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RESUMO GERAL

O desenvolvimento de métodos bioldgicos de controle de doengas vem
ganhando importancia na busca por formas mais sustentaveis de manejo da
cultura do cafeeiro. A inducao de resisténcia na planta ¢ um dos modos de agdo
de microrganismos antagonistas no controle biologico de fitopatdgenos. Alguns
antagonistas exibem também a capacidade de estimular o crescimento da planta
hospedeira. O presente trabalho consiste de dois estudos complementares. No
primeiro, objetivou-se avaliar, em seguida a inoculacdo de sementes com o
fungo antagonista P. macrosporus, o efeito bioprotetor contra C.
gloeosporioides e promotor do crescimento de plantulas de cafeeiro. Foram
comparados tratamentos com inoculagdo isolada ou combinada desses dois
fungos, além de tratamentos controle e com utilizagdo de fungicida. Avaliaram-
se o desenvolvimento radicular inicial, a altura e a produ¢@o de biomassa na fase
de plantulas. No segundo estudo, objetivou-se identificar processos enzimaticos
influenciados pela inoculagdo de raizes do cafeeiro com o fungo P. macrosporus
e confirmar sua capacidade de indugdo de resisténcia contra C. gloeosporioides,
observando alteragdes das enzimas peroxidase, superoxido dismutase e
quitinase. Foram utilizados tratamentos com inoculag@o isolada ou combinada
desses dois fungos em raizes de plantulas de cafeeiro, com ou sem realizagdo de
ferimentos. Em periodos de 6, 12, 24 e 48 horas ap6s a finalizacdo dos
procedimentos de inoculacdo, as raizes foram coletadas para determinagdo da
atividade das enzimas peroxidase, superoxido dismutase e quitinase. A
inoculacdo de sementes com P. macrosporus proporciona bioprotecdo para o
cafeeiro ao inibir a a¢@o do patdgeno C. gloeosporioides, além de exercer efeito
bioestimulante, promovendo o crescimento de raizes e maior acimulo de
biomassa. A indugdo de resisténcia ¢ um dos mecanismos responsaveis pela acao
antagdnica do fungo Phialomyces macrosporus contra C. gloeosporioides no
cafeeiro, por meio do estimulo a atividade das trés enzimas estudadas, sendo o
principal mecanismo relacionado a ativag@o da peroxidase.

Palavras-chave: Biocontrole de doengas. Promotor de crescimento. Atividade
enzimatica. Peroxidase. Mancha manteigosa do cafeeiro. Coffea arabica L.



GENERAL ABSTRACT

The development of biological methods for diseases control is becoming
an important strategy in the search for more sustainable ways of managing
coffee crop. The induction of plant resistance to pathogens is one of the means
for biological control by antagonistic microorganisms. Some antagonists have
the ability to stimulate the growth of the host plant. This dissertation consists of
two complementary studies. In the first, we aimed to evaluate the inoculation of
coffee seeds with antagonist fungus P. macrosporus as a bioprotector agent
against C. gloeosporioides, and as a bio-stimulant for seedling growth. The
treatments consisted of isolated or combined inoculations of both these fungi, in
addition to a control treatment and a fungicide treatment. Initial root
development, plant height and biomass production were evaluated at seedling
stage. In the second study, we aimed to identify enzymatic processes influenced
by inoculation of coffee roots with fungus P. macrosporus, and confirm its
ability to induce resistance against C. gloeosporioides. Treatments consisted of
isolated or combined inoculation of both these fungi on the roots of coffee
seedlings, with or without intentional injury. In periods of 6, 12, 24 and 48 hours
after completion of the inoculation procedures, the roots were collected to
determine the activity of peroxidase, superoxide dismutase and chitinase. The
inoculation of seeds with P. macrosporus provides bio-protection for coffee by
inhibiting the action of pathogen C. gloeosporioides. In addition, we evidenced a
bio-stimulant effect of P. macrosporus, which promotes higher root growth and
biomass accumulation. The antagonism of P. macrosporus against C.
gloeosporioides occurs via resistance induction, by stimulating the activity of
the three studied enzymes. The activation of peroxidase is the main mechanism
involved in the resistance induced by P. macrosporus.

Keywords: Disease biocontrol. Growth promoter. Enzymatic activity.
Peroxidase. Coffee blister spot. Coffea arabica L.
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CAPITULO 1 Introdugio Geral

1 INTRODUCAO

A atividade cafeeira se destaca historicamente na balanca comercial
brasileira com expressiva geracdo de divisas. O desenvolvimento tecnoldgico no
manejo dessa cultura evoluiu substancialmente nas ultimas décadas e atualmente
a producdo de café¢ no Brasil responde por cerca de um ter¢o da producao
mundial, sendo assim o maior produtor, exportador e grande consumidor. A
principal regido produtora ¢ o Sudeste e os principais estados produtores sao
Minas Gerais, Espirito Santo e Sdo Paulo com 53, 23 e 8% da produgdo
respectivamente (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO-
CONAB, 2015).

Dentre os fatores que influenciam a produtividade da cultura, a
incidéncia de doengas desafia técnicos e agricultores, implicando em redugéo na
producdo e na qualidade do café. Problemas fitossanitarios sdo ocasionados
principalmente por fungos causadores da ferrugem alaranjada (Hemileia
vastatrix), da cercosporiose (Cercospora coffeicola), da mancha de phoma
(Phoma spp.) e das antracnoses (Colletotrichum spp.), dentre outras. Os relatos
mais comuns de doengas associadas ao Colletotrichum spp. sdo as antracnoses
em folhas e frutos, a seca de ponteiros e a mancha manteigosa.

O Colletotrichum gloeosporioides é o agente etiologico da mancha
manteigosa. Produtores tém observado aumento na incidéncia e severidade da
doenca nas lavouras. As plantas apresentam morte de hipocdtilos, necrose de
ramos laterais com morte das espiculas, murcha e seca descendente de ramos
plagiotropicos, necrose e mumificagdo dos frutos e mancha manteigosa nas
folhas levando a abscisdo. Como consequéncia, ha diminui¢do da produtividade,

que em algumas plantas pode ser nula (PASIN; ALMEIDA; ABREU, 2009).
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No patossitema Colletotrichum x cafeeiro, o controle genético ainda ¢
pouco conhecido. A doenga foi descrita em lavouras das cultivares Catucai
Vermelho e Amarelo, Rubi, Mundo Novo e Catuai Vermelho (PASIN; ABREU;
SOUZA, 2011), e até o momento nao ha um produto quimico para o manejo da
doenga registrado no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.

Nesse cenario, ganha inportancia a possibilidade de se desenvolverem
métodos alternativos para o manejo da mancha manteigosa baseados no controle
biologico. Uma das opgdes consiste na utilizagdo de microrganismos
antagonistas que possam inibir a colonizagdo das plantas de cafeeiro pelo
patogeno C. gloeosporioides. A acdo antagdnica pode se dar por meio de
processos de antibiose, competicdo, parasitismo ou indugdo de resisténcia na
planta (CHET, 1992; HARAN; SCHICKLER; CHET, 1996; STRANGE, 2003).
Esta Ultima constitui-se numa das estratégias mais promissoras no controle
bioldgico de doengas. O estado de indugdo de resisténcia em plantas expostas a
patogenos pode ser acompanhado por meio do monitoramento da atividade de
determinadas enzimas, sendo o aumento da atividade um indicador da
ocorréncia de resisténcia induzida (MACAGNAN et al., 2008) a partir de um
tratamento que dispare tal processo na planta. Entre as varias enzimas
envolvidas nesse processo, as peroxidases, a superoxido dismutase e as
quitinases tém recebido atengdo pela importancia em diversas frentes de atuagao
nos mecanismos de defesa das plantas.

Em alguns casos, além de atuar favorecendo a planta contra o patoégeno,
o agente de controle bioldgico também pode expressar capacidade de promover
o crescimento vegetal, proporcionando simultaneamente os efeitos protetor e
estimulante do desenvolvimento da planta hospedeira (BOTREL, 2013;
PIEROZZI, 2013).

Dentre as atividades de pesquisa da UFLA nessa tematica, uma das

iniciativas refere-se a prospec¢do de fungos saprobios do semiarido da regiao
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Nordeste quanto ao potencial de uso para o biocontrole de doengas de plantas.
Dentre os microrganismos testados, o fungo Phialomyces macrosporus tem se
mostrado promissor, combinando a¢do antagOnica contra fitopatégenos e efeito
promotor do crescimento vegetal (BOTREL, 2013; LABORDE, 2014; PINTO,
2013; PIEROZZI, 2013). Nesse contexto, no presente trabalho objetivou-se: 1)
avaliar, em seguida a inoculagdo de sementes com o fungo antagonista P.
macrosporus, o efeito bioprotetor contra C. gloeosporioides e promotor do
crescimento de plantulas de cafeeiro e 2) identificar processos enzimaticos
influenciados pela inoculacdo de raizes de plantulas de cafeeiro com o fungo P.
macrosporus e confirmar sua capacidade de inducgdo de resisténcia contra C.

gloeosporioides.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Complexo Colletotrichum spp. e a cultura do cafeeiro

Fungos do género Collefotrichum estdo entre os mais importantes
agentes fitopatogénicos nas regides tropicais e subtropicais. Espécies desse
género causam doencas de significativo impacto econdmico em plantacdes de
cereais, leguminosas, hortalicas e também em culturas perenes como madeiras,
fruteiras diversas e o cafeeiro.

A primeira descricdo de Colletotrichum em cafeeiro foi feita em 1902
por Noack, referente a um isolado do Brasil, denominado de Colleotrichum
coffeanum. No Kenya, em 1926, McDonald relatou a ocorréncia da variante
“virulans” de Colletotrichum, associada a Coffee Berry Disease. As principais
doengas no complexo Colletotrichum x cafeeiro sdo a antracnose de folhas e
frutos, seca ou morte de ponteiros (die-back), queima-castanha (brown blight), a
CBD (“coffee berry disease™), a antracnose dos frutos verdes e a mancha
manteigosa (MCDONALD, 1926; NOAK, 1902; OROZCO-MIRANDA et al.,
2002; RODRIGUES; VARZEA; MEDEIROS, 1991; VARGAS; GONZALES,
1972; WALLER et al., 1993).

A antracnose possui ocorréncia na maioria das regides onde a cultura
cafeeira se desenvolve, havendo variagGes na natureza e intensidade dos danos
provocados (GALLI; CARVALHO, 1980). As espécies de Colletotrichum sido
consideradas facultativas. A fase saprofitica pode se constituir em importante
fonte de in6culo para a sua disseminagdo. Periodos continuos de alta umidade
(sete a 10 dias de chuva), temperaturas amenas em torno de 22 °C e altitude
elevada favorecem o desenvolvimento de Colletotrichum spp. que passa da fase

saprofitica para a parasitica (PARADELA FILHO et al., 2001).
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2.2 Mancha manteigosa no cafeeiro

No Brasil, existem varios relatos do ataque de Colletotrichum
gloeosporioides Penz em cafeeiro, causando manchas em folhas e danos em
frutos (NECHET, 1999). A mancha manteigosa em Coffea arabica L. foi
relatada pela primeira por Wellman (1957), na Costa Rica. Os sintomas foram
originalmente descritos como manchas circulares medindo 2 a 6 mm de
diametro, ndo necroticas, de colora¢do verde-clara em ambas as faces das folhas,
tendo sido atribuida a causa virotica sem, contudo, demonstrar sua transmissao.
Posteriormente, Vargas e Gonzalez (1972) demonstraram ser ocasionada por
agente fungico do género Colletotrichum.

No Brasil, Mansk ¢ Matiello (1977) relataram a ocorréncia da mancha
manteigosa no estado do Espirito Santo, em lavouras de café Conilon (Coffea
canefora), sendo observado ataque em folhas, frutos e ramos. Nas folhas novas,
aparecem, inicialmente, manchas de cor verde-claro, com aspecto oleoso, menos
brilhante comparado com a superficie normal da folha, medindo de 2 a 10 mm
de diametro. No estdgio mais avangado, as manchas apresentam o centro
necrotico e coalescem, causando a queda prematura das folhas. Nos frutos e
ramos, aparecem lesdes menores, com 2 a 3 mm de diametro, deprimidas,
necroticas, de coloracdo marrom-claro e bordas irregulares. Os cafeeiros
acometidos pela mancha manteigosa apresentam desfolha e seca progressiva dos
ramos, da extremidade para a base. As brotagdes sdo novamente atacadas,
podendo ocorrer morte prematura das plantas, em menos de um ano de ataque.
Os ataques mais intensos sdo observados nas folhas e nos ramos novos, em
plantas adultas, durante a fase de maior crescimento vegetativo, de outubro a
fevereiro (MANSK, 1990).

Em Minas Gerais, a mancha manteigosa, causada por C.

gloeosporioides, foi constatada no municipio de Cristais, no inicio da década de
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1990, em lavouras de Coffea arabica, causando manchas nas folhas, em areas
circulares localizadas, de cor verde-claro com didmetro de 3-5 mm e, no centro
destes circulos, desenvolviam areas necroticas em cor marrom-claro
(DORIZZOTTO; ABREU, 1993). Existem relatos da doenca também nos
estados de Sdo Paulo, Parand e Espirito Santo, na espécie Coffea arabica e nos
estados do Espirito Santo, Rondonia e Amazonas, na espécie Coffea canephora

(COSTA; VENTURA; FERRAO, 2003; FERREIRA et al., 2004).

2.3 Transmissido de Colletotrichum spp. por sementes

Na literatura, ha relatos da transmissdo de Colletotrichum spp., por
sementes de diversas espécies vegetais, tais como leguminosas, podaceas,
solandceas e malvaceas. Na cultura cafeeira, Colletotrichum spp. € enquadrado
como transmissivel pelas sementes. Orozco-Miranda et al. (2002), avaliando
frutos e sementes de café ardbica das cultivares Catucai Amarelo e Catucai
Vermelho, verificaram que a incidéncia de Colletotrichum spp. nos frutos cereja,
foi de 100% e 89% respectivamente. O fungo pode ser reisolado de todos os
orgdos das plantulas provenientes de sementes nas quais havia sido detectada a
presenga do patégeno por meio de teste de sanidade.

