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RESUMO GERAL

ALVES, Jodo Vitor da Silva; M. Sc.; UNIVERSIDADE DO ESTADO DE MATO
GROSSO CARLOS ALBERTO REYES MALDONADO,; fevereiro de 2020; Inducéo de
resisténcia a Colletotrichum sp. em Heliconia psittacorum x sparthocircinata cv.
Golden Torch cultivada em ambiente sombreado e pleno sol. Professora
Orientadora: Dejania Vieira de Araujo.

Entre as principais doencas que acometem o género Heliconia, destaca-se a
antracnose (Colletotrichum sp.) interferindo na producéo, no desenvolvimento e na
qualidade das flores. Como alternativa de manejo tem-se a indugdo de resisténcia
utilizando indutores bidticos e abidticos. Dessa forma, o presente estudo teve por
objetivo testar indutores de resisténcia no controle da antracnose em genétipo de
Heliconia psittacorum x sparthocircinata cv. Golden Torch cultivada em ambiente
sombreado e a pleno sol e determinar a ativacdo de enzimas relacionadas a
patogénese. Foram utilizados dois indutores de resisténcia usados em conjunto, um
indutor biético Bacillus subtilis e um abidtico o produto Acibenzolar-s-metilico (ASM).
O delineamento experimental empregado foi de blocos casualizados, num esquema
fatorial 2x2 (duas condic¢des de cultivo [telado nivel de sombreamento (50%) e a pleno
sol] x duas condic¢des de inducéo de resisténcia [com e sem aplicacdo de indutores]),
com trés parcelas subdivididas de 3x3m, contendo 9 repeticdes com 2 perfilhos em
cada subparcela para avaliacdo da severidade da doenca e 5 perfilhos em cada
subparcela para determinagdo das proteinas relacionadas a patogénese (PRP’s).
Para a avalicdo da produtividade foi determinada uma area de 2x2m dentro de cada
subparcelas. As coletas para analise enzimatica de peroxidase, 3-1,3-glucanase e
proteinas totais iniciaram 24 horas apds uma aplicacao de indutores e foram coletadas
nos tempos de 24, 48, 72, 96 e 120 horas ap6s o tratamento. Os indutores de
resisténcia usados em conjunto atuaram como elicitores na atividade da peroxidase e
B-1,3-glucanase, além disso, as plantas cultivadas no ambiente sombreado
apresentaram menor severidade e menor Area Abaixo da Curva de Progresso da
Severidade (AACPS) quando comparadas com as plantas cultivadas a pleno sol. Nas
subparcelas com tratamento os indutores reduziram a severidade da doenca, mas ndo
houve interferéncia para AACPS. Os indutores proporcionaram incrementos na
produtividade de hastes florais, sendo de 68,65% nas plantas cultivadas em ambiente
sombreado e 26,86% nas cultivadas a pleno sol.

Palavras-chave: antracnose, peroxidase, p-1,3- glucanase.
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ABSTRACT

ALVES, Joao Vitor da Silva; M. Sc.; UNIVERSIDADE DO ESTADO DE MATO
GROSSO CARLOS ALBERTO REYES MALDONADO; fevereiro de 2020;
Resistance induction Colletotrichum sp. em Heliconia psittacorum Xx
sparthocircinata cv. Golden Torch cultivated in shadow and full sun
environment. Professora Orientadora: Dejania Vieira de Araujo.

Among the main diseases that affect the genus Heliconia, the anthracnose
(Colletotrichum sp.) stands out, interfering in the production, development and
quality of flowers. As a management alternative, there is the induction of
resistance making use of biotic and abiotic inducers. This way, the present study
aimed to test resistance inducers in the control of anthracnose in Heliconia
psittacorum x sparthocircinata cv. Golden Torch grown both in shaded and full
sun environment to determine the activation of pathogenesis-related enzymes.
Two resistance inducers were used together, a biotic inductor, Bacillus subtilis
and an abiotic, the product Acibenzolar-s-methyl (ASM). The experimental design
used was randomized blocks, in a 2x2 factorial scheme (two cultivation conditions
[shaded level screen (50%) and at full sun] x two resistance induction conditions
[with and without application of inductors]), with three 3x3m subdivided plots,
containing 9 replicates with 2 tillers in each subplot for assessing the severity of
the disease and 5 tillers in each subplot for determining pathogenesis-related
proteins (PR proteins). For the assessment of productivity, an area of 2x2m was
determined within each subplot. The collections for enzymatic analysis of
peroxidase, (-1,3-glucanase and total proteins were started 24 hours after
application of inducers and were collected 24, 48, 72, 96 and 120 hours after
treatment. The resistance inducers used together acted as elicitors in the activity
of peroxidase and 3-1,3 glucanase, furthermore, the plants grown in the shaded
environment showed less severity and less Area Under the Curve of Severity of
Disease Progress (AUDPC) when compared with plants grown in full sun. In the
subplots with treatment, the inducers reduced the severity of the disease, but
there was no interference for AUDPC. The inductors provided increases in the
productivity of flower stems, being 68.65% in plants grown in shaded environment
and 26.86% in plants grown in full sun.

Keywords: anthracnose, peroxidase, -1,3-glucanase.
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1. INTRODUCAO GERAL

A floricultura tropical € uma atividade que esta em ascenséo no Brasil; o setor
de producdo e comercializacdo de plantas ornamentais apresentou crescimento
continuo nos ultimos anos (Graziano, 2002; Loges et al., 2005). De acordo com o
Instituto Brasileiro de Floricultura (lbraflor), a producdo de flores no Brasil gera
aproximadamente 25 mil empregados diretos e 32 mil indiretos, apresentando um
faturamento de R$ 8,5 bilh6es ao ano, com crescimento médio de 8% maior do que o
ano anterior (Araujo, 2019).

O género Heliconia, Unico pertencente a familia Heliconiaceae, apresenta
destague nesse ramo por conter inflorescéncias com bracteas em diversas formas e
cores, exuberancia em suas inflorescéncias, durabilidade pds-colheita e elevado
atributo ornamental (Lins e Coelho, 2004; Castro et al., 2011; Cantor et al., 2014).

No estado de Mato Grosso, a distribuicéo e diversidade desse género € ampla,
uma vez que a regido apresenta condicdes climaticas favoraveis para o cultivo a pleno
sol ou meia sombra (Nascimento et al., 2015). O clima favoravel também propicia a
disseminacdo de fungos fitopatogénicos que provocam inumeras doencas,
comprometendo as vias reprodutoras, inflorescéncias, flores, folhas e pseudocaules
(Warumby; Coelho e Lins, 2004).

Entre as doencas mais importantes associadas ao género Heliconia, destaca-
se a antracnose causada pelos fungos do género Colletotrichum. Essa doenca
provoca danos em folhas e inflorescéncia, com manchas de coloracdo marrom e
pequenos pontos escuros que vao coalescendo até necrosar toda a inflorescéncia
(Coelho e Warumby, 2002; Pandey et al., 2012).

Os indutores de resisténcia podem ser de origem bio6ticos e abibticos. Os
indutores bidticos sdo organismos Vvivos, ou partes dos mesmos, que proporcionam
processos de defesa, com acdo sistémica ou localizada nos vegetais. Os indutores
abidticos podem ser moléculas sintéticas que simulem o sinal do patdogeno, ativando
genes relacionados a defesa, aumento na producéo de metabolitos secundarios como
compostos fendlicos, fitoalexinas e o &cido salicilico (Athayde —Sobrinho; Ferreira;
Cavalcante, 2005).

O processo de inducéo de resisténcia consiste na capacidade da planta em
atrasar ou evitar a entrada do patdégeno e posterior atividade em seus tecidos. Esse
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fendmeno inicia-se quando um agente externo (elicitor) se liga a um possivel receptor
na superficie da célula vegetal e através dele o sinal primario é transmitido para o
interior da célula, que ativa os mensageiros secundarios amplificando o sinal que
regulam a expressdo de genes especificos, determinando o desenvolvimento de
interacbes que podem ser compativeis, ou seja, a planta apresenta a doenca, ou
incompativeis quando essa planta apresenta resisténcia (Leite et al., 1997).

Na inducéo de resisténcia, dependendo da rota metabdlica ativada, a mesma
pode ser classificada como Resisténcia Sistémica Adquirida (RSA), que envolve o
acumulo de proteinas relacionadas a patogénese (PRPs) como mecanismo de defesa
da planta, tendo como rota de sinalizac&o o acido salicilico. Por outro lado, quando a
rota de sinalizacao esté associada ao jasmonato e etileno, a resisténcia é denominada
como Resisténcia Sistémica Induzida (RSI), onde ndo ha o acimulo de PRPs, sendo
o eliciador geralmente um micro-organismo nao patogénico (Métraux, 2001).

