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RESUMO: A mancha bacteriana do maracujazeiro se encontra disseminada nos principais
municípios produtores do Estado do Pará, sendo uma bacteriose de difícil controle. À
resistência induzida surge como uma alternativa promissora e pode ser associada a outras
medidas visando ao controle de fitodoenças. Desta forma, o objetivo desse trabalho foi
selecionar e avaliar o efeito de produtos químicos, fertilizantes foliares e extratos vegetais
sobre o crescimento in vitro de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae e sobre a severidade
da bacteriose em casa-de-vegetação, bem como avaliar a atividade de mecanismos
enzimáticos envolvidos na indução de resistência em maracujazeiro amarelo a X. axonopodis
pv. passiflorae. Foram avaliados os produtos químicos oxitetraciclina, fluazinam, mancozeb,
oxicloreto de cobre, acibenzolar-S-metil, os fertilizantes Fitoforce cobre e Fitoforce plus e os
extratos de folhas de jaqueira e noni. Nos ensaios in vitro, foi verificado que os produtos
químicos oxitetraciclina, fluazinam, mancozeb, oxicloreto de cobre e os fertilizantes Fitoforce
cobre e Fitoforce plus inibiram totalmente o crescimento do patógeno em todas as
concentrações testadas. Os extratos de folhas de jaqueira e de noni inibiram o crescimento da
bactéria com 45 e 63% de controle, enquanto que o acibenzolar-S-metil não apresentou ação
sobre X. axonopodis pv. passiflorae. Em casa-de-vegetação foi observado que todos os
tratamentos reduziram.a severidade da mancha bacteriana do maracujazeiro, com controle
acima de 54%, diferindo significativamente da testemunha, com exceção do Fitoforce plus
que apresentou porcentagem de eficiência de controle abaixo de 50%, não diferindo
significativamente da testemunha. As aplicações de acibenzolar-S-metil, Fitoforce cobre e
extrato de folhas de jaqueira aumentaram a atividade das enzimas peroxidase, quitinase e B-
1,3-glucanase em maracujazeiro amarelo.

Palavras-chave: Controle, Severidade, Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae, Indutores
de resistência, Proteínas relacionadas à patogênese.



ABSTRACT: The passion fruit bacterial spot is widespread in the main producing areas in
Pará State, but its control is not well estabilished yet. The use of induced resistance is a
promissing alternative and can be used with other strategies to control plant diseases. The
present work aimed to evaluate the effect of chemicals, leaf fertilizers and plant extracts to
protect passion fruit against bacterial spot. The enzymatic mechanisms involved in the
induction of resistance in passion fruit against Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae were
also evaluated. The chemicals oxytetracycline, fluazinam, mancozeb, copper oxychloride,
acibenzolar-S-methyl, the fertilizers Fitoforce copper and Fitoforce plus and leaf extracts of
Jackfruit and Indian mulberry were analyzed. In vitro tests results showed that the chemicals
oxytetracycline, fluazinam, mancozeb, copper oxychloride and the fertilizers Fitoforce copper
and Fitoforce plus completely inhibited the growth of the pathogen at all concentrations
tested. The extracts of jackfruit and Indian mulberry inhibited the growth of bacteria between
45 and 63% of control, while the acibenzolar-S-methyl did not show any in vitro
antimicrobial activity against X. axonopodis pv. passiflorae. All treatments reduced the
severity of bacterial spot of passion fruit, with control over 54% differed significantly from
the control, except for the Fitoforce plus that showed the control efficiency below 50%. The
applications of acibenzolar-S-methyl, Fitoforce copper and jackfruit leaf extract increased the
activity of peroxidase, chitinase and B-1,3-glucanase in yellow passion fruit.

Keywords: Control, Severity, Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae, Induced resistance,
Pathogenesis related proteins.
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1 CONTEXTUALIZAÇÃO

Nas últimas décadas, o mercado de frutas paraense passou a ser determinado pela

agroindústria de polpa de frutas, instalada para atender a uma demanda local, nacional e

internacional. A análise do mercado estadual de frutas frescas, com base no comportamento

da dinâmica do mercado, indica o nível de contribuição da fruticultura como atividade

econômica.

O cultivo do maracujazeiro amarelo (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg) é uma

atividade agrícola que tem sido uma alternativa para a pequena propriedade por utilizar,

predominantemente, mão-de-obra familiar, ter expressivo valor social e ser de rápido retorno,

com longo período de safra, permitindo um fluxo equilibrado de renda. A produção de frutas

evoluiu no Estado do Pará em função do apoio por concessão de crédito e uso racional de

áreas disponíveis para cultivo. Contudo, problemas relacionados ao ataque de doenças como

antracnose (Colletotrichum  gloeosporioides Penz.), vírus-do-endurecimento-dos-frutos

(Passionfruit woodiness Virus - PWV), verrugose (Cladosporium spp.), murcha ou fusariose

(Fusarium oxysporum f.sp. passiflorae), podridão-do-pé ou podridão-de-raízes (Fusarium

solani ou Phytophthora sp.), nematóide reniforme (Rotylenchulus reniformes), doenças das

galhas nas raízes (Meloidogyne spp.) e a mancha bacteriana causada por Xanthomonas

axonopodis pv. passiflorae (Pereira) Dye (JUNQUEIRA «et al., 2005) tem limitado a expansão

dos cultivos.

A bacteriose causada por X. axonopodis pv. passiflorae é um dos principais fatores

limitantes ou de risco para a cultura do maracujazeiro. Quando favorecida por condições

edafoclimáticas favoráveis, a bacteriose não é controlada de forma eficaz pelos métodos

tradicionais de controle. Neste sentido, a adoção de métodos alternativos de controle de

doenças pode diminuir os danos provocados, além de reduzir parte dos custos com defensivos

e minimizar os danos ao meio ambiente com o uso de produtos menos tóxicos ou

ambientalmente mais aceitáveis.

Este trabalho teve como objetivos avaliar o efeito de produtos químicos, fertilizantes

foliares e extratos vegetais no crescimento in vitro de X. axonopodis pv. passiflorae e na

severidade da bacteriose em casa-de-vegetação, bem com avaliar a atividade de mecanismos

enzimáticos envolvidos na indução de resistência em maracujazeiro amarelo a X. axonopodis

pv. passiflorae.
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2 CONTROLE DA MANCHA BACTERIANA DO MARACUJAZEIRO E

ALTERAÇÕES BIOQUÍMICAS INDUZIDAS POR PRODUTOS QUÍMICOS,

FERTILIZANTES FOLIARES E EXTRATOS VEGETAIS

2.1 INTRODUÇÃO

A cultura do maracujazeiro apresenta grande importância econômica e social, o que se

reflete nos dados que a colocam entre as fruteiras tropicais mais plantadas no Brasil.

Socialmente, o cultivo do maracujazeiro caracteriza-se por ser predominantemente

desenvolvido por pequenos produtores, sendo a maioria, parte integrante da agricultura

familiar (NOGUEIRA et al., 2003).

No Estado do Pará, o maracujazeiro amarelo representa a quase totalidade dos

pomares comerciais. Esta espécie de maracujá, muito apreciada, principalmente pelo seu

sabor e aroma característicos, é afetada por várias doenças que podem reduzir a

produtividade, comprometer a qualidade dos frutos e provocar a morte das plantas. Entre estas

doenças, a bacteriose causada por Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (Pereira) Dye. é

de grande importância no Estado, principalmente devido às condições ótimas de temperatura e

-— umidade para o desenvolvimento e multiplicação da mesma. De maneira geral, as doenças

causadas por bactérias são responsáveis por grandes perdas devido à dificuldade de controle.

Depois de instaladas, recorrer ao controle químico normalmente leva a frustrações, já que as

bactérias apresentam uma alta taxa de multiplicação, podendo dobrar a população várias vezes

ao dia. Deste modo, seu controle fica quase restrito às medidas preventivas (LOPES, 2001).

Uma ferramenta a ser utilizada no manejo da mancha bacteriana do maracujazeiro é a

utilização de indutores de resistência de plantas. Os trabalhos com resistência induzida têm

mostrado resultados promissores no controle de bacterioses na agricultura convencional.

Vários produtos químicos têm sido descobertos e parecem atuar em vários pontos nas vias de

ativação de defesa de plantas e imitam parte ou toda ativação biológica de resistência. O

acibenzolar-S-metil (ASM) é o ativador de resistência melhor estudado e o primeiro produto

comercial sob os nomes de BIONG&, ACTIGARD * e BOOSTO (VENÂNCIO et al., 2000).

No Brasil, é recomendado para as culturas do tomate, citros, cacau, feijão, algodão, melão e

batata (AGROFIT, 2011).
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Avanços nas pesquisas envolvendo a resistência induzida em plantas vêm sendo

acompanhados pelo surgimento de novos produtos com maior eficácia, estabilidade e menor

impacto ao ambiente, sendo capazes de melhorar a produtividade agrícola, devido à redução

de perdas ocasionadas por patógenos e, em alguns casos, até mesmo devido a incrementos no

desenvolvimento vegetativo.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivos avaliar o efeito de produtos

químicos, fertilizantes foliares e extratos vegetais no crescimento in vitro de X. axonopodis

pv. passiflorae e na severidade da bacteriose em casa-de-vegetação, bem com avaliar a

atividade de mecanismos enzimáticos envolvidos na indução de resistência em maracujazeiro

amarelo a X. axonopodis pv. passiflorae.

2.2 REVISÃO DE LITERATURA

2.2.1 A cultura do maracujazeiro

O maracujazeiro pertence à família Passifloraceae, gênero Passiflora, que

compreende trepadeiras herbáceas ou lenhosas, de hastes cilíndricas ou quadrangulares,

angulosas, suberificadas, glabras ou pilosas (KILLIP, 1938). O Brasil abriga o centro de

diversidade genética do gênero Passiflora, existindo cerca de 140 espécies descritas no país

(CERVI, 2006). Segundo Oliveira e Kubo (2006), são três as espécies de maracujazeiro que

possuem maior expressão comercial, tanto para uso in natura como para a produção de suco

concentrado: P. edulis Sims f. flavicarpa Deg (maracujazeiro amarelo ou azedo), P. edulis f.

edulis (maracujazeiro roxo) e P. alata Curtis (maracujazeiro doce).

O Brasil é o principal produtor mundial de maracujá amarelo, com produção em torno

de 615 mil toneladas por ano (AGRIANUAL, 2010). É um fruto bastante apreciado por suas

características de sabor e aroma, e além de apresentar um suco com elevado valor nutritivo,

dispõe de excelentes características físico-químicas e sensoriais. A utilização do

maracujazeiro como planta medicinal faz parte da cultura de povos da América, Europa e

Ásia que recomendam folhas, flores, raízes e frutos para combater as mais diferentes

enfermidades. Contudo, o sucesso medicinal do maracujá vem da ação benéfica sobre o

sistema nervoso, sendo por isso indicado, principalmente, no combate à ansiedade, depressão
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e insônia (MATOS, 2002). Plantas do gênero Passiflora também apresentam interesse para a

indústria cosmética (FERRARI ET al., 2004) e farmacológica (CÓRDOVA, 2005).

Contudo, problemas fitossanitários mostram-se economicamente importantes,

acarretando perdas à cultura (JUNQUEIRA, et al., 1999) e dentre eles destaca-se a mancha

bacteriana.

2.2.2 Mancha bacteriana do maracujazeiro

A mancha bacteriana é uma importante doença causadora de danos econômicos à

cultura do maracujazeiro no Brasil. Ocorre em condições naturais em maracujazeiro amarelo,

doce e roxo, reduzindo a frutificação e o período de exploração comercial das plantas afetadas

(TODA..., 2002). Foi relatada pela primeira vez no Brasil por Pereira (1968), infectando

plantas em cultivos comerciais na região de Araraquara, Estado de São Paulo.

X. axonopodis pv. passiflorae é uma bactéria baciliforme, aeróbia restrita, gram-

negativa e monotríquia, ou seja, possui um único flagelo polar, cuja finalidade é a de

locomoção em meios aquosos, facilitando a sua locomoção por toda a planta, tanto de forma

epífita quanto sistêmica, não apresenta formação de esporos ou cápsulas e mede 0,5 a 1,5 nm.