A transmissibilidade via sementes de Colletotrichum gloeosporiodes
(FERREIRA; ABREU; PEREIRA, 2005; FERREIRA et al., 2010; MAIA, 2012;
MUNAUT et al.,, 1998), agente causal da mancha manteigosa, ¢ mais um
agravante em relacao a essa doenca, visto que para a correta implantacdo de uma
lavoura cafeeira € necessario utilizar mudas sadias. Assim, um requisito basico &
a aquisicdo de sementes sadias com o intuito de originar mudas de alta
qualidade, desenvolvimento uniforme, proporcionar um melhor rendimento por

area e maior longevidade das plantas (MEIRELES et al., 2007).
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Segundo Orozco-Miranda (2003), os frutos e sementes sdo importantes
veiculos de disseminagdo, sobrevivéncia e transmissao de Colletotrichum spp.
em cafeeiro. Esse fato chama a aten¢do para aqueles isolados que sdo
patogénicos. Lins (2006) verificou por microscopia eletronica de varredura que
Colletotrichum gloeosporioides esta presente nos tecidos de plantulas oriundas
de sementes coletadas de cafeeiros com sintomas da mancha manteigosa. A
mesma autora relata que a germinagao das sementes obtidas de plantas doentes ¢
retardada em relacdo as sementes de plantas sadias e que dificilmente se
desenvolvem até o estadio de palito de fosforo.

Ferreira (2006) avaliou a transmissibilidade natural da mancha
manteigosa da semente para a muda, utilizando sementes coletadas de plantas
doentes e de plantas sadias da cultivar Catucai. Foi constatado que ndo houve
diferenga significativa no percentual de germinacdo, entretanto, com o
desenvolvimento das plantulas, observou-se morte de hipocotilos originados das
sementes oriundas de plantas com mancha manteigosa. Neste caso, a incidéncia
de C. gloeosporioides nos hipocotilos foi de 94,8, com severidade de 86,8%,

enquanto as sementes colhidas de plantas sadias formaram plantulas vigorosas.

2.4 Controle biolégico

Em 1931, o termo “controle bioldgico” foi utilizado pela primeira vez,
em um artigo sobre mal do pé do trigo (BELLOW; FISHER, 1999). Na década
de 1970, Baker e Cook (1974) definiram controle biolégico como a:

reducdo da densidade de indculo ou das atividades
determinantes da doenga provocada por um patdogeno ou
parasita nos seus estados de atividade ou dorméncia, por um
ou mais organismos, realizado naturalmente ou através da
manipulagdo do ambiente, hospedeiro ou antagonista, ou
pela introducao em massa de um ou mais antagonistas.
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Mais tarde, estes mesmos autores redefiniram o controle biologico como
sendo “a reducdo da soma de in6culo ou das atividades determinantes da doenca
provocada por um patoégeno, realizada por meio de um ou mais organismos que
ndo o homem” (BETTIOL, 1991). Nesta perspectiva, o controle biologico
passou a incorporar as praticas culturais para a obten¢ao de ambiente adequado
aos antagonistas e a resisténcia da planta hospedeira ou ambos, bem como o
melhoramento da planta para resisténcia ao patégeno em potencial ou a
adequacgdo do hospedeiro as atividades antagonicas de microrganismos.

A utilizacdo do controle biologico de fitopatdogenos tem despertado
maior interesse na comunidade cientifica atualmente, tendo em vista as
preocupacdes com o ambiente devido ao risco de contaminacdo causada pelos
pesticidas, além da seguranga do homem na lavoura, a saide da populagdo, o
custo de producdo e a resisténcia de patdgenos aos agrotoxicos. Assim, 0s
principios dos métodos alternativos de controle se fazem necessarios no manejo
das principais doengas das plantas cultivadas (SHTIENBERG et al., 1994). Nos
paises europeus, o uso de fungicidas estd sendo cada vez mais restringido
(ADASKAVEG; FORSTER, 2010). Neste cenario, pesquisadores tém buscado a
associacdo de fungicidas convencionais e bioprotetores na tentativa de reduzir o
numero de aplicagdes de agrotoxicos no campo.

Microrganismos aptos a utilizag@o no biocontrole podem inibir a atuagio
do fitopatogeno por diferentes modos de agdo como a antibiose, a competi¢do, o
parasitismo e a inducdo de resisténcia na planta (CHET, 1992; HARAN;
SCHICKLER; CHET, 1996; STRANGE, 2003).

Na antibiose, os microrganismos antagonistas possuem a capacidade de
sintetizar compostos antimicrobianos. Entre eles, estdo antibioticos (fenazinas,
acetil floroglucinol, oomicina, antranilatos), bacteriocinas, sideroforos e
compostos volateis. A disputa por nutrientes, espago fisico, agua e luz faz parte

do modo de acdo por competicdo e ¢ muito comum entre oS microrganismos
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(SCHARDL; PHILIPS, 1997). O parasitismo parece ser o modo mais eficiente
de antagonismo no controle bioldgico, pois os hiperparasitas dependem dos seus
hospedeiros para sobreviverem e estdo sujeitos as mesmas variacdes ambientais
(SAITO et al., 2009). J& o mecanismo da indugdo de resisténcia a patdgenos
ativa os mecanismos de defesa latente na planta, sendo considerado eficiente por

apresentar-se menos agressivo a saude da populacdo e aos agroecossistemas

(STADNIK; MARASCHIN, 2004).

2.5 Inducio de resisténcia de plantas a fitopatégenos

As principais formas de resisténcia sdo a sist€émica adquirida (Systemic
Acquired Resistance - SAR), a sistémica induzida (Induced Systemic Resistance
- ISR), a de hipersensibilidade (Hypersensitive Response - HR) e a indugao de
proteinas relacionadas a patogé€nese (Pathogenesis-related proteins - PR-
Proteinas). A resisténcia induzida pode ser ativada em plantas por uma série de
fatores fisicos, quimicos e bioldgicos que constituem os chamados elicitores,
cuja acdo leva a planta a evitar ou atrasar a entrada e/ou a atividade do patogeno
em seus tecidos, por meio de mecanismos proprios de defesa (ATHAYDE
SOBRINHO; FERREIRA; CAVALCANTI, 2005; NOJOSA; RESENDE;
RESENDE, 2005; STANGARLIN et al., 2011). Quando a planta reconhece os
elicitores, dispara mecanismos para ativar genes envolvidos em respostas de
defesa, as quais podem ser estruturais e bioquimicas (PASCHOLATI; LEITE,
1995), sem, contudo, causar qualquer alteragdo no genoma da planta (BAYSAL;
SOYLU; SOYLU, 2003). Apds a ativacao de genes, as reagdes seguem por uma
rota de sinalizac@o para expressar a defesa da planta nas categorias de resisténcia
sistétmica adquirida ou resisténcia sistémica induzida (LOON; BAKKER;

PIETERSE, 1998).
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Quando as plantas sdo expostas ao agente indutor de resisténcia, as rotas
de sinaliza¢do sdo intensificadas e desencadeiam aumento na atividade de
enzimas envolvidas na sintese de compostos antimicrobianos. Desse modo, o
estado de indugdo de resisténcia em plantas pode ser acompanhado por meio do
monitoramento de determinadas enzimas (MACAGNAN et al., 2008) que
também funcionam como marcadores de resisténcia induzida (LOON;
BAKKER; PIETERSE, 1998; TUZUN, 2001). Entre as vdarias enzimas
vinculadas a estes processos, as peroxidases, a superoxido dismutase e as
quitinases t€m recebido atencdo por seu destacado papel nas estratégias de
defesa das plantas.

A peroxidase tem sido associada a uma gama de processos de
desenvolvimento de defesa na planta em respostas a estresses bidticos e
abidticos, além de expressar papel importante na desintoxicacdo celular
(ALMAGRO et al., 2009; BAYSAL; SOYLU; SOYLU, 2003; GULSEN et al.,
2010; HIRAGA et al., 2001; OLIVEIRA, 2006; WAR et al., 2011). No seu
metabolismo normal, os organismos estdo constantemente expostos ao
superdxido (O;) e peroxido de hidrogénio (H,O,) que constituem espécies
reativas de oxigénio. Mas quando ha o reconhecimento do fitopatdégeno, a
produgdo dessas moléculas aumenta com a chamada “explosdo oxidativa”, o que
as torna toxicas ao patdogeno e também a célula do hospedeiro, ocorrendo assim
o “estresse oxidativo” na planta (NASCIMENTO; BARRIGOSSI, 2014;
OLIVEIRA, 2006). Esse estresse ¢ prevenido ou amenizado pela agdo de
enzimas antioxidativas. A superdxido dismutase converte o O, em H,0,, que,
por sua vez ¢ decomposto pela atuagdo da peroxidase, a qual também apresenta
atividade antimicrobiana direta (PENG; KUC, 1992).

Outra importante molécula induzida pela peroxidase ¢ a lignina,
substancia orgdnica mais abundante nas plantas, depois da celulose. A lignina

ocorre na parede celular das plantas superiores e funciona como barreira fisica a


https://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
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penetracdo fungica (VANCE; KIRK; SHERWOOQOD, 1980). A lignificagdo pode
impedir o desenvolvimento do fungo nos tecidos vegetais de varias maneiras:
estabelecendo barreiras mecénicas ao avanco e desenvolvimento do patogeno,
modificando a parede celular e tornando-a mais resistente ao ataque de enzimas
produzidas pelos patogenos (CAVALCANTI; BRUNELLI; STANGARLIN,
2005). Segundo Golan, Rubinowska e Gorska-Drabik (2013), alteracdes nos
niveis da peroxidase nas plantas tém sido relatadas entre as primeiras respostas
da planta ao ataque de patogenos.

A superoxido dismutase ¢ uma das enzimas antioxidativas intracelulares
mais eficazes e presente em todos o0s organismos aerobicos, anaerdbios
facultativos e em compartimentos subcelulares propensos a explosdo oxidativa
devido a um estresse abidtico ou bidtico. Esta enzima atua diretamente contra os
efeitos toxicos de niveis elevados das espécies reativas de oxigénio durante o
estresse oxidativo (FOYER; NOCTOR, 2005; GILL; TUTEJA, 2010;
SCANDALIOS, 2005).

A quitinase ¢ efetiva na defesa da planta contra fungos patogénicos por
catalisar a hidrdlise da quitina componente da parede celular de fungos. A
atividade dessa enzima ¢ incrementada na presenca de B 1-3 glucanase que ¢
responsavel por clivar a glucana, outro componente da parede celular de fungos.
Ao realizarem a lise das hifas, essas enzimas inibem o crescimento de fungos
patogénicos na planta hospedeira. Nesse processo, ocorre também a liberacao de
oligomeros de glucana e quitina do patégeno, que funcionam como elicitores
eficientes para ativar resposta de defesa das plantas (CAMPOS; GROSSI DE
SA, 2002). Estudos tém demonstrado que a expressdo de genes de quitinase em
plantas aumenta a resisténcia das plantas a patogenos (LOON; REP; PIETERSE,
2000).

Portanto, quando a planta sofre algum dano devido a estresses bidticos

ou abioticos, imediatamente acionam seus mecanismos de defesa, com a indugao
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de moléculas de sinalizacdo que irdo ativar genes relacionados com essas
fungdes. As enzimas antioxidativas, superoxido dismutase e peroxidase, irdo
atuar eliminando espécies reativas de oxigénio que sdo formadas em resposta ao
ataque de fitopatégenos. Além disso, essas enzimas, juntamente com a quitinase,
desempenham outros papéis de defesa nos vegetais, inclusive participando na
inducdo de resisténcia aos fitopatogenos.

Na natureza, existem diversos fungos que apresentam caracteristicas
interessantes para serem usados como agentes de controle bioldgico, inclusive
como indutores de resisténcia contra fitopatdogenos. Todavia, ainda sdo pouco
estudados, necessitando assim de avancos no conhecimento a respeito do seu
potencial antagonista. Para mudancas nesse cendrio, ¢ importante a busca e a
utilizacdo de microrganismos que possuem caracteristicas desejaveis para
atuagdo em patossistemas. Produtos biocompativeis, de baixo impacto ambiental
e toxicidade aos organismos nao alvos poderdo trazer grande contribuicdo para a

sustentabilidade dos agroecossistemas (BETTIOL, 2013).

2.6 Promotores de crescimento em plantas em relacio a manejo de doengas

A utilizacdo de microrganismos promotores de crescimento vegetal é
uma das alternativas para a agricultura moderna enfrentar o desafio de promover
o aumento da produgdo de culturas com maior sustentabilidade. Atualmente,
existem varios resultados de pesquisas relacionados a promogao de crescimento
em plantas por meio da acdo de rizobactérias e bactérias endofiticas
(CARVALHO, 2004), mas sao escassos os relatos de efeitos estimulantes
proporcionados por espécies fungicas, a exemplo do que ja se conhece sobre os
beneficios proporcionados por diversas espécies de Trichoderma.

No caso das rizobactérias promotoras do crescimento, a atuacdo se da

por meio de dois mecanismos, um direto e outro indireto. O mecanismo direto
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envolve producdo de compostos que estimulam a produg@o de hormonios para o
crescimento de planta como as auxinas, citocininas, ¢ giberelinas além de
favorecer a absorcdo de agua e nutrientes minerais. J4 no mecanismo indireto, as
rizobactérias atuam como agentes de controle bioldgico de doengas e ha
envolvimento na diminui¢do ou prevencdo dos efeitos danosos de
microrganismos fitopatogénicos, pela producdo de siderdforos e metabolitos
com ac¢do fungicida (POLESI, 2011).