As proteinas relacionadas a patogénese possuem importancia no processo
de defesa da plantas. Entre essas proteinas destacam-se a peroxidase, responsavel
pelo aumento da sintese de lignina que fortalece a parede celular das plantas contra
a acado de enzimas liticas produzidas pelos patégenos e a [3-1,3-glucanase, que
catalisa a hidrolise de carboidratos da parede celular dos fungos, como a Beta-1,3-
glucanase (Agrios, 2005).

Diante do exposto, esta pesquisa teve como objetivo avaliar o efeito de
indutores de resisténcia em Colletotrichum sp. associado a gendtipo de Heliconia
psittacorum x sparthocircinata cv. Golden Torch.

Diante desta perspectiva, a presente pesquisa tem como objetivo testar
indutores de resisténcia biotico e abiético em Heliconia psittacorum x sparthocircinata
cv. Golden Torch a Colletotrichum sp. em plantas cultivadas em ambiente sombreado
e a pleno sol, assim como avaliar os seus efeitos sobre a produtividade de hastes

florais.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Origem, distribuic&o e aspectos botanicos de helicdnias

A origem taxondémica da familia Heliconiaceae, iniciou-se a partir da descricdo
feita por Pulmier em 1703 na sua obra intitulada “Nova Plantarum Americanarum
Genera”. Na obra, o autor nomeia o género de Bihai, em virtude da denominagéo dada
as bananeiras da América do Sul. Posteriormente, Linnaeus, considerou as
descricOes feitas por Pulmier como sendo a mesma espécie, passando a chama-las
de Musa bihai. Em 1771, Linnaeus estabelece o nome do género de Heliconia, numa
referéncia ao Monte Helicon na Grécia Central e rebatizou Musa bihai como Heliconia
bihai (Smith, 1968; Castro, 1995; Kress; Betancur; Echeverry, 1999).

Nativas das Américas, as Heliconiaceae estédo distribuidas desde o Trépico de
Cancer, no México, estendendo-se ao Tropico de Capricornio, na América do Sul,
incluindo o Caribe (Berry e Kress, 1991). Inicialmente, pertenciam a familia Musaceae,
contudo, por apresentarem caracteristicas proprias como flores invertidas, estigma
captado, um évulo por léculo e semente sem arilo, a mesma passou a compor a familia
Heliconiaceae a qual pertence a ordem Zingiberales (Nakai, 1941; Berry e Kress,
1991).

No que concerne ao nimero de espécies, estima-se que o0 género possua 250
espécies descritas, no entanto, estudos baseados em trabalhos publicados entre 1880
e 2002, conseguiram a identificacdo de 182 espécies (Berry e Kress, 1991; Castro et
al., 2007, Braga, 2014). Contudo, a identificacdo exata das espécies desse género
torna-se complexa por diversos fatores como: ampla distribuicdo geogréfica;
pesquisas recentes e resultados poucos conclusivos; andlise incompleta por
taxonomistas nos materiais coletados e herborizacdo do material vegetal dificultosa
(Castro e Graziano, 1997).

Segundo levantamentos e estudos referentes a descricbes das espécies
realizados nos ultimos anos, no Brasil, ha 34 espécies nativas de helicbnias (Castro e
Graziano, 1997; Castro et al.,, 2007). O estado de Mato Grosso apresenta ampla
distribuicdo e diversidade morfolégica das espécies de helicbnia, sendo relatada a
ocorréncia de nove espécies pertencentes ao género Heliconia spp: Heliconia

psittacorum, H. rostrata, H. episcopalis, H. marginata, H. subulata, H. acuminata, H.
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hirsuta, Heliconia densiflora e H. stricta. As duas ultimas citadas sdo consideradas as
primeiras a serem registradas para o estado. Ademais, Mato Grosso apresenta
condicdes favoraveis para o cultivo delas (Braga, 2014; Nascimento et al., 2015).

No Brasil, as espécies do género Heliconia sdo vulgarmente conhecidas por
varias denominacgdes, como: bananeira-de-jardim, bananeirinha-de-jardim, bico-de-
guara, falsa-ave-do-paraiso, bico-de-papagaio ou paquevira (Castro, 1995).

Além do alto potencial econémico e importancia ornamental, as Heliconiaceae
exercem importante papel ecolégico nos ecossistemas, pois sao fonte de néctar para
espécies de beija-flores e morcegos que sdo seus polinizadores exclusivos nos
tropicos. Além disso, sdo pioneiras nos processos de regeneracdo natural da
vegetacao e restauracédo de solo degradado e sustentam relagdes coevolutivas com
outras espécies da flora e fauna (Lamas, 2004; Berry e Kress, 1991).

As heliconias sdo plantas monocotileddneas herbaceas, perenes e
rizomatosas, tendo seus caules subterraneos que se desenvolvem horizontalmente,
chamados de rizomas, 0s mesmos, podem apresentam-se préximos ou afastados ao
pseudocaule da planta de origem (Costa, 2005; Costa et al., 2009).

Apresentando porte ereto, as plantas desse género podem alcancar de 50 cm
a 10 m de altura (Silva et al., 2015). Quanto a sua forma de crescimento, as heliconias
sao classificadas quanto a disposicéo de suas folhas na planta (Figura 1), tais como:
Musobides, quando as folhas séo orientadas verticalmente em relacdo ao pseudocaule,
peciolos longos, habito de crescimento semelhante as bananeiras; Candides, quando
apresentam peciolo curto ou de médio alongamento, com posi¢ao obliqua a haste;
Zingiberdides, apresentando folhas em um posicionamento mais horizontal, peciolos

curtos (Berry e Kress, 1991).



Figura 1. Habitos de crescimento de heliconias: A) musoide; B) candide; C) zingiberdide.
Fonte: Karl Mokross.

Quanto a disposicdo das inflorescéncias podem ser classificadas como ereta
ou pendente, formadas por bracteas arranjadas disticamente ou em espiral. As
bracteas, estrutura de valor comercial, sdo folhas modificadas que apresentam
tamanho, formato, coloracéo, textura, numero entre outras caracteristicas, que variam
muito, além disso, as bracteas se unem por meio da raquis e podem estar dispostas
em um plano ou em mais de um devido a tor¢do da raquis, conferindo uma forma

espiralada (Berry e Kress, 1991) (Figura 2).

= - \?/ pedinculo
'\--./
‘\\. A

bractea

A » B

Figura 2. Posicéo das inflorescéncias de Heliconias: (A) pendente e (B) ereta e o0 arranjo
das bracteas pode ser espiralado (A) ou plano (B). Fonte: Karl Mokross.



A propagacao das heliconias se da de forma sexuada, por meio de sementes
ou assexuada, por rizomas. A propagacao via semente torna-se inviavel em locais
com escassez de polinizadores especificos e inadequada quando se quer manter
caracteristicas fenotipicas, além do mais, grande parte das espécies do género
Heliconia € autoincompativel, sendo necessaria a transferéncia de pdlen entre
espécimes, contudo, a fertilizacdo cruzada geralmente é malsucedida entre as
espécimes (Montgomery, 1986; Criley, 1988; Nascimento et al., 2015).

O método de propagacédo vegetativa (assexuada), por rizomas, € comumente
utilizado pelos produtores, tal estrutura apresenta funcdo de nutrientes e agua,
conferindo resisténcia as condi¢cdes adversas (Rundel et al.,1998). Outro método
utilizado € a propagacéo via cultura de tecidos através das sementes, a qual pode se
obter variabilidade genética e assim selecionar genes de interesse comercial (Jorge,
2012; Aradjo et al., 2015).

2.2 Fitossanidade de Heliconia psittacorum x sparthocircinata cv. Golden Torch

Assim como qualquer exploracdo de plantas ornamentais, o cultivo de
Heliconia cv. Golden Torch também esta propicio ao ataque de doencas de
importancia econémica (Lemos et al.,2006). Como ndo h& produtos fitossanitarios
registrados para o controle de doengcas em ornamentais tropicais no Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), muitos produtores acabam utilizando
defensivos agricolas de forma indevida, e consequentemente provocando danos ao
meio ambiente e a salde humana (Sobrinho, 2008).