Em meio de cultura, as colônias são lisas, circulares, convexas, salientes, translúcidas, com

bordos irregulares e viscosas, de coloração amarelo-brilhante. Esta coloração é conferida pela

produção de xanthomonadina, um pigmento amarelo e insolúvel, importante na proteção

contra raios ultravioleta (BRADBURY, 1993; GONÇALVES; ROSATO, 2000; VIANA et

al., 2003).

A penetração do gênero Xanthomonas no tecido do hospedeiro ocorre por meio de

aberturas naturais como estômatos, hidatódios, nectários, entre outros, ou por ferimentos,

colonizando os espaços intercelulares do tecido foliar, sendo para isso indispensável a

presença de uma lâmina de água disponível na superfície da folha (SWINGS; CIVEROLO,

1993).

De acordo com Wendland et al. (1996), a bacteriose ocorre de forma severa sob

condições de clima quente e úmido, podendo ser facilmente reconhecida, pois apresenta

sintomas típicos, distintos de outras doenças da cultura. Em estádios iniciais de infecção nas

folhas internas, são observadas pequenas lesões encharcadas, com aspecto oleoso e
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translúcido, localizadas próximas às nervuras. Quando observadas contra a luz apresentam

halos cloróticos visíveis.

A partir dos bordos foliares, as lesões progridem rapidamente em direção ao centro da

folha, causando queima severa, na maioria das vezes com halo amarelado em torno do tecido

necrosado. Com o progresso da doença ocorre seca das folhas a partir das extremidades e,

posteriormente, desfolha, reduzindo consideravelmente a produtividade por impedir a

formação de novos frutos (DIAS; TAKATSU, 1987; VIANA et al., 2003).

Em frutos, os sintomas aparecem sob a forma de grandes manchas, com coloração

inicialmente esverdeada e oleosa e depois pardacenta, as manchas são circulares e bem

delimitadas, dependendo do estádio de desenvolvimento, em condições favoráveis formam

grandes áreas necrosadas circulares ou irregulares, com margens bem definidas, prejudicando

o valor comercial dos frutos (JUNQUEIRA «et al., 2003).

Dentro da lavoura, a disseminação planta-a-planta é favorecida por respingos de água,

principalmente quando associado a ventos fortes, mudas contaminadas, insetos, caixas de

colheita, ferramentas e utensílios, máquinas e sementes originárias de pomares contaminados

(BERGAMIN FILHO et al., 1995). Por outro lado, a bactéria é disseminada a grandes

distâncias por mudas e sementes contaminadas (DIAS; TAKATSU, 1990).

O controle da bactéria tem sido feito preventivamente, de modo a evitar a chegada do

patógeno nos locais de cultivo. Para isso, diversas medidas têm sido recomendadas, como

produção de mudas sadias, erradicação de plantas doentes, uso de quebra-ventos e aplicação

de produtos com ação bactericida, assim como evitar ferimentos durante a realização dos

tratos culturais (HALFELD-VIEIRA; NECHET, 2006). Uma vez instalada no pomar, a

bacteriose torna-se de difícil controle, visto que as bactérias apresentam altas taxas de

multiplicação, ainda mais rápidas quanto melhores forem as condições de temperatura e água

disponível (ROMEIRO, 1995; LOPES, 2001).

Para o controle da mancha bacteriana, normalmente é recomendada a aplicação de

antibióticos formulados com fungicidas cúpricos, pulverizados nos pomares ou como

tratamento de sementes. Viana et al. (2003) observaram que a associação de fungicida cúprico

com bactericida (sulfato de cobre 30% + oxitetraciclina 50%) resultou em bons níveis de

controle da mancha bacteriana em maracujazeiro. No entanto, a prática pode apresentar

inconvenientes, como a resistência ao cobre, conforme constatado por Franco e Takatsu

(2004), em trabalho conduzido com 38 isolados de bactérias de maracujazeiros com sintomas

da mancha bacteriana, selecionados no estado de Minas Gerais.
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O uso de indutores de resistência é um método alternativo de controle da bacteriose do

maracujazeiro, visto que o uso de defensivos químicos pode causar prejuízos ao ambiente e á

saúde humana, além de induzir o aparecimento de isolados resistentes (BRASIL, 2006).

2.2.3 Indução de resistência

Os primeiros estudos sobre indução de resistência tiveram início em 1933 com os

trabalhos de Chester (VALLAD; GOODMAN, 2004). A indução de resistência é definida

como um aumento da capacidade defensiva da planta contra um amplo espectro de patógenos

e pragas, adquirida após um estímulo apropriado (KNOESTER «et al, 1999;

RAMAMOORTHY et al., 2001) e baseia-se no reconhecimento de um invasor e subseqiientes

eventos de transdução de sinal que levam à ativação das defesas (MAUCH-MANI;

MÉTRAUX, 1998).
O estado induzido é caracterizado pela presença de proteínas relacionadas à

patogênese, enzimas envolvidas na rota da síntese de fitoalexinas e o acúmulo de lignina em

tecidos adjacentes ao sítio de infecção do patógeno, que fazem parte da expressão de genes

que codificam diversas respostas de defesa a patógenos nas plantas (DURRANT; DONG,

2004).

A lignina é formada pela oxidação desidrogenativa de precursores produzidos na via

dos fenilpropanoides (WHETTEN et al., 1998). A incorporação da lignina na parede celular

promove fortalecimento mecânico, fazendo-a mais resistente à degradação por enzimas

secretadas por um patógeno invasor, por isso o fenômeno da lignificação também é uma

resposta ativa das plantas a invasão por patógenos constituindo-se em importante mecanismo

de defesa (STICHER et al., 1997). Além disso, pode evitar o livre movimento de nutrientes,

constituindo assim uma espécie de barreira (MAUCH-MANI; MÉTRAUX, 1998).

Alterações no aparato estrutural e bioquímico da célula vegetal podem contribuir com

a resistência da planta, ou por parar o ingresso do agente desafiador diretamente ou por

retardar o processo de penetração, aumentando o nível de compostos de defesa pré-existentes

nas plantas, ocorrendo assim a ativação de mecanismos de defesa adicionais (pós-formados)

como a expressão de genes que codificam as proteínas relacionadas à patogênese (PRPs)

(PASCHOLATI; LEITE, 1995).
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2.2.4 Alterações bioquímicas da indução de resistência: proteínas envolvidas na defesa

de plantas

As proteínas relacionadas à patogênese (PRPs) constituem-se em proteínas de plantas

que são acumuladas nos tecidos vegetais após o contato com um agente agressor, que pode ser

um organismo patogênico ou insetos herbívoros, assim como também, em resposta ao

tratamento com determinados compostos químicos (VAN LOON et al., 1994).

Van Loon e Van Kammen (1970) foram os primeiros a usar o termo PRPs para

descrever um grande número de proteínas extracelulares acumuladas em plantas de Nicotiana

tabacum L. infectadas com o vírus do mosaico do fumo (TMV). Muitas PRPs apresentam

atividade antimicrobiana comprovada ou podem ativar outras respostas de defesa vegetal,

com subsequente redução da severidade da doença (ROULIN; BUCHALA, 1995, SANTOS

et al., 2007; TOILLIER et al., 2010).

Dentre as PRPs comumente ativadas em processos de indução de resistência em

plantas encontram-se as peroxidases, quitinases e B-1,3-glucanases. Kuhn e Pascholati (2010)

verificaram que a indução de resistência a partir do indutor biótico, Bacillus cereus, alterou o

metabolismo de plantas de feijoeiro de maneira sutil pelo aumento da peroxidase, sem

interferir no acúmulo de massa seca, enquanto que acibenzolar-S-metil (ASM) demonstrou

aumento na atividade de peroxidase, quitinase, B-1,3-glucanase e teor de lignina.

A atividade da peroxidase na defesa celular das plantas está diretamente relacionada

com a lignificação dos tecidos, polimerizando a lignina a partir da oxidação de hidroxilas de

grupos fenólicos (PASCHOLATTI; LEITE, 1995). A lignificação e seus precursores tóxicos

têm papel importante na relação de resistência em plantas, por isso, mudanças na atividade

das peroxidases comumente são associadas à resposta de resistência ou suscetibilidade em

diferentes patossistemas (BONATTI et al., 1994; PASCHOLATI; LEITE, 1995). As

macromoléculas polimerizadas pelas peroxidases e depositadas na superfície extracelular

fortalecem a parede celular, dificultando a invasão por patógenos e a expansão da célula

(HIRAGA et al., 2001).

Baysal et al. (2003) e Silva et al. (2007b) detectaram um aumento dessas PRPs em

plantas de tomate induzidas à resistência. Silva (2007a) constatou um aumento na atividade da

enzima peroxidase em plantas de berinjela, cujas folhas foram tratadas com extratos dos

cogumelos Lentinula edodes e Agaricus blazei, contra murcha bacteriana e cancro, causados

respectivamente por Ralstonia solanacearum e Clavibacter michiganensis (Smith) Davis. O
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potencial de extratos na defesa vegetal em feijoeiro, com posterior ativação das enzimas

peroxidase, foi estudado por Toillier et al. (2010) no controle do crestamento bacteriano

comum. Cavalcanti et al. (2006b), a partir da pulverização de ASM e Ecolife& em plantas de

tomateiro, observaram aumento na atividade de enzimas relacionadas à defesa, dentre elas a

peroxidase.

As quitinases são enzimas que degradam o segundo polissacarídeo biológico mais

abundante na natureza depois da celulose, a quitina. Tais enzimas apresentam ação

antibacteriana devido sua ação lisozímica sobre a parede celular (STINTZI et al., 1993),

acumulando-se no apoplasto das células vegetais (LEBEDA et al., 2001). Essas enzimas

catalisam a hidrólise das ligações B-1,4 dos polímeros quitina.

Cavalcanti et al. (2006b) verificaram que plantas de tomateiro pulverizadas com ASM,

Ecolife, suspensão de quitosana proveniente de micélio de Crinipellis perniciosa e extrato

aquoso de ramos de lobeira infectados por C. perniciosa, sem inoculação de X. vesicatoria,

mostraram aumento significativo na atividade de quitinases logo à primeira hora após a

pulverização. Em plantas tratadas e inoculadas com X. vesicatoria, a atividade de quitinases

não mostrou diferença significativa, entre 3 e 12 dias após inoculação, segundo os autores,

esses resultados sugerem que as atividades incrementadas de quitinases, promovidas pelos

eliciadores testados, aconteceram principalmente às primeiras horas após as pulverizações.

As B-1,3-glucanases localizam-se no apoplasto celular, o que permite a defesa da

planta contra o ataque de patógenos a partir da geração de sinais moleculares capazes de

ativar mecanismos de defesa de modo a impedir o progresso da doença (LEBEDA et al.,

2001). Na indução de resistência, o incremento desta enzima relaciona-se com a defesa de

plantas, bem como com a redução da severidade de doenças, conforme verificado por

Cavalcanti et al. (2006a) em plantas de tomateiro e Kuhn (2007) em feijoeiro.

Segundo Bucher et al. (2001), as B-1,3-glucanases são induzidas durante a resposta de

hipersensibilidade da planta a patógenos, exibindo ação direta sobre estes. Tais enzimas

catalisam a reação de degradação do polímero de glicose formado por ligações do tipo B-1,3

presentes na estrutura da parede celular de microrganismos, sendo principalmente relatadas

como inibidoras do crescimento fúngico (VAN LOON; VAN STRIEN, 1999). Os

oligossacarídeos resultantes da lise da parede celular do patógeno e/ou do hospedeiro podem

ativar outros mecanismos locais ou sistêmicos de resistência, como a produção de fitoalexinas

(CUTT; KLESSIG, 1992).

Todas estas proteínas constituem-se de um conjunto bem diversificado de moléculas,

que atuam na defesa de plantas, pela ativação de vias metabólicas em resposta ao ataque de
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patógenos, que podem ocorrer por meio de indutores de origem biótica ou abiótica, resultando

em incremento na expressão destas proteínas (AGRIOS, 2005).

2.2.5 Indutores de resistência

Ativadores de resistência, indutores, eliciadores ou elicitores são substâncias que

podem induzir resistência em plantas, sem, contudo, apresentar efeito antimicrobiano direto

sobre os agentes fitopatogênicos (ROMEIRO, 1999).

