herbivoros, tratada com certos quimicos, ou submetida a outro
tipo de estresse (VAN LOON, 1997). A maioria das PR-proteinas € encontrada no
espaco extracelular ou no vaciolo. As PR-proteinas vacuolares provavelmente vao
afetar a reacdo de defesa apds a desorganizacdo celular, enquanto as PR-proteinas
extracelulares ficam diretamente em contato com o patégeno antes e/ou durante a

penetracdo do tecido vegetal (STICHER; MAUCH-MANI e METRAUX, 1997).



27

As PR-proteinas podem agir bloqueando diretamente o desenvolvimento do
microrganismo, via a¢do hidrolitica na parede celular do patégeno ou por outra
atividade antimicrobiana (VAN LOON, 1997), e também agir indiretamente na
resisténcia liberando elicitores oligossacarideos da parede celular de fungos que sao
detectados pela planta provocando o acimulo de fitoalexinas (HAMMERSCHMIDT,
1999b, WROBEL-KWIATKOWSKA et al., 2004).

As PR-proteinas, a principio, foram agrupadas em cinco classes (PR-1 a 5)
caracterizadas por meio de técnicas bioquimicas e moleculares em fumo (BOL;
LINTHORST e CORNELISSEN, 1990). Posteriormente, em 1994, houve uma
unificacdo da nomenclatura para as PR-proteinas, sendo proposto entdo, o
agrupamento em familias com base em seqii€ncias de aminodcidos, relacdo
seroldgica e/ou atividade enzimatica ou bioldgica. A partir de entdo, as PR-proteinas
foram agrupadas em 11 familias (PR-1 a 11), reconhecidas e classificadas para fumo
e tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) (VAN LOON et al. 1994). Apds esta
classificacdo Van Loon e Van Strien (1999) propuseram a inclusdo de mais trés
familias de PR-proteinas (PR-12 a 14).

As PR-proteinas B-1,3-glucanase (PR-2) e quitinase (PR-3) sdo capazes de
hidrolisar a [B-1,3-glucan e a quitina, respectivamente, que sao o0s principais
componentes da parede celular de muitos fungos, podendo interagir
sinergisticamente (MAUCH; HADWIGER e BOLLER, 1988a,b; ZHU et al., 1994).
As B-1,3-glucanases sdo caracterizadas por uma massa molecular em torno de 35
KDa e as numerosas isoformas diferem quanto a atividade enzimatica, propriedades
estruturais, localizagio celular e padroes de regulacio (ESQUERRE-TUGAYE;

BOUDART e DUMAS, 2000).
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Ap6s ativac@o da RSA tem sido detectado um aumento da atividade de B-1,3-
glucanase em vdrias plantas, tais como: melao (Cucumis melo L.) (BUZI et al., 2004;
ROBY; TOPPAN e ESQUERRE-TUGAYE, 1988); fumo (PAN; YE e KUC, 1991),
batata (Solanum tuberosum L.) (SCHRODER; HAHLBROCH e KOMBRINK,
1992), tomate (BENHAMOU; LAFONTAINE e NICOLE, 1994), feijio (DANN et
al., 1996), café (Coffea arabica L.) (GUZZO; MARTINS, 1996), pepino (STROBEL
et al., 1996; ZHAO et al., 2005b), pimenta (Piper ssp.) (HWANG et al., 1997),
péssego (Amygdalus persica L.) (EL GHAOUTH; WILSON e CALLAHAN, 2003),
arroz (BABU et al.,, 2003; LIN et al.,, 2005) e cevada (Hordeum vulgare L.)
(CASTRO; BACH, 2004).

Em algodoeiro, Colson-Hanks e Deverall (2000), ao tratarem apenas as folhas
cotiledonares com Acibenzolar-S-metil (ASM), observaram a diminui¢do da
severidade da doenca causada por Alternaria macrospora (Sacc.) Sacc. € o aumento
de B-1,3-glucanase, inclusive nas folhas distais, corroborando os vérios relatos de
que ASM induz resisténcia sistémica. Em trabalho realizado por Ishida et al. (2004a),
para controle de X. axonopodis pv. malvacearum, houve o aumento de B-1,3-
glucanase aos 14 dias apds aplicacdo de ASM.

A fenilalanina-amonia-liase (PAL) € um dos marcadores bioquimicos da
resisténcia induzida que € regulada pelo 6xido nitrico (DELLEDONE et al., 1998;
ZEIER et al., 2004). Esta enzima estd envolvida na principal na rota dos
fenilpropandides, na qual ocorre a biossintese de compostos fendlicos (DIXON;
LAMB, 1990; HAHLBROCK; SCHEEL, 1989). A PAL catalisa a conversao de L-
fenilalanina para 4cido trans-cinAmico no primeiro passo da rota dos

fenilpropandides e regula a producdo de precursores para a sintese de lignina e
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compostos fendlicos protetores da parede celular, bem como para o AS
(NICHOLSON ; HAMMERSCHMIDT, 1992). Esta rota tem sido associada com o
inicio da resisténcia em plantas (STICHER; MAUCH-MANI e METRAUX, 1997).

As peroxidases também t€m sido implicadas nas respostas de
hipersensibilidade (BESTWICK; BROWN e MANSFIELD, 1998) e na formacdo de
papilas e polimerizag¢do da lignina (NICHOLSON; HAMMERSCHMIDT, 1992). O
aumento na atividade de peroxidase € freqiientemente associado com a incorporacao
de compostos fendlicos na parede celular durante interagdes incompativeis planta-
patégeno/elicitor (BAYSAL et al., 2005). As peroxidases também tém sido
implicadas nas reacdes das proteinas associadas a parede celular, envolvendo
glicoproteinas ricas em hidroxiprolina ou glicina. Como resultado da reacdo
oxidativa, a parede celular pode se tornar mais rigida e funcionar como barreira fisica
contra patdgenos invasores (BRISSON; TENHAKEN e LAMB, 1994; HIRAGA et
al., 2001; SCHEEL, 1998).

Estruturas de defesa da parede celular envolvem vdrias alteracdes, inclusive
morfoldgicas, devido a infeccdo da célula pelo patégeno (AGRIOS, 2005).
Numerosos estudos citoquimicos t€ém mostrado que apds vdrios tipos de estresses o
polissacarideo calose € depositado em sitios selecionados na parede celular das
plantas. A calose consiste, principalmente, em [-1,3-glucanase linear, que pode
obstruir as conexdes existentes no protoplasto de células vizinhas, como os
plasmodesmas. Este processo ocorre em poucos minutos apds injiria mecanica,
porém apds invasdo do patégeno, hd uma rdpida formacgdo (2 a 3 horas) de papilas
ricas em calose nos locais de penetracdo (KAUSS, 1992). Embora a principal fun¢do

das papilas seja reparar os danos causados por ferimentos, elas também previnem a
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entrada do fungo na célula hospedeira, podendo formar uma espécie de bainha em
torno da hifa de penetracao (AGRIOS, 2005).

A lignificacdo tem sido observada em muitas espécies de plantas apds a
tentativa de infec¢do por organismos patogénicos, tais como fungos, bactérias, virus
e nematodides, existindo fortes evidéncias de seja um importante mecanismo para a
resisténcia a doengas (STICHER; MAUCH-MANI e METRAUX, 1997).

A indugdo da lignina € acompanhada pelo aumento de enzimas chaves da rota
dos fenilpropandides, tais como a PAL, cinamil dlcool desidrogenase e peroxidases
(NICHOLSON; HAMMERSCHMIDT, 1992). O primeiro passo nesta rota € a
deaminagao da fenilalanina para acido cinamico catalizado pela PAL. A PAL fornece
0os precursores para lignina e para vdrios produtos da planta derivados do
fenilpropandide envolvidos na resisténcia (STICHER; MAUCH-MANI e
METRAUX, 1997). A lignificacio pode contribuir para a resisténcia por meio do
aumento da rigidez da parede celular, dificultando assim a penetrac¢ao tanto por acao
mecanica como por degradacdo enzimadtica do patégeno. Pode, também, constituir
uma barreira impedindo o livre movimento de nutrientes, em detrimento do patégeno
e, ainda, pode se ligar a parede celular do fungo, tornando-a mais rigida e
impermedvel, retardando assim, o crescimento e absorcdo de 4dgua e nutrientes

(MAUCH-MANTI ; SLUSARENKO, 1996).

Indutores
O ASM foi o primeiro composto sintético pertencente a uma nova geracao de
defensivos agricolas (benzothiadiazoles) eficientes pela ativagdo de resisténcia de

plantas (FRIEDRICH et al.; 1996; GORLACH et al., 1996). Desde 1996, passou a
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ser comercializado na Europa para o controle do oidio do trigo (STADNIK;
BUCHENAUER, 2000). Atualmente, encontra-se liberado comercialmente em
varios paises como protetor de culturas anuais sob o nome de Bion® na Europa ou
Actigard™ nos Estados Unidos e produzido pela Syngenta Crop Protection
(BAYSAL ; TURGUT, C. e MAO, 2005).

O ASM possui pouca atividade antimicrobiana, mas aumenta a resisténcia de
plantas a doengas pela ativacdo da rota da RSA. A ac¢do do ASM assemelha-se a do
AS como mensageiro secundario, porém demonstra ser independente do AS ou de
qualquer outra molécula sinal, ativando o processo de sinalizacdo e levando a
expressdo de genes relacionados a resisténcia induzida (BENHAMOU;
BELANGER, 1998; REUVENI; ZAHAVI e COHEN, 2001). O aumento da
resisténcia proporcionado pelo ASM, é explicado pela formagao de papilas e estd
aparentemente associado com aumento da atividade da PAL e o acimulo de
compostos autofluorogénicos no local de penetracdo do patégeno (STADINIK;
BUCHENAUER, 2000).

O ASM € um produto de baixa toxicidade e sistémico, que é rapidamente
absorvido e translocado através da planta (OOSTENDOREP et al., 2001). A inducdo
da RSA pelo ASM foi relatada em vdrios patossistemas, tais como: péra japonesa
(Pyrus pyrifolia L.) - Venturia nashicola S. Tanaka; S. Yamam. e Gymnosporangium
asiaticum Miyabe ex G. Yamada; macd (Malus domestica Borkh.) - Erwinia
amylovora (Burrill) Winslow; espinafre (Spinacia oleracea L.) - Albugo occidentalis
G.W. Wilson; pimentdo (Capsicum annuum L.) - Phytophthora capsici Leonian e X.
axonopodis pv. vesicatoria (Doidge) Vauterin; tomate - Ralstonia solanacearum

(Smith) Yabuuchi; Pseudomonas syringae pv. tomato (Okabe) Young et al., X.
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axonopodis pv. vesicatoria, A. solani Sorauer e Clavibacter michiganense subsp.
michiganense (Smith) Davis; batata - A. solani, Erysiphe cichoracearum Jacz. e
Fusarium semitectum Berk.; Ravenal; fumo - P. syringae pv. tabaci (Wolf; Foster)
Young et al., Peronospora hyoscyami f.sp. tabacina Skalicky, Cercospora nicotiana
Ellis; Everh., A. alternata (Fr.) Keissl, Thanathephorus cucumeris (A.B. Frank)
Donk e Tomato spotted wilt virus (TSWYV); roseira (Rosa spp. L.) - Diplocarpon
rosae F.A. Wolf; cebola (Allium cepa L.) - X. axonopodis pv. allii Roumagnac et al.;
pepino - Colletotrichum orbiculare (Berk.; Mont.) Arx; couve-flor (Brassica
oleraceae var. botrytis L.) - P. parasitica Tul.; trigo (Triticum vulgare L.) - Blumeria
graminis (DC) Speer f.sp. tritici Marchal.; Septoria spp. e Puccinia recondita Dietel,
Holw. (BAYSAL; TURGUT e MAO, 2005; BAYSAL; SOYLU e SOYLU, 2003;
BOKSHI; MORRIS e DEVERALL, 2003; COOLS; ISHII, 2002; FAIZE et al., 2004;
PRADHANANG et al., 2005; SUO; LEUNG, 2001; VALLAD; GOODMAN, 2004;
ZIADI et al., 2001).

Em plantas de algoddo, Ishida et al. (2004b), utilizaram ASM para controle de
X. axonopodis pv. malvacearum e obtiveram 57,81% de controle da mancha angular
do algodoeiro em relagdo a testemunha. Por meio de determinacdo enzimadtica, Ishida
et al. (2004a) verificaram que houve aumento tanto das atividades das enzimas
fenilalanina-amonia-liase, peroxidases e [B-1,3-glucanases como na deposicdo de
lignina.

Colson-Hanks; Allen e Deverall (2000), avaliando o efeito de ASM no
controle de A. macrospora, X. campestris pv. malvacearum e Verticillium dahliae
Kleb. em algodoeiro, observaram reducdo na severidade e na desfolha causadas por

A. macrospora e X. campestris pv. malvacearum, assim como diminui¢do na
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incidéncia de murcha provocada por V. dahliae. A marcante redugdo na
suscetibilidade de plantas de algoddo a A. macrospora foi também verificada por
Colson-Hanks e Deverall (2000), assim como um sensivel aumento na quantidade de
B-1,3-glucanase produzida apds indugao com ASM.