Condi¢des como temperatura e umidade relativa sao favoraveis para o cultivo
de plantas tropicais, contudo, essas condicbes aumentam a exposi¢ao das plantas ao
ataque de agentes patogénicos, propiciando a ocorréncia de doencas fungicas, as
quais afetam rizomas, pseudocaules, folhas, flores e inflorescéncias, tornando o
produto comercial, as hastes florais, improprias para a comercializacdo (Warumby;
Coelho e Lins, 2004; Ghini, 2011).

Entre as doencas fuangicas que mais acometem a Heliconia cv. Golden Torch
destaca-se a antracnose causada por espécies do género Colletotrichum.
Considerada uma doenca de parte aérea, provoca danos que afetam folhas e
inflorescéncias com pontuacfes escuras (Figura 3) e a presenca de uma massa de
esporos alaranjada caracteristica desse género (Lins e Coelho, 2004; Barguil et al.,
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2005).

Figura 3. Sintomas da antracnose em Heliconia psittacorum x sparthocircinata
cv. Golden Torch, causada pelo fungo pertencente ao género Colletotrichum.

Os fungos do género Colletotrichum séo fitopatdgenos importantes nas
regides tropicais e subtropicais, capazes de atacar as plantas em todas as fases do
seu desenvolvimento, pois apresentam facil disseminacao que pode ocorrer de uma
planta para outra ou por diversos agentes disseminadores (Menezes, 2006).

Classificados como fungos filamentosos, esse género apresenta duas fases
sexuais: a anamorfica, fase assexual (C. gloeosporioides), e a teleomorfica, fase
sexual Glomerella cingulata (Stonem). Em sua fase anamorfica, o C. gloeosporioides
produz conidios hialinos e unicelulares no interior dos acérvulos subepidérmicos que
sdo formados sobre a base estromatica subcuticular. Apés a maturidade, a cuticula
rompe-se ocorrendo a formacao dos conidioforos e setas, que por meio dos respingos

de agua podem se disseminar (Rezende et al., 2005; Menezes, 2006).
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Além da antracnose, outras doencas causadas por fungos podem atacar
plantas do género Heliconia provocando manchas e lesdes em folhas e
inflorescéncias (Bipolaris spp., Cercospora sp., Curvularia lunata, Glomerella
cingulata, Guignardia sp. e Deigthoniella torulosa), podriddo de rizomas e raizes
(Rhizoctonia solani e Fusarium oxysporum f. sp.cubense) e mancha de pestalotiopsis
(Pestalotiopsis pauciseta) (Lins e Coelho, 2004; Castro, 2007; Serra e Coelho, 2007,
Castro et al.,2008; Silva, 2018).

Em estudo feito por Escolana et al. (1992), relatou-se na Venezuela, a
ocorréncia de uma nova doenca em inflorescéncias de Heliconia cv. Golden Torch,
causada pelo fungo Myrothecium sp. Outras espécies de fungos também foram
citadas por Madriz et al. (1991), provocando enfermidades em espécies de helicbnia
na Venezuela, como Phyllosticta musae, Glomerella cingulata, Alternaria alternata,
Gloeosporium musarum, Colletotrichum musae, Guignardia musae, Curvularia sp.,
Fusarium oxysporum, Mycosphaerella musicola, Drechslera musae-sapientum e
Pestalotiopsis sp.

Aspecto de resisténcia pode ser observado em Heliconia cv. Golden Torch em
estudo realizado por Castro et al. (2010), onde verificaram resisténcia a murcha de
fusario causada pelo Fusarium oxysporum f. sp. cubense, além de cultivar Golden
Torch as espécies de Heliconia bihai, H. psittacorum cv. Golden Torch Adrian, H.
rostrata, H. stricta cv. Capri, H. psittacorum cv. Sassy e H. caribea também foram
consideradas resistentes.

Verificando fontes de resisténcias a Pestalotiopsis em heliconia, Serra e
Coelho (2007), constataram que o hibrido H. psittacorum x H. sparthocircinata cv.
Golden Torch mostrou-se moderadamente resistente, apresentando apenas lesdes
pequenas nos pontos inoculados com Pestalotiopsis pauciseta. Coelho e Warumby
(2004), concluiram que as inflorescéncias de H. psittacorum cv. Golden Torch
mostram-se resistentes a C. gloeosporioides, diferentes de suas folhas que séao
consideradas suscetiveis, esta diferenca pode ser explicada devido a diferenca de
tecidos entre bracteas e folhas.

Apesar dos estudos sobre fitossanidade de plantas ornamentais serem
objetos de estudo nos ultimos anos, estas informagfes sobre o0 género Heliconia ainda
S0 escassos, principalmente especificos para o Heliconia cv. Golden Torch (Almeida;
Junior; Imemes, 1997; Pitta, 1999; Lemos; Ribeiro; Souza, 2006).
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No combate as doencas que atacam as flores tropicais, algumas medidas de
controle sdo descritas na literatura, como sistema de plantio, irrigacdo, praticas de
manejo e adubacao, o uso de produtos de controle quimico entre outros, contudo, na
maioria das vezes, ndo apresentam eficiéncia (Coelho e Warumby, 2002; Coutinho,
2006).

Diante disso, medida de controle como a inducéo de resisténcia torna-se uma
alternativa no combate as principais doencas que acometem as flores tropicais, tendo
em vista que este método alternativo de controle destaca-se pela reducdo da
dependéncia de produtos quimicos e pela possibilidade, em algumas culturas, da
utilizacdo de cultivares com alto potencial agricola e com resisténcia reduzida a

determinados patdégenos (Metraux, 2001; Bonaldo et al., 2005).

2.3 Aspectos gerais da inducéo de resisténcia

A inducao de resisténcia configura-se como um fenémeno no qual a planta
expressa aumento na sua capacidade de resisténcia, pela ativacdo de mecanismos
de defesa latentes em resposta a estimulos ambientais especificos, a agentes bidticos
ou abidticos (Hammerschmidt e Dann, 1997; Bonaldo; Pascholati; Romeiro, 2005).

A capacidade da planta em expressar a sua defesa rapidamente, ndo ocorre
somente contra patdégenos virulentos ou pragas, mas também pode ocorrer apos um
tratamento com um agente indutor (Hammerschmidt,2007). Os indutores de
resisténcia sejam de origem bibtica ou abidtica, capazes de induzir ou ativar qualquer
resposta de resisténcia nas plantas sdo denominados de elicitores, estes por sua vez,
podem apresentar natureza quimica variada, como glicoproteinas, oligopeptideos,
oligossacarideos e acidos graxos (Smith, 1996; Stangarlin et al.,1999).

De acordo com a rota de sinalizacdo que leva a expressédo das defesas, a
inducéo de resisténcia pode ser dividida em Resisténcia Sistémica Adquirida (RSA) e
Resisténcia Sistémica Induzida (RSI), ambas sdo fenbmenos distintos caracterizados
pela via de sinalizacdo e tipo de agente indutor que resulta na expressdo de
resisténcia contra patégenos (Sticher; Mauch-Mani; Métraux, 1997; Van Loon; Bakker;
Pieterse, 1998; Vallad e Goodman, 2004).

A RSA tem a sua ativacdo mediada pela exposicdo da planta a micro-

organismos patogénicos ou nao, e ainda por indutores quimicos como o acido
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salicilico, 2,6-dicloroisonicotinico e o Acibenzolar-s-metilico (ASM). O aparecimento
de necroses localizadas € uma das principais caracteristicas da RSA, contudo, estas
necroses também podem indicar resposta de hipersensibilidade ou uma leséo
provocada por um patdgeno virulento (Sticher; Mauch-Mani; Métraux, 1997).

E importante salientar que a RSA requer o &cido salicilico na sua via de
sinalizacao para que possa expressar as proteinas relacionadas a patogénese (PRPSs)
local ou sistematicamente. Por outro lado, a RSI ndo esta associada com a formacéo
de lesdes necrdticas locais, ao acumulo de proteinas relacionadas a patogenicidade
e sua rota de sinalizacéo € regulada pelo jasmonato e etileno (Sticher; Mauch-Mani;
Métraux, 1997; Pieterse et al., 1998).

Diante disso, a inducéo de resisténcia tem sido uma alternativa no controle de
doencas por meio da ativacdo de mecanismos latentes que j4 foram estudados
apresentando resultados positivos por meio de compostos bioativos presentes em
extratos de plantas (Bettiol e Stadnik, 2001); exopolisacarideo bacterianos (Castro e
Bach, 2004); preparacdes de leveduras e racas avirulentas de patégenos (Stadnik;
Bettiol, 2000; Monot et al., 2002). Além destes, produtos quimicos também podem
ativar os mecanismos de defesa em planta como o acido salicilico (Hwang et al, 1997);
Acibenzolar-s-Metil (ASM) (Gorlach et al., 1996), acido jasménico (Baldwin, 1998;
Cipollini, 2002) e metil jasmonato (Heijari et al, 2005).