Quando as plantas são previamente expostas a um agente indutor, seus tecidos reagem

mais rapidamente e com maior eficiência às tentativas de colonização por um patógeno

virulento. Neste caso a doença pode ocorrer, mas com um número menor de lesões de menor

tamanho e, em caso de fungos, com redução na esporulação. Não se tratando, portanto de um

caso de imunidade (STICHER et al., 1997).

Entre os eliciadores sintéticos que atuam na expressão de genes que codificam a

síntese de fatores de resistência, destaca-se o acibenzolar-S-metil (ASM), considerado

ativador de plantas por possuir a propriedade de induzir respostas de resistência contra um

amplo espectro de patógenos, ativando a expressão de genes ligados à defesa de plantas em

vários patossistemas (LATUNDE-DADA; LUCAS, 2001). Este produto é liberado para uso

comercial no Brasil para as culturas do tomate, citros, cacau, feijão, algodão, melão e batata

(AGROFIT, 2011). O ASM é um análogo do ácido salicílico, que induz a ativação de genes

que codificam proteínas relacionadas à patogênese e enzimas relacionadas à produção de

fitoalexinas e lignina (OOSTENDORP et al., 2001).

A ativação da resistência de plantas de tomateiro por ASM foi observada contra

Phytophthora infestans (Mont.) De Bary (TALLY et al., 1999), C. michiganensis (BAYSAL

et al., 2003), X. campestris pv. vesicatoria (CAVALCANTI et al., 2006a) e R. solanacearum

(BARRETTI et al., 2010). Em maracujazeiro amarelo, o ASM promoveu proteção local e

sistêmica contra X. axonopodis pv. passiforae (BORO, 2011), enquanto que, em plantas de

feijoeiro foi observado aumento na atividade de peroxidase, quitinase e B-1,3-glucanase no

controle de X. axonopodis pv. phaseoli (KUHN; PASCHOLATTI, 2010).

Entre as substâncias elicitoras de caráter promissor, estão incluídos os extratos

vegetais, formulações a base de extratos vegetais e os fertilizantes, que possuem substâncias
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bioativas capazes de atuar como indutores de resistência (AMARAL, 2005; NOJOSA et al.,

2005; RESENDE; CANUTO, 2008; STANGARLIN et al., 2008; BARATA et al. 2009).

Os extratos vegetais têm demonstrado capacidade de controlar doenças em plantas por

sua atividade antimicrobiana direta ou indireta (STANGARLIN et al.,1999; BARATA et al.,

2009), podendo estar relacionada ao aumento da atividade das enzimas envolvidas nas

respostas de defesas das plantas (CAVALCANTI et al., 2006a; KUHN et al., 2006;

RIBEIRO, 2009).

Sendo assim, entre as inúmeras espécies vegetais a serem investigadas, destacam-se

nesta pesquisa os extratos aquosos de folhas de Artocarpus heterophyllus Lam. e Morinda

citrifolia linn. As folhas de jaqueira são ricas em compostos fenólicos e têm propriedades

antioxidantes. Segundo Khan et al. (2003), a casca das raízes e os frutos da jaqueira possuem

atividade antibacteriana, entretanto, a literatura disponível refere-se principalmente ao seu uso

medicinal, não sendo encontrados trabalhos que relatem seu uso no controle de doenças de

plantas. O mesmo acontece com M. citrifolia, que de um modo geral tem seus frutos

utilizados para fins medicinais. Atkinson (1956) relatou a inibição do crescimento in vitro de

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella, como uso de extrato de noni,

segundo o autor, esse efeito antibacteriano deve-se à presença de compostos fenólicos como

acubin, L-asperuloside, alizarin, scopoletin e outras antraquinonas, no entanto, até omomento

não foram encontrados na literatura trabalhos que demonstrem potencial antimicrobiano sobre

fitobactérias.

A utilização de produtos comerciais, como os fertilizantes foliares, é uma das formas

de controle de fitodoenças que tem ganhado importância no contexto da proteção de plantas,

devido aos bons resultados que vem sendo obtidos (AMARAL, 2005). Estudos realizados

com diferentes culturas demonstraram o efeito de vários nutrientes no aumento da resistência

a doenças com a redução da severidade em alguns patossistemas (NOJOSA «et al., 2005).

Exemplos de fertilizantes foliares com grande potencial na indução de resistência de

plantas à patógenos são Fitoforce cobre e Fitoforce plus, cuja formulação tem como principal

matéria-prima reciclável, os subprodutos da cadeia produtiva do café (folhas que caem ao solo

devido a doenças, colheita, podas e outros estresses e o subproduto do beneficiamento dos

grãos). Os compostos produzidos a partir dos extratos denominados EFID ou NEFID (extrato

proveniente de folhas de café microprocessadas, severamente infectadas com ferrugem,

coletadas da superfície do solo de lavoura cafeeira) e CFC ou ECFC (extrato de cascas de

frutos de café microprocessadas, constituídas de exocarpo, mesocarpo e endocarpo, recolhidas

de resíduos de indústria de beneficiamento do café) são utilizados para o controle de doenças
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nas culturas do cafeeiro, algodoeiro e tomateiro (RESENDE et al., 2004; AMARAL, 2005;

RESENDE; CANUTO 2008). Santos et al. (2007) e Toyota (2008) verificaram redução na

intensidade da ferrugem em cafeeiros pulverizados com CFC e EFID, comparado à

testemunha pulverizada com água, o que de acordo com Guzzo et al. (1987) está relacionado à

presença de elicitores no tecido do cafeeiro infectado por Hemileia vastatrix.
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3 EXTRATOS VEGETAIS, FERTILIZANTES FOLIARES E PRODUTOS

QUÍMICOS NO CONTROLE DA MANCHA BACTERIANA DO MARACUJAZEIRO

RESUMO: O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de produtos químicos,
fertilizantes foliares e extratos vegetais sobre o crescimento in vitro de Xanthomonas
axonopodis pv. passiflorae e sobre a severidade da mancha bacteriana do maracujazeiro
(Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg) em casa-de-vegetação. Foram avaliados os produtos
químicos oxitetraciclina, fluazinam, mancozeb, oxicloreto de cobre e acibenzolar-S-metil, os
fertilizantes foliares Fitoforce cobre e Fitoforce plus e os extratos de folhas de jaqueira e noni.
Nos ensaios in vitro, os tratamentos foram incorporados ao meio de cultura 523 de Kado e
Heskett (1970), em suas respectivas dosagens e as avaliações foram realizadas pela contagem
do número de colônias do patógeno. Em todos os ensaios, o delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com cinco repetições. Nos ensaios em casa-de-vegetação a aplicação
dos tratamentos foi realizada 2 dias antes da inoculação de X. axonopodis pv. passiflorae para
os produtos químicos e 7 dias antes da inoculação para os fertilizantes e extratos. Em todos os
ensaios, o delineamento experimental foi em blocos casualizados e as avaliações de
severidade da doença foram realizadas em intervalos de 48 horas. In vitro, foi verificado que
os produtos químicos oxitetraciclina, fluazinam, mancozeb, oxicloreto de cobre e os
fertilizantes Fitoforce cobre e Fitoforce plus inibiram totalmente o crescimento do patógeno
em todas as concentrações testadas. Os extratos de folhas de jaqueira e noni inibiram o
crescimento da bactéria entre 47,85 e 63,43%, enquanto o indutor de resistência acibenzolar-
S-metil não apresentou ação sobre X. axonopodis pv. passiflorae. Em casa-de-vegetação,
todos os tratamentos reduziram a severidade da mancha bacteriana do maracujazeiro, com
controle acima de 54% diferindo significativamente da testemunha, com exceção do Fitoforce
plus que apresentou porcentagem de eficiência de controle abaixo de 50%, não diferindo
significativamente da testemunha.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana, Controle, Severidade, Xanthomonas axonopodis
pv. passiflorae.
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ABSTRACT: The present research aimed to evaluate the effect of chemicals, leaf fertilizers
and plant extracts on growth in vitro of Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae and the
severity of bacterial spot of passion fruit in greenhouse. The chemicals oxytetracycline,
fluazinam, mancozeb, copper oxychloride and acibenzolar-S-methyl and the foliar fertilizers
Fitoforce copper and Fitoforce plus and leaf extracts of jackfruit and Indian mulberry were
used. For the in vitro tests, treatments were incorporated into the culture medium 523 (Kado
and Heskett, 1970) on their respective strengths and assessments were performed by counting
the number of colonies of the pathogen. The experimental design was completely randomized
design with five replications. The tests on greenhouse treatment application were performed 2
days before inoculation of X. axonopodis pv. passiflorae for chemicals and 7 days before
inoculation for fertilizers and extracts. In all tests, the experimental design was randomized
blocks and the disease severity assessments were performed every 48 hours. In vitro assays,
the chemicals oxytetracycline, fluazinam, mancozeb, copper oxychloride, fertilizer Fitoforce
copper and Fitoforce plus completely inhibited the growth of the pathogen at all
concentrations tested. The leaf extracts of Indian mulberry and of jackfruit inhibited the
growth of bacteria between 47.85 and 63.43%, while the resistance inducer acibenzolar-S-
methyl showed no action against X. axonopodis pv. passiflorae. At the greenhouse all
treatments reduced the severity of bacterial spot of passion fruit, with control over 54%
differed significantly from the control, except for fertilizer Fitoforce plus that showed a lower
percent control efficiency, below 50%, and did not differ significantly from the control.

Keywords: Antimicrobial activity, Control, Severity, Xanthomonas axonopodis pv.
passiflorae.
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3.1 INTRODUÇÃO

No Norte do país, a cultura do maracujazeiro (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa

Deg) está concentrada no Estado do Pará. O Estado produziu no ano de 2009 cerca de 26.763

t das 36.988 t produzidas pela região Norte (IBGE, 2010). A renovação da cultura antes

realizada a cada 5 anos, hoje em plantios mais adensados, é renovada anualmente,

principalmente devido a problemas fitossanitários (RUGGIERO et al., 1996). Dentre as

doenças que ocorrem na cultura, a mancha bacteriana (Xanthomonas axonopodis pv.

passiflorae) tem merecido grande atenção, já que encontrou no Estado condições ótimas para

seu progresso.

As principais medidas de controle da mancha bacteriana baseiam-se no princípio da

exclusão, evitando-se a introdução do patógeno na área de cultivo, com a utilização de mudas

e sementes livres do patógeno (HALFELD-VIEIRA; NECHET, 2006).

No controle químico, são recomendados para a cultura do maracujá, o sulfato de cobre

+ oxitetraciclina, oxitetraciclina + estreptomicina e a Kasugamicina (AGROFIT, 2011). Viana

et al. (2003) verificaram que a associação de um fungicida cúprico com um bactericida, como

sulfato de cobre (30%) + oxitetraciclina (50%), resultou em bom controle da doença em

trabalho experimental, assim como a associação oxicloreto de cobre + maneb + zineb. Torres

Filho et al. (1996) verificaram que a Kasugamicina, quando não associada à poda de limpeza,

proporcionou razoável ação de controle, todavia foi ineficaz quando associada à poda,

enquanto oxicloreto de cobre associado ou não a poda de limpeza proporcionou bom controle

da bacteriose. No entanto, o uso intensivo de produtos cúpricos para o controle da doença

pode levar em longo prazo, a seleção de formas cada vez mais resistentes do patógeno

(FRANCO; TAKATSU, 2004).

Produtos de menor toxicidade, fertilizantes foliares e extratos vegetais têm se

mostrado promissores no controle de doenças, atuando como indutores de resistência de

plantas a doenças (AMARAL, 2005; ARAÚJO et al., 2005; NOJOSA et al., 2005; SILVA et

al., 2007; ISHIDA et al., 2008a; STANGARLIN et al., 2008; BARATA et al. 2009). O

acibenzolar-S-metil (ASM) reduziu a severidade da murcha bacteriana do tomateiro

(ARAÚJO et al., 2005), da mancha angular do algodoeiro (ISHIDA et al., 2008b) e da

mancha bacteriana do maracujzeiro (BORO, 2011).