O AJ e o metil jasmonato (MJ), normalmente referidos como jasmonatos,
ocorrem naturalmente como reguladores de crescimento em plantas e desempenham
uma importante funcdo como molécula sinal na resposta de defesa de plantas contra
infec¢des por fitopatdogenos (TRIPATHI; DUBEY, 2004). A aplicacdo exdgena de
MJ tem sido considerada como eficiente na indu¢do de metabdlitos secundérios nas
células das plantas, resultando na expressio de um grupo de genes de defesa e
induzindo resisténcia de plantas a patégenos (EPPLE; APEL e BOHLMANN, 1997;
KOZLOWSKI; BUCHALA e METRAUX, 1999). Segundo Melan et al. (1993), os
jasmonatos interferem em varios processos fisiolégicos da planta, incluindo a
indu¢do de genes que codificam para polipeptidios especificos das folhas, PAL,
inibidores de protease, chalcone sintase e proteinas da parede celular.

Agro-Mos® ¢ um elicitor bidtico formulado a base de mananoligossacarideo
fosforilado derivado da parede da levedura Saccharomyces cerevisae 1026 (Hansen)
(OLIVEIRA; DANTAS e GURGEL, 2004). Quando testado para controle de
podriddes causadas por Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon; Maubl. e
Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz; Sacc. em frutos de manga (Mangifera
indica L.), Agro—Mos® reduziu a severidade da doenca, e elevou os valores de
firmeza dos frutos quando comparados com as testemunhas inoculadas (DANTAS et

al., 2004).



34

Apesar do silicio (Si) ndo ser considerado um elemento essencial para o
crescimento de plantas, seu papel conferindo resisténcia a doengas em diversas
culturas, vem despertando grande interesse, principalmente a partir da década de 90
(LIANG, 1999; LIANG et al., 2003; POZZA; POZZA e BOTELHO, 2004). Este
elemento € o segundo mais abundante na crosta terrestre, apenas superado pelo
oxigénio, e € encontrado na solu¢do do solo na forma monomérica ou como &cido
monosilicico (HsSiO4), prontamente absorvido pelas plantas (POZZA; POZZA e
BOTELHO, 2004).

Muitas plantas sdo capazes de absorver Si, porém dependendo da espécie, a
quantidade de Si acumulada na biomassa pode variar de 10 a até mais de 100 g/Kg.
As Dicotiledoneas ndo sao consideradas boas acumuladoras de Si, pois a
concentracdo encontrada é menor que 1 g de Si/Kg de biomassa (peso seco)
(EPSTEIN, 1999).

Ha varias evidéncias associando a presenca de Si com a resisténcia de plantas
contra varios fungos fitopatogénicos, tais como Podosphaera xanthii (Castagne) U.
Braun; S. Takam. (MENZIES et al., 1991) e Pythium spp. (CHERIF et al., 1992a,
1992b; CHERIF; ASSELIN e BELANGER, 1994) em pepino; Pyricularia grisea
Sacc.em arroz (DATNOFF; DEREN e¢ SNYDER, 1997; SEEBOLD et al., 2000,
2001, 2004); B. graminis f.sp. hordei Marchal. em cevada (CARVER; ZEYEN e
AHLSTRAND, 1987) e B. graminis f.sp. tritici em trigo (BELANGER;
BENHAMOU e MENZIES, 2003). Entretanto, os mecanismos pelos quais o Si
fornece protecdo contra fungos fitopatogénicos ainda ndo estdo claros (EPSTEIN,

1994; SEEBOLD et al., 2000).
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Alguns autores acreditam que o Si age como uma barreira fisica na parede
celular, prevenindo a penetracio do fungo no tecido hospedeiro (BOWEN;
MENZIES e EHRET, 1992; CARVER; ZEYEN e AHLSTRAND, 1987; SAMUELS
et al.,, 1991a, 1991b), enquanto outros sugerem que o Si estd relacionado a reacdes
especificas de defesa da planta (BELANGER; BENHAMOU e MENZIES, 2003;
CHERIF; ASSELIN ¢ BELANGER, 1994; CHERIF et al., 1992a, 1992b; FAWE et
al., 1998; RODRIGUES et al., 2003, 2004a).

No patossistema arroz-brusone, considerado modelo para os estudos
envolvendo Si, o aumento da resisténcia do arroz esta associado com a densidade de
células da epiderme silicificadas ou com a deposicdo e polimerizacdo do &cido
salicilico abaixo da cuticula formando uma camada dupla cuticula-silica, porém, ndo
houve evidéncias de que a hifa do fungo ndo tenha ultrapassado a parede celular
fortificada pela deposi¢ao de Si (RODRIGUES, 2004b).

Em estudos estruturais e citoquimicos da interacdo Magnaporthe grisea (T.T.
Hebert) M.E. Barr - arroz com a aplicacdo de Si, houve evidéncias de que o aumento
na resisténcia foi devido ao acimulo de compostos fendlicos ou fitoalexinas
(RODRIGUES et al., 2001).

Existem ainda, inimeros outros relatos na literatura mostrando uma redugao
na intensidade de importantes doengcas em gramineas e hortalicas com o uso de Si.
Em trabalho realizado com P. xanthii em pepino, observou-se que o Si estava
envolvido na resisténcia devido ao aumento da quantidade da atividade antiftingica
dentro da planta, e isto foi atribuido a presenca de fitoalexinas (FAWE et al., 1998).
Mais recentemente foi relatado que as células da epiderme de plantas tratadas com Si

reagiam especificamente a invasdo de B. graminis f.sp. tritici com formagdo de
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papilas, producio de calose e liberacio de compostos fendlicos (BELANGER;
BENHAMOUR e MENZIES, 2003; RODRIGUES et al., 2004a). Também foi
observado o aumento na atividade de peroxidase, polifenoloxidase e quitinase em
plantas de pepino de cultivos hidropdnicos, infectadas com Pythium spp. € que

haviam sido recebido aplicacdo de Si (CHERIF; ASSELIN ¢ BELANGER, 1994).

Custo fisiologico da Resisténcia

O fendmeno da inducdo de resisténcia vem sendo estudado hd varias décadas
e consiste em uma interessante alternativa para o controle de fitopatégenos devido a
eficiéncia e amplo espectro de acdo. No entanto, a utilizacdo de indutores nem
sempre se traduz em beneficios para a produgdo, visto que, a ativagao da resisténcia
demanda um custo de energia por parte da planta.

O conceito de custo da resisténcia induzida implica em uma diminui¢cdo no
desempenho da planta que teve o sistema de defesa ativado em comparacdo com
outra planta de fendtipo menos resistente, quando sdo confrontadas sob condi¢des
limitantes que impedem a resisténcia de apresentar algum efeito benéfico (HEIL,
2001a).

Este conceito tem sido bem desenvolvido para resisténcia contra insetos
herbivoros (HERMS; MATTSON, 1992; SIMMS; FRITZ, 1990, SIMMS;
RAUSHER, 1987; STRAUSS et al, 2002), mas raramente tem sido aplicado para
resisténcia sist€mica a patégenos (DIETRICH; PLOSS e HEIL, 2004; HEIL, 2001b).

Segundo Heil e Baldwin (2002), o aumento do custo pode surgir de cinco
diferentes formas, tais como: (1) custo do desenvolvimento pode ocorrer se uma

grande quantidade de recursos € transferida para a resposta de defesa da planta,
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quando seriam necessdrios para o desenvolvimento desta. Tais recursos ficam
indisponiveis para processos relevantes do desenvolvimento da planta, como
crescimento e reproducdo; (2) custo constitutivo da resisténcia induzida, visto que a
planta deve ter rotas de detec¢do de ferimentos, precursores de defesa e vesiculas de
armazenamento, que sdo necessdrios para a alocagdo constitutiva de energia e
recursos; (3) custo de autotoxicidade alguns compostos de defesa sdo téxicos para a
propria planta e sua expressdo constitutiva pode significar uma sobrecarga
metabolica; (4) o custo ecoldgico ou ambiental que resulta de um conjunto de
interacdes da planta com o ambiente, pois a resisténcia dirigida contra um herbivoro
ou patégeno pode ter um efeito negativo em insetos simbidticos, como os
polinizadores ou microrganismos como micorrizas e bactérias nodulantes; (5)
resisténcia contra um grupo de inimigos pode causar desvantagem para a planta
quando € atacada por outro grupo.

O questionamento de que a resisténcia induzida a patégenos causa ou nao
relevantes custos ainda estd em discussdo, porém hé vérios relatos confirmando o
efeito negativo da resisténcia induzida no desempenho da planta, principalmente sob
condi¢des limitantes como a deficiéncia de nitrogénio. Segundo Dietrich, et al.
(2004), o nitrogénio € um dos principais fatores limitantes do crescimento da planta e
¢ fortemente afetado na expressdo da resisténcia tanto constitutiva quanto induzida.

Tanto o AS como AJ s@o horménios vegetais envolvidos em processos de
desenvolvimento da planta, tais como formacdo de flores e frutos, e vérios efeitos
relevantes do aumento dos niveis de AJ e AS podem resultar em mudangas nessas

func¢des devido ao papel de defesa (HEIL, 2001a).
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A maioria dos trabalhos avaliando o custo da resisténcia induzida por AJ esta
relacionada com herbivoros, visto que os danos causados por estes induzem
resisténcia a partir da rota do AJ. Vadrios estudos realizados avaliando o custo de
resisténcia a hebivoros identificaram a reducdo no ndmero de flores (THALER,
1999), ou atraso no florescimento, frutificacdo, ou ainda no amadurecimento de
frutos (AGRAWAL; STRAUSS e STOUT, 1999), quando as plantas foram tratadas
com AJ ou metil-jasmonato (MeJA) para induzir resisténcia.

Em relacdo ao custo da resisténcia a doencas em plantas induzidas pelo AS,
alguns trabalhos vém sendo realizados, principalmente utilizando o ASM como
indutor.

Hoffland et al. (1996), avaliaram 15 cultivares de rabanete (Raphanus sativus
L.) quanto a taxa de crescimento e a resisténcia a Fusarium oxysporum Schlecht. f.
sp. raphani Kendric e Snyder e verificaram uma forte correlacdo negativa entre taxa
de crescimento e resisténcia, sendo observado que as folhas que possuiam
crescimento mais lento nas cultivares resistentes, também possuiam mais material na
parede celular.

Em experimentos realizados por Heil et al. (2000), plantas de trigo
provenientes de sementes tratadas com ASM, cultivadas hidroponicamente em
solugdes com diferentes niveis de nitrogénio e ndo inoculadas com patégeno, tinham
menor biomassa e crescimento do que a testemunha ndo tratada. Neste mesmo
trabalho foi conduzido um experimento em campo e aproximadamente um meés apos
o plantio foi realizado o tratamento com ASM e diferentes niveis de nitrogénio. As
testemunhas cresceram mais rdpido, bem como apresentaram maior biomassa da raiz.

As plantas tratadas cultivadas em niveis médio e alto de nutrientes produziram
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menos espigas do que a testemunha correspondente, enquanto as cultivadas na maior
concentracdo de nitrogénio possuiam o nimero de espigas e de espigueta por espiga
aproximadamente duas vezes maior do que a testemunha.

Sementes de melao quando tratadas com ASM e MeJA possuiam resisténcia
contra Didymella bryoniae (Fuckel) Rehm e apenas ASM proporcionou protecao
contra Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, porém foi observado que as sementes
tratadas com os indutores quimicos tiveram a germinacdo afetada, assim como
diminui¢do no crescimento das plantulas. Este efeito foi atribuido ao custo da
transferéncia de processos metabdlicos envolvidos no crescimento da planta para a
sintese de compostos relacionados a defesa da planta (BUZI et al., 2004).

Plantas de A. thaliana cultivadas sob diferentes concentracdes de nitrogénio
foram tratadas com ASM e a atividade de quitinase, quitosanase e peroxidase foram
quantificadas oito dias ap6s a inducdo. Foi verificado que a atividade das enzimas foi
significativamente afetada pela indugdo, suprimento de nitrogénio e tempo apods
indu¢do (DIETRICH; PLOSS e HEIL, 2004). Posteriormente, a influéncia do
nitrogénio e do tempo de cultivo na produgdo de sementes em plantas de A. thaliana
tratadas com ASM foi estudada e observou-se que uma semana apds a inducao, as
plantas tratadas estavam menores que as testemunhas sob quatro regimes de
nitrogénio. As plantas tratadas também produziram menos sementes que as
testemunhas em todas as condic¢des de nitrogénio, mas esta diferenca foi significativa
apenas para o nivel intermedidrio de nitrogénio (DIETRICH; PLOSS e HEIL, 2005).

Segundo Di Piero (2004), de maneira geral, o efeito negativo na
produtividade fica claro em situacdes nas quais o indutor € utilizado repetidas vezes

e/ou em doses mais elevadas, principalmente na auséncia do patdgeno. Mesmo que o
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limiar de danos de uma cultura com relagido a uma determinada doenca seja atingido,
o manejo inadequado dos indutores pode causar mais prejuizos do que beneficios a

producio.
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RESUMO
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A ramulose, causada pelo fungo Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides
€ uma das principais doencas do algodoeiro no Brasil. A resisténcia de 34 linhagens de
algodoeiro foram avaliada em casa de vegetacdo. As plantas foram inoculadas com uma
suspensdo de 5,3 x 10° conidios/mL e avaliadas a intervalos de quatro dias durante 24
dias. Foram determinados os componentes epidemiolégicos, indice de doenca inicial
(ID]), indice de doenca final (IDF), taxa de progresso da doenca (TPD) e area abaixo da
curva de progresso da doenca (AACPD). Sintomas da doenca foram observados em
todas as linhagens e foram constatadas diferencas significativas entre os gendtipos
quando considerados o ndmero de agrupamentos nos diferentes componentes
epidemioldgicos. A linhagem CNPA GO 2002 — 7997 altamente suscetivel a doenga,
com os maiores IDF, TPD e AACPD, enquanto CNPA GO 2002 — 3778, destacou-se
com os menores valores de TPD e AACPD e CNPA GO 2001 — 3031 com o menor
valor de IDF. Foram constatadas correlacdes significativas (P=0,05) entre as varidveis
IDI, IDF e AACPD, no entanto, apenas IDF e AACPD propiciaram elevada correlacao.
Quando considerado o conjunto dos componentes epidemioldgicos, a andlise da
distancia Euclidiana por UPGMA permitiu a separacdo dos gendtipos em dois grupos,
um dos quais, formado apenas pela linhagem CNPA GO 2002 — 7997, e o outro grupo
pelas demais linhagens.