2.4 Acibenzolar-s-metilico (ASM): indutor abiotico de resisténcia

O ASM conhecido comercialmente como Bion® Actigard® é o Ester-S-Metil
do &cido benzo-(1,2,3)-triadiazole-7-carbotiéico, que vem sendo apontado como um
dos mais promissores indutores de resisténcia (Oostendorp et al., 2001). Sendo o
primeiro indutor de resisténcia liberado para uso comercial, 0 ASM é um dos elicitores
mais usados no combate a doengas de plantas, pois além de ser um produto de baixa
toxidade e sistémico, 0 mesmo possui rapida absorcéo e translocacdo na planta
(Resende et al., 2000; Oostendorp et al, 2001).

Em se tratando de indutores abiodticos, o ASM age de forma sistémica na
inducéo de resisténcia fornecendo protecdo a uma variedade de patdgeno, mas nédo
apresenta propriedades antimicrobianas devendo ser aplicado na parte aérea das
plantas de forma preventiva (Brito, 2009; Mapa, 2015). Tal composto atua de forma
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semelhante ao acido salicilico (AS) na sinalizacdo enddégena na RSA aumentando a
atividade de enzimas envolvidas na resisténcia das plantas (Oostendorp et al., 2001;
Iriti; Mapelli; Faoro, 2007; Macagnan, 2007; Pascholati et al., 2010; Brito, 2009).

Diversos autores relataram sobre a rapida acdo do ASM seguida de uma
degradac&do na mesma velocidade, em virtude desta acdo, inumeros trabalhos estédo
sendo desenvolvidos demonstrando a eficacia do ASM na inducéo de resisténcia nas
plantas como frutiferas, hortalicas, leguminosas e flores ornamentais (Vallad e
Godman, 2004; Guimaraes, 2007; Silva, 2007; Huang, 2012; Gurgel et al., 2014; Silva,
2018).

A eficacia do ASM também foi comprovada por Morris et al. (1998), ao
avaliarem durante 40 dias os niveis de doenca em sementes de milho tratadas com
ASM e, posteriormente, em plantas cultivadas em solo contaminado com
Peronosclerospora sorghi e constataram que o ASM foi eficaz na reducédo da doenca
com a ativacdo de mecanismos de defesa nas plantas. Araujo et al. (2005), estudando
a acao do ASM, observaram que houve um atraso no desenvolvimento da doenca e
reducdo de sua severidade. Kuhn (2007) observou a reducdo do crestamento

bacteriano a partir da inducao de resisténcia em feijdo, usando o ASM e B. cereus.

2.5 Bacillus subtilis: indutor de resisténcia biético

As bactérias pertencentes ao género Bacillus, geralmente sdo encontradas no
solo mais especificamente na rizosfera (Lana Filho; Ferro; Pinho, 2010; Grigoletti
Junior; Santos; Auer, 2000). Algumas espécies do género como B. subtilis, tem sido
usado comercialmente para o biocontrole de doencas de plantas (Yao et al., 2006).

O biocontrole proporcionado por B. subtilis pode ser de natureza direta ou
indireta. O antagonismo direto compreende mecanismos de antibiose, como a sintese
de substancias antimicrobianas, a competicdo por espaco e nutrientes e a sintese de
compostos volateis. O mecanismo indireto é caracterizado pelo fendbmeno de
Resisténcia Sistémica Induzida (RSI) (Lana; Ferro; Pinho, 2010).

Diversos trabalhos relatam a acéo de Bacillus subtilis no estimulo de sintese
de isoenzimas associadas a patogénese, como as do grupo peroxidase e fenilalanina
amonio liase (Sbalcheiro; Denardin; Brammer, 2009; Martins et al., 2013). Tal feito

ocorre devido a capacidade que B. Subtilis possui de sintetizar moléculas que atuam
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como elicitores da RSI, proporcionando a sistemicidade da resposta de defesa contra
patogenos (Ryu et al., 2004; Ongena et al., 2007).

Efeito positivo do uso de B. subtilis na inducdo de resisténcia foi observado
por Kavitha; Jonathan; Umamaheswari (2007) na cultura da beterraba, onde
verificaram o aumento da atividade de enzimas relacionadas a defesa das plantas
tratadas com a bactéria no controle de M. incognita. Ongena et al. (2007), também
verificaram o efeito de B. subtilis na sintese de lipopeptideos da familia das surfactinas
e fengicinas que atuam no processo de ativacao da RSI em plantas de feijao.

2.6 Proteinas relacionadas a patogénese

As proteinas relacionadas a patogénese (PRPs) sdo um grupo de proteinas
encontrado nas plantas e toxicas na invasao de patdgenos. Estdo distribuidas nas
plantas em pequenas quantidades tendo sua producdo elevada ap0s o ataque de
algum patdgeno ou estresse como salinidade, injUria, seca, tratamento com elicitores
enddgenos e exdgenos ou reguladores do desenvolvimento vegetal (Agrios, 2005).

Essas proteinas (PRPs) foram observadas pela primeira vez em 1970 em
folhas de Nicotiana tabacum var. Samsun NNmediante a reacao de hipersensibilidade
(RH) ao virus do mosaico do fumo (TMV). Durante a RH, ocorre o dano celular e a
morte do tecido elevando a concentragdo de acido abcisico (ABA) e etileno na planta
(Van Loon et al., 2006).

As PRPs séo consideradas uma das principais armas de defesa da planta aos
diversos patdégenos. Estas possuem propriedades bioquimicas especificas, sendo em
grande parte mondmeros de baixo peso molecular (8 a 50 kDa), estaveis em baixo pH
(<3), permanecendo solUveis enquanto que outras proteinas desnaturam-se (Edreva,
2005; Van loon e Van Strien, 1999; Stintzi et al., 1993).

A inducdo de resisténcia ocorre mediante os compostos como 0 &cido
salicilico, etileno, xilanases, polipeptideos sistémicos e acido jasmonico, entre outros.
As moléculas de sinalizacdo que induzem as PRPs podem ser transportadas para
outras partes da planta, o que resulta em uma reducao da iniciacdo da doenca e da
intensidade nas partes atacadas por varios dias ou mesmo semanas (Agrios, 2005).

O papel das PRPs contra os micro-organismos patogénicos se da de forma
direta ou indireta. Na acao direta, ocorre a inibicdo do crescimento do patdogeno ou da
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germinacao dos esporos. Grande parte das PRPs possui maior importancia na acéo
indireta, pois atuam no processo de indugéo de resisténcia, como na agao preventiva
contra penetracdo dos patégenos, por acdo oxidativa de componentes da parede
celular vegetal por meio de peroxidases (PR-9), ou envolvimento na transducédo de
sinais durante a interacéo patdgeno-hospedeiro. Um nimero pequeno de familias das
proteinas-RP possui atividade enzimatica como pode ser observado para glucanases
(PR-2), quitinases (PR- 3, PR-8, PR-11), peroxidases (PR-9), ribonucleases (PR-10)
e (PR-4), ou acéo inibitoria pela atividade de inibidores enzimaticos (PR-6) (Stangarlin
et al., 2011).

2.7 Atividade de Peroxidases

As peroxidases sdo um grupo de enzimas de maior estudo na inducdo de
resisténcia por apresentarem importancia nos processos de defesa vegetal que inclui
reacdo de hipersensibilidade, lignificacdo, suberizacdo e producédo de fitoalexinas
(Nicholson e Hammerschmidt, 1992; Cavalcanti et al., 2005).

O aumento na atividade de peroxidase esta diretamente relacionado a
reducdo da severidade da doenca, como a sintese de lignina, onde os alcoois de
fenilpropano sdo unidos em um polimero pela acdo dessa enzima, que catalisa a
oxidacao desses alcoois, gerando radicais livres intermediarios que se associam de
forma ndo enzimatica em uma disposicdo ao acaso para formar lignina (Cavalcanti et
al., 2005; Taiz e Zeiger, 2009).

Além de exercerem participacdo na formacdo de lignina, as peroxidases
atuam nos vegetais na sintese do etileno (Ishige et al., 1993), na oxidacdo de
compostos fendlicos que sdo acumulados nas plantas em respostas as infecc¢des (Fry,
1986) e na oxidacdo do acido indolil — 3 — acético (AlIA) (Hoaglan, 1990).