Além destes químicos, extratos vegetais têm sido estudados no controle de doenças de

plantas (RESENDE et al., 2004; AMARAL, 2005; BARGUIL et al., 2005; ISHIDA et al.,
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2008a; SANTOS et al., 2007). Os extratos de folhas de maracujá, de folhas de café, de casca

de café e de folhas de lobeira reduziram em 38% os sintomas da mancha angular do

algodoeiro em casa-de-vegetação (ISHIDA et al., 2008a). Para cercosporiose foi observada

uma diminuição na percentagem da doença em 40% e 37% em plantas tratadas com extrato de

casca de café e extrato de folhas de café com ferrugem, respectivamente (AMARAL, 2005).

Santos et al. (2007) observou em testes de campo, que o tratamento com extrato de folhas de

café reduziu a área abaixo da curva de progresso da mancha-de-phoma em 61% comparada à

testemunha pulverizada com água. Extratos vegetais e fertilizantes foliares, oferecem uma

opção adicional para o agricultor complementar a resistência genética à doença e ao uso de

fungicidas. Se integrados, apropriadamente, em programas de manejo de doenças de plantas,

eles podem prolongar a vida útil de genes de resistência e de fungicidas usados atualmente

(ISHIDA, et al., 2008Db).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito direto de produtos químicos, fertilizantes

foliares e extratos vegetais sobre o crescimento in vitro de X. axonopodis pv. passiflorae, bem

como avaliar a eficiência dos mesmos na redução da severidade da mancha bacteriana do

maracujazeiro em casa-de-vegetação.

3.2 MATERIAL E MÉTODOS

Os ensaios foram instalados no Laboratório de Fitopatologia e em casa-de-vegetação

da Embrapa Amazônia Oriental, Belém — PA.

3.2.1 Origem, isolamento e preservação do patógeno

O isolado de X. axonopodis pv. passiflorae foi obtido a partir de folhas de

maracujazeiro apresentando lesões típicas de mancha bacteriana, provenientes do município

de Igarapé-Açu, PA. O isolamento foi realizado em meio 523 de Kado e Heskett (1970), pelo

método de estrias paralelas e posterior incubação por 48h a 28 ºC. A patogenicidade do

isolado foi constatada por inoculação, pulverizando-se a face inferior das folhas com

suspensão bacteriana na concentração de 10º Unidades Formadoras de Colônias/mL
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(UFC/mL). As plântulas inoculadas foram mantidas por 24 h em câmara úmida. Após o

aparecimento dos sintomas, o patógeno foi reisolado das lesões pelo método anteriormente

citado. O isolado se encontra preservado em água destilada esterilizada (PEREIRA et al.,

1970) no Laboratório de Fitopatologia da Embrapa Amazônia Oriental.

3.2.2 Obtenção dos extratos aquosos de Artocarpus heterophyllus Lam. e Morinda citrifolia

linn.

Amostras de folhas de jaqueira (Artocarpus heterophyllus Lam) e noni (Morinda

citrifolia linn) foram coletadas na Embrapa Amazônia Oriental, acondicionadas em sacos

plásticos e transportadas para o Laboratório de Fitopatologia. Após a desinfestação superficial

em álcool etílico (70%) por dois minutos, solução de NaCIO (2%) por 10 minutos, seguida de

imersão em água destilada, as folhas foram colocadas em papel toalha para absorção do

excesso de umidade. Posteriormente, o material permaneceu em estufa com circulação de ar

forçado a 40 ºC, até peso constante e em seguida, triturado em moinho elétrico para obtenção

do pó (BIERMANN, 2009).

Os extratos aquosos foram obtidos pela adição do material moído à água destilada na

proporção de 10 g por 100 mL, mantidos sob agitação constante em “shaker” a 180 rpm por

20 minutos. Em seguida, foram mantidos em repouso em geladeira por 24h para extração dos

compostos hidrossolúveis. Após este período, os extratos foram filtrados em gaze

previamente esterilizada para retirada do material sólido.

3.2.3 Ensaios in vitro

O efeito in vitro de produtos químicos, fertilizantes foliares e extratos de folhas de

jaqueira e noni sobre o crescimento de X. axonopodis pv. passiflorae foi avaliado em três

ensaios distintos. Em todos os ensaios, os tratamentos foram incorporados ao meio de cultura

523 (KADO; HESKETT, 1970) fundente em suas respectivas dosagens (concentração) e

vertidos em placas de Petri. Após a solidificação do meio de cultura acrescido dos produtos,

foram depositadas alíquotas de 100 uL da suspensão bacteriana ajustada à Abssao= 0,1 em
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diluição 10º e espalhadas com alça de Drigalski. Como testemunha utilizou-se o meio de

cultura sem adição de nenhum produto. Após a incubação por 48 h a 28 ºC foi avaliado o

efeito direto dos produtos sobre a bactéria através da contagem de UFC das placas. Em todos

os ensaios, o delineamento experimental foi inteiramente casualizado com cinco repetições.

As médias foram submetidas á análise de variância e comparadas pelo teste de Scott e Knott

(1974) a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa estatístico SISVAR (FERREIRA,

2000).

3.2.3.1 Efeito in vitro de produtos químicos sobre Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae

Foi avaliado o efeito dos produtos químicos oxitetraciclina, fluazinam, mancozeb,

oxicloreto de cobre e do indutor de resistência acibenzolar-S-metil (ASM) sobre o

crescimento X. axonopodis pv. passiflorae (Tabela 1), em delineamento experimental

inteiramente casualizado, com 21 tratamentos e 5 repetições.

Tabela 1 - Descrição dos produtos químicos testados sobre o crescimento de Xanthomonas axonopodis pv.
passiflorae e suas respectivas dosagens.

Taste ativo (Grupo Químico) Doses utilizadas*

Dose 1 Dose 2 Dose 3 Dose 4

Oxnetraciclina (Antibiótico) 0,5 g/L 108g/L 20g8/L 4,0 g/L

Fluazinam (Fenilpiridinilamina) 0,25 ml/L 0,5ml/L 1,0mML/L 2,0mL/L

Mancozeb (ditiocarbamato) 07158L 1,58L 3,0 g/L 6,0 g/L

Oxicloreto de cobre (Inorgânico) 0,6258/L 1,25g8/L 2,58/L 5,0 g/L

Acibenzolar-S-metil (Benzotiadiazol) 0,05 g/L 0,18/L 0,2 g/L 0,4 g/L

*Em 100 mL de meio de cultura
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3.2.3.2 Efeito in vitro de fertilizantes foliares sobre Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae

Para avaliar o efeito dos fertilizantes foliares fitoforce cobre e fitoforce plus sobre o

crescimento X. axonopodis pv. passiflorae, utilizou-se para efeito de comparação o fungicida

oxicloreto de cobre e o indutor de resistência acibenzolar-S-metil (Tabela 2). O delineamento

experimental foi inteiramente casualizado com 5 tratamentos e 5 repetições.

Tabela 2 - Descrição dos tratamentos testados sobre o crescimento de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae
e suas respectivas dosagens.

Tratamentos Dosagens utilizadas*

Fitoforce cobre 100 mL/L

Fitoforce plus 40 mL/L

Oxicloreto de cobre 2,5 g/L

Acibenzolar-S-metil 0,2 g/L
*Em 100 mL de meio de cultura

3.2.3.3 Efeito in vitro de extratos vegetais sobre Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae

Os extratos aquosos de folhas de jaqueira (A. heterophyllus Lam.) e noni (M. citrifolia

linn) foram avaliados sobre o crescimento de X. axonopodis pv. passiflorae (Tabela 3). Antes

de serem incorporados ao meio de cultura, os extratos foram filtrados e gaze esterilizada e

depois, em filtro millipore (0,22 um). O delineamento experimental foi inteiramente

casualizado com 9 tratamentos e 5 repetições.
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Tabela 3 - Descrição dos extratos vegetais e produtos testados sobre o crescimento de Xanthomonas axonopodis
pv. passiflorae e suas respectivas dosagens.

Tratamentos | Concentrações/ dosagens utilizadas

Extrato Artocarpus heterophyllus 1%, 5%, 10%

Extrato Morinda ciifhlis 1%, 5%, 10%

Oxicloreto de cobre 2,5 g/L

Acibenzolar-S-metil 0,2 g/L

3.2.4. Ensaios in vivo

Em todos os ensaios in vivo, sementes de maracujá, cultivar Golden Star (cultivar

suscetível) foram semeadas em vasos (3 kg) contendo solo. O desbaste foi realizado quando

as plantas apresentaram duas folhas verdadeiras, deixando apenas 2 plantas por vaso.

A inoculação de X. axonopodis pv. passiflorae foi realizada, pulverizando-se a face

inferior das folhas com suspensão bacteriana na concentração de 10º UFC/mL. Após a

inoculação, as plântulas foram mantidas por 24 h em câmara úmida. A aplicação dos

tratamentos foi via foliar, pulverizando-se as folhas, até o ponto de escorrimento. Plantas da

testemunha foram pulverizadas com água de torneira. Em todos os ensaios a severidade da

mancha bacteriana foi avaliada aos 2, 4, 6, 8, 10 e 12 dias após a inoculação do patógeno,

utilizando-se uma adaptação da escala de Sidhu e Webster (1977) com notas variando de O a

4, onde O = 0% de folha lesionada; 1 = 1 a 25% de folha lesionada; 2 = 26 a 50% de folha

lesionada; 3 = 51 a 75% de folha lesionada; 4 = acima de 76% de folha lesionada. Os valores

obtidos serviram de base para o cálculo da área abaixo da curva de progresso da doença

(AACPD), proposta por Shaner e Finney (1977). Para cada uma das variáveis, foi realizada a

análise de variância e a comparação das médias pelo teste de Scott Knott a 5% de

probabilidade, utilizando-se o programa estatístico SISVAR.
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3.2.4.1 Efeitos de produtos químicos no controle da mancha bacteriana do maracujazeiro em

casa-de-vegetação

Foram avaliados os produtos oxitetraciclina (2,0 g/L), fluazinam (1,0 mL/L),

mancozeb (3,0 &/ L), oxicloreto de cobre (2,5 g/L) e ASM (0,2 g/L) no controle da mancha

bacteriana do maracujazeiro em casa-de-vegetação. A aplicação dos tratamentos foi realizada

dois dias antes da inoculação do patógeno. O delineamento experimental foi em blocos

casualizados, com 6 tratamentos e 4 repetições com 2 plantas/repetição.

3.2.4.2 Efeito de fertilizantes foliares no controle da mancha bacteriana do maracujazeiro em

casa-de-vegetação

Foram avaliados os fertilizantes foliares Fitoforce cobre e Fitoforce plus no controle

da mancha bacteriana do maracujazeiro em casa-de-vegetação. Os fertilizantes foram

utilizados nas dosagens de 100 mL/L e 40 mL/L, respectivamente, segundo recomendações

do fabricante. Para efeito de comparação, utilizou-se o fungicida oxicloreto de cobre, na

dosagem de 2,5 g/L e o indutor de resistência acibenzolar-S-metil (ASM), na dosagem de 0,2

g/L. A aplicação dos tratamentos foi realizada sete dias antes da inoculação do patógeno. O

delineamento experimental foi em blocos casualizados, com 5 tratamentos e 4 repetições com

2 plantas/repetição.

-— R2,4.3 Efeito de extratos vegetais no controle da mancha bacteriana do maracujazeiro em

casa-de-vegetação

Comparou-se a eficácia dos extratos vegetais de folhas de jaqueira e noni, ambos a

1%, cem o fungicida oxicloreto de cobre (2,5 g/L) e o indutor de resistência acibenzolar-S-

metil (0,2 g/L) no controle da bacteriose do maracujazeiro em casa-de-vegetação. A aplicação

dos tratamentos foi realizada sete dias antes da inoculação do patógeno. O delineamento
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experimental foi em blocos casualizados, com 5 tratamentos e 4 repetições com 2

plantas/repetição.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.3.1 Ensaios in vitro

3.3.1.1 Efeito in vitro de produtos químicos sobre Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae

Os produtos oxitetraciclina, fluazinam, mancozeb e oxicloreto de cobre inibiram a

bactéria em todas as doses testadas, somente o ASM não apresentou efeito inibitório do

crescimento bacteriano, independente da dose utilizada (Tabela 4).