Palavras-chave adicionais: Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides, Gossypium

hirsutum, melhoramento de plantas a doencas.
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ABSTRACT

Barbosa, M.A.G.; Laranjeira, D.; Coelho, R.S.B.; Morello, C.L. Resistance of cotton
lines to ramulosis based on epidemiological components. Summa Phytopathologica

The ramulosis caused by Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides is an
important disease of cotton in Brazil. The resistance of 34 lines were evaluated under
greenhouse conditions. The plants were inoculated with a 5.3 x 10° conidia/mL
suspension and evaluated every four days during 24 days. The epidemiological
components, index of the initial disease (IID), index of the final disease (IFD), progress
disease rate (PDR) and area under the disease progress curve (AUDPC) were
determined. All lines showed disease symptoms and presented significant differences
among genotypes when considerated the number of groups in the different
epidemiological components. The line CNPA GO 2002 - 7997 showed high
susceptibility, with the highest IFD, PDR and AUDPC, meanwhile CNPA GO 2002 —
3778 had the lowest PDR and AUDPC and CNPA GO 2001 — 3031 with the lowest of
IFD. Significant correlations (P=0,05) were observed among the variables IID, IFD and
AUDPC. However, only IFD and AUDPC propitiated high correlation. When
considering all the epidemiological components, the analysis of the Euclidian distance
by UPGMA allowed the separation of genotypes into two groups, one constituted by the
genotype CNPA GO 2002 — 7997, and a second group formed by all the other
genotypes.
Additional Keywords: Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides, Gossypium

hirsutum, plant breeding for disease resistance.
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A cultura do algodoeiro (Gossypium hirsutum L.) € uma das mais importantes no
Brasil tanto pelo volume e valor da produg¢do como pela importancia social, devido ao
grande nimero de empregos que gera direta e indiretamente (27).

Ap6s o periodo de 1985 a 1997, quando ocorreu a crise do algodao no Brasil,
ocasionada pela retirada dos subsidios por parte do governo e aos baixos precos do
produto no mercado internacional, houve uma retomada da produg¢do no pais,
principalmente com os novos cultivos na Regido Centro-Oeste, a qual por possuir
condi¢cdes ambientais diferentes das do Nordeste e permanecer utilizando gendtipos
obtidos em outras regides, sofreu um agravamento de problemas fitossanitdrios (9),
destacando-se entdo a ramulose, que se tornou uma das principais doencas do
algodoeiro no Brasil.

Dependendo da suscetibilidade da cultivar, da idade da planta afetada e das
condic¢des climéticas, a ramulose pode ocasionar perdas de 80% ou mais da producao de
algodao (14). As caracteristicas mais afetadas do algodoeiro, em func¢io da doencga sdo a
produtividade, o peso do capulho, o comprimento e finura da fibra e o peso de sementes
(4). Esta doenca encontra-se disseminada por todas as regides do pais, onde o
algodoeiro € cultivado.

Os sintomas da doenca iniciam-se nas folhas jovens, com o aparecimento de
manchas necréticas de coloracdo pardo-escura, de formato arredondado, que ao
aumentarem de tamanho assumem forma estrelada. O tecido necrosado pode rasgar-se e
destacar-se, originando lesoes perfuradas. Quando as manchas estio localizadas sobre as
nervuras, no peciolo ou na haste principal sdo alongadas e quando progridem, podem

causar a queda da folha ou quebra do ponteiro. Posteriormente, observam-se
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ramificacdoes dos galhos, internddios curtos e intumescidos, deixando a planta com
aspecto ramalhudo, sintoma conhecido como ramulose (10, 11).

O melhoramento do algodoeiro foi iniciado no Nordeste em 1923, porém as
cultivares introduzidas possuiam, em sua maioria, sérios problemas de suscetibilidade a
doencas, principalmente ramulose e viroses (12). Desde a década de 40 tém sido
realizados estudos com o objetivo de obter cultivares resistentes a ramulose causada
pelo fungo Colletotrichum gossypii South var. cephalosporioides Costa (25).

A identificacdo de gendtipos resistentes a ramulose vem sendo realizada em
varios trabalhos (3, 5, 19, 20, 21, 23, 25, 31) sendo algumas dessas cultivares
recomendadas para a regido Centro-Oeste, tais como BRS ITA 96, BRS FACUAL, BRS
Antares, BRS 197, BRS Aroeira e BRS Sucupira (13).

Os estudos sobre reagdes de gendtipos de algodoeiro a C. gossypii var.
cephalosporioides tém sido realizados principalmente quanto a incidéncia e severidade
da doenca, com base no indice de doenga (6, 8, 20, 25) e média de notas atribuidas por
meio de escalas (1, 14, 16). No entanto, poucos trabalhos vém sendo realizados com
base na taxa de progresso e na drea abaixo da curva de progresso da doenca.

Devido a ramulose ter atingido niveis quase epidémicos em algumas dreas de
producdo, a busca por novas fontes de resisténcia a essa doenca tem sido intensificada
como solucdo para o seu controle, visto que o processo de desenvolvimento e
recomendacao de cultivares € dindmico e continuo (12) e a comparagdo de epidemias,
baseada em componentes epidemioldgicos da doenca, constitui uma importante
ferramenta para andlise quantitativa da resisténcia de genétipos as doencas de plantas

(17).
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Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a resisténcia de
genotipos de algodoeiro a C. gossypii var. cephalosporioides, com base em

componentes epidemioldgicos da doenga, em condi¢des de casa de vegetacao.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas 34 linhagens de algodoeiro (geracdes Fs e Fg), procedentes da
Embrapa Algodao, em condi¢des de casa de vegetacdo, em relacdo a C. gossypii var.
cephalosporioides, com base em componentes epidemioldgicos da doencga.

Foi utilizado o isolado Cgc 287, obtido de algodoeiro cultivar BRS Aroeira,
exibindo sintomas da doenca, proveniente do Municipio de Montvidiu — GO. Para
instalagcdo do experimento, sementes deslintadas foram desinfestadas com hipoclorito de
sédio a 1,5% e semeadas em vasos pldsticos, com capacidade de 2,8 L, contendo
substrato formado por trés partes de solo e uma parte de humus esterilizado com
brometo de metila (Bromex®). Foram mantidas quatro plantas/vaso e inoculadas por
aspersao 25 dias apés a emergéncia com uma suspensdo de C. gossypii var.
cephalosporioides na concentracio de 5,3 x 10° conidios/mL. As plantas foram
submetidas a cAmara imida por um periodo de 72 horas.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com cinco
repeticdes, sendo a unidade experimental constituida por um vaso com quatro plantas.

As avaliacOes foram realizadas a intervalos de quatro dias a partir da inoculagao,
durante 24 dias, determinando-se os seguintes componentes epidemiolégicos da
ramulose: a) indice de doenga inicial (IDI), aos 29 dias apds a emergéncia, calculado de
acordo com McKinney (22), pela férmula ID = )’ (grau da escala x freqiiéncia) x 100/n®
total de unidades x grau méiximo da escala, utilizando-se os dados de severidade da

doenca, estimada com o auxilio de escala de notas descritiva variando de 1 a 4 (7); b)
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indice de doenca final (IDF), aos 45 dias apds a emergéncia, calculado da mesma forma
que o IDI; c) taxa de progresso da doenga (TPD), estimada pelo parametro b da equagao
de regressdo linear simples. O modelo linear foi escolhido com base no maior
coeficiente de determinacio da regressdo (R?) para reciprocidade entre valores
observados e previstos de incidéncia da doenca, menor quadrado médio do residuo e
auséncia de tendéncias indesejaveis no grafico de dispersdo de residuos para a maioria
das curvas; d) drea abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), calculada pela
expressdao: AACPD = ) (y; + yi+1)/2.dg, onde y; e yir; sdo os valores de severidade
observados em duas avaliacdes consecutivas e d;; 0 intervalo entre as avaliagdes (30).

As andlises foram conduzidas em duas etapas: inicialmente, foi realizada a
andlise univariada, considerando cada varidvel separadamente. Posteriormente, os dados

foram submetidos a andlise multivariada, considerando as varidveis em conjunto. Para a
analise univariada, os dados foram transformados em +/x+ 0,5 € submetidos a analise

de variancia, sendo as médias comparadas pelo teste de agrupamento Scott-Knott
(P=0,05). Adicionalmente, foi avaliada a correlacdo entre as varidveis pela andlise de
correlagdo de Pearson (P=0,05). Estas andlises foram efetuadas com o auxilio do
programa SAEG (Sistema de Andlises Estatisticas e Genéticas, Universidade Federal de
Vigosa, Vicosa — MG, 2003). Considerando o conjunto de varidveis para genétipos de
algodoeiro — andlise multivariada, empregou-se a andlise de agrupamento baseado nos
niveis de similaridade utilizando a distancia Euclidiana estimada com base no logaritmo
de UPGMA. Esta andlise foi efetuada com o auxilio do programa STATISTICA for
Windows (StatSoft Inc., Tulsa — OK, USA, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Sintomas de ramulose foram observados em todas as linhagens de algodoeiro
avaliadas. O inicio do aparecimento de sintomas ocorreu trés ou quatro dias apds a
inoculagdo, caracterizando-se pelo surgimento de manchas necréticas nas folhas e
peciolo, com predominédncia das manchas nas folhas mais novas, ao longo do tempo
também foram observados encurtamento de internddios, morte do broto apical e
superbrotamento. Foram constatadas diferencas significativas (P=0,05) entre os
genotipos quando considerados o nimero de agrupamentos nos diferentes componentes
epidemioldgicos (Tabela 1).

Inserir Tabela 1

Com relagdo ao indice de doenga inicial (IDI) os genétipos foram distribuidos
em dois grupos pelo teste de Scott-Knott. O IDI variou de 1,25 a 15,0% (Tabela 1). Os
valores de IDI indicam a ocorréncia de um periodo de incubagao da doenca inferior a 96
horas. Maior IDI corresponde a um menor periodo de incubacdo e elevada taxa de
crescimento do patégeno no hospedeiro e, conseqiientemente, na maioria das vezes,
maior taxa de progresso da doenca. A variavel IDI ndo tem sido avaliada em trabalhos
referentes a resisténcia de cultivares de algodoeiro a ramulose. Entretanto, resultados
obtidos por Morello et al. (24) com ID (final), em condi¢des de campo e casa de
vegetacdo, estdo de acordo com este trabalho no que se refere a suscetibilidade do
genotipo CNPA GO 2000 — 999. Com base no indice de infec¢do, Suassuna (31)
verificou severidade de 83,65 no mesmo gendtipo.

De acordo com Morello et al. (24), o gendtipo CNPA GO 2001 — 1463
apresentou ID de 65% e 67,2% nos experimentos em campo e casa de vegetacdo,

respectivamente, sendo recomendada por seu comportamento produtivo e fitossanitario,
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nao sé em relagdo a ramulose mas também a outras doengas, como gendtipo potencial
para langamento como cultivar.

O IDF variou de 18,75% a 51,25% e os gendtipos foram distribuidos em trés
grupos pelo teste de Scott-Knott (Tabela 1). O maior IDF foi apresentado pela linhagem
CNPA GO 2002 — 7997, que diferiu significativamente dos demais genoétipos,
demonstrando assim, uma alta suscetibilidade a ramulose. Os baixos IDF observados no
presente trabalho, podem ter ocorrido devido as condi¢cdes ambientais na casa de
vegetacdo durante a condugdo do experimento, com alta temperatura (35 + 7°C) e baixa
umidade relativa do ar (72 = 5%), sendo desfavordvel ao desenvolvimento da doenca.
Em estudo realizado sobre a fisiologia do fungo, Carvalho (2), utilizando isolados
coletados em regides algodoeiras do Estado de Goids, verificou que a melhor
temperatura para crescimento de C. gossypii var. cephalosporioides é a de 28°C, e que
abaixo de 15°C e acima de 33°C, o crescimento foi acentuadamente reduzido. Santos et
al. (29), analisando o progresso e o gradiente da ramulose em condicdes de campo, no
Estado de Minas Gerais, observaram que houve um aumento da doenca no periodo em
que a umidade relativa do ar atingiu 90% e a temperatura foi de 18°C, ndo sendo
observado aumento da incidéncia da doenga na época em que as chuvas cessaram e a
temperatura minima caiu para 12,8°C. Nascimento (25), avaliando a resisténcia de
genétipos de algodoeiro a ramulose em condi¢cdes de campo, observou que o ID em
todos os gendtipos testados aumentou com o passar do tempo até os 135 dias apds a
emergéncia, € que a umidade relativa do ar permaneceu acima de 75% e temperatura
méxima em torno de 30°C e a minima em torno de 20°C, evidenciando que estas
varidveis climdticas sdo importantes na severidade da doenca. Condi¢des de temperatura

diferentes do 6timo para o desenvolvimento do patégeno levam a redugdo da taxa de
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desenvolvimento da doenga, principalmente devido a um decréscimo no ndmero de
novas infec¢des e diminui¢do do inéculo, e o patégeno, que ja se encontra no tecido
infectado, continua seu desenvolvimento lentamente até que condi¢des favordveis de
temperatura voltem a ocorrer (28, 33). A umidade é necessdria para que a maioria dos
fungos de parte aérea complete todos os estidgios de infec¢do, sendo particularmente
necessdria para a esporulacio e germinagao de esporos de varios fungos (15).