Mudancas na atividade de peroxidases tém sido associadas a respostas de
resisténcia ou suscetibilidade em diferentes patossistemas (Stangarlin et al., 2011).
Estudos sobre a dinamica da inducdo de genes de peroxidases quando a planta é
desafiada pelo patégeno, tém apontado que os genes séo induzidos mais rapidamente
e em alto nivel nas interacdes com plantas resistentes do que nas interacdes em
plantas suscetiveis (Chittoor; Leach; White, 1997; Thordal-Christensen et al., 1992).
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2.8 Atividade de B-1,3-glucanases

As B-1,3-glucanases sédo enzimas presentes nas plantas, bactérias, fungos,
algas e alguns invertebrados (Cutt e Klessig, 1992; Markovich e Kononova, 2003;
Kuhn, 2007). Pertence a familia PR-2, sendo isoladas de diferentes plantas induzidas
por agentes bidticos e abidticos (Stintzi et al., 1993).

Sao enzimas que hidrolisam polimeros de B-1,3-glucana, composto esse, que
juntamente com a quitina, sdo os principais componentes que dao resisténcia a
parede celular dos fungos (Cornelissen e Melchers, 1993). A atividade de p-1,3-
glucanase foi demonstrada pela primeira vez por Kauffman et al. (1987) em proteinas-
RP de fumo.

Grande parte das B-1,3-glucanases possuem atividade de endoglucanase,
cujo produto da reacdo sdo oligbmeros de duas a seis unidades de glicose pela
hidrélise do substrato B-1,3-glucana, como exemplo a laminarina (Bol; Linthorst;
Cornelissen, 1990).

Sendo um dos maiores componentes da parede celular de muitos fungos, as
B-1,3-glucanases tém a capacidade de degradacéo, liberando da parede celular do
patdgeno compostos como glucanas, mananas e oligbmeros formados de N-
acetilglucosamina, os quais ativam o sistema de defesa da planta (Darvil e Albersheim,
1984; Hammerschimidt; Nucles; Kuc, 1999).

As B-1,3-glucanases juntamente com as quitinases, representam hidrolases
antifingicas, as quais atuam sinergisticamente para inibir o crescimento fangico. Além
disso, B-1,3-glucanases liberam fragmentos glicosidicos, tanto do patégeno, quanto
da propria parede celular da planta, os quais podem atuar como elicitores de defesas
do hospedeiro (Cutt e Klessig, 1992).

No combate ao ataque de patdgenos, a acédo de B-1,3-glucanases pode ser
aumentada mediante os tratamentos com indutores de resisténcia em diversas
espécies vegetais, sejam estes de origem bibtica ou abidtica (Cavalcanti et al., 2006;
Cavalcanti et al., 2008).

No processo de inducdo de resisténcia, a p-1,3-glucanases é sintetizada e
excretada para a lamela média (espaco intercelular), e, com o crescimento fungico
neste espaco, esta enzima comeca a degradar o tecido da parede celular do fungo, e
os fragmentos liberados pela agao da enzima funcionam como exoelicitores, induzindo
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a sintese de grande quantidade de quitinases e B-1,3-glucanases que sao acumuladas
nos vacuolos. A partir do momento em que o fungo consegue penetrar na célula, os
vacuolos sdo rompidos e ocorre a liberacdo de grande quantidade destas enzimas

reprimindo a acao do patdégeno (Mauch e Staehelin, 1989).
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3. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Banco de Germoplasma de Flores Tropicais da
Universidade do Estado de Mato Grosso Carlos Alberto Reyes Maldonado (UNEMAT),
Campus Universitario Professor Eugénio Carlos Stieller e nos Laboratérios de
Fitopatologia, Microbiologia e de Biologia Celular e Molecular do Centro de Pesquisa,
Estudos e Desenvolvimento Agroambientais (CPEDA) do mesmo Campus. A
Instituicédo localiza-se na rodovia MT 358, km 7, municipio de Tangara da Serra, com
as seguintes coordenadas: 400 m de altitude, 14°39"53"S e 57°2546"W.

A precipitagdo, temperatura e umidade foram monitoradas durante a
conducdo do experimento e estdo apresentadas na Figura 4. Os dados foram
fornecidos pelo Laboratério de Agrometeorologia do Centro Tecnolégico de
Geoprocessamento e Sensoriamento Remoto - CETEGEO — SR, da Universidade do
Estado de Mato Grosso — UNEMAT.
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Figura 4. Precipitacdo (mm), Temperatura Média (°C) e Umidade Relativa do Ar (%)
monitorada de margo a junho de 2019, periodo de execucdo do experimento. As linhas
pontilhadas no grafico indicam o momento de coleta no periodo vegetativo e reprodutivo
respectivamente.

Para a realizacao desta pesquisa foi selecionado o acesso 22 da coleg¢ao do
BAG de Flores tropicais (Heliconia psittacorum x sparthocircinata cv. Golden Torch)
(Figura 5). O delineamento experimental empregado foi de blocos casualizados, num
esquema fatorial 2x2 (duas condic¢des de cultivo [telado nivel de sombreamento (50%)
e a pleno sol] x duas condi¢des de indugéo de resisténcia [com e sem aplicacdo de

indutores]), com trés parcelas subdivididas de 3x3m, contendo 9 repeticbes com 2
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perfilhos em cada subparcela para avaliacdo da severidade da doenca e 5 perfilhos
em cada subparcela para determinacdo das proteinas relacionadas a patogénese
(PRP’s). Durante todo o experimento as plantas foram irrigadas trés vezes por

semana, sendo o sistema de irrigacdo por microaspersao.

-v“' - ._;‘t\ - ,'\:, 9

Figura 5. Acesso de Heliconia psittacorum x sparthocircinata cv. Golden Torch cultivado em
ambiente com telado com 50% de sombreamento (A) e a pleno sol (B) no Banco Ativo de
Germoplasma da UNEMAT, Tangara da Serra — MT.

Nas parcelas que receberam os tratamentos, os indutores foram aplicados no
inicio do estadio vegetativo com reaplicacbes a cada 15 dias até o pleno
desenvolvimento reprodutivo, encerrando-se quando as hastes florais estavam
totalmente formadas e as bracteas em ponto de colheita, totalizando oito aplicacées.

Foi utilizado um indutor biético, composto por Bacillus subtilis, e um indutor
abidtico, composto por Acibenzolar-S-methyl, aplicados juntos. Os tratamentos
consistiram em TO — testemunha (sem aplicacdo de indutores) e T1 — Indutor biético
(Bacillus subtilis 1x10° ufc mL™?) + indutor abidtico (Acibenzolar-S-methyl [ASM] 0,4
gL1). A utilizagdo dos indutores em conjunto foi com base nos resultados obtidos por
Silva (2018).

No presente trabalho, ndo houve inoculagcéo do patégeno agente causal da
antracnose (Colletotrichum sp.), tendo em vista que a pesquisa foi realizada no Banco
de Germoplasma de Flores Tropicais da UNEMAT, onde as espécies presentes ainda

estdo em estudo, diante disso, a doenca ocorreu de forma natural.

Severidade da antracnose em Heliconiaceae

A severidade da doenca foi avaliada durante todo o desenvolvimento da
cultura até a colheita em intervalos de 14 dias (duas semanas). Foram atribuidas notas
por meio da escala proposta por Abreu (2006) adaptada, sendo nota 1 - plantas
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assintomaticas; nota 2 - 15% da superficie foliar com sintomas, nota 3 - plantas com
16% a 45% da superficie foliar com sintomas e nota 4 - plantas com mais de 45% da
superficie foliar com sintomas. Para avaliagdo da severidade da doenca, foi
selecionada a folha localizada no ter¢co médio.

A area abaixo da curva de progresso da severidade da doenca (AACPS) foi
calculada a partir dos dados da severidade (Campbell e Madden, 1990). A AACPS é
calculada por meio da formula AACPS=Z [((y1+y2)/2), (12-t1)], onde y1 e y2 sao duas
avaliacdes consecutivas realizadas nos tempos tl e t2, respectivamente (Shaner e
Finney, 1977).

Os resultados das variaveis severidade e AACPS foram submetidos a analise
de variancia e as médias comparadas utilizando-se o teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade utilizando o software Sisvar 5.6 (Ferreira, 2011).