O ASM como indutor de resistência não teve efeito direto sobre o patógeno.

Resultados semelhantes foram obtidos com as bactérias fitopatogênicas X. vesicatoria,

Ralstonia solanacearum, Pseudomonas sSyringae pv. tomato e X. axonopodis pv.

malvacearum, em que o ASM não apresentou efeito direto in vitro, mesmo nas maiores

concentrações (KOBAYASTI et al., 2001; ISHIDA, 2004; SILVA et al., 2007). Este produto

não apresenta atividade tóxica direta sobre fitopatógenos, porém as plantas tratadas são

protegidas contra os patógenos mediante resistência sistêmica adquirida induzida pelo

composto (ISHII et al., 1999).

No presente trabalho, o oxicloreto de cobre inibiu o crescimento de X. axonopodis pv.

passiflorae, a partir da menor dosagem (0,625 ppm), contrastando com os relatos de Beriam

et al. (1999) e Malavolta Júnior (1999), quando o oxicloreto de cobre não inibiu os isolados

de X. axonopodis pv. passiflorae e de X. campestris pv. viticola, respectivamente em

concentrações até 100 ppm. No entanto, em alta concentração (10.000 ppm) ou em mistura

com Kasugamicina (4.000 ppm + 5.000 ppm), o oxicloreto de cobre inibiu os isolados de R.

solanacearum, X. campestris pv. vesicatoria e X. campestris pv. melonis (PEIXOTO et al.,

1996).
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Tabela 4 - Efeito direto (in vitro) de acibenzolar-S-metil (ASM), oxitetraciclina, fluazinam, mancozeb e
oxicloreto de cobre sobre o crescimento de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (Unidades Formadoras de
Colônias - UFC)

Tratamentos (dose) "UFC/mL % de controle em relação
à testemunha

Testemunha 250,80 a -
ASM (0,05 g/L ) 214,60 b 14,44
ASM (0,18/L) 255,40 a -
ASM (0,2 g/L) 229,60 b 8,45
ASM (0,4 &/L) 247,20 a 1,43
Orxitetraciclina (0,5 g/L) 0,00 c 100
Oxitetraciclina (1,0 g/L) 0,00 c 100
Orxitetraciclina (2,0 g/L) 0,00 c 100
Orxitetraciclina (4,0 g/L) 0,00 c 100
Fluazinam (0,25 mL/L) 0,00 c 100
Fluazinam (0,5 mL/L) 0,00 c 100
Fluazinam (1,0 mL/L) 0,00 c 100
Fluazinam (2,0 mL/L) 0,00 c 100
Mancozeb (0,75 g/LO 0,00 c 100
Mancozeb (1,5 g/L) 0,00 c 100
Mancozeb (3,0 g/L) 0,00 c 100
Mancozeb (6,0 g/L) 0,00 c 100
Oxicloreto de Cobre (0,625 g/L) 0,00 ec 100
Oxicloreto de Cobre (1,25 g/L) 0,00 c 100
Oxicloreto de Cobre (2,5 g/L) 0,00 c 100
Oxicloreto de Cobre (5,0 g/L) 0,00 c 100
CV% = 34,31
* UFC - unidades formadoras de colônias.
**Média seguida por letras distintas diferem entre si ao nível de significância de 5% pelo teste de Scott & Knott
(1974).

3.3.1.2 Efeito in vitro de fertilizantes foliares sobre Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae

Os fertilizantes Fitoforce cobre e Fitoforce plus inibiram totalmente o crescimento de

X. axonopodis pv. passiflorae (Figura 1). Este efeito inibitório pode ter sido conferido por

compostos tóxicos ao patógeno presentes na fração solúvel da casca de frutos de café, como

taninos e compostos fenólicos (RAMIREZ, 1987). Resultado semelhante foi observado no

tratamento de controle padrão, o oxicloreto de cobre (Figura 1). Entretanto, não houve efeito

inibitório no crescimento bacteriano pelo ASM, o qual não diferiu significativamente da

testemunha.
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Zacaroni (2008) estudando o uso de formulações à base de extratos vegetais

combinados ou não com ASM, fertilizantes foliares e óleos no manejo da mancha angular do

algodoeiro e do crestamento bacteriano comum do feijoeiro, verificou que os fertilizantes

foliares FullandO&O e Agro-Mos& inibiram o crescimento in vitro de X. axonopodis pv.

malvacearum e X. axonopodis pv. phaseoli e que o NEFID (extrato de folhas de café

severamente infectadas com ferrugem, coletadas da superfície do solo de lavoura cafeeira)

não inibiu o crescimento de X. axonopodis pv. malvacearum. Santos et al. (2010) verificando

a possível atividade antibacteriana pelo uso de ASM e do fertilizante Agro-Mos&, não

observaram inibição de X. campestris pv. viticola, causadora do cancro bacteriano.
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Cobre Cobre

Tratamentos

Figura 1- Efeito de Fitoforce cobre, Fitoforce plus, Oxicloreto de Cobre e Acibenzolar-S-Metil sobre o
crescimento de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (Unidades Formadoras de Colônias - UFC). Médias
seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott Knott (1974) a 5% de probabilidade.
Coeficiente de Variação (CV): 20,7%

3.3.1.3 Efeito in vitro de extratos vegetais sobre Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae

Os extratos aquosos de folhas de jaqueira e noni inibiram significativamente o

crescimento do patógeno em todas as concentrações testadas (Figura 2), porém o maior efeito

foi observado na concentração de 5 e 10% para o extrato de folhas de jaqueira e 10% para o

extrato folhas de noni. O oxicloreto de cobre inibiu totalmente o crescimento da bactéria na

dose testada, enquanto o ASM não teve efeito direto sobre o patógeno (Figura 2).

O efeito antimicrobiano de extratos de origem vegetal tem sido demonstrado sobre X.

axonopodis pv. passiflorae. Os extratos de folha, fruto e raiz de Capsicum chinense
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(BARATA et al., 2009) e de casca de Copaifera reticulata Ducke e C. duckei Dwyer

(ISHIDA et al., 2008a) inibiram totalmente o crescimento do patógeno. O extrato aquoso de

alho apresentou eficiência no controle do número de colônias formadas da mesma bactéria nas

concentrações de 1 e 10% (BOITA, 2008)

Apesar do potencial inibitório in vitro, nenhum trabalho foi encontrado relatando o

efeito antimicrobiano de extratos aquosos de folhas de jaqueira e noni sobre X. axonopodis

pv. passiflorae ou outra fitobactéria.
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Figura 2 - Avaliação da atividade antimicrobiana do extrato aquoso de folhas de A. heterophyllus Lam. e M.
citrifolia linn. sobre o crescimento de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (Unidades Formadoras de
Colônias - UFC). Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade. CV: 14,14%

3.3.2 Ensaios in vivo

3.3.2.1 Efeito de produtos químicos no controle da mancha bacteriana do maracujazeiro em

casa-de-vegetação

Estudando o efeito dos produtos químicos oxitetraciclina, fluazinam, mancozeb,

oxicloreto de cobre e ASM, foi observado que todos os produtos testados proporcionaram

redução significativa na severidade da mancha bacteriana, não diferindo entre si (Figura 3).

Com a aplicação de ASM observou-se redução de 68,31%, oxicloreto de cobre 66,54%,

oxitetraciclina 56,81%, fluazinam 55,75% e mancozeb 54,51%.
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Baysal et al. (2003) e Araújo et al. (2005) trabalhando com C. michiganensis subsp.

michiganensis e R. solanacearum em tomate obtiveram redução significativa no progresso da

doença com a aplicação de ASM. O bom desempenho de ASM provavelmente está ligado à

resistência sistêmica adquirida na qual o ASM um ativador, estando associado a respostas de

defesa, como a síntese de proteínas relacionadas a patogênese (RYALS, 1996).
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Figura 3 - Efeito de produtos químicos na severidade (Área Abaixo da Curva de Progresso da Doença -
AACPD) da mancha bacteriana do maracujazeiro em casa-de-vegetação. Médias seguidas pela mesma letra não
diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade. CV: 40,01%

O cobre pode agir na proteção do tecido vegetal do hospedeiro contra infecção por

bactérias, reduzindo o inóculo na superfície da folha. Entretanto, são necessárias várias

aplicações de produtos para que se obtenha controle adequado de doenças bacterianas (LEITE

JÚNIOR, 2000).
Em função dos fungicidas cúpricos serem amplamente utilizados, a resistência a esses

produtos já foi reportada para patovares de Pseudomonas syringae (NAKAJIMA et al., 2002)

e Xanthomonas spp. (MARCO; STALL, 1983; AGUIAR et al., 2000). À resistência ao cobre

em Xanthomonas Spp. está normalmente associada à presença de plasmídeos, que apresentam

dimensões grandes e são autotransmissíveis (BENDER et al., 1990; STALL et al., 1986). À

associação de resistência ao cobre à presença desses plasmídeos tem sido relacionada com o

aumento da ocorrência da resistência a esse metal pesado em bactérias fitopatogênicas no

campo. Fato que reforça a necessidade de se obter alternativas de controle para serem

inseridas de forma integrada em programas de manejo de doenças de plantas.
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3.3.2.2 Efeito de fertilizantes foliares no controle da mancha bacteriana do maracujazeiro em

casa-de-vegetação

Com exceção do Fitoforce plus, todos os tratamentos reduziram significativamente a

severidade da doença e não diferiram entre si (Figura 4).
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Figura 4 - Efeito de fertilizantes foliares na severidade (Área Abaixo da Curva de Progresso da Doença -
AACPD) da mancha bacteriana do maracujazeiro em casa-de-vegetação. Médias seguidas pela mesma letra não
diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade. CV: 40,39%

A aplicação de oxicloreto de cobre apresentou 78,06% de controle em relação à

testemunha (Figura 4). A eficiência do oxicloreto de cobre tem sido reportada na literatura. À

aplicação semanal deste produto em plantas de pimentão resultou na redução da severidade da

mancha bacteriana (X. campestris pv. vesicatoria) (CARMO et al., 2001).

A aplicação do ASM conferiu o controle de 69,23% em relação à testemunha (Figura

4). Resultados semelhantes têm sido encontrados em trabalhos com tomateiro, citros,

cacaueiro e algodão (PASCHOLATI, 1999; VENÂNCIO et al., 2000; PEREZ, 2002;

CAVALCANTI; RESENDE, 2005; ISHIDA et al., 2008b).

O Fitoforce cobre apresentou 54,41% de controle em relação à testemunha (Figura 4),

supõem-se que seu efeito na redução na severidade da doença, esteja ligado à presença de

eliciadores envolvidos em respostas de defesa de plantas, derivados do tecido do cafeeiro

infectado por Hemileia vastatrix (GUZZO et al., 1987) e de diversos produtos da interação

planta-patógeno, que quando percebidos pela planta, podem agir como sinalizadores químicos

induzindo respostas de defesa (PASCHOLATI; LEITE, 1994).
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Zacaroni (2008) verificou que o extrato proveniente de folhas de café

microprocessadas (NEFID), quando em misturas, potencializou o efeito de todos os produtos

usados, chegando a 66,37% de controle da mancha-angular do algodoeiro. Medeiros (2009)

avaliando a mesma formulação à base de resíduos da lavoura de café, na indução de respostas

de defesa de plantas de tomate a X. vesicatoria, constatou que a aplicação de NEFID

proporcionou 35% de redução na severidade da doença enquanto o ASM proporcionou

redução de 61%.

3.3.2.3 Efeito de extratos vegetais no controle da mancha bacteriana do maracujazeiro em
casa-de-vegetação

Todos os tratamentos diferiram significativamente da testemunha. Plantas tratadas

com os extratos aquosos de A. heterophyllus (EFJ) e M. citrifolia (EFN) reduziram a

severidade da doença em 61,14 e 38,54%, respectivamente (Figura 5). Os extratos vegetais

são considerados eliciadores bióticos (PASCHOLATI; LEITE, 1995), e sua eficiência no

controle a fitopatógenos pode ser observada em diversos patossistemas, possivelmente por

possuírem substâncias bioativas capazes de atuarem como indutores de resistência em plantas

(AMARAL, 2005; ISHIDA et al., 2008a, BARATA, 2009). Nas plantas tratadas com o

oxicloreto de cobre foi observada redução de 67,53% e com ASM, de 70,58%, quando

comparados à testemunha (Figura 5).