A taxa de progresso da doenca (TPD) variou significativamente entre os
genotipos, sendo distribuidos em dois grupos de similaridade. A TPD variou de 0,0134
(CNPA GO 2002 — 7997) a 0,0034 (CNPA GO 2002 — 3778) (Tabela 1). Valores
baixos de TPD implicam em maior tempo para que a doenga alcance niveis epidémicos,
caracterizando desta forma, o comportamento de plantas com alta resisténcia horizontal
(26).

Os valores da area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) variaram
entre os gendtipos com valores extremos de 360,62 para CNPA GO 2002 — 3778 (grupo
de similaridade B) a 811,87 para CNPA GO 2002 — 7997 (grupo de similaridade A)
indicando diferencas quanto a resisténcia entre os genotipos (Tabela 1). Estes resultados
assemelham-se com os obtidos por Lanza et al. (18) ao avaliar diferentes genétipos de
algodoeiro para resisténcia a ramulose. Segundo estes autores, a AACPD variou de
305,97 a 1883,2, e foram separados em trés grupos pelo teste de Scott Knott, sendo o
grupo considerado resistente com AACPD variando de 305, 97 a 395,85, enquanto o
grupo dos genétipos suscetiveis variou de 1095,62 a 1883,2. A AACPD ¢ considerada
como o melhor indice para medir a efetividade de fungicidas e resisténcia de plantas a

patégenos por usar todos os dados disponiveis das diferentes avaliaches e nao ser
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afetada por transformacgdes que possam influenciar a taxa de desenvolvimento da
doencga (32).

Dentre as linhagens avaliadas quanto a resisténcia a ramulose do algodoeiro,
algumas merecem destaque, tais como CNPA GO 2002 — 3778, presente no grupo de
maior resisténcia a ramulose, sempre com valores extremos de TPD e AACPD e a
linhagem CNPA GO 2002 — 7997 que possui alta suscetibilidade a ramulose com maior
IDF.

Foram constatadas correlacdes significativas (P=0,05) entre as varidveis IDI,
IDF, TPD e AACPD (Tabela 2). A tnica correlagao em nivel muito alto ocorreu entre o
IDF e AACPD, indicando a utilizagdo de uma dessas varidveis na avaliacdo da
resisténcia a ramulose em algodoeiro. Correlacdes significativas verificaram-se em
relacdao ao IDI e TPD, IDF e TPD e IDI e AACPD, embora a correlacao entre TPD e
AACPD nao tenha sido significativa. Embora o IDI tenha sido correlacionado com IDF
e AACPD, deve ser destacado que esta varidvel ndo foi eficiente em caracterizar o
comportamento dos gendtipos quanto a resisténcia ou suscetibilidade a ramulose. E a
correlacdo negativa entre TPD e IDI provavelmente ocorreu devido a resisténcia da
planta adulta nem sempre estar relacionada com a resisténcia no estadio de plantula
(Tanaka; Menten, 1992)

Inserir Tabela 2

Com base no conjunto dos componentes epidemioldgicos da ramulose do
algodoeiro, a andlise da distancia Euclidiana por UPGMA permitiu a distingdo de dois
grupos de similaridade entre os gendtipos, quando considerado 50% da distancia total
verificada (Figura 1). Um grupo foi formado somente pela linhagem CNPA GO 2002 -

7997, e o segundo grupo pelas demais linhagens. Estes resultados demonstram a
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existéncia de variabilidade entre os gendtipos em relacdo a ramulose, considerando os

componentes epidemioldgicos e a alta suscetibilidade da linhagem CNPA GO 2002 —

7997.

Inserir Figura 1
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Tabela 1. Reacdo de gendtipos de algodoeiro a Colletotrichum gossypii var.
cephalosporioides, baseada nos componentes epidemioldgicos da ramulose: indice de
doenca inicial (IDI), indice de doenga final (IDF), taxa de progresso da doenga (TPD) e

area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD).

Genétipos IDI (%)'  IDF (%) TPD’ AACPD*
CNPA GO 2000 — 1167 12,50 a° 32,50 b 0,0070 b 637,50 a
CNPA GO 2000 — 1021 5,00 b 25,00 ¢ 0,0066 b 489,37 b
CNPA GO 2000 — 999 15,00 a 28,75 ¢ 0,0046 b 658,75 a
CNPA GO 2000 — 1156 7,50 a 26,25 ¢ 0,0062 b 473,12 b
CNPA GO 2000 — 1256 6,25 a 27,50 ¢ 0,0076 b 564,37 b
CNPA GO 2000 — 1093 5,00 b 23,75 ¢ 0,0074 b 490,62 b
CNPA GO 2001 — 2984 5,00 b 22,50 ¢ 0,0064 b 463,75 b
CNPA GO 2001 — 1463 1,250 23,75¢ 0,0080 a 475,00 b
CNPA GO 2001 — 2161 12,50 a 30,00 ¢ 0,0058 b 687,50 a
CNPA GO 2001 — 3033 7,50 a 30,00 ¢ 0,0068 b 553,12 b
CNPA GO 2001 — 3031 2,50 b 18,75 ¢ 0,0058 b 400,00 b
CNPA GO 2001 — 22 8,75 a 27,50 ¢ 0,0064 b 614,37 a
CNPA GO 2001 — 2214 11,25a 28,75 ¢ 0,0052 b 683,12 a
CNPA GO 2002 — 7984 5,00 b 30,00 ¢ 0,0080 a 645,00 a
CNPA GO 2002 — 2418 10,00 a 26,25 ¢ 0,0056 b 659,37 a
CNPA GO 2002 — 1689 2,50 b 23,75 ¢ 0,0078 a 447,50 b
CNPA GO 2002 — 3131 5,00 a 23,75 ¢ 0,0056 b 498,12 b

CNPA GO 2002 - 6225 1,25b 23,75 ¢ 0,0086 a 469,37 b
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CNPA GO 2002 - 140 1,25b 28,75 ¢ 0,0092 a 593,12 a
CNPA GO 2002 - 1691 2,50b 30,00 ¢ 0,0098 a 549,37 b
CNPA GO 2002 — 3537 2,50b 25,00 ¢ 0,0080 a 456,87 b
CNPA GO 2002 - 3778 7,50 a 20,00 ¢ 0,0034 b 360,62 b
CNPA GO 2002 - 8022 2,50b 33,75b 0,0100 a 625,62 a
CNPA GO 2002 - 7315 2,50b 23,75 ¢ 0,0068 b 501,25 b
CNPA GO 2002 - 5494 11,25 a 32,50 b 0,0068 b 712,50 a
CNPA GO 2002 - 6013 8,75 a 40,00 b 0,0094 a 716,25 a
CNPA GO 2002 - 6886 6,25 a 23,75 ¢ 0,0058 b 485,62 b
CNPA GO 2002 — 4785 5,00 b 27,50 ¢ 0,0070 b 458,12 b
CNPA GO 2002 - 6007 12,50 a 33,75b 0,0068 b 633,12 a
CNPA GO 2002 - 6006 10,00 a 28,75 ¢ 0,0074 b 681,87 a
CNPA GO 2002 —-2043 1,25b 28,75 ¢ 0,0084 a 543,12 b
CNPA GO 2002 — 8463 6,25 a 36,25 b 0,0100 a 721,87 a
CNPA GO 2002 - 7997 875a 51,25 a 0,0134 a 811,87 a
CNPA GO 2002 - 4979 6,25 a 36,25 b 0,0094 a 676,87 a
C. V. (%) 55,25 11,31 0,24 10,89

"Indice de doenca inicial (IDI) avaliado aos 29 dias apds a emergéncia, calculado de
acordo com McKinney (22) pela férmula ID = Y (grau da escala x freqiiéncia) x 100/n®
total de unidades x grau maximo da escala, utilizando-se os dados de severidade da
doenca, estimada com o auxilio de escala de notas descritiva modificado de Cia et al.
(7) variando de 0 a 4.

*Indice de doenca final (IDF) aos 45 dias apds a emergéncia, calculado da mesma forma
que o IDL

Taxa de progresso da doenca, estimada pelo parametro b da equagdo de regressdo
linear simples, tendo a proporcdo da severidade didria da doenca como varidvel
dependente e o tempo em dias apds a inoculagdo como varidvel independente.

*Area abaixo da curva de progresso da doenca, calculada conforme Shaner & Finney
(30).



B W N =

10

11

92

SDados originais. Para efeito de andlise, todos os dados foram transformados em
AJx+0,5 . Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem significativamente

(P=0,05) entre si pelo teste de Scott-Knott.
Tabela 2. Coeficientes de correlagdes entre os componentes epidemioldgicos da

ramulose do algodoeiro: indice de doenca inicial (IDI) avaliado aos quatro
dias apos a inoculacdo do patégeno, indice de doenca final (IDF) avaliado
aos vinte dias apds a inoculacdo do patdgeno, taxa de progresso da doenga

(TPD) e area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD).

IDF TPD AACPD
IDI 0,32%* -0,51°%* 0,61*
IDF 0,59* 0,74
TPD 0,19

*Coeficientes de correlagdo de Pearson significativos a 5% de probabilidade
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Figura 1. Agrupamento de 34 gendtipos de algodoeiro, baseado na andlise de distancia
Euclidiana por UPGMA, considerando os componentes epidemioldgicos da
ramulose do algodoeiro: indice de doenca inicial (IDI) avaliado aos quatro
dias apos a inoculacdo do patégeno, indice de doenca final (IDF) avaliado
aos vinte dias apds a inoculacdo do patdgeno, taxa de progresso da doenga

(TPD) e area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD).
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RESUMO

Barbosa, M.A.G.; Coelho, R.S.B.; Laranjeira, D.; Bezerra Neto, E.; Santana, A.A.
Resisténcia induzida a ramulose do algodoeiro e atividade de enzimas envolvidas na
resposta de defesa da planta. Summa Phytopathologica

O algodao € o produto de maior importancia econdomica do grupo das fibras, porém
a producdo pode ser seriamente reduzida pela ramulose, causada pelo fungo Colletotrichum
gossypii var. cephalosporioides. Devido a falta de medidas de controle eficientes para esta
doenca, avaliou-se o efeito de indutores de resisténcia na reducdo da severidade da
ramulose, bem como a atividade de enzimas envolvidas na resposta de defesa da planta.
Foram utilizadas duas linhagens de algodoeiro, CNPA GO 2000 - 1256, como padrdo de
resisténcia intermedidria, e CNPA GO 2002 — 7997, como padrao de suscetibilidade e trés
indutores, acibenzolar-S-metil (ASM), Agro-Mos® (AM) e silicato de sédio (Si), aplicados
aos 10 e 15 dias apds a emergéncia das plantas (DAE). ASM e AM foram pulverizados nas
dosagens de 50 mg i.aL' e 1 ml p.c. L, respectivamente, enquanto Si foi aplicado por
incorporagdo do produto na concentragdo de 0,16 g de Si/ Kg de substrato. O patégeno foi
inoculado 20 DAE e as avaliacdes realizadas a intervalos de quatro dias, durante 20 dias.
Foram determinados o indice de doenca (ID), a drea abaixo da curva de progresso da
doenca (AACPD) e percentagem de controle (PC). O efeito de diferentes dosagens de ASM
(0 mgia. L, 50 mgia. L', 100 mgia L' e 150 mgia. L") e AM (0 mL p.c. L, 1 mL
pc. L, 2 mL pc L' e 3 mL pc. L), aos 10 DAE também foram avaliadas em um
segundo experimento. Foram determinadas as atividades das enzimas de B-1,3-glucanase,
peroxidase, fenilalanina amonia liase (PAL). A época de aplicagdo dos produtos ndo

influenciou na eficiéncia do controle. A linhagem CNPA GO 2000 — 1256 apresentou
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menor ID para todos os indutores em relacdo a testemunha. A varidvel AACPD ndo
apresentou interacdo entre época, cultivar e indutor, embora todos os indutores tenham
diferido significativamente da testemunha. De maneira geral, ndo houve diferenca
significativa entre dosagens de indutores e testemunha. Foi verificada atividade enzimética
de B-1,3-glucanase e peroxidase aos 10 dias apds a indugdo, destacando-se o tratamento
ASM-Dj; para ambas as enzimas. CNPA GO 2002 — 7997 apresentou considerdvel aumento
na atividade de B-1,3-glucanase quando tratadas com os indutores, enquanto na atividade de
peroxidase apenas ASM- D; para CNPA GO 2002 — 7997 e ASM- D3 para CNPA GO 2000
— 1256 diferiram da testemunha, aumentando significativamente a atividade enzimatica.
Nao houve aumento na atividade de PAL.

Palavras-chave adicionais: acibenzolar-S-metil, Agro-Moés®, Silicio, [-1,3-glucanase,

peroxidase.