O uso de fungos antagonistas como 7richoderma spp. tem demonstrado
resultados promissores no controle de fitopatdgenos (SILVA et al., 2011). Na
literatura, ha relatos de varias espécies de plantas que ao serem inoculadas com
Trichoderma aumentaram a producdo de massa seca (CARVALHO FILHO,
2008; CHAGAS et al., 2014; DINIZ et al., 2006; MACHADO et al., 2011). Para
Chet, Inbar ¢ Hadar (1997), o sucesso no uso de espécies de Trichoderma se
deve a sua alta capacidade reprodutiva, habilidade de sobreviver em condigdes
desfavoraveis e agressividade contra fungos patogénicos. Segundo Melo (1996),
a inoculagdo de sementes com esse fungo aumenta o crescimento radicular das
plantulas, sendo que a promog¢do do enraizamento envolve a produgdo de
horménios vegetais, os quais favorecem a absorgdo ¢ translocagdo de nutrientes,
tornando o vegetal mais resistente ao ataque de patdgenos. O Trichoderma
também atua como promotor do crescimento da parte aérea (ETHUR, 2006).
Atualmente, existem cerca de 30 marcas comerciais registrados para o controle
de varios fitopatogenos na agricultura (BETTIOL, 2012).

Estudos recentes envolvendo o fungo Phialomyces macrosporus
forneceram indicagdes de que além de favorecer a planta contra fitopatogenos,
esse potencial agente de controle biologico também pode promover o
crescimento vegetal, proporcionando simultaneamente os efeitos protetor e
estimulante do desenvolvimento da planta hospedeira (BOTREL, 2013;
PIEROZZI, 2013).
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Nessa vertente de pesquisa, além da comprovagdo de beneficios, a
elucidacdo dos mecanismos operantes na interacdo da planta com esses
microrganismos de dupla aptidao constitui importante passo no desenvolvimento
de novos insumos bioldgicos. Estes deverdo ser parte comum da agricultura nas
proximas décadas, em que certamente aqueles produtos biotecnologicos capazes
de desencadear beneficios de protegdo contra patdégenos e promog¢do do
crescimento da planta hospedeira agregardo vantagens ao agricultor e menor

risco ao ambiente.
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CAPITULO 2 Potencial de Phialomyces macrosporus em proteger o
cafeeiro contra Colletotrichum gloeosporioides e estimular o

crescimento da planta

RESUMO

O desenvolvimento de métodos bioldgicos de controle de doengas vem
ganhando importancia na busca por formas mais sustentaveis de manejo da
cultura do cafeeiro. No presente trabalho, objetivou-se avaliar o efeito
bioprotetor do fungo antagonista P. macrosporus, quando em sementes, contra
C. gloeosporioides, bem como a acdo bioestimulante no crescimento de
plantulas de cafeeiro. Foram comparados tratamentos com inoculagdo isolada ou
combinada desses dois fungos, além de tratamentos controle e com utilizacdo de
fungicida. Avaliaram-se o desenvolvimento radicular inicial, a altura e a
producdo de biomassa na fase de plantulas. A inocula¢do de sementes com P.
macrosporus proporciona bioprote¢do para o cafeeiro ao inibir a agdo do
patogeno C. gloeosporioides, além de exercer efeito bioestimulante,
promovendo o crescimento de raizes e maior acumulo de biomassa.

Palavras-chave: Biocontrole de doencas. Promotor de crescimento. Mancha
manteigosa do cafeeiro. Coffea arabica L.
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ABSTRACT

The development of biological methods for diseases control is
becoming an important strategy in the search for more sustainable ways of
managing coffee crop. The present study aimed to evaluate the inoculation of
coffee seeds with antagonist fungus P. macrosporus as a bio-protector agent
against C. gloeosporioides, and as a bio-stimulant for seedling growth. The
treatments consisted of isolated or combined inoculation of both these fungi, in
addition to a control treatment and a fungicide treatment. Initial root
development, plant height and biomass production were evaluated at seedling
stage. The inoculation of seeds with P. macrosporus provides bio-protection for
coffee by inhibiting the action of pathogen C. gloeosporioides. In addition, we
evidenced a bio-stimulant effect of P. macrosporus, which promotes higher root
growth and biomass accumulation.

Keywords: Disease biocontrol. Growth promoter. Coffee blister spot. Coffea
arabica L.
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1 INTRODUCAO

A cultura do cafeeiro (Coffea arabica L.) ¢ estratégica para o Brasil, por
ser este o maior produtor e exportador de café¢ do mundo. Apesar da
representatividade da cafeicultura brasileira e do grande potencial produtivo,
alguns obstaculos contribuem para perdas de producdo. A ocorréncia de doencas
representa um dos principais fatores limitantes, podendo causar danos que
chegam a inviabilizar a exploracdo da cultura em determinadas situagdes.

Dentre as doengas flingicas do cafeeiro causadas por Colletotrichum spp.
no Brasil, uma das mais grave esta relacionada ao Colletotrichum
gloeosporioides, espécie cuja presenca ¢ associada a incidéncia da mancha
manteigosa. Cafeicultores tém demonstrado preocupacdo em relacdo a esta
doenga devido ao aumento de sua incidéncia e severidade no campo. Os
sintomas correspondem a morte de hipocotilos, mumificacdo e abscisdo de
folhas e frutos, murcha e seca descendente de ramos plagiotrépicos. Como
consequéncia, ha prejuizo da produtividade ¢ em algumas plantas a producao
pode ser nula (PASIN; ALMEIDA; ABREU, 2009).

A implantacdo de uma lavoura cafeeira inicia-se com a producdo de
mudas em viveiros, o que requer sementes sadias, com o intuito de se obter
plantas de maior vigor, com desenvolvimento uniforme, produtivas, ¢ de maior
longevidade (MEIRELES et al., 2007; ROSA et al., 2003). A transmissdo de C.
gloeosporioides pode ser por via sementes (FERREIRA; ABREU; PEREIRA,
2005; FERREIRA et al., 2010; MAIA, 2012; MUNAUT et al.,, 1998),
acentuando o risco de sua disseminagdo por meio das mudas. Além disso, a
presenca de patdgenos em sementes relaciona-se diretamente a um menor indice
de germinacdo e vigor (TEIXEIRA; MACHADO, 2003), o que afeta

negativamente a qualidade das mudas produzidas.
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O manejo para controle das doencas do patossistema Colletotrichum x
cafeeiro exige esforcos na busca por métodos alternativos, pelo fato de nao
existir nenhum produto quimico comercial para essa finalidade registrado no
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento. Ademais, sendo o café um
item de exportacdo, ¢ preciso levar em conta que nos paises europeus o uso de
fungicidas estd sendo cada vez mais restringido (ADASKAVEG; FORSTER,
2010), fator que podera influenciar os limites de contaminantes e padrdes de
qualidade requeridos para comercializagdo do café brasileiro no exterior. Nesse
cenario, ganha importancia a possibilidade de se desenvolver estratégias mais
sustentaveis que permitam favorecer o cafeeiro frente a incidéncia de
Colletotrichum e outros patdogenos.

A utilizagdo de agentes microbianos antagénicos para o controle de
fitopatdogenos como método alternativo tem despertado interesse na comunidade
cientifica. Uma das iniciativas refere-se a prospec¢do de fungos saprobios do
semiarido da regido Nordeste quanto ao potencial de uso para o biocontrole de
doengas de plantas. Dentre os microrganismos testados, o fungo Phialomyces
macrosporus tem se mostrado promissor, combinando a¢do antagénica contra
fitopatogenos e efeito promotor do crescimento vegetal (BOTREL, 2013;
LABORDE, 2013; PIEROZZI, 2013; PINTO, 2013).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o fungo P. macrosporus
inoculado a sementes quanto a capacidade de proporcionar bioprotecao contra C.

gloeosporioides e de estimular o crescimento de plantulas de cafeeiro.
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2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Departamento de Fitopatologia da
Universidade Federal de Lavras (UFLA). Foi realizado um experimento, no qual
se avaliou o desenvolvimento inicial de plantulas de cafeeiro apos as sementes
terem sido submetidas a diferentes tratamentos combinando inoculagées com
Colletotrichum gloeosporioides, fungo envolvido na ocorréncia da mancha
manteigosa do cafeeiro e o fungo antagonista Phialomyces macrosporus.

Este antagonista havia sido previamente selecionado no ambito do
“Projeto Sisbiota - Bioprospeccao de fungos saprobios no semiarido nordestino
para o controle de doencgas infecciosas em plantas: indugdo de resisténcia”. Por
meio de ensaio de cultura pareada em placa de Petri, com metodologia adaptada
de Dennis ¢ Webster (1971), buscou-se obter isolados capazes de inibir o
crescimento micelial de C. gloeosporiodes. Os resultados evidenciam efetiva
acdo antagbnica de P. macrosporus (PINTO, 2013). Este antagonista esta
depositado na CCMB (Cole¢ao de Culturas de Microrganismos da Bahia),

situada na Universidade Estadual de Feira de Santana-BA.

2.1 Obtencao e preparo dos in6culos

O indéculo de C. gloeosporioides utilizado foi obtido da Colegao
Micoloégica de Lavras - CML situada na Universidade Federal de Lavras -
UFLA. O isolado selecionado foi o 1-24 por ser o mais patogénico, obtido de
plantas de cafeeiro no campo, com sintomas de seca de ponteiro e mancha
manteigosa nas folhas. Os esporos (conidios) foram cultivados em meio de
cultura MEA 2% (extrato de malte e agar) durante sete dias, em incubadora
BOD a 25 + 2 °C, com 12 horas luz/escuro. A cultura de P. macrosporus foi

preparada nessas mesmas condi¢des, com uma diferenca em relagdo ao meio de
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cultura mais apropriado para esse fungo, que se desenvolve melhor no meio

CMA (milho, cenoura e agar).

2.2 Obtencao e preparo das sementes de cafeeiro

As sementes de cafeeiro utilizadas neste estudo foram da cultivar Catuai
Vermelho IAC 144, adquiridas na Fazenda Bom Jardim, produtora de sementes
certificadas, localizada em Bom Sucesso, MG, safra 2013/2014. A preparacao
das sementes para montagem do experimento seguiu protocolos normalmente
utilizados em estudos dessa natureza (CARVALHO, 2005, 2012; MAIA, 2012;
OGOSHI, 2011; SANTOS, 2012).

O perfil fisiologico dos lotes de sementes foi avaliado em testes de
germinacdo descrito nas Regras para Analise de Sementes do Brasil (BRASIL,
2009). A sanidade foi aferida com teste de incubagdo em substrato de papel
(Blotter Test).

O preparo das sementes para a montagem do experimento iniciou-se
com a retirada do pergaminho e contato com agua corrente por um periodo de 48
horas. Na sequéncia, foram desinfestadas com alcool 70% por dois minutos € em
hipoclorito de sodio a 2%por mais dois minutos, seguidos de trés banhos em
agua destilada e esterilizada. O excesso de agua na superficie da semente foi
eliminado deixando-as por 24 horas em camara de fluxo laminar sobre papel de
filtro esterilizado. Por fim, as sementes foram transferidas para placas de Petri
(150 mm de didmetro) contendo meio de cultura dgar-agua e incubadas em BOD
a 25+ 2 °C, por um periodo de sete dias, com o intuito de selecionar as sementes

aparentemente isentas de microrganismos em sua superficie.
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2.3 Aplicacio dos tratamentos de inoculacio das sementes

Todos os procedimentos envolvendo manipulagdo de sementes e
in6culos dos fungos foram realizados em camara de fluxo laminar. Previamente
a montagem dos tratamentos de inocula¢do com os fungos C. gloeosporioides e
P. macrosporus, as placas de Petri (90 mm de didmetro) contendo os respectivos
in6culos foram mantidas durante sete dias em estufa incubadora (BOD) a 25 +
2 °C para formagdo de colonias. Os tratamentos comparados no experimento
estdo descritos na Tabela 1.

Para o tratamento controle T1, as sementes foram acondicionadas em
placas de Petri contendo apenas meio de cultura MEA, sem a presenca de
qualquer microrganismo, permanecendo por seis dias e transferidas para outra
placa igual a anterior com o auxilio de uma pinga esterilizada, permanecendo
por mais seis dias. Assim, obedeceu-se igualmente o tempo demandado para a
aplicagdo dos demais tratamentos, mantendo as mesmas condi¢des de luz e
temperatura.

Nos tratamentos T2 e T3, as sementes foram mantidas por seis dias em
placas de Petri contendo meio de cultura MEA posteriormente transferidas para
as placas colonizadas com o fitopatogeno C. gloeosporioides ¢ o antagonista P.
macrosporus respectivamente. No tratamento T4, as sementes ficaram em
contato por seis dias com a colonia de C. gloeosporioides ¢ em seguida
transferidas para a placa com colonia de P. macrosporus, ai permanecendo por
mais seis dias. O tratamento T5 obedeceu a mesma sequéncia do T4, porém
invertendo a ordem de inoculagdo dos dois fungos. Desse modo, as combinagdes
T4 e TS5 representaram aplicagdes do antagonista como estratégias de
biocontrole curativo e preventivo, respectivamente.

Para efeito de simulagdo de um método de quimico de controle

preventivo, incluiu-se o tratamento T6, no qual se aplicou o fungicida Derosal
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Plus® (0,3 L/100 kg de sementes), apés o que as sementes foram mantidas por
seis dias em placas com MEA, transferidas para placa colonizada por C.
gloeosporioides e ai deixadas em contato por outros seis dias.

O tempo de contato de seis dias com o fitopatdogeno e/ou o antagonista,
considerado para efeito de inoculagdo das sementes, foi definido com base nos
trabalhos de Maia (2012) e Vieira et al. (2011), que obtiveram maior infecc¢do de
células das sementes de cafeeiro por C. gloeosporioides apds incubagao por esse
periodo.

Para cada tratamento, foram montadas oito placas de Petri contendo dez
sementes distribuidas, com a parte plana e sulcada do grio voltada para baixo,
totalizando 80 sementes. Durante o periodo de tempo necessario para que se
concluisse o processo de inoculacdo, doze dias no total, as placas foram

mantidas em BOD a 25 + 2 °C.
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Tabela 1 Tratamentos em sementes avaliados no experimento

Tratamento Descricao
T1 Tratamento controle — sementes sem inocula¢do, em contato
apenas com o meio de cultura MEA em placa de Petri, por dois
Controle periodos de seis dias.
T2 Sementes mantidas durante seis dias em placa contendo apenas

) MEA, em seguida transferidas para placa colonizada pelo
Colletotrichum  fitopatégeno C. gloeosporioides e incubadas por seis dias.