Assim como no ensaio in vitro, não foram encontrados trabalhos na literatura que

comprovem os efeitos dos referidos extratos no controle da mancha bacteriana do

maracujazeiro em casa-de-vegetação, enfatizando a importância da pesquisa com esses

produtos, uma vez que no presente trabalho ambos apresentaram potencial de controle da

mancha bacteriana, podendo ser uma ferramenta adicional principalmente para o pequeno

agricultor.
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Figura 5 - Efeito dos extratos aquosos de folhas de A. heterophyllus Lam. e M. citrifolia linn na severidade
(Área Abaixo da Curva de Progresso da Doença - AACPD) da mancha bacteriana do maracujazeiro em casa-de-
vegetação. Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade. CV: 16,38
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3.4 CONCLUSÕES

1. Os tratamentos oxitetraciclina, fluazinam, mancozeb, oxicloreto de cobre, Fitoforce

cobre, Fitoforce plus, extratos de folhas de jaqueira e de noni reduziram o número de

unidades formadoras de colônias de X. axonopodis pv. passiflorae.

2. Os tratamentos oxitetraciclina, fluazinam, mancozeb, oxicloreto de cobre, acibenzolar-

S-metil, Fitoforce cobre, extratos de folhas de jaqueira e de noni reduziram

significativamente a severidade da mancha bacteriana.
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4 INDUÇÃO DE RESISTÊNCIA SISTÊMICA MEDIADA POR FITOFORCE
COBRE, EXTRATO DE FOLHAS DE JAQUEIRA E ACIBENZOLAR-S-METIL EM
MARACUJAZEIRO CONTRA MANCHA BACTERIANA

RESUMO: Foram avaliados os efeitos do acibenzolar-S-metil, extrato de folhas de jaqueira e
Fitoforce cobre na redução dos sintomas da mancha bacteriana do maracujazeiro, bem como
foi determinada a atividade das enzimas peroxidase, quitinase e B-1,3-glucanase, as quais
possivelmente estão envolvidas nas respostas de defesa de plantas de maracujazeiro a
Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae. Os tratamentos foram aplicados sete dias antes da
inoculação com suspensão bacteriana na concentração de 10º Unidades Formadoras de
Colônias/mL (UFC/mL). O delineamento experimental foi em blocos casualizados. As
avaliações de severidade da doença foram realizadas em intervalos de 48 horas após a
inoculação. Para obtenção de extrato enzimático e determinação da atividade enzimática de
peroxidase, quitinase e B-1,3-glucanase amostras de folhas foram coletadas aos 3, 7, 10 e 14
dias após a aplicação dos tratamentos. Acibenzolar-S-metil, extrato de folhas de jaqueira e
Fitoforce cobre reduziram significativamente a severidade da mancha bacteriana do
maracujazeiro, sendo o melhor tratamento para o controle da doença proporcionado pelo
acibenzolar-S-metil. As aplicações de acibenzolar-S-metil, Fitoforce cobre e extrato de folhas
de jaqueira aumentaram a atividade das enzimas peroxidase, quitinase e B-1,3-glucanase.

Palavras-chave: Indução de Resistência, Proteínas Relacionadas à Patogênese, Peroxidase,
Quitinase, B-1,3-Glucanase.
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ABSTRACT: The effects of acibenzolar-S-methy], jackfruit leaf extract and Fitoforce copper
were evaluated in reducing symptoms of bacterial spot of passion fruit, and the activity of
peroxidase, chitinase and B-1,3-glucanase were determined. The treatments were applied
seven days before inoculation of bacterial suspension at a concentration of 10º CFU / mL. The
experimental design was randomized blocks. Evaluations of disease severity were made at
intervals of 48 hours after inoculation. To obtain the enzymatic extracts and determination of
enzymatic activity of chitinase, peroxidase, B-1,3-glucanase, leaf samples were collected at 3,
7, 10 and 14 days after treatment application. The acibenzolar-S-methyl, jackfruit leaf extract
and Fitoforce copper significantly reduced the severity of bacterial spot of passion fruit, the
best treatment for the bacterial disease control was provided by acibenzolar-S-methyl. The
applications of acibenzolar-S-methyl, Fitoforce copper and jackfruit leaf extract increased the
activity of peroxidase, chitinase and B-1,3-glucanase.

Keywords: Induced resistance, Pathogenesis related proteins, Chitinase, Peroxidase, B-1,3-
Glucanase.
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4.1 INTRODUÇÃO

A resistência induzida ativa mecanismos de defesa da planta, evitando ou atrasando a

entrada ou a subseqiiente atividade do patógeno em seus tecidos. (BONALDO et al., 2005;

CAVALCANTI et al., 2006b), está relacionada a mecanismos latentes de defesa da planta,

que são ativados em resposta ao tratamento com agentes bióticos ou abióticos

(PASCHOLATI; LEITE, 1995). O estado induzido é caracterizado pela presença de proteínas

relacionadas à patogênese, enzimas envolvidas na rota da síntese de fitoalexinas e o acúmulo

de lignina em tecidos adjacentes ao sítio de infecção do patógeno, que fazem parte da

expressão de genes que codificam diversas respostas de defesa a patógenos nas plantas

(DURRANT; DONG, 2004).

Trabalhos têm demonstrado a viabilidade do emprego de indutores de resistência no

controle a bacterioses em diversas culturas, como feijão, melão, tomate, maracujá, entre

outros (BAYSAL, 2003; CAVALCANTI, et al., 2006b; SALES JÚNIOR «et al., 2007; BORO,

2011), podendo estar relacionado com o aumento da atividade das enzimas envolvidas nas

respostas de defesa de plantas (BAYSAL; ZELLER, 2005; CAVALCANTI et al., 2006b).

Aumento da atividade de quitinase foi detectado por Cavalcanti et al. (2006a) em

plantas pulverizadas com água e sem inoculação de X. vesicatoria, logo à primeira hora após

a pulverização de tomateiros com ASM, Ecolife, suspensão de quitosana proveniente de

micélio de Crinipellis perniciosa (MCp) e extrato aquoso de ramos de lobeira infectados por

C. perniciosa (VLA). Os mesmos autores também observaram aumento na atividade de B-1,3-

glucanase nas plantas tratadas com ASM e VLA em iguais condições. Baysal et al. (2003),

Cavalcanti et al. (2006a) e Silva et al., (2007) verificaram aumento na atividade da enzima

peroxidase em tomateiros induzidos à resistência pelo ativador ASM em plantas desafiadas

por Clavibacter michiganensis subsp michiganensis, X. vesicatoria e Ralstonia solanacearum,

respectivamente.

Além do fator ambiental, com a utilização de produtos menos tóxicos ao meio

ambiente, a proteção contra amplo espectro de patógenos faz da resistência induzida uma

opção adicional para o agricultor, sendo complementar à resistência genética e ao uso de

fungicidas contra um amplo espectro de patógenos (ISHIDA et al., 2008).

Assim, os objetivos deste trabalho foram avaliar os efeitos do acibenzolar-S-metil,

extrato de folhas de jaqueira e Fitoforce cobre na redução dos sintomas da mancha bacteriana

do maracujazeiro, bem como determinar a atividade das enzimas peroxidase, quitinase e B-
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1,3-glucanase, nas respostas de defesa de plântulas de maracujazeiro a X. axonopodis pv.

passiflorae.

4.2 MATERIAL E MÉTODOS

Os ensaios foram instalados no Laboratório de Fitopatologia e em casa-de-vegetação

da Embrapa Amazônia Oriental, Belém — PA.

4.2.1 Origem, isolamento e preservação do patógeno

O isolado de X. axonopodis pv. passiflorae foi obtido a partir de folhas de

maracujazeiro apresentando lesões típicas de mancha bacteriana, provenientes do município

de Igarapé-Açu, PA. O isolamento foi realizado em meio 523 de Kado e Heskett (1970), pelo

método de estrias paralelas e posterior incubação por 48 h a 28 ºC. O isolado se encontra

preservado em água destilada esterilizada (PEREIRA et al., 1970) no Laboratório de

Fitopatologia da Embrapa Amazônia Oriental.

4.2.2 Efeitos de Fitoforce Cobre, Extrato de folhas de jaqueira e Acibenzolar-S-Metil no
controle da mancha bacteriana do maracujazeiro em casa-de-vegetação

Foram avaliados os efeitos de Fitoforce Cobre (100 mL/L), extrato de folhas de

jaqueira — EFJ (1%) e acibenzolar-S-metil — ASM (0,2 g/L) na indução de resistência

sistêmica a mancha bacteriana do maracujazeiro em casa-de-vegetação. A aplicação dos

tratamentos foi realizada sete dias antes da inoculação do patógeno, pulverizando-se as mudas

até o ponto de escorrimento. Plantas da testemunha foram pulverizadas com água de torneira.

A inoculação de X. axonopodis pv. passiflorae foi realizada, pulverizando-se a face inferior

das folhas com suspensão bacteriana na concentração de 10º Unidades Formadoras de
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Colônias/mL (UFC/mL). Após a inoculação, as plântulas foram mantidas por 24 h em câmara

úmida.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, com 4 tratamentos e 4

repetições com 2 plantas/repetição. As avaliações de severidade da doença foram realizadas

aos 2, 4, 6, 8, 10, e 12 dias após a inoculação do patógeno. Para avaliação da severidade foi

utilizada uma adaptação da escala de avaliação de Sidhu e Webster (1977). Os valores obtidos

foram integrados para obter a AACPD (Área Abaixo da Curva de Progresso da Doença)

utilizando-se a seguinte equação: AACPD = S((Yi + Yi +1) /2) (ti +1 ti)), onde Y representa

a intensidade da doença, t o tempo e i o número de avaliações de campo (SHANER;

FINNEY, 1977). Em seguida, foi realizada a análise de variância e as médias foram

comparadas pelo teste de Scott e Knott (1974), a 5% de probabilidade, utilizando-se o

programa estatístico SISVAR (FERREIRA, 2000).

Após a última avaliação da severidade, aos 12 dias após a inoculação do patógeno,

plantas foram coletadas e levadas ao Laboratório de Fitopatologia, onde o sistema radicular

foi lavado para a retirada de solo. Em seguida, as plantas foram secas em papel toalha e

pesadas em balança analítica, obtendo-se assim, o peso da massa fresca (MF). A seguir, as

plantas foram acondicionadas em sacos de papel e levadas à estufa de circulação de ar forçado

regulada a 60 ºC, onde permaneceram até peso constante, e então, foram pesadas novamente

em balança analítica. Desta forma, foi mensurado o peso da massa seca (MS) e os resultados

expressos em gramas. Os dados foram submetidos à análise de variância (ANAVA) e as

médias discriminadas pelo teste de Scott-Knott (1974) para comparação de médias, em nível

de 5% de significância.

4.2.3 Atividades de enzimas envolvidas nas respostas de defesa de plantas de

maracujazeiro

Foram semeadas seis sementes de maracujá por vaso, porém apenas duas plantas

foram mantidas após a emergência. As plantas permaneceram na mesma casa-de-vegetação

utilizada no experimento de quantificação da mancha bacteriana, com condições similares. O

delineamento experimental foi em blocos casualizados, com 8 tratamentos e 4 repetições com

4 plantas/repetição. A análise de variância foi realizada para cada variável e as médias

comparadas pelo teste de Scott e Knott (1974) a 5% de probabilidade.
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Para a determinação das atividades enzimáticas foram utilizados os seguintes

tratamentos:

1) Pulverização foliar com Acibenzolar-S-Metil + Inoculação

2) Pulverização foliar com Acibenzolar-S-Metil

3) Pulverização foliar com Fitoforce Cobre + Inoculação

4) Pulverização foliar com Fitoforce Cobre

5) Pulverização foliar com Extrato de folhas de jaqueira + Inoculação

6) Pulverização foliar com Extrato de folhas de jaqueira

7) Testemunha inoculada

8) Testemunha absoluta

4.2.3.1. Preparo das amostras para determinação das atividades enzimáticas

As amostras de folhas para a realização das análises bioquímicas foram coletadas

durante o período da manhã, 3, 7, 10 e 14 dias após a aplicação dos tratamentos. Cada amostra

foi devidamente identificada, acondicionada em papel alumínio e imediatamente colocada em

caixa de isopor com nitrogênio líquido e, posteriormente, armazenadas em freezer a -80 ºC.