ABSTRACT

Barbosa, M.A.G.; Coelho, R.S.B.; Laranjeira, D.; Bezerra Neto, E.; Santana, A.A. Induced
resistance to cotton ramulosis and enzymatic activity involved in the plant defense
responses. Summa Phytopathologica

Cotton is the higher economically important vegetal fiber producer, however yield
can be seriously reduced by ramulosis, caused by the fungus Colletotrichum gossypii var.
cephalosporioides and to manage this disease there’s no recommended efficient practice
available. In the present work, the effect of resistance inducers was tested for the reduction
of ramulosis severity, as well as the activity of enzymes involved in the plant defense

responses. Two cotton lines, CNPA GO 2000 — 1256 and CNPA GO 2002 — 7997, the
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intermediate and fully susceptible standards, respectively and three disease resistance
inducers, acibenzolar-S-methil (ASM), Agro-Mos® (AM) and sodium silicate (Si), sprayed
at 10 and 15 days after plant emergence (DAE). ASM and AM were delivered at doses of
50 mg ai. L' and 1 ml c.p. L, respectively, while treatement with Si was performed by
mixing the product at 0.16 g of Si/ Kg to the susbtract. The pathogen was inoculated 20
DAE and evaluations performed at four-day-intervals, during 20 days. It as determined the
disease index (DI), area under the disease progress curve (AUDPC) and percent control
(PC). The effect of different doses of ASM (0 mg a.i. L', 50 mg ai. L, 100 mg a.i. L'
and 150 mg a.i. L") and AM (O mL c.p. L', ImLcp. L', 2mLec.p.L" and 3 mL c.p. L’
1, at 10 DAE they were assessed in a second experiment. It was determined the activities of
the enzymes [-1,3-glucanase, peroxidase, phenylalanine-ammonia-lyase (PAL). The
treatment period of products did not have an effect on the control efficacy. Line CNPA GO
2000 — 1256 displayed lower DI for all disease resistance inducers compared to the control.
The variable AUDPC did not present interaction between period, cultivar and inducer,
although all inducers were significantly different from control. In general, no significantly
difference could be detected among doses and control. It was verified the activity of pB-1,3-
glucanase and peroxidase at 10 DAE, specially for ASM- D3 for both analyzed enzymes.
CNPA GO 2002 — 7997 showed considerable increase in B-1,3-glucanase, while in the
peroxidase activities only ASM- D; to CNPA GO 2002 — 7997 and ASM- D; to CNPA GO
2000 — 1656 showed significantly difference from control and increased enzymatic activity.
No increase in PAL activity could be detected.

Additional keywords: acibenzolar-S-metil, Agro-Moés®, Silicon, f-1,3-glucanase,

peroxidase.
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O algodao (Gossypium hirsutum r. latifolium) é o produto de maior importancia
econdmica do grupo das fibras, porém a producdo pode ser seriamente reduzida pela
ramulose, causada pelo fungo Colletotrichum gossypii South var. cephalosporioides Costa.
Esta doenga caracteriza-se pelo aparecimento de manchas necréticas de coloragdo pardo-
escura, de formato arredondado ou alongado que ao aumentar de tamanho apresentam uma
forma estrelada e o tecido necrosado rasga-se e se perde, originando lesdes perfuradas. As
lesdes que ocorrem no peciolo ou haste principal da planta, quando progridem, podem
causar a queda da folha ou quebra do ponteiro. Posteriormente, observam-se ramificacoes
dos galhos, internddios curtos e intumescidos, deixando a planta com aspecto ramalhudo,
sintoma conhecido como ramulose (7).

Nos ultimos anos, grande nimero de cultivares e linhagens de algodoeiro vem sendo
avaliado quanto a resisténcia a ramulose, porém, nem sempre o alto grau de resisténcia a
esta doenca, estd associado a boas qualidades agrondomicas, (18). Por outro lado, a
resisténcia da planta adulta pode ndo estar relacionada a resisténcia no estadio de plantula, a
percentagem do patégeno nas sementes ou, ainda, com a percentagem de transmissdao
semente-plantula (25).

Quando a planta ndo expressa resisténcia a determinados patégenos, pode ter os
mecanismos de resisténcia ativados por meio de indu¢do, sendo, neste caso, denominada
resisténcia induzida (RI). A RI é um estado fisiolégico de “aumento de capacidade de
defesa” elicitado por estimulo ambiental especifico, quando as defesas da planta sdo
potencializadas contra a infec¢do de um patégeno e € efetivo contra uma ampla faixa de

fitopatogenos (29).
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Em geral, as respostas de defesa nas plantas expressando RI em relagdo a doengas
fungicas incluem reacdo de hipersensibilidade, produgdo de fitoalexinas, actimulo de
espécies de oxigénio reativo, acimulo de PR proteinas, aumento da atividade de vdrias
enzimas relacionadas a defesa, processos de lignificacdo da parede celular e formagdo de
papilas na parede celular nos sitios de penetracao do fungo fitopatogénico. (1, 24)

Dentre as PR-proteinas ativadas pelos indutores encontram-se as hidrolases B-1,3-
glucanase e quitinase, que promovem a desorganizacdo da parede celular dos patégenos
(33), e as peroxidases e fenilalanina amonia liase (PAL) que estdo diretamente envolvidas
no processo de lignificac@o da parede celular (24).

Viérios quimicos tém sido considerados pelo seu potencial para induzir respostas de
defesa em plantas, dentre eles, o acibenzolar-S-methyl (ASM) foi desenvolvido como uma
nova classe de protetores de plantas que nao possui atividade anti-microbiana, mas aumenta
a resisténcia da planta a doengas (14) pela ativacdo de mecanismos de defesa. Vérios
trabalhos t€ém demonstrado a eficiéncia de ASM como indutor de resisténcia a doencgas em
plantas (1, 9, 13).

Em diversos trabalhos tem sido evidenciado que a aplicacdo de silicio (Si) em
plantas estd relacionada a reducdo da severidade no ataque de fungos (11, 21). Os
mecanismos pelos quais o Si protege as plantas contra os patdgenos ainda sd@o pouco
entendidos (21), porém, a inducdo de resisténcia parece ser o principal mecanismo,
elicitando reacOes bioquimicas de defesa, incluindo o acumulo de lignina, compostos

fendlicos, e PR-proteinas, tais como peroxidase e quitinase, nas plantas infectadas (3).
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O indutor Agro-Moés® que é um mananoligossacarideo fosforilado derivado da
parede celular da levedura Saccharomyces cerevisae 1026 (Hansen), Improcrop Brasil, tem
demonstrado eficiéncia no controle de doengas (10), porém, tem sido pouco estudado.

Este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito de ASM, Si e Agro-Més® na
reducdo da severidade da ramulose em algodoeiro e determinar se as enzimas [-1,3-
glucanase, peroxidase e PAL foram expressas em resposta a infec¢cdo com C. gossypii var.
cephalosporioides.

MATERIAL E METODOS
Efeito de indutores e de diferentes épocas de aplicacio em algodoeiro inoculado com
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides

Para instalacdo do experimento em condigdes de casa de vegetacdo, sementes
deslintadas das linhagens de algodoeiro, CNPA GO 2000 - 1256, de resisténcia
intermedidria, e CNPA GO 2002 — 7997, suscetivel a C. gossypii var. cephalosporioides,
cedidas pela Embrapa Algodao foram desinfestadas com hipoclorito de sédio a 1,5% e
semeadas em vasos plésticos, com capacidade de 2,8 L, contendo substrato formado por
trés partes de solo e uma parte de himus esterilizado com brometo de metila (Bromex®),
mantendo-se quatro plantas/vaso.

Os indutores utilizados foram: ASM (Novartis Crop Protection), Agro-Mds® e
silicato de s6dio (Vetec). A aplicacdo dos indutores foi realizada por pulverizacdo em duas
épocas: aos 10 e aos 15 dias apds a emergéncia (DAE) das plantas, nas dosagens de 50 mg
ia. L' e 1 mL L' de ASM e do Agro-Més®, respectivamente. O silicato de sédio foi

incorporado ao solo na quantidade de 0,16 g de Si/Kg de solo.
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A inoculacdo do patdgeno foi realizada aos 20 DAE das plantas com o isolado Cgc
287, proveniente do Municipio de Montvidiu — GO, por meio de pulverizagdo na
concentragdo de 7,6 x 10°/mL. Apés a inoculacdo as plantas foram submetidas a cAmara
umida por um periodo de 72 horas.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado em arranjo fatorial
2x2x4, sendo duas linhagens, duas épocas de aplicagdo dos indutores e trés indutores, com
cinco repeticdes, sendo a unidade experimental constituida por quatro plantas/vaso, e a
testemunha inoculada apenas com o patégeno.

As avaliagdes foram realizadas a intervalos de quatro dias, contados a partir da
inoculacdo até 20 dias ap6s, determinando-se: a) o indice de doenca (ID), aos 40 dias apds a
emergéncia, calculado de acordo com McKinney (20), pela férmula ID = ) (grau da escala
x freqiiéncia) x 100/n° total de unidades x grau maximo da escala, utilizando-se os dados de
severidade da doenga, estimada com o auxilio de escala de notas descritiva variando de 1 a
5 (6), b) a drea abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), calculada pela
expressdo: AACPD = ) (yi + yi+1)/2.dg, onde y; e yiy; sdo os valores de severidade
observados em duas avaliagdes consecutivas e dg 0 intervalo entre as avaliagdes (22) e ¢) a

percentagem de controle da doenca.
Os dados foram transformados em +/x+ 0,5 ¢ submetidos a analise de variincia,

sendo as médias comparadas pelo teste de Duncan (P=0,05). As anélises foram efetuadas
com o programa SAEG (Sistema de Andlises Estatisticas e Genéticas, Universidade federal

de Vigosa, Vigosa — MG, 2003).
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Efeito de diferentes dosagens de indutores em algodoeiro inoculado com
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides

Foram testadas diferentes dosagens dos indutores ASM (0 mgi.a. L™, 50 mgi.a. L,
100 mgi.a. L' e 150 mgi.a. L"), e Agro-Més® (0 mL p.c. L', I mL p.c. L', 2 mL p.c .L"
e 3 mL p.c. L"), aos 10 dias ap6s a emergéncia das plantas. As linhagens e o patégeno
utilizados, foram os mesmos do primeiro experimento.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em arranjo fatorial
2x7, sendo duas linhagens de algodoeiro, dois indutores em trés dosagens cada, mais a
testemunha. Foram utilizadas cinco repeticdes, sendo a unidade experimental constituida
por um vaso com quatro plantas.

As avaliacOes e andlise estatistica foram realizadas da mesma forma que o de efeito
de indutores e épocas de aplicacdo, com excecdo da percentagem de controle que s6 foi
calculada com base no ID.

Determinacao da Atividade Enzimatica

Foram coletadas amostras das linhagens CNPA GO 2000 — 1256 e CNPA GO 2002
— 7997, tratadas com ASM nas dosagens de 50 mg i.a. L', 100 mgi.a. L' e 150 mgi.a. L
e Agro-M6s® nas dosagens de 1 mL p.c. L', 2 mL p.c. L' e 3 mL p.c. L'\, As coletas
foram realizadas aos cinco e dez dias apds a aplicacdo dos indutores, sendo esta ultima
coleta realizada algumas horas antes da inoculacdo do patégeno.

Amostras de 1,0 g de folhas correspondentes a cada tratamento foram maceradas em
almofariz com nitrogénio liquido com 1% (v/v) de polivinilpirrolidone (PVP) e 5,0 mL de
tampdo acetato de sédio (0,1 M, pH 5,0) e 1 mL de EDTA (I mM). Os extratos foram

centrifugados a 10.000 g por 10 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi transferido para tubos
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de Eppendorff e armazenados a —80°C (9). Os sobrenadantes foram utilizados para
avaliacdo de B-1,3-glucanase, peroxidase, PAL e teor de proteina soluvel.
Atividade de -1,3-glucanase (E.C. 3.2.1.29) e Peroxidase (E.C. 1.11.1.7)

A determinagdo de B-1,3-glucanase foi realizada de acordo com Dantas et al. (10).
A estimativa da atividade de peroxidase foi feita com base na avaliacio do A de
absorbancia proporcionado com oxidagdo do guaiacol (CsHgO,) em presenca de perdxido
de hidrogénio (9). Para o desenvolvimento da reagdo, foram transferidos para uma cubeta
espectrofotométrica, 50 plL de guaiacol (0,02 M), 0,5 mL de peréxido de hidrogénio (0,38
M) e 2,0 mL de tampao fosfato (0,2 M/pH 5,8). A mistura foi levemente agitada e utilizada
para calibrar o espectrofotdometro. Em seguida, foi adicionado 50 pL do extrato enzimaético,
agitado suavemente e realizada a leitura no comprimento de onda de 470 nm, por um
periodo de um minuto, com intervalo de 10 segundos.

Atividade de Fenilalanina Amonia Liase (E.C. 4.3.1.5)

A atividade da PAL foi avaliada com base na diferenca de absorbancia resultante da
conversdo da fenilalanina em 4cido transcinamico (15). Para tanto, foram transferidos para
tubos de ensaio, 1,5 mL de cada extrato enzimatico, 1,0 mL do tampao de extragcdo e 0,5
mL de fenilalanina (49,6 mg.mL™") ou dgua destilada para a prova em “branco”. A mistura
foi incubada a 40 °C por uma hora, e posteriormente, interrompida com banho de gelo. As
leituras espectrofotométricas foram realizadas a 290 nm.