T3 Sementes mantidas durante seis dias em placa contendo apenas
) MEA, em seguida transferidas para placa colonizada pelo
Phialomyces  antagonista P. macrosporus e incubadas por seis dias.

T4 Sementes em contato direto com uma cultura de C.
) gloeosporioides por seis dias e transferidas para placa colonizada
Collet. + Phial. por P. macrosporus, ai permanecendo por mais seis dias.

T5 Sementes em contato direto com uma cultura de P. macrosporus
) por seis dias e transferidas para placa colonizada por C.
Phial. + Collet. gloeosporioides, ai permanecendo por mais seis dias.

T6 Tratamento de sementes com o fungicida Derosal Plus®,
Derosal + permanéncia em MEA por seis dias e transferéncia para placa
Collet. colonizada por C. gloeosporioides para contato durante seis dias.

2.4 Conducio do experimento e avaliacoes

Finalizado o processo de inoculagdo, as dez sementes contidas em cada
placa de Petri foram postas para germinar em bandeja de isopor, sobre duas
folhas de papel “germitest” umedecidas com agua destilada e esterilizada,
depositadas lado a lado a aproximadamente 15 mm de distincia entre si. Para
tanto, as bandejas haviam sido desinfestadas com solugdo de alcool etilico a
70% e em seguida com hipoclorito de sodio a 2%.

Cada bandeja contendo as sementes foi envolvida em papel aluminio e
este recebeu perfuragdes de estilete em toda sua extensdo, a cerca de 100 mm de
distancia. As bandejas foram entfo colocadas em saco de polietileno, formando

uma camara umida com o intuito de manter um microclima favoravel a
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germinagdo e permitir trocas gasosas com o ambiente, sendo distribuidas sobre
bancadas em cdmara de crescimento vegetal com temperatura constante de 25 +
2 °C e fotoperiodo de 12 horas luz/escuro. As sementes foram aspergidas a cada
dois dias com 4gua destilada e esterilizada com auxilio de um borrifador manual,
até o ponto em que o papel “germitest” se apresentasse umido.

Decorridos cinco dias, ocorreu a protrusdo radicular nas sementes.
Quatro bandejas de cada tratamento foram mantidas nas mesmas condicdes, para
avalia¢do do desenvolvimento do sistema radicular na fase de plantulas. Foram
realizadas leituras do comprimento da raiz pivotante a cada quatro dias, até os 28
dias apo6s a protrusdo, ocasido em que se efetuou a contagem do numero de
raizes laterais emitidas. Como ocorreu morte de plantulas ao longo do tempo em
alguns dos tratamentos de inoculagdo com C. gloeosporioides (T2 e T4), essas
medigdes foram realizadas somente nas plantulas sobreviventes.

As sementes correspondentes as outras quatro bandejas de cada
tratamento foram transferidas para copos plasticos de 300 mL contendo
substrato comercial Bioplant® previamente esterilizado em autoclave a 120°C,
por dois tempos de 60 min, com intervalo de 24 horas. Em cada copo foram
acomodadas cinco sementes cobertas por 10 mm de substrato. Os copos foram
mantidos na camara de crescimento, provendo-se irrigagdo das plantulas a cada
dois dias com agua destilada e esterilizada. Aos 56 dias apds a protrusdao
radicular, com as plantulas no estddio de “orelhas de onga”, procedeu-se a
avaliag@o da altura a partir da superficie do substrato. Em seguida, as plantulas
foram seccionadas, separando-se parte aérea e raizes lavadas, para determinacao
da produgdo de matéria seca desses compartimentos apos secagem em estufa de
circulagdo forgada de ar a 60 °C por 72 horas para obtengdo de peso constante.
Em virtude da morte de plantulas ocorridas ao longo do tempo em alguns dos
tratamentos de inoculagdo com C. gloeosporioides (T2 e T4), todas essas

medicdes foram realizadas somente nas plantulas que permaneceram vivas até os
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56 dias. Os dados de produgdo de matéria seca medidos foram ponderados pelo
numero de plantulas avaliadas em cada tratamento/repeticio ¢ expressos em
valores correspondentes a dez plantulas.

Utilizou-se delineamento experimental inteiramente casualizado com
quatro repetigdes, em que cada unidade experimental foi constituida a partir de
dez sementes/plantulas de cafeeiro. Os dados foram submetidos a analise de
varidncia com auxilio do programa SISVAR (FERREIRA, 2011). Para as
varidveis com efeito de tratamentos significativo a 1% de probabilidade pelo
teste F, procedeu-se o agrupamentos de médias pelo teste de Scott-Knott a 5%.
No caso da medida do desenvolvimento da raiz pivotante, também foram
ajustados modelos de regressdo para o comprimento radicular em cada

tratamento em fungdo do tempo apos o inicio da germinagdo das sementes.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As diferentes combinacdes de inoculagdo de sementes com o
fitopatogeno C. gloeosporioides e o antagonista P. macrosporus interferiram no
desenvolvimento inicial do cafeeiro, conforme evidenciado pelo efeito
significativo dos tratamentos sobre as variaveis de crescimento radicular, altura
e peso seco de plantulas. Apenas o peso seco de raizes ndo diferiu

estatisticamente em fungdo dos tratamentos (Tabela 2).

3.1 Efeito bioprotetor do fungo P. macrosporus sobre o desenvolvimento

radicular inicial

Quando comparadas as médias do comprimento da raiz pivotante aos 28
dias ap6s o inicio da germinacdo (Figura 1), verifica-se que os tratamentos que
envolveram inoculacdo das sementes com o fitopatogeno C. gloeosporioides
isoladamente, antes da inoculagdo com P. macrosporus ou depois da aplicacdo
de fungicida (tratamentos T2, T4 e T6) prejudicaram significativamente o
crescimento radicular em relagdo ao observado no tratamento controle. Isso
evidencia que C. gloeosporioides pode infectar sementes ¢ provocar danos
importantes ja na fase mais inicial da formag@o das mudas de cafeeiro.

Ao longo do periodo de monitoramento, constatou-se morte de plantulas
nos tratamentos T2 e T4, o que aos 28 dias representou 40,0 ¢ 27,5% de
mortalidade respectivamente. Portanto, o tratamento de inoculacdo das sementes
apenas com C. gloeosporioides foi o mais agressivo e comprometeu o processo
de germinacdo das sementes. Nesse caso, apos a protrusdo radicular, o
crescimento da raiz pivotante foi reiteradamente mais lento ao longo do tempo,
até o ponto em que foi paralisado em algumas das plantulas, originando necrose

na regido meristematica que culminou na morte da raiz. Ainda ndo havia sido
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relatada a morte precoce de raizes a partir da inoculagdo do patdégeno em
sementes aparentemente sadias, como verificado no presente estudo. Os
trabalhos realizados até entdo foram focados em avaliacoes de indices de
germinacdo, calculados por contagem de plantulas emergidas da superficie do

substrato.



Tabela 2 Resumo da analise de variancia para as variaveis estudadas quanto aos diferentes tratamentos de sementes

oM
Fontes de G.L.
variacio Comprimento da Numero de Altura Peso seco Peso seco da Peso seco
raiz principal raizes laterais de raiz parte aérea total

Tratamentos de 7,5643 ** 59081 % 35744 % 0,0079™ 01804 *%  0,2587 **
inoculagdo
Residuo 18 0,1567 0.1532 0,0851 0,0042 0,0154 0,0247
Total 23
Coeficiente de 8.7 12,9 6,3 39,3 19,9 20,0

variagao (%)

** = significativo a 1% pelo teste F; ns = ndo significativo.

(14
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Figural Efeito da inoculagdo de sementes com C. gloeosporioides e P.
macrosporus sobre o comprimento da raiz pivotante de plantulas de
cafeeiro, aos 28 dias apos o inicio da germinagdo

Legenda: Médias com mesmas letras pertencem a um mesmo grupo pelo teste de
Scott-Knott a 5%.

A severidade de C. gloeosporioides sobre os indices de germinagdo de
sementes de cafeeiro vem sendo documentada na literatura. Carvalho et al.
(2012) observam falhas de germinagdo da ordem de 34,0% a partir de sementes
coletadas a campo, oriundas de plantas com sintomas da mancha manteigosa.
Ferreira et al. (2010), ao utilizar sementes colhidas de plantas com sintomas,
relata que apenas 5,2% das plantulas sobreviveram. Maia (2012), ao comparar os
efeitos da inoculagdo com o patdogeno em sementes colhidas de plantas com ou
sem sintomas, contabilizou indices de germinacdo de 16,4 e 30,4%
respectivamente. Todos esses resultados reforcam a validade da hipodtese de
Vargas e Gonzales (1972), segundo a qual € provavel que exista um carater
genético que predispde plantulas de sementes originadas de cafeeiros com

mancha manteigosa a uma maior suscetibilidade em expressar a doenga. De
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acordo com Teixeira ¢ Machado (2003), em geral, a presenca de patdgenos em
sementes esta associada a prejuizos como baixa germinacao, perda de vigor e
deterioracdo, sendo que a maioria dos patéogenos normalmente pode ser
transmitida a progeénie.

Observa-se, no entanto, que o uso preventivo de fungicida, assim como
a inoculac@o com o fungo antagonista P. macrosporus posteriormente ao contato
das sementes com o fitopatdgeno atenuaram significativamente os seus efeitos
prejudiciais (Figura 1). Sugere-se, desse modo, uma possivel acdo curativa
desencadeada pelo microrganismo antagonista.

Por sua vez, os tratamentos em que se fez inocula¢do das sementes com
P. macrosporus de forma isolada, ou antes da inoculagdo com C.
gloeosporioides (tratamentos 3 e 5 - Tabela 1), apresentaram os maiores valores
de crescimento radicular, sendo estatisticamente iguais entre si e promovendo
incremento significativo do comprimento da raiz pivotante em relacdo ao
tratamento controle (Figura 1). Esses resultados suportam a hipotese de que P.
macrosporus pode exercer, concomitantemente, efeitos bioprotetor e
bioestimulante as plantulas de cafeeiro, uma vez que a inoculagdo de sementes
com esse fungo propiciou ndo s6 uma agdo preventiva com inibi¢do do
fitopatogeno, mas também impulsionou o crescimento radicular.

Na realidade, as diferencas entre tratamentos constatadas aos 28 dias
(Figura 1) tiveram inicio logo apds a protrusdo radicular e ampliaram-se com o
passar do tempo ao longo do periodo de avaliacao, conforme mostrado na Figura
2. Pelos modelos ajustados para a elongagdo da raiz pivotante em fungdo do
tempo decorrido apos o inicio da germinagao, nota-se que os tratamentos com P.
macrosporus adicionado as sementes, isoladamente ou antecedendo & inoculagao
com C. gloeosporioides, promoveram incrementos lineares no comprimento da
raiz. O tratamento controle apresentou padrdo de resposta quadratica, com

inflexdo indicando a estabilizagdo do crescimento nas ultimas épocas de
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avaliagdo. As inoculagdes isoladas de C. gloeosporioides e P. macrosporus
(tratamentos T2 e T3) resultaram, respectivamente, no menor € no maior
desenvolvimento radicular observados, sendo a diferenca entre esses tratamentos
equivalente a 129% na taxa diaria de crescimento da raiz, conforme indicado
pelo coeficiente angular dos modelos. O tratamento TS5, com inoculacdo de P.
macrosporus precedendo o contato das sementes com o patdgeno, proporcionou
o segundo melhor resultado, em que o incremento didrio de crescimento da raiz

foi 118% maior que o verificado no tratamento T2.

# Controle v=04075+0.2502%*x - 0,0037**x* R*=0,99
Colletotrichum  y=0,3221+00832**x R*=089
Phialomyces y=09629+0,1908**x R*=099

X Collet. + Phial. y=0.5568+0,1270**x R2=099

Comprimento raiz (cm)

X Phial. + Collet. y=0,9693+0,1814**x R*=099

0 T v T v T r r Derosal + Collet. y=-0,1907+0,2134**x - 0,0027**¢ R*=0,99

Dias ap6s inicio da germinacio

Figura2 Curvas de crescimento da raiz principal de plantulas de cafeeiro sob
efeito da inoculacdo de sementes com C. gloeosporioides e P.
macrosporus, ao longo de 28 dias apés o inicio da germinagéo

Os modelos de resposta ajustados permitem distinguir com clareza o
efeito promotor de crescimento obtido a partir da inoculacao de sementes sadias
com P. macrosporus (tratamento T3), combinado ao efeito protetor contra C.
gloeosporioides (tratamento T5). No tocante a a¢do antagonista, observa-se que,
quando P. macrosporus foi inoculado preventivamente em sementes sadias
(tratamento T5), houve completa inibi¢do da infec¢do pelo C. gloeosporioides

inoculado posteriormente. J4 quando a ordem de contato das sementes com os
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dois fungos foi inversa (tratamento T4), a inibi¢do do fitopatdogeno pelo
antagonista foi parcial e ndo possibilitou o crescimento normal da raiz, que foi
significativamente menor que no controle e similar ao tratamento com fungicida
(Figuras 1 e 2).

Vale destacar também que os resultados obtidos evidenciam que o
tempo de contato de seis dias foi suficiente para que a inoculagdo fosse bem
sucedida, tanto no caso do fitopatdgeno quanto do antagonista, de modo que
ambos colonizaram as sementes (Figura 3) e expressaram capacidade de
influenciar precocemente o desenvolvimento do cafeeiro. Esse periodo de
contato j4 havia se mostrado efetivo para a inoculacdo de C. gloeosporioides
(MAIA, 2012; VIEIRA et al., 2011), mas ainda ndo se conhecia demanda de
tempo para o procedimento com P. macrosporus.