Coleta do material vegetal para analise enzimatica

As coletas para analise enzimética de peroxidase, B-1,3-glucanase e
proteinas totais iniciaram 24 horas ap0s uma aplicacdo de indutores nos periodos
vegetativos e reprodutivos, as mesmas ocorreram pela manha, entre 6h e 7h. Foram
realizadas cinco coletas nos tempos de 24, 48, 72, 96 e 120 horas ap0s o tratamento
(HAT).

As amostras coletadas foram envolvidas individualmente em papel aluminio
identificado e mergulhado em nitrogénio liquido, depois acondicionado em sacos
plasticos e armazenado em deep freezer a -80 °C até a realizacdo das analises

enzimaticas.

Determinacgao da atividade de peroxidase e B-1,3 glucanase

O extrato enzimatico para determinar a atividade de peroxidase e [3-1,3-
glucanase foi obtido pela maceracao de 0,75g de folhas e bracteas em nitrogénio
liquido, seguido de homogeneizacdo em 3 mL da solucdo de extracdo composto de
tampéo de acetato de so6dio 20mM (pH 5,0). O homogeneizado foi centrifugado a
9.000 g (giros) por 5 minutos a temperatura ambiente e o sobrenadante foram
utilizados para as analises (adaptado de Gurgel et al., 2017).
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Para a determinacéo da atividade de peroxidases foram adicionados em tubo
de ensaio (quadruplicata) 25 uL de guaiacol 0,02M, 250 uL de peroxido de hidrogénio
0,38 M e 1 mL de tampao de acetato de sédio 0,2 M (pH 5,2) e 25 uL do extrato
enzimatico. Para o branco, o extrato enzimatico foi substituido pelo mesmo volume de
agua destilada. As leituras de absorbancia foram realizadas em espectrofotdmetro
Femto a 470 nm, a cada um minuto durante trés minutos (adaptado de Gurgel et al.,
2014).

A atividade de B-1,3-glucanase foi determinada por meio dos agucares
redutores liberados pela hidrdlise da laminarina (Vogelsang e Barz, 1993). Em tubos
de ensaio (quadruplicata) foram adicionados 1uL do extrato enzimatico, 40 uL de
tampdo acetato de potassio 0,1M (pH 4.8) e 40 uL de laminarina (15 mg/mL). Na
amostra controle, foi adicionado 1uL 4gua destilada no lugar do extrato enzimatico,
posteriormente os mesmos foram incubados a 40 °© C por 1 hora. ApGs este periodo,
foram adicionado 4 mL de solucéo hidrazida do acido p hidroxibenzoico — HAPHB. Em
seguida, essa mistura foi aquecida a 100°C durante 5 minutos e posteriormente,
resfriada em banho de gelo (adaptado de Gurgel et al., 2017). As leituras
espectrofotométricas foram realizadas a 410 nm e comparadas com os padrées de
glicose. A quantidade de acucares redutores formados foi quantificada pela curva
padrdo de concentracdes de glicose (Y=0,1716X-0,0104), onde Y é a absorbancia a
410 nm e X a concentracao de acucares redutores (mg) e os resultados expressos em
mg de glicose.mint mg* de proteina (Apéndice).

Proteina total

Na determinacdo de proteina total usou-se o método de Bradford (1976).
Foram adicionados aos tubos de ensaio (quadruplicatas) 100 uL do extrato enzimatico
e 1 mL do reagente de Bradford. Em seguida, a solugao foi incubada por 15 minutos
a temperatura ambiente, fez-se a leitura a 595 nm em espectrofotémetro U.V. A curva-
padrao utilizada foi proposta por Silva (2018) por meio da equacdo: y = 15,05x +
0,0003 (R? = 0,9919) e os resultados de proteina total expressos em miligramas por

mL.
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Avaliacao de produtividade de hastes florais

Para a avalicdo da produtividade foi determinada uma area de 2x2m dentro de
cada subparcela, na qual foi quantificado o total de hastes que apresentavam o ponto
de colheita (quando apresentavam de duas a trés bracteas abertas). A produtividade

total das subparcelas foram em nameros de hastes florais por hectare.

20



4. RESULTADOS

Houve diferenca significativa (p < 0,05) em relacdo a condi¢c&o de cultivo para
as variaveis Severidade e Area Abaixo da Curva de Progresso da Severidade da
Doenca (AACPS), houve também significancia para aplicacdo de indutores na variavel
severidade. Para a interacdo condicdo x indutores, ndo houve efeito significativo
(Tabela 1).

Tabela 1. Severidade e AACPS da antracnose em Heliconia psittacorum x sparthocircinata
cv. Golden Torch.

QM
FV GL
Severidade AACPS
Bloco 8 0,21 126349,55
Condicao (C) 1 3,15** 1410156,25**
Indutor (1) 1 1,64* 41860,50"
Cxl 1 0,28ns 44589,69"
Erro 24 0,23 120889,28
Média Geral - 3,17 2206,59
CVv - 15,19 15,76

"sN&o significativo, ** Significativo a 1% de probabilidade de erro e *Significativo a 5% de
probabilidade de erro, pelo Teste F.

Analisando a condigéo de cultivo, percebeu-se que as plantas cultivadas no
ambiente sombreado apresentaram menor severidade e menor AACPS (Tabela 2),

guando comparadas com as plantas cultivadas a pleno sol.

Tabela 2. Severidade e AACPS da antracnose em Heliconia psittacorum x sparthocircinata
cv. Golden Torch, em diferentes condicdes de cultivo.

Condicao Severidade AACPS
Sombreado 2,87 a 2008,68 a
Pleno Sol 3,47b 2404,51 b

Médias com mesma letra minascula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 1% de
probabilidade.

Observou-se gue os indutores de resisténcia (Bacillus subtilis+ Acibenzolar-S-
methyl [ASM]) diminuiram a severidade da antracnose nas parcelas que receberam o

tratamento (Tabela 3), porém para a AACPS, os indutores igualaram a testemunha
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(sem aplicacao).

Tabela 3. Severidade e AACPS da antracnose em Heliconia psittacorum x sparthocircinata
cv. Golden Torch, tratadas com Bacillus subtilis + Acibenzolar-S-methyl [ASM] e plantas
controle.

Indutor Severidade AACPS
Com 2,97 a 2.174,34 a
Sem 3,40 b 2.242,64 a

Médias com mesma letra mindscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Ao observar a curva de progresso da doenca, foi possivel verificar que nas
plantas que receberam os indutores na condicdo de sombreamento (Figura 6A), a
severidade da doenca progrediu menos ao longo do experimento. A partir dos 108
dias de avaliacdo houve uma reducéo (5%) nas plantas que receberam os tratamentos
com indutores.

Para as plantas cultivadas a pleno sol (Figura 6B), foi possivel observar que
houve um acréscimo da severidade da doenca nas plantas ndo tratadas com os
indutores, contudo, a partir dos 108 dias de avaliacdo, as plantas tratadas com os
indutores tiveram uma reducdo da severidade (3%) quando comparadas com as

plantas sem indutores.

40 - A

Severidade (%)
S
’

14 28 42 56 70 84 98 108

Dias de Avaliacéao
=t Com Aplicacdo Sem Aplicagéo
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Figura 6. Curva de progresso da severidade da antracnose em Heliconia psittacorum x
sparthocircinata cv. Golden Torch cultivadas em ambiente sombreado (A) e a pleno sol (B),
tratadas com ASM + Bacillus subtilis e planta controle.

Em relacdo a quantificacdo de peroxidase em folhas de Heliconia cv. Golden
Torch foi observado nas plantas tratadas com os indutores na condi¢cao de cultivo de
sombreamento (Figura 7A), os maiores picos de ativacdo as 48 e 96 horas apos o
tratamento (HAT). Nas plantas cultivas a pleno sol (Figura 7B), ndo houve efeitos dos
indutores sobre a atividade de peroxidase, que obteve maiores concentracdes nas
plantas controle as 48 e 96 horas apos o tratamento (HAT).

Durante as avaliacbes, os sintomas mostraram-se caracteristicos, com
pontuacBes escuras nas folhas e a presenca de uma massa de esporos caracteristica

desse género Colletotrichum sp., agente causador da antracnose.
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Figura 7. Atividade de peroxidase em folhas de Heliconia psittacorum x sparthocircinata
cv. Golden Torch cultivadas em sombreamento (A) e a pleno sol (B), tratadas com ASM
+ Bacillus subtilis e planta controle, coletadas com 24, 48, 72, 96 e 120 horas apés o
tratamento (HAT). As barras indicam o desvio padrdo para as quadruplicatas.