Determinacao de Proteina Soltvel

O teor de proteina soluvel foi determinado colorimétricamente pelo método descrito

por Bradford (4). Para esta determina¢do foram pipetados para tubos de ensaio, 200 pL do

extrato enzimdtico e 2,0 mL do reagente “coomassie brilliant blue” (CBB), agitados
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suavimente e realizada a leitura em espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 595 nm.
As resultados das leituras das amostras correspondentes aos extratos enzimdticos foram
convertidas em concentracdo de proteina solivel, por comparagdo com as leituras de
solucdes padrdes de albumina de soro bovino (BSA) nas concentragdes de 0; 25; 50; 100;
150 ¢ 200 mg . L. O reagente CBB foi preparado com 0,10 g de “coomassie brilliant blue”
G-250 dissolvido em 50 mL de élcool etilico absoluto. Em seguida, foram acrescentados
100 mL de 4cido ortofosférico (d = 1,71 g. mL™") e 850 mL de dgua destilada.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito de indutores e de diferentes épocas de aplicacio em algodoeiro inoculado com
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides.

Houve interagdo para ID entre indutores e linhagens avaliadas, no entanto, a época
de aplicacdo dos produtos ndo influenciou na eficiéncia de controle do patégeno. Estudos
demonstram que a mdxima resposta da planta a indu¢do ocorre alguns dias apds a aplicacao
do produto. Godard et al. (13) observaram a ocorréncia maxima de inducdo dois dias apds o
tratamento com ASM, independente da dosagem utilizada. Baysal et al. (1) constataram que
o tempo entre o tratamento inicial com ASM e a inoculacdo do patégeno Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Smith) Davis em tomate, influenciou a eficiéncia de
ASM, apesar de todos os intervalos de tempo avaliados reduzirem significativamente o ID
em comparagdo com as testemunhas. Segundo estes autores, o melhor controle da doenga
foi obtido trés dias antes da inoculagdo, apesar de tratamentos realizados apds a inoculagao
do patégeno também terem sido eficientes.

E possivel que a resisténcia em algodoeiro seja ativada rapidamente e permaneca

estavel, portanto, ndo sendo observadas diferencas em relagdo as épocas. Para Uknes et al.
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(27), cada interacdo patégeno—hospedeiro deve possuir um periodo de tempo proprio,
necessdrio para a sinalizagdo e a conseqiiente ativacdo de genes de defesa da planta,
relacionados a resisténcia induzida.
Entre as linhagens foram verificadas reducdes mais acentuadas no ID de
CNPA GO 2000 — 1256, quando tratada com os indutores (Tabela 1). Os melhores
resultados obtidos nesta linhagem deve-se, provavelmente, aos mecanismos de defesa ja
existentes na planta que sdo potencializados com a ac¢do dos indutores, pois segundo Van
Loon (28), as respostas de defesa que ocorrem nas plantas que sofrem inducao refletem os
mecanismos geneticamente fixados para cada espécie de planta.
Inserir Tabela 1

Para a varidvel AACPD ndo houve interacdo significativa entre época, cultivar e
indutores, apenas as cultivares diferiram entre si quando submetidas ao teste T (dados nao
mostrados). Os indutores diferiram significativamente em relagcdo a testemunha (Tabela 1).

A indugdo de resisténcia em algodoeiro tem sido pouco estudada e trabalhos
avaliando a eficiéncia de indutores e os mecanismos de resisténcia no patossistema
Algodoeiro - C. gossypii var. cephalosporioides inexistem. Ishida et al. (17) utilizaram
ASM para controle de Xhantomonas axonopodis pv. malvacearum (Smith) Vauterin et al.,
e obtiveram 57,81% de controle da mancha angular do algodoeiro em relagdo a testemunha,
enquanto Colson-Hanks et al. (8), observaram reduc¢do na severidade e na desfolha
causadas por Alternaria macrospora (Sacc.) Sacc. e X. campestris pv. malvacearum, assim
como diminui¢ao na incidéncia de murcha provocada por Verticcium dahliae Kleb.
Efeito de diferentes dosagens de indutores em algodoeiro inoculado com

Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides
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Na avaliacdo da severidade da ramulose nas duas linhagens tratadas com ASM e
AM em diferentes dosagens, houve interacdo entre linhagens e indutores tanto para ID
como para AACPD (Tabela 2). De maneira geral, apenas os tratamentos com AM diferiram
significativamente da testemunha e de ASM, no entanto, provocando aumento no ID e
AACPD. Na linhagem CNPA GO 2002 — 7997 AM nas dosagens D; ¢ D, (1 mL p.c. L e 2
mL p.c. L', respectivamente) diferiram significativamente quanto ao ID dos tratamentos
com ASM nas trés dosagens utilizadas, apesar de ndo diferir da testemunha , enquanto em
relacio a AACPD, AM nas trés dosagens (1 mL p.c. L', 2mL p.c. L'e3mL p.c. L™
testadas diferiu dos tratamentos com ASM e da testemunha. Nenhum dos tratamentos
diferiram entre si quanto ao ID na linhagem CNPA GO 2000 — 1256, enquanto na AACPD
apenas ASM-Dj3 (150 mg i.a.L'l) diferiu significativamente de AM nas dosagens D, e Ds.

Inserir Tabela 2

O incremento da doenga provocado por AM e os baixos niveis de controle
proporcionado por ASM verificados neste experimento provavelmente ocorreu devido as
interacdes entre ambiente-patégeno-hospedeiro/elicitor, pois a avaliagdo do efeito de
diferentes dosagens dos indutores sobre a ramulose, ocorreu nos meses de julho/agosto,
quando a temperatura (28 ‘C * 4) ndo era tdo alta como por ocasido da condugdo do
primeiro experimento (30 °C + 5) realizado nos meses de margo/abril. Segundo Walters
(30), a inducgdo de resisténcia é amplamente afetada pelo ambiente, porém poucos estudos
tém sido realizados nesta drea.

Possivelmente, as baixas percentagens de controle obtidas neste trabalho, podem ter

ocorrido também em conseqii€ncia da realizacdo de uma unica aplica¢io dos produtos, pois
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segundo Spadaro et al. (23), para ASM mostrar eficiéncia é necessdria mais de uma
aplicacdo.
Determinacao da Atividade Enzimatica

Foi verificada atividade enzimdtica de PB-1,3-glucanase e peroxidase aos 10 dias
apo6s a inducgdo, ndo havendo, entretanto, alteracdo na atividade de PAL. Houve interacio
significativa entre linhagem e indutores para as trés enzimas avaliadas (Tabela 3).

A atividade de B-1,3-glucanase foi sensivelmente maior na linhagem CNPA GO
2002 — 7997, na qual todos os indutores diferiram significativamente da testemunha,
embora nao tenham diferido entre si, enquanto em CNPA GO 2000 - 1256 niao houve
diferenca significativa entre os tratamentos. Tem sido detectado aumento da atividade de [3-
1,3-glucanase em vérias plantas apds ativacao da resisténcia (2, 5, 19, 32). Em algodoeiro,
Colson-Hanks e Deverall (8), ao tratar apenas as folhas cotiledonares com Acibenzolar-S-
metil (ASM), observaram a diminuicdo da severidade da doenca causada por Alternaria
macrospora e o aumento de B-1,3-glucanase, inclusive nas folhas distais, corroborando os
varios relatos de que ASM induz resisténcia sistémica. Em trabalho realizado por Ishida et
al. (16), para controle de X. axonopodis pv. malvacearum, houve o aumento de B-1,3-
glucanase aos 14 dias apds aplicacdo de ASM.

A relacdo entre resisténcia sist€émica e hidrolases, como B-1,3-glucanase (PR-2) e
quitinases (PR-3), € baseada no fato de que B-1,3-glucana e quitina sdo os maiores
componentes da parede celular de muitos fungos e que essas enzimas podem hidrolizar a
parede celular desses patdgenos in vitro (33). Também foi observado em mamao tratado
com ASM, o aumento da atividade de B-1,3-glucanase, assim como o acimulo de RNAm

de dois genes que codificam para PR-1 (34). Tuzun et al. (26) sugerem que as plantas
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induzidas ficam sensibilizadas e respondem mais rapidamente a infeccdo, e que fB-1,3-
glucanase € um componente da resposta de defesa da planta por restringir o
desenvolvimento do patégeno no tecido foliar.

A atividade de peroxidase ndo apresentou diferencga significativa entre as linhagens,
exceto ASM-Ds que apresentou maior atividade em CNPA GO 2000 - 1256. Dentre os
indutores, ASM-D; na linhagem CNPA GO 2000 — 7997 e ASM-D3 na linhagem CNPA
GO 2000 — 1256 diferiam significativamente dos demais tratamentos. Baysal et al. (1)
encontraram alta correlac@o entre resisténcia induzida por ASM e atividade de peroxidase
em plantulas de tomate inoculadas com C. michiganensis subsp. michiganensis, sendo a
maior atividade desta enzima verificada oito dias apds a indug@o. Aumentos na atividade de
peroxidase sdo freqiientemente associados com elevagdo nos niveis de compostos fendlicos
na parede celular durante interacdes incompativeis planta-patégeno/elicitor (2).

Para a atividade de PAL, apenas AM-D2 mostrou menor atividade na
linhagem CNPA GO 2000 — 7997, ndo sendo verificadas diferencas significativas entre os
demais tratamentos avaliados. Trabalhos relatam que a atividade de PAL aumentou
consideravelmente apds seis e sete dias em folhas de pimentdo e péra japonesa,
respectivamente, tratadas com ASM (2, 12). A PAL € um dos marcadores bioquimicos da
resisténcia induzida (31) e estd associada com o inicio da resisténcia em plantas (24). A ndo
alteracdo nas concentracdes de PAL quando comparadas com as testemunhas, nas duas
linhagens utilizadas, pode ter ocorrido devido ao periodo de tempo decorrido apds a
induc@o ou mesmo ndo producdo desta enzima.

A utilizacdo de ASM como indutor de resisténcia em algodoeiro a ramulose pode

ser uma opg¢do para o controle desta doenca, porém, deve estar associada a outras medidas



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

110

de controle, tais como a utilizacdo de cultivares de resisténcia moderada e controle quimico

convencional.
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Tabela 1. Severidade da ramulose do algodoeiro, em duas linhagens tratadas com indutores
de resisténcia, através de indice de doenca (ID) e da drea abaixo da curva de progresso da

doenca (AACPD), aos 40 dias apds a emergéncia.

ID (%)’
Indutor AACPD
CNPA GO 2002 — 7997 CNPA GO 2002 — 1256
ASM? 36,88%aA 12,50 bB 255,00 be
AM 23,75 bA 13,12 bB 211,25 ¢
Silicio 24,38 bA 16,88 bB 286,25 b
Testemunha 38,75 aA 32,50 aA 385,00 a
C.V.(%) 21,0 20,72

" Houve interacio entre os indutores e as linhagens
2ASM = acibenzolar-S-metil; AM = Agro-M(’)s®
? Dados originais. Para efeito de andlise, todos os dados foram transformados em +/x +0,5 .

Médias seguidas por letra mindscula na mesma coluna e letra maitdscula na mesma linha
nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (P=0,05).



[c<BEN o)

11
12

13

14

15

117

Tabela 2. Severidade da ramulose do algodoeiro, em duas linhagens tratadas com indutores
de resisténcia em diferentes dosagens, através de indice de doenca (ID), drea abaixo da
curva de progresso da doenca (AACPD) e efeito sobre a percentagem de controle, aos 40

dias apds a emergéncia.

Linhagens

Tratamento CNPA GO 2002 — 7997 CNPA GO 2000 - 1256

ID (%) AACPD ID (%) AACPD
ASM-D;' 22,327 cA 374,07 bA 25,00 bcA 340,14 bedA
ASM-D, 21,43 cA 368,71 bA 24,11 bcA 316,93 cdA
ASM-D; 23,21 cA 343,71 bA 13,39 dcB 216,93 dB
AM-D, 41,96 abA 645,50 aA 27,68 abcB 409,79 abcdB
AM-D, 43,75 abA 691,93 aA 34,82 abcA 527,64 abcB
AM-D; 36,61 abcA 638,36 aA 34,82 abcA 520,50 abcA
Testemunha 29,46 bcA 363,36 bA 37,50 abcA 447,29 abcdA
C.V.(%) 29,33 25,21

TASM = acibenzolar-S-metil; D; = 50 mg i.a. L', D,=100 mg i.a. L'eD;=150 mg i.a.
L', AM = Agro-M6s®; D, = I ml p.c.L?, D, =2mlp.c.L' e Dy =3 ml p.cL’

? Para a mesma varidvel, na mesma coluna médias seguidas por letra mindscula e na
mesma linha médias seguidas por mesma letra maidscula ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Duncan (P=0,05).
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Tabela 3. Atividade de B-1,3 glucanase e peroxidase aos 10 dias apds a indugdo e
fenilalanina amonia liase (PAL) aos cinco dias apds a indugdo com acibenzolar-S-metil

(ASM) e Agro—Més® (AM) em plantas de algodoeiro.