O modo como os tratamentos influenciaram o desenvolvimento da raiz
principal tendeu a se repetir na avaliagdo da intensidade de ramificagdo do
sistema radicular. Pela contagem do nimero de raizes laterais aos 28 dias apos o
inicio da germinagdo (Figura 4), confirmam-se os efeitos negativos da
inoculagdo com C. gloeosporioides ¢ os beneficios da inoculagdo com P.
macrosporus. O contato das sementes com um ou outro desses fungos
(tratamentos T2 e T3) resultou, respectivamente, na menor ¢ maior formagdo de
raizes secundarias entre os tratamentos. O uso do fungicida (tratamento T6) ¢ a
inoculacdo de P. macrosporus posterior a colonizacdo das sementes por C.
gloeosporioides (tratamento T4) proporcionaram ramificagdo radicular

estatisticamente igual ao do controle.



Figura3 Aspecto visual da colonizacdo de sementes de cafeeiro por C.
gloeosporioides (esquerda) e por P. macrosporus (direita), apos
tempo de contato por seis dias em meio de cultura objetivando
inoculagdo

A inoculagdo de sementes sadias com P. macrosporus mostrou ser uma
estratégia preventiva eficaz, impedindo que a inoculacgdo feita em seguida com
C. gloeosporioides (tratamento T5) produzisse efeito nocivo ao desenvolvimento
radicular das plantulas. Concomitantemente, esse tratamento expressou estimulo

ao desenvolvimento de raizes laterais (Figura 4).
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Figura4 Efeito da inoculagdo de sementes com C. gloeosporioides e P.
macrosporus sobre o numero de raizes laterais por plantula de
cafeeiro, aos 28 dias ap0s o inicio germinacao

Legenda: Tratamentos com mesmas letras pertencem a um mesmo grupo pelo teste de
Scott-Knott a 5%.

O potencial supressor de P. macrosporus sobre fungos fitopatogénicos
foi detectado em outros estudos. Sua ac¢do antagénica ao desenvolvimento de C.
gloeosporioides foi documentada por Pinto (2013), que visualizou a formacao de
halo de inibi¢do do crescimento de coldnias do patdgeno em teste de cultura
pareada em placa de Petri e detectou efeito bioprotetor em mudas de cafeeiro
com oito meses de idade, a partir da inoculagdo preventiva do fungo antagonista
sete dias antes da inoculagdo do patégeno. Laborde (2014) testou a aplicagdo de
P. macrosporus diretamente em folhas de mudas de cafeeiro com sintomas
caracteristicos da incidéncia de Cercospora coffeicola, observando redugdo da
esporulagdo deste fungo em folhas senescentes ¢ da taxa de germinacdo de seus
conideos. Os efeitos bioprotetor e bioestimulante do cafeeiro foram constatados
por Botrel (2013) ao testar P. macrosporus no controle da mancha aureolada

(Pseudomonas syringae pv. garcae) em mudas.
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3.2 Efeito de promocio de crescimento em plintulas estimulada por P.

macrosporus no cultivo de substrato

Os principais contrastes observados quanto a influéncia dos tratamentos
no crescimento inicial das plantulas em substrato, avaliado em termos de altura e
producdo de biomassa aos 56 dias apds a protrusdo radicular, seguiram os
mesmos padroes detectados nas avaliagdes de raiz realizadas em papel
“germitest”, durante a fase inicial da formacdo do sistema radicular até¢ os 28
dias.

A menor altura de plantula foi condicionada pelo tratamento, com
inoculacdo das sementes apenas com C. gloeosporioides, enquanto 0s
tratamentos de inoculacdo unicamente com P. macrosporus, ou deste
antecedendo o contato das sementes com patdgeno, resultaram em maior
crescimento (Figura 5). Quando o fungo antagonista foi inoculado apo6s o
contato das sementes com o patégeno houve amenizagio dos efeitos prejudiciais
e o crescimento em altura igualou-se ao do tratamento controle. Por fim, no
tratamento com aplicacdo preventiva de fungicida as sementes, obteve-se altura
estatisticamente superior a do controle, porém inferior a alcangada com a

inoculagdo preventiva de P. macrosporus.
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Figura5 Efeito da inoculagdo de sementes com C. gloeosporioides e P.
macrosporus sobre a altura de plantulas de cafeeiro, aos 56 dias apos
o0 inicio da germinagao
Legenda: Tratamentos com mesmas letras pertencem a um mesmo grupo pelo teste de
Scott-Knott a 5%.

As diferengas entre os tratamentos quanto ao desenvolvimento radicular
avaliado em papel “germitest” (Figuras 1, 2 ¢ 4) ndo se refletiram no peso seco
das raizes recuperadas das plantulas cultivadas em substrato até os 56 dias apos
a protrusdo radicular. Nao foram verificadas diferengas estatisticas entre os
tratamentos para essa variavel (Tabela 2, Figura 6). No entanto, hd que se
considerar dois aspectos que ajudam a explicar esse nivelamento dos resultados
de peso seco de raiz. O primeiro estd associado ao elevado coeficiente de
variagdo dos dados (CV = 39,3%), que, apesar de ser comum em avaliagdes do
sistema radicular, pode dificultar a discriminagdo estatistica das médias. O
segundo aspecto refere-se ao fato de que os valores desta variavel foram
expressos a partir do peso cumulativo das raizes de dez plantas que compunham

cada unidade experimental, sendo obtidos por estimativa no caso dos
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tratamentos T2, T4 e T6, que apresentaram morte de plantulas devido a infecgdo

por C. gloeosporioides. Esses tratamentos tiveram 40%, 30% e 5% de

mortalidade de plantulas, respectivamente, afetando a representatividade dos

valores de peso seco extrapolados a partir das plantas sobreviventes, o que pode

ter contribuido para diminuir as diferencas em relagdo aos demais tratamentos.

Ainda assim, nota-se alguma tendéncia de resposta diferencial ao se considerar

os valores

absolutos do peso seco de raiz (Figura 6), o que foi perceptivel

também pela analise visual de plantulas representativas de cada tratamento

(Figura 7).
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Efeito da inoculacdo de sementes com C. gloeosporioides ¢ P.
macrosporus sobre o peso seco de raiz de dez plantulas de cafeeiro,
aos 56 dias apos o inicio da germinacao

Tratamentos com mesmas letras pertencem a um mesmo grupo pelo teste de
Scott-Knott a 5%.
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Figura7 Aspecto visual de plantulas representativas dos tratamentos aos 56
dias ap6s o inicio da germinagdo, com destaque para a inibi¢do do
crescimento radicular provocada pela inoculagdo com C.
gloeosporioides (tratamento 2) e o estimulo decorrente da inoculagdo
com P. macrosporus (tratamentos 3, 4 e 5)

Os dados de peso seco da parte aérea (Figura 8) evidenciam o efeito
depressivo da inoculagdo das sementes com C. gloeosporioides sobre o
desenvolvimento das plantulas. Em contraposi¢do, destacam-se os efeitos
preventivo e curativo de P. Macrosporus sobre o patdgeno, combinado a uma
acdo bioestimulante promotora do crescimento do cafeeiro, o que possibilitou
que todos os tratamentos envolvendo o fungo antagonista superassem o controle
na produgdo de biomassa.

As diferencas nas médias de peso seco total das plantulas (Figura 9)
reforgam os principais resultados ja relatados para as demais varidveis.
Conforme também verificado para o peso seco da parte aérea (Figura 8), chama
a atenc¢@o o melhor desempenho do tratamento T4, no qual P. macrosporus foi
inoculado depois de C. gloeosporioides. No entanto, nesse caso, novamente ¢
necessario ponderar que os dados foram extrapolados de mensuragdes realizadas
nas plantas vivas remanescentes a época da avaliagdo, visto que este tratamento
(assim como o T2 e o T6) perdeu plantas devido a patogenicidade de C.

gloeosporioides. Desse modo, a menor densidade de plantas sobreviventes nos
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copos de substrato pode ter favorecido seu desenvolvimento mais vigoroso,

contribuindo para o desempenho aparentemente melhor desse tratamento.
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Figura 8 Efeito da inoculagdo de sementes com C. gloeosporioides ¢ P.
macrosporus sobre o peso seco da parte aérea de dez plantulas de
cafeeiro, aos 56 dias ap0s o inicio da germinagao

Legenda: Tratamentos com mesmas letras pertencem a um mesmo grupo pelo teste de

Scott-Knott a 5%.
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Figura9 Efeito da inoculagdo de sementes com C. gloeosporioides e P.
macrosporus sobre o peso seco total de dez plantulas de cafeeiro, aos
56 dias apds o inicio da germinagdo

Legenda: Tratamentos com mesmas letras pertencem a um mesmo grupo pelo teste de
Scott-Knott a 5%.

Numa analise global, depreende-se que as influéncias negativas ou
positivas exercidas precocemente sobre o desenvolvimento radicular anterior a
fase de folhas cotiledonares expandidas — “orelhas de onga” — (Figuras 1, 2 ¢ 4)
persistiram ou repercutiram na formagdo da parte aérea (Figura 8). Ambos os
fungos colocados em contato com as sementes mostraram capacidade de atuar
rapidamente interferindo no metabolismo e vigor das plantulas de modo que a
biomassa acumulada na parte aérea, durante o periodo de 56 dias de cultivo em
substrato, evidencia tanto o efeito deletério da infeccdo por C. gloeosporioides
quanto a protecdo e a promogao do crescimento conferidas por P. macrosporus.

A viruléncia de Colletotrichum spp. em mudas de cafeeiro ja havia sido
comprovada em estudos anteriores. Trabalhos desenvolvidos por Lins et al.
(2007) e Pereira et al. (2009) sobre esse patossistema, utilizando microscopia

eletrénica de varredura, mostram a colonizagdo por hifas do patdégeno em células
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do hospedeiro ap6s a inoculag@o do hipocotilo de plantulas na fase de “palito de
fosforo”. Apds empregar técnica de transformagdo genética com a proteina
verde fluorescente (GFP) em C. gloeosporioides, Maia (2012) comprovou a
transmissibilidade do patégeno inoculado em sementes para a parte aérea
utilizando microscopia de epifluorescéncia na analise de fragmentos retirados da
insercao do cotilédone no caule.

Os mecanismos envolvidos na agdo antagdénica de P. macrosporus sobre
C. gloeosporioides ainda nao sdo plenamente conhecidos, mas podem estar
relacionados a antibiose com producdo de compostos volateis ou inducdo de
resisténcia (BOTREL, 2013; PIEROZZI, 2013). No tocante aos efeitos
bioestimulantes de P. macrosporus, sao ainda escassos os estudos que permitem
vislumbrar sua aptiddo como agente promotor do crescimento de plantas.
Proposic¢des nesse sentido foram apresentadas por aqueles autores ao estudarem
a inoculagdo em mudas de cafeeiro e de eucalipto, respectivamente. Em ambos
os casos, foram constatados ganhos significativos de crescimento das plantas
tratadas com P. macrosporus.

A capacidade de microrganismos antagonistas também atuarem
estimulando o desenvolvimento de plantas é bem conhecida e os avangos na sua
aplicagdo como tecnologia agricola vem sendo revelados para outras espécies
fingicas benéficas, a exemplo de Trichoderma spp. em associagdo com culturas
diversas (CHAGAS JUNIOR et al., 2014; DINIZ et al., 2006; SAITO et al.,
2009). O tratamento de sementes com esses microrganismos, além da protecao
contra fitopatogenos, favorece a germinacdo de sementes, emergéncia e
desenvolvimento das plantulas. Seu efeito bioestimulante se d4 pela liberagdo de
hormonios vegetais que promovem maior expansdo do sistema radicular e
melhoram a assimilagdo de nutrientes, aumentando a resisténcia a estresses
bidticos, além de facilitar a degradacdo de fontes de nutrientes importantes para

o desenvolvimento vegetal (HARMAN, 2000; HARMAN et al., 2004).
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A interpretag@o conjunta dos resultados do presente estudo evidenciou o
potencial de P. macrosporus para utilizagdo como agente de biocontrole
preventivo e curativo do fitopatogeno C. gloeosporioides, € também como
promotor do crescimento vegetal em cafeeiro. Essas informagdes abrem
perspectivas para o desenvolvimento futuro de tecnologias agricolas a base de
insumos bioldgicos, os quais poderdo conciliar eficiéncia agrondmica, seguranca

e qualidade ambiental no manejo das culturas.
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5 CONCLUSOES

O fungo P. macrosporus € antagonista ao C. gloeosporioides, agente da
mancha manteigosa em cafeeiro, e sua inoculagdo em sementes proporciona
bioprotecao para o cafeeiro ao inibir a agdo do fungo fitopatogénico.

A inoculagdo das sementes com P. macrosporus exerce efeito
bioestimulante, promovendo o crescimento de raizes e maior acimulo de

biomassa na fase inicial de formagao de mudas.
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CAPITULO 3 Potencial de Phialomyces macrosporus em induzir resisténcia
contra o fitopatogeno Colletotrichum gloeosporioides em

plantulas de cafeeiro

RESUMO

A indugdo de resisténcia na planta ¢ um dos modos de agdo de
organismos antagonistas no controle biologico de fitopatogenos. No presente
trabalho, objetivou-se identificar processos enzimaticos influenciados pela
inoculagdo do cafeeiro com o fungo P. macrosporus e confirmar sua capacidade
de indugdo de resisténcia contra C. gloeosporioides. Foram utilizados
tratamentos com inocula¢do isolada ou combinada desses dois fungos em raizes
de plantulas de cafeeiro, com ou sem realizacdo de ferimentos. Em periodos de
6, 12, 24 e 48 horas apos a finalizagdo dos procedimentos de inoculagdo, as
raizes foram coletadas para determinacdo da atividade das enzimas peroxidase,
superdxido dismutase e quitinase. O antagonismo de P. macrosporus contra C.
gloeosporioides se da via indugdo de resisténcia no cafeeiro, por meio do
estimulo a atividade das trés enzimas estudadas, sendo o principal mecanismo
relacionado a ativagdo da peroxidase.