O preparo dos extratos para cada amostra congelada foi realizado manualmente,

mediante maceração individual em nitrogênio líquido, com auxílio de pistilo e almofariz de

porcelana, mantidos resfriados durante o processo. As amostras foram homogeneizadas em

tampão acetato de sódio 50 mM, pH 5, gelado, na proporção de 1g para 10 mL de tampão. O

extrato obtido foi filtrado em gaze, transferido para tubos plásticos de 2 mL e centrifugado a

10.000 g a 4 ºC, por 15 minutos, o sobrenadante obtido foi armazenado em freezer a -80 ºC e

considerado como extrato enzimático para a determinação da atividade de peroxidase,

quitinase, B-1,3-glucanase e o conteúdo protéico.

4.2.3.2 Determinação de proteínas totais

À quantificação do conteúdo total de proteínas nas amostras foi determinada

utilizando albumina bovina como padrão (BRADFORD, 1976). Foram adicionados a cada 10
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uL de amostra, 790 uL de água MIilli-Q e 200 uL do reagente de Bradford. Após a incubação

por 5 minutos em temperatura ambiente, foi efetuada a leitura da absorbância a 595 nm em

espectrofotômetro. A concentração de proteínas foi expressa em mg de proteína/mL do

extrato total.

4.2.3.3 Atividade de peroxidases

A atividade de peroxidases foi determinada pela adição de 50 uL do extrato da planta,

ajustado para 1 mL de solução contendo 450 uL acetato de sódio 50 mM pH 5,2, 250 uL de

guaiacol 20 mM e 250 uL peróxido de hidrogênio 60 mM. Após incubação a 30 ºC, por 10

minutos, a absorbância foi medida em espectrofotômetro a 480 nm (URBANEK et al., 1991).

Os resultados foram expressos em unidade de absorbância por miligrama de proteína por

minuto (UA mgP/min). Todos os ensaios foram realizados em duplicata.

4.2.3.4 Atividade de quitinases

A atividade de quitinases foi determinada pela adição de 70 uL do extrato enzimático

à solução com 130 uL de acetato de sódio 50 mM pH 5,2 e 60 uL de quitina carboximetilada

marcada com remazol brilhante violeta (CM-Chitin-RBV 2 mg/mL), substrato específico para

quitinase fornecido por Loewe Biochemica GmbH, em microplacas de 96 cavidades. Após

incubação a 35 ºC, por 80 min, a reação foi paralisada com a adição 50 uL de solução de HCI

0,5 N, seguida de resfriamento em gelo por 10 min e centrifugadas (10.000 g por 5 min).

Alíquota de 210 uL do sobrenadante de cada amostra foi transferida para uma microplaca

para determinação da absorbância a 492 nm, em um leitor EIA - compatível (WIRTH;

WOLF, 1990), tendo-se tampão de extração na cubeta de referência, em substituição ao

extrato enzimático. Os resultados foram expressos em unidade de absorbância por miligrama

de proteína por minuto (UA mgP/min). Todos os ensaios foram realizados em duplicata.
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4.2.3.5 Atividade de B-1,3-glucanases

Para a determinação espectrofotométrica da atividade de B-1,3-glucanase nos extratos,

foi procedido de modo análogo ao da quitinase, apenas trocando o substrato para uma solução

de carboximetilcurdlan-remazol brilhante azul (CM-Curdlan-RBB 4 mg/ mL, LOEWE

Biochemica GmbH). Para promover a ação hidrolítica de B-1,3-glucanase foi adotado tempo

de incubação de 35 ºC por 100 min. Em seguida, as amostras foram acidificadas com 50 uL

de HCl 0,5 N, resfriadas em banho de gelo por 10 minutos e centrifugadas (10.000 g8/S min),

(WIRTH; WOLF, 1990). O sobrenadante teve sua absorbância medida em filtro de 620 nm de

um leitor EIA. Os resultados foram expressos em unidade de absorbância por miligrama de

proteína por minuto (UA mgP/min). Os ensaios foram realizados em duplicata.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.3.1 Efeitos de Fitoforce Cobre, Extrato de folhas de jaqueira e Acibenzolar-S-Metil em

maracujazeiro contra Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae em casa-de-vegetação

Todos os tratamentos proporcionaram redução significativa na severidade da mancha

bacteriana em relação à testemunha, não diferindo entre si (Figura 6). ASM propocionou

70,37% de controle em relação à testemunha, Fitoforce cobre e EFJ controlaram 66,12 e

62,18%, respectivamente.

O indutor de resistência ASM é comumente utilizado no controle de bacterioses, tendo

sido relatado em ensaios em casa-de-vegetação, conferindo redução na severidade de doenças

em tomateiro, feijoeiro e algodoeiro (CAVALCANTI, 2006a; 2006b; ISHIDA et al., 2008;

KUHN; PASCHOLATI, 2010).

A redução no progresso da doença com a aplicação de Fitoforce cobre, está de acordo

com a hipótese da presença de elicitores derivados do tecido do cafeeiro infectado por

Hemileia vastatrix, ligados a respostas de defesa da planta, (GUZZO et al., 1987) e também

de componentes existentes na fração solúvel da casca de frutos de café, como carboidratos e
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proteínas, entre outros, que podem atuar induzindo respostas de defesa vegetal

(PASCHOLATI; LEITE, 1994).
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Figura 6- Efeito de Fitoforce cobre, Extrato de folhas de jaqueira (EFJ) e Acibenzolar-S-Metil (ASM) sobre a
severidade (Área Abaixo da Curva de Progresso da Doença - AACPD) da mancha bacteriana do maracujazeiro
em casa-de-vegetação. Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade. CV: 17,33%

Romero et al. (2001) citam trabalhos em que plantas tratadas com indutor de

resistência apresentaram maiores produções que plantas não tratadas, na presença de

patógenos, mas menores produções na ausência de patógenos, ou seja, há um gasto energético

durante as respostas de defesa das plantas, o qual não é significativo na presença de

patógenos.

No presente estudo, quando se avaliou o teor de massa fresca e seca de mudas de

maracujazeiro tratadas com Fitoforce cobre, EFJ e ASM, foi verificado que não houve

diferença significativa entre os tratamentos aplicados, seguidos ou não de inoculação (Figuras

7 e 8), não havendo alteração no comportamento de rendimento de plantas de maracujazeiro,

podendo-se inferir que, neste caso, apesar da alteração da relação planta-patógeno, não houve

interferência no crescimento. Resultados semelhantes foram encontrados por Iriti e Faoro

(2003) em experimento com feijoeiro em casa-de-vegetação, onde a aplicação de ASM não

proporcionou diferenças na taxa de crescimento.

Durante o processo de indução de resistência a ativação de defesa da planta pode gerar

gastos de energia que podem tornar a planta menos produtiva. Heil et al. (2000) relataram esse

custo trabalhando com trigo induzido por ASM em dose única (150 mg 1.a./L), observando
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redução no crescimento das plantas. Segundo esses autores, a produção de enzimas pode

competir com proteínas necessárias aos processos básicos da planta, o que pode comprometer

seu crescimento. No entanto, o presente trabalho não mostra evidências de um custo

mensurável associado ao patossistema X. axonopodis pv. passiflorae e maracujazeiro amarelo.

O comportamento diferenciado entre as culturas, em termos de custo adaptativo associado aos

tratamentos, pode ser devido a diferentes necessidades nutricionais para manter o

metabolismo primário durante a ativação da resistência induzida.
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Figura 7 - Efeito da aplicação de Acibenzolar-S-Metil (ASM), Fitoforce cobre, Extrato de folhas de jaqueira
(EFJ), seguidos ou não da inoculação de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae no teor de massa fresca de
mudas de maracujazeiro. Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott Knott (1974)
a 5% de probabilidade. CV: 27,87%
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Figura 8 - Efeito da aplicação de Acibenzolar-S-Metil (ASM), Fitoforce cobre, Extrato de folhas de jaqueira
(EFJ), seguidos ou não da inoculação de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae no teor de massa seca de
mudas de maracujazeiro. Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott Knott (1974)
a 5% de probabilidade. CV: 40,82
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4.3.2 Atividades de enzimas envolvidas nas respostas de defesa de plantas de

maracujazeiro

4,3.2.1 Atividade de peroxidases

Verificou-se que na primeira coleta, realizada 3 dias após a aplicação dos tratamentos

(DAP), a atividade da enzima foi similar em todos os tratamentos, não havendo diferença

significativa (Figura 9).
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Figura 9- Atividade de peroxidases determinada em amostras de plantas de maracujazeiro, aos 3 dias após
aplicação dos tratamentos (DAP) com Acibenzolar-S-Metil (ASM), Fitoforce cobre, Extrato de folhas de
jaqueira (EFJ) e testemunha. Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott Knott a
5% de probabilidade.

No entanto, na segunda, terceira e quarta coletas, aos 7, 10 e 14 DAP respectivamente,

foi observado que somente as plantas tratadas com o extrato de folhas de jaqueira

apresentaram atividade de peroxidases significativamente maior que a testemunha absoluta e

inoculada, enquanto que os demais tratamentos não diferiram significativamente da

testemunha (Figuras 10, 11, 12 e 13).
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Figura 10 - Atividade de peroxidases determinada em amostras de plantas de maracujazeiro, aos 7 dias após
aplicação dos tratamentos (DAP) com Acibenzolar-S-Metil (ASM), Fitoforce cobre, Extrato de folhas de
Jaqueira (EFJ) e testemunha. Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott Knott a
5% de probabilidade.
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Figura 11 - Atividade de peroxidases determinada em amostras de plantas de maracujazeiro, aos 10 dias após
aplicação dos tratamentos (DAP) com Acibenzolar-S-Metil (ASM), Fitoforce cobre, Extrato de folhas de
Jaqueira (EFJ) e testemunha, seguidos ou não da inoculação de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae. Médias
seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 12 - Atividade de peroxidases determinada em amostras de plantas de maracujazeiro, aos 14 dias após
aplicação dos tratamentos (DAP) com Acibenzolar-S-Metil (ASM), Fitoforce cobre, Extrato de folhas de
Jaqueira (EFJ), seguidos ou não da inoculação de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae. Médias seguidas
pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.

A atividade de peroxidases em plantas tratadas com ASM não apresentou aumento

significativo em relação à testemunha absoluta e inoculada (Figural3A e B). O aumento na

atividade da enzima foi mais acentuado, apenas em termos numéricos, aos 3 dias após a

aplicação do tratamento, com redução gradativa a partir de 7 DAP, não diferindo

significativamente da testemunha absoluta (Figura 13A). Também não foi constatada

diferença significativa entre as plantas tratadas com ASM e inoculadas em relação à

testemunha inoculada aos 10 e 14 DAP (Figuras 11, 12).

Em ensaios conduzidos por Silva et al. (2007) em tomateiro, a atividade de

peroxidases foi aumentada em relação ao controle 3 dias após o tratamento com ASM.

Cavalcanti et al. (20062), ao trabalhar com o patossistema tomateiro e X. vesicatoria, também

constataram aumento da atividade da enzima peroxidase após a pulverização com o ASM.

Kilic-Ekici e Yuen (2004) observaram maior atividade de peroxidase em plantas de Festuca

aurundinacea 5 dias após a aplicação de ASM, enquanto que Ishida et al. (2008) trabalhando

com plantas de algodoeiro, detectou atividade máxima de peroxidases aos 14 dias após a

aplicação dos tratamentos, assim, constata-se que a atividade máxima de peroxidases,

induzida por ASM, pode variar de acordo com a espécie de planta estudada.
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maracujazeiro foi semelhante à observada em plantas pulverizadas com ASM seguidas ou não

de inoculação, as quais não apresentaram diferença significativa nas coletas realizadas

(Figuras 9, 10, 11, 12, 14A e B). Em ambos os tratamentos não foi observada tendência de

aumento de atividade desta enzima em função das diferentes datas de coleta.
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Figura 14 - Atividade de peroxidases determinada em amostras de plantas submetidas ao tratamento com
Fitoforce Cobre (A), seguido da inoculação de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (B). As barras
representam o desvio padrão.