Linhagens
Atividade enzimatica Tratamento
CNPA GO 2002 7997 CNPA GO 2000 1256
ASM-D,' 36,94 abA 27,21 abA
ASM-D, 30,54 bA 13,30 bB
ASM-D; 50,04 abA 19,91 abB
AM-D, 43,40 abA 15,09 bbB
B-1,3-glucanase

AM-D, 42,02 abA 19,74 abB
AM-D; 37,41 abA 17,42 abB
Testemunha 18,31 cA 19,85 abA
C.V.(%) 15,03

ASM-D; 0,22 aA 0,16 abcA
ASM-D, 0,12 bcA 0,1 bcdA
ASM-D; 0,11 bcA 0,17 abA
AM-D; 0,12 bcA 0,06 cdB

Peroxidase

AM-D, 0,09 bcA 0,07 cdA
AM-D; 0,06 cA 0,06 cdA
Testemunha 0,12 bcA 0,04 dcB

C.V.(%) 3,63
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ASM-D, 3,19abA 2,74abA
ASM-D, 3,47abA 2,76abA
ASM-D3 2,49bA 3,04abA

PAL AM-D, 2,78abA 2,78abA
AM-D, 1,73cB 2,48abA
AM-D; 2,94abA 2,47abA
Testemunha 2,73abA 2,22bbA
C.V.(%) 9,09

TASM = acibenzolar-S-metil; D; = 50 mg i.a. L', D,=100 mg i.a. L'eD;=150 mg i.a.
L', AM = Agro-M6s®; D; = I ml p.c.L’, D, =2mlp.c.L' e Dy =3 ml p.c.L’
2 Dados originais. Para efeito de andlise, todos os dados foram transformados em ,/x +0,5 .

Médias seguidas por letra mindscula na mesma coluna e letra maitdscula na mesma linha

nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (P=0,05).
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CUSTO FISIOLOGICO
DA RESISTENCIA INDUZIDA EM ALGODOEIRO SOB
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RESUMO
Barbosa, M.A.G.; Laranjeira, D.; Coelho, R.S.B. Custo fisiolégico da resisténcia

induzida em algodoeiro sob diferentes niveis de nitrogénio. Summa Phytopathologica

A inducdo de resisténcia pelo uso de indutores quimicos tem resultado algumas

vezes em custo fisioldgico para a planta. A resisténcia induzida em algodoeiro foi
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avaliada quanto ao custo fisiolégico em uma linhagem suscetivel a Colletotrichum
gossypii var. cephalosporioides (CNPA GO 2002 — 7997) que foi cultivada em
substratos com dois niveis de nitrogénio e receberam duas aplicacdes dos indutores
acibenzolar-S-metil (ASM), &4cido jasmonico (AJ) e Agro—Més® (AM). As plantas
foram avaliadas quanto a altura (AP), comprimento de internédio (CI), biomassa fresca
da parte aérea (BFPA), biomassa fresca da raiz (BFR), biomassa seca da parte aérea
(BSPA) e biomassa seca da raiz (BSR). Também foi determinada a atividade das
enzimas fenilalanina amonia liase (PAL) e peroxidase. As plantas tratadas com ASM
apresentaram alto custo fisiolégico com acentuada redu¢do na AP, BFPA e BSPA,
enquanto as tratadas com AJ mostraram aumento significativo no BFPA e BSPA, além
de ndo diferirem significativamente na AP e CI. No substrato suplementado com
nitrogénio, todos os indutores diferiram da testemunha quanto ao comprimento de
internédio, apesar de ndo diferirem entre si, enquanto no substrato sem nitrogénio
apenas ASM e AM apresentaram diferenca significativa entre si. Foram constatadas
correlagOes significativas (P=0,05) para a maioria das varidveis analisadas sendo as
maiores correlagdes verificadas entre BFPA e BSPA (0,94), Cl e AP (0,74), BFPA e AP
(0,70) e BSPA e AP (0,70). ASM induziu a menor atividade de PAL, diferindo
significativamente dos demais tratamentos. A maior atividade de peroxidase foi
verificada em ASM, que diferiu significativamente da testemunha, no entanto, AM e AJ
apresentaram atividade para esta enzima menor que a testemunha, ndo ficando
confirmada a indugdo de resisténcia nesses dois tratamentos.

Palavras-chave adicionais: acibenzolar-S-metil, 4cido jasmonico, Agro—Més®,

fenilalanina amonia liase e peroxidase.




10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

123

ABSTRACT
Barbosa, M.A.G.; Laranjeira, D.; Coelho, R.S.B. Physiological cost of induced

resistance in cotton under different levels of nitrogen. Summa Phytopathologica

The resistance induction by the use of chemical inducers has resulted sometimes
in physiological cost for the plant. The induced resistance in cotton was evaluated for
the physiological cost in a cultivar susceptible to Colletotrichum gossypii var.
cephalosporioides (CNPA GO 2002 — 7997), which was grown in susbtracts fertilized
with two different levels of nitrogen and treated with two sprays of the disease
resistance inducers acibenzolar-S-methyl (ASM), jasmonic acid (JA) and Agro-Més®
(AM). Plants were assessed for plant height (PH), internode length (IL), shoot fresh
weight (SFW), root fresh weight (RFW), shoot dry weight (SDW) and root dry weight
(RDW). It was also determined the activity of enzymes: phenylanine-ammonia-lyase
(PAL) and peroxidase (POX). Plants treated with ASM displayed high physiological
cost with noticed reduction in PH, SFW and SDW, while those treated with JA showed
a significant increase in SFW and SDW, and did not significantly interfere in PH and
IL. In the potting mix supplemented with nitrogen, plants treated with any disease
resistance inducer were different from the control for the tested variables, although they
were not significantly different, while in potting mix without nitrogen, only ASM and
AM were themselves significantly different. It was observed significant correlation
(P=0,05) for most analyzed variables where the higher ones were verified for SFW and
SDW (0.94), IL and PH (0.74), SFW and PH (0.70) and SDW and PH (0.70). ASM
presented the lower PAL activity, significantly different from the other treatments. The

higher activity of POX was verified in ASM, which was significantly different from the
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control however AM and JA showed activity for these enzymes lower than the control,
not being confirmed the induction of resistance for plants treated with those compounds.
Additional key words: acibenzolar-S-methyl, jasmonic acid, Agro-Més®, phenilalanine-

ammonia-lyase and peroxidase.

Os desafios para o controle de doencas de plantas no século XXI sdo muitos,
pois, atualmente, a utilizacdao de controle quimico tem sido vista com restricdoes devido
aos problemas que ocasiona ao meio ambiente, alto custo e risco potencial de
surgimento de populacdes de patdgenos resistentes ao produto. A utilizagdo de
cultivares resistentes ¢ o método de controle mais recomendado porém, em indmeras
culturas, a resisténcia estd associada a caracteristicas agrondmicas indesejaveis ou € de
curta durabilidade devido ao aparecimento de populagdes virulentas do patdgeno.
Devido a esses fatores, a resisténcia induzida surgiu como importante alternativa para
controle de fitopatdgenos. Baseada na ativacdo dos mecanismos de defesa naturais das
plantas, esta estratégia de controle é econdmica e eficiente contra ampla gama de
patdgenos (16, 17, 23). No entanto, a utilizacdo de indutores nem sempre resulta em
beneficios na producgdo, visto que a ativacdo da resisténcia demanda custo de energia
por parte da planta (8, 24). Ha evidéncias de custo fisiologico da resisténcia em plantas
contra herbivoros, porém ainda nao foi esclarecido se a resisténcia induzida a patdgenos
causa ou ndo custos fisioldgicos relevantes a planta. (8).

O custo fisioldgico da resisténcia € o efeito negativo resultante da expressao da
resisténcia sob condi¢cdes em que ndo seria necessdria, como na auséncia do patégeno
(8). Esses efeitos negativos podem surgir prejudicando interacdes simbidticas com

microrganismos benéficos as plantas, como as micorrizas; interferindo na resisténcia a
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insetos, mesmo tornando a planta mais resistente a patdégenos; e pode desviar
metabolitos e energia utilizados no crescimento e outros processos importantes para a
planta, além das reacoes de defesa (11).

A “teoria do custo da defesa” surgiu a partir das correlagdes negativas entre taxa
de crescimento maximo de plantas e a concentracio de compostos secundarios
relacionados a defesa a fatores bidticos, tais como, celulose, hemicelulose, terpendides e
compostos fendlicos (13).

Tanto o 4cido salicilico (AS) como o dcido jasmonico (AJ), dois importantes
compostos de rotas metabdlicas distintas da resisténcia induzida, sio hormodnios
vegetais envolvidos em processos de desenvolvimento da planta, tais como formagao de
flores e frutos, e vérios efeitos relevantes no aumento dos niveis de AJ e AS podem
resultar em mudangas nessas fungdes devido ao papel de defesa (10).

Atualmente, pouco se conhece sobre a influéncia do genétipo e das condig¢des
ambientais na expressao da resisténcia induzida (24). Interagdes entre estresse abidtico e
resisténcia estdo apenas comecando a ser investigados. Dietrich et al. (8), avaliando
producdo de sementes em plantas tratadas com indutores de resisténcia e submetidas a
condi¢des ambientais limitantes, tais como baixo suprimento de nitrogénio, estresse
hidrico e competi¢cdo com outras plantas, observaram que houve custo fisiolégico em
alguns casos e em outros nao, podendo até ocorrer aumento na producdo de sementes
nas plantas tratadas com indutores quando comparadas com plantas ndo tratadas,
dependendo das combinagdes dos fatores ambientais.

Segundo Dietrich et al. (7), o nitrogénio € um dos principais fatores que limitam
o crescimento da planta e afeta fortemente a expressdo da resisténcia tanto constitutiva

como induzida.
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Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o custo fisiolégico da
resisténcia induzida em algodoeiro, cultivado sob diferentes concentracdes de
nitrogénio.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, onde sementes de algodao,
linhagem CNPA GO 2002 — 7997, procedente da Embrapa Algodao e suscetivel a
Colletotrichum gossypii South var. cephalosporioides Costa, foram semeadas em vasos
plasticos, com capacidade de 2,8 L, contendo substrato constituido por trés partes de
solo (pH=64;P =4 mg/dm3; K =0,88 c/molc/dm3; Ca=3,10 c/molC/dm3) € uma parte
de hamus, esterilizado com brometo de metila. Foram utilizados dois tratamentos com
nitrogé€nio: o substrato sem adubagdo (N = 0,07%) e com a suplementacao de 0,06g de
uréia/ vaso, feita de acordo com recomendac¢do baseada em andlise do substrato (9).

Os indutores acibenzolar-S-metil (ASM), AJ e Agro-Mos® (AM), foram
aplicados aos 15 e aos 25 dias apds a emergéncia das plantas, por pulverizacdo foliar,
nas dosagens de 100 mg iaL', 20 puL p.c.L'1 e 2 mL p.c.L'l, respectivamente.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado em arranjo fatorial
2x4 representado por dois niveis de nitrogé€nio, trés indutores e a testemunha
pulverizada com 4gua, com cinco repeti¢des, sendo cada unidade amostral constituida
por quatro plantas.

Custo fisiologico da induciao de resisténcia

Aos 45 dias apds a emergéncia, as plantas foram avaliadas quanto a altura (AP),
comprimento de internédio (CI), biomassa fresca da parte aérea (BFPA), biomassa
fresca da raiz (BFR), biomassa seca da parte aérea (BSPA) e biomassa seca da raiz

(BSR). A AP foi medida com auxilio de uma régua, da superficie do solo até a parte
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mais alta da planta, enquanto o CI foi determinado pela distincia entre as folhas
cotiledonares e o primeiro par de folhas definitivas. O BFPA e o BFR foram
quantificados apds a retirada das plantas dos vasos, separado o sistema radicular da
parte aérea na regido de transicdo entre a raiz € o colo da planta e pesados
separadamente em balanca com duas casas decimais. O BSPA e BSR foram
determinados apds as plantas serem colocadas em sacos de papel e submetidos a
secagem em estufa a 37°C. A pesagem foi realizada a medida em que as plantas eram
retiradas da estufa e alcangavam a temperatura ambiente.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia, sendo as médias comparadas
pelo teste de Duncan (P=0,05). Adicionalmente, foi avaliada a correlagdo entre as
variaveis pela andlise de correlagdao de Pearson (P=0,05). Estas anélises foram efetuadas
com o auxilio do programa SAEG (Sistema de Andlises Estatisticas e Genéticas,
Universidade Federal de Vicosa, Vicosa — MG, 2003).

Determinacio enziméatica

Amostras de 1,0 g de folhas correspondentes a cada tratamento, coletadas aos 45
dias apds a emergéncia das plantas, foram maceradas em almofariz com nitrogénio
liquido com 1% (v/v) de polivinilpirrolidone (PVP) e 5,0 mL de tampao acetato de
sédio (0,1 M, pH 5,0) e 1 mL de EDTA (1 mM). Os extratos foram centrifugados a
10.000 g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi transferido para tubos de
Eppendorff e armazenados a —80°C (6) para posterior determinacdo de peroxidase e
fenilalanina amonia liase.

Atividade de Peroxidase (E.C. 1.11.1.7)

A estimativa da atividade de peroxidase foi feita com base na avaliacdo do A de

absorbancia proporcionado com oxidagdo do guaiacol (CsHgO;) em presenca de
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peréxido de hidrogénio (6). Para o desenvolvimento da reacdo, foram pipetados para
uma cubeta espectrofotométrica, 50 puLL de guaiacol (0,02 M), 0,5 mL de peréxido de
hidrogénio (0,38 M) e 2,0 mL de tampao fosfato (0,2 M/pH 5,8). A mistura foi
levemente agitada e utilizada para zerar o espectrofotdmetro. Em seguida, foi
adicionado 50 pL do extrato enzimadtico, agitado suavemente e realizada a leitura no
comprimento de onda de 470 nm, por um periodo de um minuto, com intervalos de 10

segundos.
Os dados foram transformados em +/x + 0,5 e submetidos a analise de variincia,

sendo as médias comparadas pelo teste de Duncan (P=0,05) pelo programa SAEG.
Atividade de Fenilalanina Amonia Liase (E.C. 4.3.1.5)

A atividade da fenilalanina aménia liase (PAL) foi avaliada com base na
diferenca de absorbancia resultante da conversio da fenilalanina em 4cido
transcindmico (14). Para isto, foram pipetados para tubos de ensaio, 1,5 mL de cada
extrato enzimatico, 1,0 mL do tampdo de extracdo e 0,5 mL de fenilalanina (49,6
mg.mL™) ou 4gua destilada para a prova em “branco”. A mistura foi incubada a 40°C
por uma hora, e a atividade enzimatica foi interrompida com banho de gelo. As leituras
espectrofotométricas foram realizadas no comprimento de onda de 290 nm.