Palavras-chave: Biocontrole de doengas. Atividade enzimatica. Peroxidase.
Mancha manteigosa do cafeeiro. Coffea arabica L.
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ABSTRACT

Resistance induction in plants is one mean for the biological control of
pathogens by antagonistic organisms. The present study aimed to identify
enzymatic processes influenced by the inoculation of coffee plants with fungus
P. macrosporus, and confirm its ability to induce resistance against C.
gloeosporioides. Treatments consisted of isolated or combined inoculation of
both these fungi on roots of coffee seedlings, with or without intentional injury.
In periods of 6, 12, 24 and 48 hours after completing the inoculation procedures,
the roots were collected to determine the activity of peroxidase, superoxide
dismutase and chitinase. The antagonism of P. macrosporus against C.
gloeosporioides occurs via resistance induction in coffee plants, by stimulating
the activity of the three studied enzymes. The activation of peroxidase is the
main mechanism involved in the resistance induced by P. macrosporus.

Keywords: Disease biocontrol. Enzymatic activity. Peroxidase. Coffee blister
spot. Coffea arabica L.
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1 INTRODUCAO

O patossistema Colletotrichum x cafeeiro esta ligado a ocorréncia da
mancha manteigosa, doenca cujo manejo para o controle ainda ndo € claramente
definido. A utilizacdo de agentes microbianos antagénicos para o controle do
Colletotrichum é uma das alternativas de controle estudadas. Nesse sentido, o
fungo Phialomyces macrosporus tem se destacado como inibidor da colonizacao
de plantas de cafeeiro por diferentes fitopatdgenos, inclusive C. gloeosporioides,
associando ainda efeito promotor do crescimento vegetal, conforme constatado
em trabalhos utilizando diferentes procedimentos de inoculacio (BOTREL,
2013; LABORDE, 2014; PINTO, 2013).

Dentre os modos de acdo de microrganismos usados no controle
bioldgico de doencas, tem-se a competicdo, o parasitismo, a antibiose ¢ a
inducdo de resisténcia (CHET, 1992; HARAN; SCHICKLER; CHET, 1996;
STRANGE, 2003). Os mecanismos envolvidos na agdo antagénica de P.
macrosporus sobre C. gloeosporioides ainda ndo sdo plenamente conhecidos,
mas podem estar relacionados a antibiose com produgdo de compostos volateis
ou a indugdo de resisténcia (BOTREL, 2013; PIEROZZI, 2013).

A resisténcia induzida, como medida de controle de doencas de plantas,
tem por objetivo evitar ou atrasar a entrada e posterior atuagdo do patégeno nos
tecidos vegetais por meio de mecanismos de defesa inerentes a propria planta
(PASCHOLATIL;, LEITE, 1995). A utilizacdo de microrganismos nao
patogénicos como indutores de resisténcia vem ganhando importancia
(PASCHOLATI, 1998) e atualmente existem registros na literatura de diversas
substancias de origem bioldgica que agem como indutores de resisténcia (KUC,
2001). Cavalcanti, Brunelli e Stangarlin (2005) e Resende et al. (2004) relatam

que a resisténcia induzida em plantas pode ocorrer a partir do tratamento com
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agentes bidticos (extratos vegetais, microrganismos ou parte desses) ou abidticos
(substancias quimicas).

Em alguns patossistemas, tratamentos com determinados indutores de
resisténcia levam a ativacdo direta de mecanismos de respostas de defesa da
planta. Contudo, alguns mecanismos sao ativados apenas apds a inoculagdo do
hospedeiro com o fitopatdogeno. O tratamento prévio com indutores de
resisténcia pode predispor plantas suscetiveis a ativarem respostas de defesa
mais rapida e intensamente do que as plantas ndo induzidas, quando ambas sdo
expostas ao fitopatdgeno. Dessa maneira, indutores de resisténcia fazem
expressar um mecanismo de defesa denominado preparo ou sensibilidade (efeito
“priming”), o qual foi demonstrado em Arabidopsis thaliana (CONRATH et al.,
2006; KOHLER; SCHWINDLING; CONRATH, 2002).

As enzimas peroxidase, superoxido dismutase e quitinase sdo
frequentemente associadas a mecanismos de defesa dos vegetais em situagdes de
estresses abioticos e bidticos (FOYER; NOCTOR, 2005; GILL; TUTEJA, 2010;
GULSEN et al., 2010; MEDEIROS et al., 2010; OLIVEIRA, 2006; WAR et al.,
2012) e a elevacdo nos niveis de atividade enzimatica na planta pode ser
indicador da resisténcia contra fitopatogenos (LOON; REP; PIETERSE, 2006;
MACAGNAN et al., 2008; OLIVEIRA, 2006). Portanto, estudos da resposta
bioquimica de defesa, como a detec¢do de aumento na atividade de determinadas
enzimas em Orgdos da planta, associado a atuacdo de agentes de controle
bioldgico, permitem avangar na compreensao de mecanismos capazes de atenuar
os danos decorrentes da incidéncia de doengas.

O objetivo do presente trabalho foi relacionar alteragdes na atividade das
enzimas peroxidase, superoxido dismutase e quitinase a atuagdo do fungo
antagonista P. macrosporus em raizes de plantulas de cafeeiro, de modo a

comprovar a inducdo de resisténcia contra o fitopatégeno C. gloeosporioides.
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2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Departamento de Fitopatologia da
Universidade Federal de Lavras (UFLA). Foi realizado um experimento de
inoculacdo do cafeeiro com o fungo P. macrosporus, antagonista ao
fitopatogeno C. gloeosporioides, para avaliacdo de alteragdes na atividade de
determinadas enzimas que servem como marcadores de indugao de resisténcia.

O fungo P. macrosporus foi previamente selecionado no ambito do
“Projeto Sisbiota - Bioprospeccao de fungos saprobios no semiarido nordestino
para o controle de doengas infecciosas em plantas: inducao de resisténcia”. Pinto
(2013) conduziu um ensaio de cultura pareada em placa de Petri, com
metodologia adaptada de Dennis e Webster (1971), comprovando efetiva agdo
antagonica de P. macrosporus, que foi capaz de inibir o crescimento micelial de

C. gloeosporiodes.

2.1 Obtencao e preparo dos inéculos

O indéculo de C. gloeosporioides utilizado foi obtido da Colegao
Micoloégica de Lavras - CML situada na Universidade Federal de Lavras -
UFLA. O isolado selecionado foi o 1-24 por ser o mais patogénico, obtido de
plantas de cafeeiro no campo, com sintomas de seca de ponteiro ¢ mancha
manteigosa nas folhas. Os esporos (conidios) foram cultivados em placas de
Petri contendo meio de cultura MEA 2% (extrato de malte e agar) durante sete
dias, em incubadora BOD a 25 + 2 °C, com 12 horas luz/escuro.

A suspensdo inoculante de C. gloeosporioides usada no experimento foi
obtida apos a esporulacdo, realizando-se lavagem superficial das colonias com
5 mL de 4gua destilada e esterilizada em cada placa de Petri e promovendo a

retirada dos conidios com auxilio de um pincel de cerdas macias, sendo a
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suspensdo resultante filtrada em gaze esterilizada. Ajustou-se a concentragio da
suspensio em 4x10° conidios/mL, a partir de estimativa feita em lamina de
contagem (cAmara de Newbauer).

A cultura de P. macrosporus também foi preparada em incubadora BOD
a 25 £ 2 °C, com 12 horas luz/escuro, utilizando-se meio de cultura CMA
(milho, cenoura e agar), mais apropriado para esse fungo. Apos sete dias,
adotou-se os procedimentos descritos por Botrel (2013), em que um disco da
coldnia foi transferido para erlenmeyer contendo 100 mL de meio CM liquido
(milho, cenoura e dgua). O erlenmeyer foi mantido por dez dias em agitador do
tipo shaker, em rotagdo de 120 rpm, a temperatura de 25-27 °C. Apods esse
periodo, todo o conteudo foi homogeneizado em liquidificador. A suspensdo
inoculante usada no experimento foi produzida por meio da diluigdo em série de
unidades formadoras de colonias (ufc), ajustando-se a concentragdo em 3x10*

ufc/mL.

2.2 Obtencio e preparo das sementes de cafeeiro

As sementes de cafeeiro utilizadas neste estudo foram da cultivar Catuai
Vermelho IAC 144, adquiridas na Fazenda Bom Jardim, produtora de sementes
certificadas, localizada em Bom Sucesso, MG, safra 2013/2014. A preparacdo
das sementes para montagem do experimento seguiu protocolos normalmente
utilizados em estudos dessa natureza (CARVALHO et al., 2005, 2012; MAIA,
2012; OGOSHI, 2011; SANTOS, 2012).

O perfil fisiologico dos lotes de sementes foi avaliado em teste de
germinacdo descrito nas Regras para Analise de Sementes do Brasil (2009). A
sanidade foi aferida com teste de incubag@o em papel umedecido (Blotter Test).

O preparo das sementes para a montagem do experimento iniciou-se

com a retirada do pergaminho e contato com agua corrente por um periodo de 48
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horas. Na sequéncia, foram desinfestadas com alcool 70% por dois minutos e em
hipoclorito de sddio a 2% por mais dois minutos, seguidos de trés banhos em
dgua destilada e esterilizada. O excesso de agua na superficie do grao foi
eliminado deixando-se as sementes por 24 horas em camara de fluxo laminar
sobre papel de filtro esterilizado. Por fim, as sementes foram transferidas para
placas de Petri (150 mm de didmetro) contendo meio de cultura dgar-agua e
incubadas em BOD a 25 + 2 °C, por um periodo de sete dias, com o intuito de
selecionar as sementes aparentemente isentas de microrganismos em sua

superficie.

2.3 Obtencao das plantulas de cafeeiro e aplicaciao dos tratamentos

Finalizado o processo de preparo, as sementes foram divididas em lotes
de sessenta unidades, distribuidas em bandeja de isopor para germinar sobre
duas folhas de papel “germitest” umedecidas com agua destilada e esterilizada.
As sementes foram depositadas lado a lado a aproximadamente 15 mm de
distancia entre si. Para tanto, as bandejas haviam sido desinfestadas com solugao
de alcool etilico a 70% e em seguida com hipoclorito de so6dio a 2%.

Cada bandeja contendo as sementes foi envolvida em papel aluminio e
este recebeu perfuragdes de estilete em toda sua extensdo, a cerca de 100 mm de
distancia. As bandejas foram ent@o colocadas em saco de polietileno, formando
uma cdmara umida com o intuito de manter um microclima favoravel a
germinacdo e permitir trocas gasosas com o ambiente, sendo distribuidas sobre
bancadas em camara de crescimento vegetal com temperatura constante de 25 +
2 °C e fotoperiodo de 12 horas luz/escuro. As sementes foram aspergidas a cada
dois dias com agua destilada e esterilizada com o auxilio de um borrifador
manual “De Vilbiss”, até o ponto em que o papel “germitest” se apresentasse

umido.
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Decorridos cerca de dezenove dias, as plantulas apresentavam
comprimento de raiz principal aproximado de 4,5 cm. Nesta ocasido, iniciou-se a
aplicagdo dos tratamentos de inoculacdo descritos na Tabela 1. As inoculagdes
foram realizadas sem e com ferimento da raiz principal promovido em seis
pontos utilizando-se agulha entomologica. Nos tratamentos com inoculagdo do
fungo antagonista, as plantulas tiveram as raizes aspergidas com a solucdo
contendo P. macrosporus na concentragio de 3x10* ufc/mL, no primeiro dia da
aplicagdo dos tratamentos, visando promover a indugdo de resisténcia. Nos
tratamentos com inoculacdao do fitopatdogeno, as plantulas tiveram as raizes
aspergidas com a solu¢do contendo conidios de C. gloeosporioides na
concentragio de 4x10° esporos/mL, no sétimo dia ap6s o inicio da aplicagio dos
tratamentos, visando provocar a infecgdo. Nos tratamentos que ndo receberiam
in6culos fungicos, as raizes eram aspergidas apenas com agua destilada e
esterilizada.

A composicao dos tratamentos também envolveu diferentes periodos de
coleta das raizes para analises de atividade enzimatica, as 6, 12, 24 ¢ 48 horas
apos a finalizacdo dos procedimentos de inoculagdo. Estabeleceu-se assim um
esquema fatorial 4 x 2 x 4 (quatro tratamentos de inoculagdo x raizes sem e com
ferimento x quatro periodos de coleta para analises enzimaticas). Utilizou-se
delineamento inteiramente casualizado, com trés repetigoes, sendo cada unidade
experimental composta por uma bandeja contendo sessenta plantulas. Esse
numero de plantulas foi necessario a fim de garantir as quantidades de material
de raiz requeridas nas analises de atividade enzimatica.

Durante todo o periodo experimental, as parcelas foram mantidas sobre
bancadas em camara de crescimento vegetal, com temperatura constante de 25 +
2 °C e fotoperiodo de 12 horas luz/escuro, sendo umedecidas a cada dois dias

com agua destilada e esterilizada.



Tabela 1 Tratamentos de inoculacdo em raizes de cafeeiro sem ¢ com ferimento

Tratamento de
inoculacio

Procedimento

Ferimento da
raiz no 1° dia

Aspersao
agua no 1°
dia

Aspersao inéculo Ferimento da
de P. macrosporus raiz no 7° dia
no 1° dia

Aspersiao
aguano 7°
dia

Aspersao inéculo de
C. gloeosporioides no
7° dia

T1
Controle s/ ferimento

+

+

T2
Colletotrichum s/
ferimento

T3
Phialomyces s/ ferimento

T4
Phial. + Collet. s/
ferimento

T5
Controle ¢/ ferimento

T6
Colletotrichum c/
ferimento

T7
Phialomyces c/ ferimento

T8
Phial. + Collet. ¢/
ferimento

LL
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2.4 Preparo de extratos de raizes e avaliacio da atividade de enzimas

A coleta de raizes foi realizada em periodos de 6, 12, 24 ¢ 48 horas apoés
a finalizacdo dos procedimentos de inoculacdo das plantulas de cafeeiro. Apos
destacadas, as raizes foram envelopadas em papel aluminio, colocadas em
contato com nitrogénio liquido a fim de paralisar o metabolismo celular e, em
seguida, armazenadas em deep freezer a -80 °C até serem processadas.