Na quantificacdo de peroxidase em inflorescéncias de Heliconia cv. Golden
Torch cultivada em ambiente sombreado (Figura 8A) observou-se que houve ativacao
de resisténcia nas plantas as 24, 48 e 120 HAT a partir da aplicacdo dos indutores. Nas
inflorescéncias cultivadas a pleno sol (Figura 8B), ndo houve efeitos dos indutores na

atividade de peroxidase.
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Figura 8. Atividade de peroxidase em inflorescéncias de Heliconia psittacorum x
sparthocircinata cv. Golden Torch cultivadas em sombreamento (A) e a pleno sol (B),
tratadas com ASM + Bacillus subtilis e planta controle, coletadas com 24, 48, 72, 96 e
120 horas ap6s o tratamento (HAT). As barras indicam o desvio padrdo para as
quadruplicatas.

Ao observar a atividade de peroxidase entre as folhas e inflorescéncias
cultivadas no ambiente sombreado e a pleno sol, verificou-se comportamentos distintos
na ativagdo da mesma. Nas plantas do ambiente sombreado tratadas com os indutores
de resisténcia, observou-se que houve picos de ativagdo, evidenciando que houve
inducéo de resisténcia. Contudo, nas plantas a pleno sol tratadas com indutores néo
se observou ativacdo da proteina, tendo o tratamento controle em alguns momentos
maior pico na atividade de peroxidase (Figura 7A e B; Figura 8A e B).

Para atividade da B-1,3-glucanase, nas plantas do ambiente sombreado
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(Figura 9A), péde-se observar que a aplicacdo dos indutores promoveu a inducéo de
resisténcia, pois durante todas as coletas percebeu-se que houve ativacao da proteina,
destacando o periodo de 48 HAT com maior pico e 120 HAT o menor pico.
Comportamento diferente ocorreu nas plantas a pleno sol (Figura 9B), onde os
picos de ativagao para a 3-1,3-glucanase foram em 48, 96 e 120 HAT nas parcelas que

receberam o tratamento.
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Figura 9. Atividade de f(-1,3-glucanase em folhas de Heliconia psittacorum X
sparthocircinata cv. Golden Torch cultivadas em sombreamento (A) e a pleno sol (B),
tratadas com ASM + Bacillus subtilis e planta controle, coletadas com 24, 48, 72, 96 e
120 horas ap6s o tratamento (HAT). As barras indicam o desvio padrdo para as
guadruplicatas.
Nas inflorescéncias cultivadas em sombreamento, verificou-se que houve
ativacao da [-1,3-glucanase em plantas com tratamento e no controle. Para as plantas

com tratamento observou-se que houve ativacao de resisténcia sendo o tempo de 120
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HAT o de maior pico, indicando que o tratamento induziu resisténcia tardia (Figura 10A).
A atividade da B-1,3-glucanase nas inflorescéncias cultivadas a pleno sol

apresentou picos maiores as 96 e 120 HAT nas plantas com indutores (Figura 10B),

apresentando resisténcia tardia assim como as plantas do ambiente sombreado.
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Figura 10. Atividade de B-1,3-glucanase em inflorescéncias de Heliconia psittacorum
x sparthocircinata cv. Golden Torch cultivadas em sombreamento (A) e a pleno sol (B),
tratadas com ASM + Bacillus subtilis e planta controle, coletadas com 24, 48, 72, 96 e
120 horas apés o tratamento (HAT). As barras indicam o desvio padrdo para as
guadruplicatas.

Ao observar os resultados da 3-1,3-glucanase nas folhas e inflorescéncias de
Heliconia psittacorum x sparthocircinata cv. Golden Torch cultivadas em
sombreamento percebeu-se comportamento diferente, pois durante todos os dias de

coleta no estadio vegetativo, houve ativacao da proteina nas plantas com tratamento,
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destacando o periodo de 48 HAT, que foi o de maior pico (Figura 9A). No estadio
vegetativo, pdde-se observar que apenas nos periodos de 72, 96 e 120 HAT houve
um elevado pico de ativacao (Figura 10A). Tal resultado evidenciou melhor efeito do
tratamento durante o estadio vegetativo, o que implica em uma melhor época para
que possa ser aplicado.

Os dados relacionados a quantificacdo de peroxidase e [B-1,3-glucanase
refletem na severidade da doencga, tendo em vista que as plantas tratadas tiveram
uma reducao da severidade em relagdo as plantas sem tratamento do sombreamento
(Figura 6A).

Nas plantas cultivadas a pleno sol, também é possivel verificar a reducédo da
severidade da doenca pela ativagdo das PRPs nas plantas com tratamento (Figura 6B).

Para produtividade foi possivel verificar que as plantas tratadas com os
indutores obtiveram acréscimo na produtividade, sendo de 68,65% nas plantas
cultivadas em ambiente sombreado e 26,86% nas cultivadas a pleno sol (Figura 11).

Além disso, a severidade da doenca nao afetou a produtividade de hastes florais.
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Figura 11. Produtividade total de hastes/ha* de Heliconia psittacorum x sparthocircinata
cv. Golden Torch cultivadas em sombreamento (A) e a pleno sol (B), tratadas com ASM

+ Bacillus subtilis e planta controle do banco ativo de germoplasma de plantas
ornamentais tropicais em Tangara da Serra — MT.
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5. DISCUSSAO

Os valores de severidade da antracnose na heliconia sofreram influéncia das
condicbes pluviométricas, o que dificultou o processo infeccioso do patdégeno devido
ao menor molhamento foliar. Para que as doencas se estabelecam € necessaria a
interacdo entre patdgeno x hospedeiro sob influéncia do ambiente. Neste estudo
houve pouca precipitacao (< 25mm), mesmo as plantas sendo irrigadas trés vezes por
semana e com umidade relativa do ar acima de 60% (Figura 4), a germinacao de
conidios pode ter sido dificultada e consequentemente reduziu a expressao da
doenca.

A antracnose (Colletotrichum spp.) em flores tropicais € favorecida durante o
periodo chuvoso, o qual é ideal para o seu desenvolvimento, além disso, temperatura
e umidade s&o essenciais para a progressdo da doenca que pode afetar folhas, flores,
inflorescéncias, pseudocaules e rizomas (Warumby; Coelho e Lins, 2004; Pereira,
2005).

A menor severidade e AACPS observadas no ambiente sombreado pode
estar associado ao fato de o ambiente protegido possibilitar uma alteracdo no
microclima, proporcionando a restricdo de agua livre sobre as folhas, fator primordial
para desencadear o inicio das infeccfes fungicas (Grigoletti Junior e S6nego, 1993).

Em estudo realizado por Poletto (2008), ao analisar a severidade da doenca
causada por Fusarium spp. em mudas de erva — mate (llex paraguariensis) sob
diferentes niveis de sombreamento, verificou-se que quanto maior o nivel de
sombreamento, menor foi a severidade da doenca. Nogueira, Neto e Lunz (2016),
também verificaram a reducéo da antracnose em mudas de acai quando mantidas em
sombreamento a 75%.

Na avaliacdo da eficiéncia dos produtos no controle da antracnose, 0s
mesmos mostraram-se eficientes na reducao da severidade. Essa reducéo pode estar
associada a ativacdo de mecanismos de defesa, como por exemplo, de enzimas
relacionadas a patogénese, pois no processo de inducdo o contato do eliciador com a
planta faz com que os genes de resisténcia sejam ativados e se expressam para a
sintese dos componentes de resisténcia (Van Loon; Bakker e Piterse, 1998).

Os resultados encontrados nesta pesquisa assemelham-se aos observados
por Silva (2018), que ao utilizar ASM + Bacillus subtilis obteve resultado expressivo

na reducdo da antracnose em H. psittacorum cv. Golden Torch inoculada com
29



Colletotrichum sp., em condicfes de ambiente controlado, diferente da presente que
foi realizada a campo. A autora ainda verificou a atividade de peroxidase durante sete
dias de avaliacdo ap0s a aplicacdo dos indutores, a mesma verificou maiores picos
de peroxidase no segundo, quinto e sexto dia de andlise, evidenciando a associacao
entre a reducdo da severidade da antracnose e ativacdo das proteinas relacionadas
a patogénese.

O efeito do ASM aplicado isoladamente e em conjunto com outros indutores,
foi estudado por Oliveira e Coelho (2005), que nao obtiveram sucesso no controle da
antracnose em folhas de H. psittacorum cv. Golden Torch, o que difere do resultado
encontrado nesta pesquisa. A eficiéncia do uso de ASM e B.subtilis em conjunto
também foi testada em outras culturas como no pepino, onde Park et al. (2013),
verificaram que o0 uso associado desses resultaram em um maior controle da
antracnose, além de promoverem maior crescimento das plantas.