+—

———

69

A atividade da enzima peroxidase em plantas de maracujazeiro após tratamento com

extrato de folhas de jaqueira foi estatisticamente superior aos outros tratamentos a partir da

segunda coleta e apresentou pico de produção 7 DAP (Figuras 10, 15A), para logo em seguida

apresentar queda gradativa. O aumento desta enzima somado a redução dos sintomas na

planta (Figura 6) demonstram evidências da ativação dos mecanismos de defesa das plantas

de maracujazeiro X. axonopodis pv. passiflorae, essa indução pode ter ocorrido em razão da

rapidez de acúmulo da enzima nessa cultivar, que é susceptível à esse patógeno. De acordo

com Anterola e Lewis (2002) as peroxidases geralmente têm sua atividade aumentada em

resposta a condições de estresse, ataque de patógenos e tratamento com indutores.
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Figura 15 - Atividade de peroxidases determinada em amostras de plantas submetidas ao tratamento com
Extrato de folhas de jaqueira (EFJ), seguido da inoculação de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (B). Às
barras representam o desvio padrão.

4,3.2.2 Atividade de quitinases

FSQuanto à atividade de quitinases, na primeira coleta (3 DAP) não houve diferença

significativa entre os tratamentos (Figura 16). No entanto, esta diferença passou a ser

significativa na segunda coleta, quando foi verificada elevada atividade de quitinases em

plantas tratadas com ASM e extrato de folhas de jaqueira, diferindo do Fitoforce cobre e da

testemunha absoluta (Figura 17). Após a inoculação, 10 dias após a aplicação dos tratamentos,

apenas os tratamentos Fitoforce cobre seguidos ou não de inoculação com X. axonopodis pv.

passiflorae apresentaram-se inferiores às testemunhas, já os demais tratamentos mostraram
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desempenho similar ao observado nas testemunhas (Figura 18). Na última coleta, somente

Fitoforce cobre mostrou-se significativamente inferior à testemunha absoluta (Figura 19).

Segundo Van Loon e Pieterse (2006), pesquisas mostram que a super expressão de genes da

enzima quitinase, está relacionada ao aumentado da resistência dessas plantas a patógenos,

uma vez que a enzima catalisa a hidrólise dos polímeros quitina, podendo apresentar atividade

antimicrobiana.
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Figura 16 - Atividade de quitinases determinada em amostras de plantas de maracujazeiro, aos 3 dias após
aplicação dos tratamentos (DAP) com Acibenzolar-S-Metil (ASM), Fitoforce cobre, Extrato de folhas de
jaqueira (EFJ). Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade.
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Figura 17 - Atividade de quitinases determinada em amostras de plantas de maracujazeiro, aos 7 dias após
aplicação dos tratamentos (DAP) com Acibenzolar-S-Metil (ASM), Fitoforce cobre, Extrato de folhas de
jaqueira (EFJ). Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade.
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Figura 18 - Atividade de quitinases determinada em amostras de plantas de maracujazeiro, aos 10 dias após
aplicação dos tratamentos (DAP) com Acibenzolar-S-Metil (ASM), Fitoforce cobre, Extrato de folhas de
Jaqueira (EFJ) e testemunha, seguidos ou não da inoculação de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae. Médias
seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 19 - Atividade de quitinases determinada em amostras de plantas de maracujazeiro, aos 14 dias após
aplicação dos tratamentos (DAP) com Acibenzolar-S-Metil (ASM), Fitoforce cobre, Extrato de folhas de
Jaqueira (EFJ) e testemunha, seguidos ou não da inoculação de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae. Médias
seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.

No tratamento com ASM, a maior atividade de quitinase ocorreu aos 3 DAP (Figura

16 e 204), entretanto, ASM foi estatisticamente superior à testemunha absoluta « B .saos”7

DAP, para logo em seguida apresentar redução de atividade (Figuras 17, 20A). O aumento da

atividade da enzima pode estar ligado à capacidade do ASM em ativar mecanismo de defesa

da planta, como a atividade hidrolítica da quitinase. Para as plantas tratadas com o indutor,

seguidas de inoculação, não foi constatada diferença significativa nas coletas realizadas

(Figuras 18, 19, 208).
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Figura 20 - Atividade de quitinases determinada em amostras de plantas submetidas ao tratamento com
Acibenzolar-S-Metil (ASM) (A), seguido da inoculação de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (B). As
barras representam o desvio padrão.

Ainda que as plantas tratadas com Fitoforce cobre tenham apresentado atividade

máxima de quitinases aos 3 DAP, essa diferença não foi significativa (Figuras 16, 21A). Aos

7 DAP este tratamento foi o único que não diferiu da testemunha absoluta (Figura 17), o que

não se repetiu 10 DAP (Figura 18), quando foi superado estatisticamente pela testemunha

absoluta até a última coleta, sendo este, portanto, o tratamento que apresentou o pior

desempenho juntamente com Fitoforce cobre seguido de inoculação, o qual mostrou

resultados semelhantes na terceira coleta, mostrando atividade similar à observada na

testemunha aos 14 DAP (Figuras 19, 21B).
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Figura 21 - Atividade de quitinases determinada em amostras de plantas submetidas ao tratamento com
Fitoforce Cobre (A), seguido da inoculação de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (B). As barras
representam o desvio padrão
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A atividade de quitinases em plantas tratadas com extrato de folhas de jaqueira diferiu

da testemunha absoluta apenas aos 7 DAP (Figura 17), no entanto, mostrou-se numericamente

superior aos demais tratamentos até a ultima coleta (Figuras 18, 19, 22A), o mesmo foi

visualizado nas plantas inoculadas (Figuras 18, 19, 22B). Cavalcanti et al (2006a) também

detectaram aumento significativo na atividade de quitinases em folhas de tomateiro, porém,

este aumento foi verificado logo à primeira hora após a pulverização com Ecolife e ASM.

0,030 +- 0,025 7
A B

0,025 + 0,020 +

x 0,020 1 z
= -) d= =| 0,015

Es= 0,015 + -
Z < 0,010 1
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0,005 1 i

0,000 T r r 1 0,000

3 7 pap 10 14 10 DAP 14

—E— EFJ +Xap Testemunha inoculada
— = EFJ —— Testemunha absoluta == Testemunha absolua

Figura 22 - Atividade de quitinases determinada em amostras de plantas submetidas ao tratamento com Extrato
de folhas de jaqueira (EFJ) (A), seguido da inoculação de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae. As barras
representam o desvio padrão.

4.3.2.3 Atividade de B-1,3-glucanases

À atividade da enzima B-1,3-glucanase 3 DAP (primeira coleta) foi superior nas

plantas tratadas com ASM e Fitoforce cobre (Figura 23). Na segunda coleta, realizada 7

DAP, somente ASM apresentou diferença significativa em relação aos demais tratamentos

(Figura 24). Após a inoculação com X. axonopodis pv. passiflorae, aos 10 DAP, verificou-se

aumento na atividade de B-1,3-glucanases nas plantas tratadas com ASM e Fitoforce cobre,

seguidas ou não de inoculação, em relação à testemunha inoculada e não inoculada (Figura

25), enquanto que na quarta coleta somente o tratamento ASM, seguido ou não de inoculação,

apresentou diferença estatística em relação às testemunhas, juntamente com o tratamento

Fitoforce cobre seguido de inoculação (Figura 26).
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Figura 23 - Atividade de B-1,3-glucanases determinada em amostras de plantas de maracujazeiro, aos 3 dias
após aplicação dos tratamentos (DAP) com Acibenzolar-S-Metil (ASM), Fitoforce cobre, Extrato de folhas de
Jaqueira (EFJ). Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade.
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Figura 24 - Atividade de B-1,3-glucanases determinada em amostras de plantas de maracujazeiro, aos 7 dias
após aplicação dos tratamentos (DAP) com Acibenzolar-S-Metil (ASM), Fitoforce cobre, Extrato de folhas de
jaqueira (EFJ). Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade.
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Figura 25 - Atividade de B-1,3-glucanases determinada em amostras de plantas de maracujazeiro, aos 10 dias
após aplicação dos tratamentos (DAP) com Acibenzolar-S-Metil (ASM), Fitoforce cobre e Extrato de folhas de
jaqueira (EFJ), seguidos ou não da inoculação de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae. Médias seguidas
pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 26 - Atividade de B-1,3-glucanases determinada em amostras de plantas de maracujazeiro, aos 14 dias

após aplicação dos tratamentos (DAP) com Acibenzolar-S-Metil (ASM), Fitoforce cobre e Extrato de folhas de

jaqueira (EFJ), seguidos ou não da inoculação de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae. Médias seguidas

pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.

Paralelamente à redução da severidade da mancha bacteriana pela aplicação de ASM

(Figura 6), o mesmo foi responsável pela atividade mais acentuada de B-1,3-glucanases,

apresentando pico de produção aos 3 DAP, sendo o único tratamento no qual foi observada

diferença estatística em relação à testemunha absoluta e inoculada em todas as coletas

realizadas (Figuras 23, 24, 25, 26, 27A e B). Os resultados obtidos no presente estudo

sugerem que o aumento de atividade de B-1,3-glucanases promovido por ASM está

positivamente correlacionado com a resistência sistêmica, induzida por esse composto, o que
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pode ter sido determinante para a sua eficiência no controle da mancha bacteriana do

maracujazeiro. Cavalcanti et al. (2006a) constataram que o aumento da atividade de B-1,3-

glucanases e peroxidases são os primeiros indicativos da ativação de respostas de defesa das

plantas, a partir da aplicação do eliciador.
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Figura 27 - Atividade de B-1,3-glucanases determinada em amostras de plantas submetidas ao tratamento com
Acibenzolar-S-Metil (ASM) (A), seguido da inoculação de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (B). As
barras representam o desvio padrão

A expressão da enzima B-1,3-glucanase em plantas tratadas com Fitoforce cobre foi

maior que a testemunha absoluta aos 3 e aos 10 DAP (Figuras 23, 25, 28A). Após a

inoculação com X. axonopodis pv. passiflorae, as mudas de maracujazeiro que foram tratadas

previamente com Fitoforce cobre, apresentaram níveis de B-1,3-glucanases superiores aos da

testemunha inoculada aos 10 e 14 DAP (Figuras 25, 26, 28B). O aumento de B-1,3-glucanases

também foi observado por Ishida et al. (2008), que verificaram que as plantas de algodoeiro

tratadas com ASM apresentaram maior atividade desta enzima 14 dias após aplicação dos

tratamentos. Plantas de feijão tratadas com ASM também apresentaram aumento na atividade

de B-1,3-glucanases, porém, decorridos 14 dias, o nível de atividade retornava a valores

próximos ao controle (KHUN, 2006).
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Figura 28 - Atividade de B-1,3-glucanases determinada em amostras de plantas submetidas ao tratamento com

Fitoforce Cobre (A), seguido da inoculação de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (B). As barras

representam o desvio padrão.

Plantas pulverizadas com extrato de folhas de jaqueira, seguidas ou não de inoculação,

não diferiram significativamente da testemunha absoluta ou inoculada (Figura 23, 24, 25, 26,

29A e B). No entanto, ainda que apenas numericamente, a atividade desta enzima aumentou

gradativamente a partir da segunda coleta, com atividade máxima constatada aos 14 DAP

(Figuras 26, 29A e B), mostrando tendência em elevar a atividade de B-1,3-glucanases. O

controle de bacterioses com extratos de origem vegetal foram descritos por Kuhn et al.(2006)

e Baysal e Zeller (2005). De acordo com Baysal e Zeller (2005) o bom desempenho de

extratos pode estar relacionado ao aumento na atividade de PRPs.
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Figura 29 - Atividade de B-1,3-glucanases determinada em amostras de plantas submetidas ao tratamento com
Extrato de folhas de Jaqueira (EFJ) (A), seguido da inoculação de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae. Às
barras representam o desvio padrão.
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| 4.4 CONCLUSÃO

Fitoforce cobre, extrato de folhas de jaqueira e acibenzolar-S-metil induziram
resistência sistêmica contra mancha bacteriana do maracujazeiro e reduziram a severidade da
doença.
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