Para a obtengao dos extratos utilizados na determinacao da atividade das
enzimas peroxidase e superdxido dismutase, amostras de 200 mg de tecido das
raizes foram maceradas com nitrogénio liquido em almofariz, adicionando-se
polivinilpirrolidona 1% (p/p), até a obtencdo de um p6 fino. Esse material foi
homogeneizado em tampao fosfato de potassio 100 mM em pH 7,8, EDTA
0,1 mM e acido ascorbico 10 mM. O homogeneizado foi centrifugado a 12.000 g
por 25 minutos, em temperatura de 4°C, sendo o extrato sobrenadante utilizado
para as analises enzimaticas (BIEMELT; KEETMAN; ALBRECHT, 1998).

A atividade da enzima peroxidase foi determinada pela oxidagdo do
guaiacol, de acordo com a metodologia de Urbanek, Kuzniak gebarowska e
Herka (1991). Adicionou-se 40 uL. do extrato enzimatico, ajustado para 200 uL.
pela adigdo de solucdo contendo fosfato de potassio 100 mM em pH 7,0,
guaiacol 7,5 mM e peroxido de hidrogénio 18,75 mM. Apos incubagio a 30°C
por 10 minutos, mediu-se a absorbancia em espectrofotometro no comprimento
de onda de 480nm. A partir da leitura obtida, o coeficiente de extingdo molar de
1,235 mM™ ecm™ foi usado para calcular a atividade da peroxidase (CHANCE;
MAEHLEY, 1955). A atividade de peroxidase foi expressa em micromol de
atividade por minuto, por miligrama de proteina soltivel (WM min" mgP™).

A atividade da superoxido dismutase foi avaliada pela capacidade dessa
enzima em inibir a fotorreducdo do azul de nitrotetrazolio (GIANNOPOLITIS;

RIES, 1977) em meio de incubagdao composto pelo extrato enzimatico e solugao
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de fosfato de potassio 50 mM em pH 7,8, metionina 14 mM, EDTA 0,1 uM,
nitrotetrazolio 75 uM eriboflavina 2 uM. Apds incubag¢do por 7 minutos em
camara fechada com lampada fluorescente de 30 W, realizou-se leitura em
espectrofotometro no comprimento de onda de 560 nm. Uma unidade de
superoxido dismutase correspondeu a quantidade de enzima capaz de inibir em
50% a fotorredugdo do nitrotetrazolio nas condigdes do ensaio, sendo expressa
em unidade de proteina por minuto, por miligrama de proteina soliivel (U min™'
mgP™).

Para as analises de atividade da enzima quitinase, os tecidos das raizes
foram colocados em nitrogénio liquido e triturados até a obtenc¢ao de um po6 fino,
utilizando-se almofariz e pistilo. Posteriormente, aproximadamente 1 g desse po
foi depositado em um tubo, ao qual se adicionou o tampdo acetato de sodio
50 mM e pH 5,2, na propor¢do de SmL de tampao por grama de amostra de raiz.
Apods homogeneizacdo, a solugdo foi centrifugada a 12.000 g por 25 minutos, a
temperatura de 4°C, sendo o extrato sobrenadante usado como fonte enzimatica.

A atividade da quitinase foi determinada a partir de uma aliquota de
100 pL de extrato enzimatico, ajustada para 280 pL pela adi¢do de solu¢do com
100 pL de acetato de sodio 50 mM em pH 5,2 e 80 pL de CM-Chitin-RBV
2 mg mL"' (substrato especifico para quitinase fornecido por LOEWE
Biochemica GmbH), disposta em microplaca de 96 cavidades, com volume de
350 pL por cavidade. As amostras assim tratadas foram incubadas a 40 °C por
90 minutos, sendo em seguida acidificadas com 30 pL de HCI 2 N, resfriadas
em banho de gelo por 10 minutos e centrifugadas a 3.700 g por 10 minutos, a
temperatura de 4°C. Uma aliquota de 180 uL do sobrenadante de cada amostra
foi transferida para nova microplaca, para leitura no comprimento de onda de
520 nm, em espectrofotometro de ELISA (WIRTH; WOLF, 1990). A atividade
de quitinase foi expressa em micromol de atividade por minuto, por miligrama

de proteina soluvel (uM min"' mgP™).
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A proteina total de cada extrato enzimatico foi mensurada de acordo
com o método de Bradford (1976), usando-se uma curva padrao de albumina

sérica bovina.

2.5 Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a andlise de variancia. Empregou-se o teste
de Scott-Knott a 5% para agrupamentos de médias dos tratamentos e modelos de
regressao foram ajustados para a atividade das enzimas em funcdo do tempo
decorrido da aplicacdo dos tratamentos. Foi utilizado o programa SISVAR

(FERREIRA, 2011).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade das trés enzimas estudadas foi significativamente
influenciada pelos tratamentos de inoculagdo com P. macrosporus e C.
gloeosporioides, diferindo também pelo ferimento ou ndo das raizes e em fungéo
dos periodos de amostragem apo6s a inoculacdo. Houve ainda interagdes
significativas entre esses fatores (Tabela 2). Os coeficientes de variacdo foram
relativamente baixos, evidenciando boa consisténcia dos dados obtidos.

De maneira geral, a atividade enzimatica nas raizes do cafeeiro
aumentou com o tempo decorrido da aplicacdo dos tratamentos de inoculacao
com P. macrosporus e/ou C. gloeosporioides (Figura 1). A atividade das
enzimas peroxidase e superoxido dismutase foi incrementada até o periodo de 48
horas considerado na amostragem de raizes, enquanto a quitinase atingiu o pico
de maxima atividade antes desse prazo. Todavia, o desdobramento das
interagdes entre tratamentos de inoculagdo x ferimentos x periodos de tempo na
amostragem das raizes para analise enzimatica revela comportamentos variaveis
conforme as combinacgdes desses fatores e a enzima em questdo. De qualquer
modo, a rapida alteragdo nos padrdes de atividade das trés enzimas é condizente
com os relatos da literatura de que reagdes bioquimicas de defesa da planta
iniciam-se poucas horas apds o reconhecimento de condigdes adversas, como,
por exemplo, a acdo de patogenos (OLIVEIRA, 2006; TORRES; DANGL,
2005).
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Tabela 2 Resumo da analise de variancia para as variaveis estudadas

Fontes de G. L. QM
Variag:?w1
Atividade da Atividade da Atividade da
peroxidase superoxido dismutase  quitinase

Inoculagéo (I) 3 19.897.713,95%* 6.287,37** 160,18%*
Ferimento (F) 1 5.940.647,51** 476.314,87** 15,84%**
Periodo (P) 3 7.029.137,01** 102.247,01** 256,01**
IxF 3 834.943 40** 2.25523%%* 67,45%*
IxP 9 900.362,75** 1.936,73** 30,08**
FxP 3 281.310,57** 120.499,21** 169,84**
IxFxP 9 64.661,57** 2.951,45%%* 50,20%*
Residuo 64 4.394,86 7,52 1,70
Total 95
CV (%) 2,7 1,8 6,3
' Inoculagio = tratamentos envolvendo inoculagio de P. macrosporus ¢ C.

gloeosporioides; Ferimento = sem ou com ferimento nas raizes para a inoculagdo;
Periodo = periodos de coleta de raizes para andlises enzimaticas apds a inoculacdo.
** = significativo a 1% pelo teste F.
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¥=19262 + 15,15%% +0,2405% > R2=0,97

50 A

y =53,886 + 6,4513%*x - 0, 055**x! R*=0,96

y=13,014+ 0,6627**x - 0,0094**> R*=0,99

10 20 30 40 50 60

Tempo apés aplicaciio dos tratamentos (h)

Figural Atividade de enzimas peroxidase (POX), superdxido dismutase
(SOD) e quitinase (CHI) em raizes de plantulas de cafeeiro em
funcdo do tempo apos inoculagido

Legenda: Média de todos os tratamentos, sem e com ferimento.
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3.1 Atividade de peroxidase

A promogdo de ferimento nas raizes incrementou a atividade de
peroxidase, mesmo no tratamento controle. Este correspondeu a menor
expressdo da enzima, enquanto os demais tratamentos resultaram em atividade
mais intensa, sobretudo ao final do periodo de avaliacdo (Tabela 3, Figura 2).
Considerando-se que a agdo da peroxidase esta relacionada aos mecanismos de
defesa da planta, ¢ importante notar que, quando a inocula¢do do patégeno foi
feita posteriormente ao periodo de contato das raizes com P. macrosporus, a
atividade da peroxidase foi potencializada, independentemente da existéncia ou
ndo de ferimentos no momento da inoculagdo dos fungos.

Ao longo do periodo de avaliacdo, o tratamento com inoculacdo isolada
do antagonista P. macrosporus promoveu maior atividade enzimatica em
comparagdo a inoculacdo com o patdégeno C. gloeosporioides, sendo as
diferencas proporcionalmente maiores na auséncia de ferimento as raizes
(Tabela 3, Figura 2). Sabe-se que a colonizagdo por esse patdogeno se da
preferencialmente quando existem rupturas no tecido vegetal (PEREIRA et al.,
2009), o que pode ter retardado sua atuagdo e o consequente reconhecimento e
reacdo de defesa da planta quando a inoculag¢do foi feita em raizes intactas.
Desse modo, as injurias devem ter favorecido a entrada do C. gloeosporioides,
contribuindo para nivelar os resultados nesses dois tratamentos quando aplicados

com ferimento das raizes (Figura 2B).



Tabela 3 Atividade da enzima peroxidase (uM min™ mgP™') em raizes de plantulas de cafeeiro, a partir da inoculagio
com P. macrosporus e/ou C. gloeosporioides, sem e com ferimento, ¢ em diferentes periodos de amostragem
(h) ap6s a aplicagdo dos tratamentos

Sem ferimento

Com ferimento

Tratamento de Periodo de amostragem de Média Periodo de amostragem de raizes Média  Média
inoculacio raizes geral
6 12 24 48 6 12 24 48
Controle 873c 1.114d 1.114d 1.988d 1.272d 2.064 ¢ 2.044c 1.744d 2.212d 2.016d 1.644d
Colletotrichum  969c¢ 1273c 1.721c¢ 2.169c 1.533c¢ 2.165¢ 2200b 2.344c 2954c 2416c 1974c
Phialomyces 2.187b 1.771b 2.262b 3.148b 2.342Db 2.519b 2.235b 2486b 3.126b 2.592b 2467b
Phial. + Collet. 2.869a 2.684a 4.223a 4874a 3.662a 3.190 a 2.721a 4.083a 5.111a 3.776a 3.719a
Média 2.202B 2.700 A 2.451
CV (%) 2,7

Médias seguidas de mesmas letras minusculas nas colunas e maitsculas na linha pertencem a um mesmo grupo pelo teste de Scott-

Knott a 5%.
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Figura 2 Atividade da enzima peroxidase (POX) em raizes de plantulas de
cafeeiro, em fungdo do tempo a partir da inoculagdo com P,
macrosporus e/ou C. gloeosporioides, sem (A) e com ferimento (B)
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O tempo transcorrido da aplicagdo dos tratamentos foi determinante nas
reacoes de defesa do cafeeiro, expressas pelo aumento progressivo da atividade
de peroxidase (Figura 2). Na auséncia de ferimento, observa-se que a atividade
dessa enzima foi inicialmente menor e tornou-se mais acentuada ao longo do
tempo, inclusive no tratamento controle. Com ferimento, j4 nas primeiras horas a
acdo da peroxidase foi estimulada em todos os tratamentos, mas a taxa de
incremento foi menos intensa, a exce¢do da inoculagdo combinada dos dois
fungos, que induziu maior e crescente atividade de peroxidase com o tempo.

Ao que parece, a colonizagdo por P. macrosporus ocorre com certa
facilidade mesmo em raizes intactas e sadias, na qual o fungo ultrapassa as
barreiras para penetracao nos tecidos e dispara reagoes de defesa na planta por
meio do estimulo a atividade da peroxidase (Figura 2A). Essa atividade foi
substancialmente ampliada no tratamento em que houve exposi¢do ao patégeno
apds o contato com o antagonista pelo periodo de seis dias. Nesse caso, a
resposta de defesa da planta a presenga de C. gloeosporioides € bem mais rapida
e potente devido a ativacdo prévia da resisténcia, desencadeada na interacdo com
P. macrosporus.

Esse resultado confirma a operacdo do mecanismo de defesa conhecido
como preparo ou sensibilidade (efeito “priming”), pelo qual o tratamento prévio
com indutores de resisténcia predispde plantas suscetiveis a ativarem respostas
de defesa de maneira mais rapida e intensa quando houver contato com o
fitopatogeno (CONRATH et al, 2006; KOHLER; SCHWINDLING;
CONRATH, 2002).

A resisténcia induzida ¢ ativada por diversos elicitores, que podem ser
fatores fisicos, quimicos ou bioldgicos, os quais permitem as plantas
combaterem a entrada e a atividade do patéogeno em seus tecidos, por meios
proprios de defesa (ATHAYDE SOBRINHO; FERREIRA; CAVALCANTI,
2005; NOJOSA; RESENDE; RESENDE, 2005; STANGARLIN et al., 2011).
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Ao reconhecer os elicitores, a planta dispara mecanismos para ativar genes
envolvidos em respostas de defesa, as quais podem ser estruturais e bioquimicas
(PASCHOLATTI; LEITE, 1995). Apos a ativacao dos genes, as reacdes seguem
por rotas de sinalizacdo para expressar a defesa da planta. Desse modo, quando
as plantas sdo expostas ao agente indutor de resisténcia, essas rotas de
sinalizagdo levam a intensificacdo da atividade de enzimas envolvidas na sintese
de compostos antimicrobianos (MACAGNAN et al., 2008).