Adicionalmente, foi avaliada a correlagdo entre as varidveis pela andlise de
correlagdo de Pearson (P=0,05). Estas andlises foram efetuadas com o auxilio do
programa SAEG.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Custo fisiologico da inducao de resisténcia
Houve interacdo entre os indutores e os diferentes niveis de nitrogénio,

apenas para CI (Tabela 1). Ao observar os dados do comportamento dos indutores nos
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dois substratos utilizados, percebe-se que apenas AM apresentou diferenca significativa
entre os substratos sem e com nitrogénio, com maior CI no segundo tratamento.
Analisando a interagc@o entre substrato sem nitrogénio e indutores, observa-se que houve
diferenca significativa apenas entre ASM e AM sendo que o ultimo apresentou maior
CI. No substrato com nitrogénio ndo houve diferenga significativa entre os indutores,
apesar de todos os tratamentos terem diferido significativamente da testemunha. Em
trabalho avaliando a resposta de Arabidopsis a aplicacdo de ASM, sob a influéncia de
diferentes concentragdes de nitrogénio e sob condicdo de competicdo entre plantas, foi
observado que as plantas tratadas cresceram mais lentamente na primeira semana apos a
aplicacdo do indutor de resisténcia. Entretanto, apds este periodo, as plantas
compensavam o atraso no crescimento e desenvolviam mais rdpido que as plantas nao
tratadas, apesar de continuarem menores que as testemunhas, principalmente em
condicdes de baixas concentracdes de nitrogénio. Nos tratamentos com maiores
concentracdes de nitrogénio as plantas induzidas tornaram-se maiores que as
testemunhas duas a trés semanas apds o tratamento (8). Segundo os mesmos autores, a
diminui¢do ou nio na produgdo de sementes em relacdo a testemunha, dependeu das
condicdes de cultivo.

Houve diferenca significativa entre os tratamentos e as testemunhas,
independente dos niveis de nitrogénio no substrato, para as varidveis AP, BFPA e BSPA
(Tabela 1). As plantas tratadas com ASM apresentaram menor AP, BFPA e BSPA,
diferindo significativamente da testemunha. Entretanto, o tratamento com AJ ndo diferiu
significativamente da testemunha quando avaliados AP e CI em substrato ndo

suplementado com nitrogénio, porém apresentou maior BFPA e BSPA, quando



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

130

comparados com a testemunha, diferindo significativamente desta e dos demais
indutores.

O efeito do custo fisiologico de ASM em plantas, tem sido relatado em alguns
trabalhos (4, 8, 12, 15). Segundo Heil et al. (12), plantas de trigo tratadas com ASM
apresentaram menor ganho em biomassa e menor nimero de espiguetas e sementes
quando comparadas com plantas ndo tratadas. Este efeito foi mais pronunciado nas
plantas submetidas a baixos niveis de nitrogénio. Segundo os mesmos autores, as
diferencas entre as plantas tratadas e ndo tratadas, possivelmente, ocorreram devido a
competi¢do metabdlica entre os processos envolvidos no crescimento da planta e na
sintese de compostos de defesa. Buzi et al. (4) observaram que sementes de meldao
tratadas com ASM germinavam mais lentamente que as ndo tratadas. Em estudo sobre a
influéncia do custo fisiolégico de ASM em feijao, Iriti & Faoro (15) ndo encontraram
alteracdes quanto aos padrdes eletroforéticos de proteinas das sementes, entre plantas
tratadas e ndo tratadas, nem diferenca significativa entre a producdo de sementes,
concluindo entdo, que a resisténcia induzida por ASM ndo provoca custos fisioldgicos
expressivos em feijao.

Em relacdo aos resultados obtidos pela inducdo de resisténcia com AJ neste
trabalho ndo concordam com os observados por outros autores. Segundo Buzi et al. (4),
plantas de meldo tratadas com metil jasmonato apresentaram pronunciado atraso na
germinacdo. Estes autores também observaram que os tratamentos quimicos com
indutores tiveram efeito negativo nas plantulas e taxa de crescimento de raiz. A
aplicacdo de AJ também provocou atraso na frutificacdo e menor quantidade de
sementes em tomate (20). A influéncia negativa de metil jasmonato na germinacdo e

crescimento das plantas é correlacionada com a inibicdo da sintese de polissacarideos da
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parede celular (18). E possivel que o aumento no BFPA e no BSPA, e a ndo diferenca
entre AP e CI entre as plantas tratadas com AJ e as testemunhas, deva-se as diferencas
entre as espécies de plantas testadas neste trabalho e as demais, visto que, nao ha dados
sobre a influéncia do AJ em algodoeiro.

Foram constatadas correlacdes significativas (P=0,05) para a maioria das
varidaveis analisadas (Tabela 2). As maiores correlacdes foram verificadas entre BFPA e
BSPA (0,94), CI e AP (0,74), BFPA e AP (0,70) e BSPA e AP (0,70), indicando que
qualquer uma dessas medidas de crescimento podem ser utilizadas para quantificar o
custo fisiolégico em algodoeiro. As tunicas correlacdes nao significativas foram as
verificadas entre as varidaveis CI e BFR, CI e BSR, e AP e BSR. De acordo com
Benincasa (3), as medidas de crescimento sdo bastante precisas, principalmente as que
envolvem a parte aérea da planta, que além da facilidade para a coleta de dados sao
uteis para avaliar o crescimento e inferir a contribuicdo de diferentes processos
fisioldgicos sobre comportamento vegetal.

Determinacio enziméatica

Foi verificada interacdo entre os substratos testados e a atividade da PAL,
no entanto, apenas ASM diferiu significativamente nos substratos testados, com menor
atividade no tratamento sem adicdo de nitrogénio (Tabela 3). No substrato com adi¢do
de nitrogénio ndo houve diferenca significativa entre os indutores e a testemunha. E
provdvel que ndo tenha havido diferenca na atividade de PAL entre a testemunha e as
plantas tratadas com os indutores, € a menor atividade nas plantas induzidas com ASM
no substrato sem nitrogénio, devido ao periodo em que foi realizada a coleta para
determina¢do enzimética, ou seja, aos 20 dias apods a aplicacao do indutor. A PAL esta

envolvida no primeiro passo da sintese dos propandides e cataliza a conversdo da
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fenilalanina em 4cido-transcindmico, que ird resultar em compostos como flavondides,
fitoalexinas e, principalmente, lignina, que confere maior resisténcia a parede celular
das plantas aos patdgenos (19). De acordo com Chen et al., (5), o pico da atividade de
PAL ocorre entre 24 e 48 horas no maximo ap6s a indu¢do. Quando as atividades de
enzimas relacionadas a defesa da planta foram avaliadas, foi verificado que as enzimas
constitutivas e as induzidas por ASM foram significativamente mais baixas sob
condic¢des limitantes de nitrogénio (8).

Na atividade de peroxidase ndo foi verificada interagdo entre os substratos e os
indutores, observando-se apenas diferencgas significativas entre os indutores (Figura 3
B). Estes resultados contrariam os encontrados por Dietrich et al. (7) que observaram
efeito significativo na redugdo da atividade de peroxidase quando plantas de A. thaliana
foram cultivadas em condi¢des de baixas concentracdes de nitrogénio.

A maior atividade de peroxidase foi produzida por ASM, que diferiu de todos os
demais tratamentos. Os tratamentos com AM e AJ apresentaram as menores atividades
da enzima, ndo diferindo entre si, e diferindo significativamente da testemunha. A
peroxidase € uma enzima relacionada com o mecanismo de defesa da planta e o
aumento na atividade desta enzima € freqlientemente associado com a incorporagdo
progressiva de compostos fendlicos na parede celular durante interacdes incompativeis
elicitor/planta-patogeno (1). Varios autores relatam o aumento na atividade de
peroxidase com a utilizacdo de indutores, servindo desta forma como marcador de
resisténcia induzida (1, 2, 4, 8, 22, 21).

Foi observado custo fisiologico observado foi no tratamento com ASM, que teve
a indugdo de resisténcia confirmada com o aumento da atividade de peroxidase. Os

tratamentos com AM e AJ ndo expressaram atividade da PAL e peroxidase em
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algodoeiro, impossibilitando assim, a andlise de custo fisiolégico em relacdo a estes
indutores.
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Tabela 1. Comprimento de internédio (CI) em substrato sem adi¢ao de nitrogénio (N;)
e com adi¢do de nitrogénio (N;), altura da planta (AP), biomassa fresca da
parte aérea (BFPA) e biomassa seca da parte aérea (BSPA) de plantas de
algodoeiro tratadas com acibenzolar-S-metil (ASM), Agro—M6s® (AM) e

acido jasmonico (AJ) e nao tratadas (Testemunha).

CI (cm)'
Indutor AP (cm) BFPA (g) BSPA (g)
N, N,

ASM 8,72 cA” 7,60 bcA 35,39 ¢ 6,32 ¢ 1,56 ¢
AM 11,02 abA 9,70 bB 39,98 b 7,26 be 1,93 b
Al 9,27 bcA 9,63 bcA 40,66 ab 8,39b 2,53 a
Testemunha 10,45 abcA 11,11 aA 42,96 a 9,71 a 2,20b
C.V. (%) 9,49 6,48 16,45 15,0

" Houve interacio entre os indutores e os diferentes niveis de nitrogénio
2 412 . P .,

Médias seguidas por letra mintscula na mesma coluna e letra maitiscula na mesma
linha nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (P=0,05).
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Tabela 2. Coeficientes de correlagdes entre medidas de crescimento de algodoeiro:

comprimento de internddio (CI), altura da planta (AP), biomassa fresca da parte aérea

(BFPA), biomassa fresca da raiz (BFR), biomassa seca da parte aérea (BSPA) e

biomassa seca da raiz (BSR).

AP BFPA BFR BSPA BSR
CI 0,74% 0,30% 0,02 0,34% -0,004
AP - 0,70% 0,29% 0,70% 0,22
BFPA - 0,47* 0,94%* 0,35%
BFR - 0,58* 0,66*
BSPA - 0.43%

* Coeficientes de correlagdao de Pearson significativos a 5% de probabilidade.



Tabela 3. Atividade de fenilalanina amoénia liase (PAL) em substrato sem
adi¢do de nitrogénio (N;) e com adi¢do de nitrogénio (N;) e
peroxidase (POX) em plantas de algodoeiro tratadas com
acibenzolar-S-metil (ASM), Agro—M6s® (AM) e acido

jasmonico (AJ) e ndo tratadas (Testemunha).

Atividade de PAL
Atividade de POX
Indutor (Aabszgo.min'1 .mg)
(AabS47o.min'1.mg)
N, N,
ASM 3,50 bB 3,63 aA 0,84 a
AM 3,61 aA 3,63 aA 0,73 ¢
Al 3,65 aA 3,66 aA 0,74 ¢
Testemunha 3,65 aA 3,66 aA 0,78 b

C.V. (%) 1,27 5,57
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CONCLUSOES GERAIS

Considerando os estudos com base na avaliagdo de gendtipos a C. gossypii var.
cephalosporioides, a ativagdo da resisténcia por indutores quimicos, a caracterizacio
das enzimas envolvidas na resposta de defesa e custo fisiolégico em resposta a

resisténcia induzida, pode-se concluir que:

v" Com base em componentes epidemiolégicos da ramulose, os genétipos de algodoeiro

avaliados foram classificados como de resisténcia intermediaria e suscetivel.

v" Os componentes epidemioldgicos indice de doenca final (IDF) e drea abaixo da curva
de progresso da doenca (AACPD) possuem alta correlacdo e podem ser utilizados

indistintamente para avaliacdo da severidade da ramulose em algodoeiro.

v A resisténcia induzida a ramulose em algodoeiro é ativada pelos indutores ASM, AM

e Si, destacando-se ASM sob condi¢des ambientais desfavordveis ao patégeno.

v" A época de aplicagdo dos indutores, aos cinco e 10 dias antes da inoculagdo, ndo teve

influéncia na expressdo da resisténcia induzida no algodoeiro.

v" Nido houve efeito da dosagem do ASM na eficiéncia de controle da ramulose do

algodoeiro.
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v" A resisténcia induzida a ramulose no algodoeiro € expressa de forma mais eficiente

em genotipo de resisténcia intermedidria do que no suscetivel.

v Em geral, os niveis de nitrogénio utilizados neste trabalho ndo afetaram o custo

fisiol6gico da resisténcia induzida em linhagem suscetivel de algodoeiro.

v" Dentre os indutores utilizados, apenas o ASM apresentou alto custo fisiolégico da
resisténcia induzida, com expressiva reducdo na altura da planta e peso fresco e seco
da parte aérea, devendo esta caracteristica ser considerada no uso deste indutor no

controle da ramulose do algodoeiro
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