A peroxidase participa de diversos processos fisiologicos e sua atividade
¢ aumentada quando a planta sofre estresses como o ataque de patdgenos e
também quando ¢é tratada com agentes indutores de resisténcia (ANTEROLA;
LEWIS, 2002), sendo, por isso, frequentemente utilizada como marcador
enzimatico em estudos de resisténcia (RASMUSSEN; DUNFORD;
WELINDER, 1995). A acdo da peroxidase pode estimular a formagdo de lignina
que representa uma barreira fisica a penetragdo de patdgenos. Atua também na
protecdo celular contra reagdes oxidativas (ANTEROLA; LEWIS, 2002;
OLIVEIRA, 2006) que sdo muito intensificadas em condigdes adversas e que
podem prejudicar a propria planta, no fendmeno chamado estresse oxidativo
(NASCIMENTO; BARRIGOSSI, 2014; OLIVEIRA, 2006).

Pelo exposto, depreende-se que os valores de atividade de peroxidase
muito mais elevados em decorréncia da inoculagdo combinada dos dois fungos,
comparativamente a sua inoculagdo individualizada (Tabela 3, Figura 2),
confirmam o papel de P. macrosporus como efetivo indutor de resisténcia contra
C. gloeosporioides. Quando o cafeeiro teve suas raizes previamente tratadas com
0 antagonista, a rea¢do da planta ao patdogeno foi muito mais rapida (Figura 2),
fato condizente com os relatos de que as alteragcdes nos niveis da peroxidase
estdo entre as primeiras respostas da planta ao identificar o ataque de patogenos

(GOLAN; RUBINOWSKA; GORSKA-DRABIK, 2013).
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O aumento na atividade de peroxidase em cafeeiro foi também
verificado em trabalhos envolvendo testes de diferentes produtos em outros
patossistemas. Pereira et al. (2008), ao avaliarem os efeitos de concentragdes de
extrato de casca de café, 6leo essencial de tomilho e o composto acibenzolar-S-
metil, na presenca do patéogeno Cercospora coffeicola, constataram aumento da
atividade de peroxidase em folhas de cafeeiro, com distintos picos de atividade
conforme o produto ao longo de onze dias apoés a aplicacdo dos tratamentos.
Silva et al. (2008) detectaram aumento significativo da atividade de peroxidase
em mudas de cafeeiro tratadas com duas bactérias endofiticas e inoculadas trés
dias depois com o patdégeno Hemileia vastatrix, sendo a avaliagdo da atividade
enzimatica realizada sete dias apds o contato com o patdgeno. Pereira et al.
(2012) estudaram o composto acibenzolar-S-metil ¢ o 6leo essencial de citronela
no controle da ferrugem e da cercosporiose. Na avaliacdo das respostas de
defesa, esses autores observaram aumento da atividade de peroxidase nas folhas,
no periodo de 192 a 336 horas apos a pulverizagdo, dependendo do produto
testado.

Apesar de a peroxidase ser amplamente avaliada em estudos envolvendo
reacdes bioquimicas de defesa das plantas contra fitopatdogenos, ndo foram
encontradas na literatura inferéncias acerca de respostas envolvendo a atividade
dessa enzima em raizes de cafeeiro. Portanto, ¢ valido mencionar o carater
inédito do presente trabalho.

E interessante notar ainda que embora o cafeeiro reconhega a presenga
tanto do antagonista quanto do patdogeno, ativando os mecanismos de defesa
relacionados a peroxidase (Tabela 3, Figura 2), ¢ provavel que ocorra uma
associagdo facilitada ou mesmo alguma sinergia com P. macrosporus, tendo em
vista a sua capacidade de atuar a0 mesmo tempo como agente protetor e
estimulante do crescimento. Essa sinergia poderia explicar a boa capacidade

deste antagonista colonizar as raizes sadias (sem ferimentos) e acionar as
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alteracdes bioquimicas ligadas a indugdo de resisténcia contra C.

gloeosporioides (Figura 2A).

3.2 Atividade de superoxido dismutase

Apesar de algumas diferencas estatisticamente significativas entre
tratamentos quanto a induc¢do de alteracdes na atividade da superdxido
dismutase, estas ndo tiveram maior magnitude quando as inoculagdes foram
efetuadas sem ferir as raizes (Tabela 4) e, com o passar do tempo, houve
estabilizacao da atividade enzimatica (Figura 3A).

Contrariamente, o procedimento de realizar perfuragdes nas raizes
antecedendo a aplicagdo dos tratamentos acentuou drasticamente a atividade
dessa enzima no decorrer dos periodos de avaliacdo e, apds 48 horas, propiciou
clara diferenciacdo entre os efeitos dos tratamentos (Tabela 4, Figura 3B).
Assim, os fatores “ferimento” e “tempo de contato” tiveram grande influéncia
sobre a atividade da superdxido dismutase. Verificou-se que a exposi¢do ao P.
macrosporus incrementou significativamente a atividade enzimatica nas raizes
que haviam recebido ferimento, sobretudo quando foram posteriormente
inoculadas com C. gloeosporioides. Nesta condigdo, a atividade da superdxido
dismutase refletiu a indugdo de resisténcia por P. macrosporus, porém de forma

menos evidente que percebida no caso da peroxidase.



Tabela 4 Atividade da enzima superoxido dismutase (U min"' mgP™') em raizes de plantulas de cafeeiro, a partir da
inocula¢do com P. macrosporus e/ou C. gloeosporioides, sem e com ferimento, ¢ em diferentes periodos de
amostragem (h) apds a aplicagdo dos tratamentos

Sem ferimento Com ferimento

Tl:atament? de Periodo de amostragem de raizes Periodo de amostragem de raizes Média

inoculaciio Média Média geral

6 12 24 48 6 12 24 48

Controle 72 ¢ 77¢ T8¢ 79b 76 d 56¢ 190 b 225b 339d 203 d 139d
Colletotrichum 115a 84b 83D 83 a 91b 68 b 200 a 218 ¢ 376 ¢ 216 ¢ 154 ¢
Phialomyces 78 b 87b 83D 80b 82¢c 91 a 196 a 217 ¢ 418 b 231b 156 b
Phial. + Collet. 118 a 91a 89 a 86 a 96 a 49d 196 a 355a 444 a 261 a 179 a
Média 87B 227 A 157
CV (%) 1,8

Médias seguidas de mesmas letras mindsculas nas colunas e maitsculas na linha pertencem a um mesmo grupo pelo teste de Scott-
Knott a 5%.

16
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Figura3 Atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) em raizes de
plantulas de cafeeiro, em fun¢do do tempo a partir da inoculagdo com
P. macrosporus e/ou C. gloeosporioides, sem (A) e com ferimento

(B)
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Resultados variaveis de atividade de superoxido dismutase em folhas de
cafeeiro foram obtidos por Xavier (2011). Essa autora testou o efeito da
pulverizagdo de extratos a base de casca de laranja e Cladosporium
cladosporiodes em mudas da mesma cultivar utilizada no presente estudo
(Catuai Vermelho IAC 144), para avaliagdes quanto & inducdo de resisténcia
contra a ferrugem. Na andlise enzimatica, observou-se certo aumento da
atividade de superoxido dismutase em alguns dos tratamentos ap6s oito dias.

Barreto (2005), estudando as respostas bioquimicas ligadas a resisténcia
de genoétipos de feijdo caupi ao patogeno Colletotrichum lindemuthianum,
verificou que uma alteragdo que ocorre poucas horas apds o reconhecimento do
fungo foi a producdo de peroxido de hidrogénio (H,0,), uma espécie reativa de
oxigénio que parece ter agdo fungitoxica direta contra o patégeno e funciona
como molécula sinalizadora de outros eventos de defesa, mas que também
provoca o estresse oxidativo. Dentre outras enzimas, as atividades da superoxido
dismutase, que tem acdo antioxidativa, ¢ da peroxidase foram maiores no
gendtipo resistente, sugerindo seu envolvimento nos mecanismos de resisténcia
dessa cultura ao C. lindemuthianum.

O aumento na atividade de superdxido dismutase em resposta aos
tratamentos (Tabela 4, Figura 3) ndo seguiu os mesmos padrdes ¢ proporgdes
observados em relagdo a peroxidase (Tabela 3, Figura 2), embora, assim como
esta, a primeira exerca fungdes de atenuacdo do estresse oxidativo em plantas
crescendo sob condicdes bidticas ou abiodticas desfavordveis (FOYER;
NOCTOR, 2005; GILL; TUTEJA, 2010; SCANDALIOS, 2005). Uma hipdtese
que explicaria a diferenca de comportamento das duas enzimas frente aos
tratamentos € que nas reagdes de defesa do cafeeiro a peroxidase seja mais

sensivel a ativacdo por P. macrosporus.
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3.3 Atividade de quitinase

De maneira analoga ao que se verificou no caso da superdxido
dismutase, as diferencas nos resultados obtidos para a atividade de quitinase
foram menos evidentes ao longo do tempo quando os tratamentos de inoculacao
foram efetuados sem ferimento das raizes (Tabela 5, Figura 4). Em média, a
realizagdo de ferimentos ndo condicionou maior atividade de quitinase, porém,
nessa condi¢do houve melhor discriminacdo de efeitos dos tratamentos de
inoculagdo, especialmente nas avaliagdes feitas a partir do periodo de 24 horas.

Os tratamentos com exposi¢do ao P. macrosporus e, principalmente, a
combinagdo P. macrosporus mais C. gloeosporioides, se destacaram quanto ao
estimulo a atividade da quitinase (Figura 4B). Pelos dados da ultima avalia¢ao
realizada no periodo de 48 horas ap6s a aplicagdo dos tratamentos de inoculagéo,
nota-se de modo geral uma estabilizagdo, tendendo ao decréscimo, na atividade
de quitinase, diferentemente do comportamento constatado para as outras duas
enzimas. Esses efeitos menos expressivos do contato com os fungos sobre a acdo
da quitinase nas raizes do cafeeiro leva a crer que, possivelmente, tais alteragdes
ndo estariam fortemente vinculadas a resisténcia induzida por P. macrosporus,
embora constituam parte do efeito protetor contra C. gloeosporioides.

A produgdo de quitinase é efetiva na defesa das plantas, com agfo
tipicamente antifungica (OLIVEIRA, 2006) ao catalisar a hidrolise da quitina,
componente da parede celular de fungos, o que inibe o crescimento daqueles
patogénicos no hospedeiro. Além dessa atuacdo direta, a quitinase libera
oligomeros de quitina do patégeno, que funcionam como elicitores eficientes

para ativar resposta de defesa das plantas (CAMPOS; GROSSI DE SA, 2002).



Tabela 5 Atividade da enzima quitinase (LM min"' mgP™") em raizes de plantulas de cafeeiro, a partir da inoculagio com
P. macrosporus e/ou C. gloeosporioides, sem e com ferimento, e em diferentes periodos de amostragem (h)

apos a aplicagdo dos tratamentos

Sem ferimento

Com ferimento

Tratamento de , ;
Periodo de amostragem de raizes

. . Média
Periodo de amostragem de raizes

inoculaciio Média Média  geral
6 12 24 48 6 12 24 48

Controle 18¢ 20 a 2la 21b 20b 14 b 19a 18d 13d 16d 18d
Colletotrichum 17¢ 2la 20b 22b 20b 13b 18 a 23 ¢ 22¢ 19¢ 20 ¢
Phialomyces 21b 23 a 22 a 25a 23 a 12b 17a 26b 27b 21b 22b
Phial. + Collet. 23 a 22a 19b 24 a 22a 15a 18 a 38a 32a 26 a 24 a
Meédia 21 A 20 B 21
CV (%) 6,3

Médias seguidas de mesmas letras minusculas nas colunas e maitsculas na linha pertencem a um mesmo grupo pelo teste de Scott-

Knott a 5%.

S6
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Figura4 Atividade da enzima quitinase (CHI) em raizes de plantulas de
cafeeiro, em fung¢do do tempo a partir da inoculagdo com P.
macrosporus e/ou C. gloeosporioides, sem (A) e com ferimento (B)
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As informagdes sobre a atividade de quitinase em plantas de cafeeiro
submetidas a tratamentos visando indugdo de resisténcia tém se mostrado pouco
conclusivas. Pereira et al. (2012), estudando respostas de defesa a aplicagdo de
acibenzolar-S-metil (ASM) e o6leo essencial de citronela para o controle da
ferrugem e cercosporiose, observaram aumentos significativos na atividade
quitinase apenas em determinados momentos durante o periodo de avaliagdo de
24 até 336 horas apds a aplicacdo dos tratamentos. Ja Xavier (2011) ndo
identificou alteracdo na atividade de quitinase ao avaliar o efeito de extratos a
base de casca de laranja e Cladosporium cladosporiodes pulverizados em mudas

visando a indug¢ao de resisténcia contra a ferrugem.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A interpretagdo conjunta dos resultados obtidos no presente estudo
permite afirmar que tanto o antagonista e seus metabolitos quanto o patdgeno,
quando inoculados as raizes, induzem respostas de defesa das plantas de
cafeeiro, expressas pelo aumento na atividade das trés enzimas avaliadas. Em
todos os casos, o contato com o patégeno quando a planta havia sido
previamente colonizada pelo antagonista resultou em reagdes defensivas mais
intensas, confirmando que P. macrosporus atua como agente indutor de
resisténcia.

O principal mecanismo dessa indugdo de resisténcia esta relacionado a
enzima peroxidase, cuja atividade foi fortemente influenciada pela exposi¢do ao
P. macrosporus. Mesmo quando inoculado sem ferimentos as raizes, esse fungo
mostrou capacidade de estimular a atividade de peroxidase, o que ndo se
verificou para as demais enzimas. Esse fato refor¢a a especificidade e
preponderancia da ativacdo da peroxidase como mecanismo pelo qual P.
macrosporus induz resisténcia no cafeeiro e expressa sua a¢ao antagonica ao C.

gloeosporioides.
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5 CONCLUSOES

O antagonismo do fungo P. macrosporus contra o fitopatogeno C.
gloeosporioides se da via indugdo de resisténcia no cafeeiro, por meio do
estimulo a atividade das enzimas peroxidase, superoxido dismutase e, de forma
menos intensa, da quitinase.

A ativagdo da peroxidase constitui o principal mecanismo de inducao de

resisténcia no cafeeiro a partir da inoculacdo das raizes com P. macrosporus.
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