Os indutores de resisténcia aumentaram a atividade de peroxidase nas folhas
e inflorescéncias das plantas do ambiente sombreado. As peroxidases apresentam
importancia na defesa vegetal, as mesmas envolvem-se nos processos de lignificacao
das células vegetais, estas por sua vez, encontram-se nas paredes celulares e agem
como barreiras de defesa fisica ao ataque de patdgenos vegetais (Vance; Kirk;
Sherwood, 1980; Sticher; Mauch-Mani; Métraux, 1997; Stangarlin et al., 2011).

O alto pico de peroxidase nas plantas do ambiente sombreado indicou a
ativacdo dos mecanismos de defesa da planta, mesmo esses sendo ativados
tardiamente, tal fato evidencia que nas condi¢cdes do estudo as plantas expressaram
Resisténcia Sistémica Adquirida (RSA). Resultado semelhante a esse trabalho foi
encontrado por Silva (2018), que analisando a atividade de peroxidase em H.
psittacorum cv. Golden Torch verificou maior atividade da proteina no segundo dia de
analise (48 horas) resultado que corrobora com este trabalho.

A resposta tardia na atividade de peroxidase nas plantas durante o estadio
reprodutivo, pode estar associada com a producdo de compostos volateis ou de
metabolitos gerados anteriormente a expressao da proteina (Almeida et al., 2012).

O pico de atividade da peroxidase nas plantas a pleno sol sem tratamento
pode ter sido influenciada pelas condi¢cdes de exposicado excessiva a luminosidade,
pois a mesma pode ser alterada mediante as condicOes de estresse, seja biotico ou

abidtico (Fernandes et al., 2006)
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A aplicacao dos indutores pode ter amenizado os estresses em que as plantas
estavam submetidas, tendo em vista que foi utilizada a bactéria Bacillus subtilis que
faz parte do grupo de bactérias promotoras de crescimento, as mesmas aumentam a
fixacdo de nitrogénio, solubilizacdo de nutrientes, sintese de fitorménios e melhoria
das condicdes do solo (Kim et al., 2003; Beneduzi; Ambrosinl; Passaglia, 2012).

Resultado semelhante a este trabalho foi encontrado por Valderrama,
Marangoni e Clemente (2001), ao observarem reducéo na atividade de peroxidase em
Mallus comunis ap6s ser submetida a diferentes condi¢des térmicas.

As B-1,3-glucanases é sao capazes de degradar a parede celular dos
patogenos liberando moléculas que agem como elicitores nos processos iniciais da
inducao de resisténcia (Van Loon et al., 1994).

As glucanases (PR — 2) sdo proteinas que desempenham importante papel
no processo de inducéo de resisténcia (Van Loon e VanStrien, 1999). Em pesquisas
verificou-se que a alta expressao de genes de quitinases e glucanases em plantas,
aumenta a resisténcia a patégenos (Van Loon et al., 2006).

Dados encontrados por Kuhn (2007) indicaram aumento na atividade de [3-
1,3-glucanase ao usar ASM, no entanto, ao utilizar um indutor biético (Bacillus cereus),
ndo observou aumento na atividade da mesma, diferindo dos resultados encontrados
nesta pesquisa.

A ativagédo da B-1,3-glucanase nas folhas e inflorescéncias evidencia que
houve a ativacdo da resisténcia sistémica adquirida, mesmo que esta tenha sido de
forma tardia e em curto prazo. A resisténcia parcial configura-se como desvantagem
para a planta, como afirma Bonaldo; Pascholati; Romeiro (2005), destacando que
nesse tipo de resisténcia sdo necessarias reativacdes temporarias para que a planta
esteja preparada para o ataque do patégeno.

A resisténcia tardia verificada nas plantas pode estar associada com o tempo
de contato dos indutores com as plantas. De acordo com Hammerschmidt, (1999),
para que a planta alcance o estado de inducao, é necessario um tempo apés o contato
dos elicitores com a planta, considerando que a expressao dos genes ndo ocorre de
imediato, leva algum tempo para que aconteca a expressao de resisténcia, seja dias
ou semanas.

A indugéo de resisténcia envolve a ativagdo dos mecanismos de defesa

existentes na planta, porém estes estdo em laténcia, e em resposta a algum
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tratamento de origem bidtica ou abidtica, estes sdo ativados (Bonaldo; Pascholati;
Romeiro, 2005).

No presente trabalho foi usado indutor bidtico e abi6tico em conjunto,
apresentando eficiéncia. A ativacdo das proteinas relacionadas a patogénese,
peroxidase e B-1,3-glucanase, estdo associadas a Resisténcia Sistémica Adquirida
(RSA), tendo em vista que o ASM relaciona-se com a RSA que € mediada pela rota
metabdlica do acido salicilico, que envolve diversos mecanismos de defesa pela
ativacdo de genes que codificam as proteinas relacionadas a resisténcia (Sticher;
Mauch-Mani; Métraux, 1997).

Por outro lado, o uso de B. subtilis esta relacionado a via de resisténcia
sistémica induzida (RSI), que esté vinculada a rota metabdlica do acido jasmonico e
o etileno, contudo, a RSI ndo esté associada ao acumulo de proteinas relacionadas a
patogénese (Sticher; Mauch-Mani; Métraux, 1997; Pieterse et al., 1998).

Assim, a Resisténcia Sistémica Adquirida (RSA) verificada neste estudo esta
associada ao aumento da atividade das PRPs, estas por sua vez, possibilitam
acompanhar o estado de inducao de resisténcia de plantas expostas aos patégenos
(Durrant e Dong, 2004; Macagnan et al., 2008).

O uso dos indutores de resisténcia influenciou na produtividade de hastes
florais, isso pode ter ocorrido devido ao uso do B. subtilis e 0 ASM. As bactérias do
género Bacillus sp., como B. subtilis fazem parte do grupo das bactérias promotoras
de crescimento em plantas, estas por sua vez, permitem melhorar o crescimento das
plantas e reduzir a dependéncia dos fertilizantes e defensivos agricolas (Adesemoye;
Torbert; Kloepper, 2009).

A promocéo de crescimento das plantas mediada por B. subtilis é realizada
por meio de varios mecanismos, como a producéo de fitohorménios estimuladores do
crescimento (Datta; Banik; Gupta, 1982), producdo de sideroforos e antibidticos
(Harman et al., 2004) e inducéo de resisténcia das plantas contra fitopatdgenos.

Estudo realizado por Zucareli et al. (2018), ao utilizarem B. subtilis em
associacdo, nao encontraram diferenca na produtividade do feijoeiro. Tavanti et al.
(20), ao usar B. subtilis, obtiveram incrementos de produtividade na soja, resultado
que corrobora com o presente estudo.

O uso de B. subtilis apresenta um efeito benéfico na produtividade das

culturas, pois atua sobre a nodulacdo, atuam supressdo de doencas e atua
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diretamente na fixacdo de nitrogénio, pela solubilizacéo de fosfatos minerais ou outros
nutrientes do solo; oxidacdo do enxofre e aumento de permeabilidade das raizes
(Mariano e Kloepper, 2000; Lima, 2010).

O uso do ASM também tem sido verificado quanto a sua eficiéncia sobre a
produtividade dos cultivos. Rodrigues et al. (2016), utilizando o ASM na produtividade
de tomateiro industrial, ndo obtiveram ganhos na produtividade, mesmo tendo
sucessivas aplicagbes durante o desenvolvimento da cultura. Faraun et al. (2012), ao
utiizar o ASM associado a fungicidas, também néo verificaram efeitos na
produtividade de soja.

Estudos evidenciam que o uso do acibenzolar-S-methyl (ASM) provocam
alteracBes bioquimicas no metabolismo das plantas, levando a uma realocacédo de
fotoassimilados para a defesa da planta, culminando na reducéo de produtividade
(Kuhn, 2007). O fato do ASM atuar na ativacdo da expressdo de genes de efeito
indutivo ligado as PRPs, pode desencadear um processo de competicdo, gerando
maior gasto energético com as demais proteinas necessérias ao metabolismo
primario, as atividades normais de crescimento e desenvolvimento da planta (Barros,
2011).

O uso dos indutores de resisténcia mostrou-se promissor na ativacao do
sistema de defesa das plantas contra fitopatégenos, devendo-se dar continuidade na
pesquisa em busca de respostas sobre o seu efeito no controle de doencas e na

ativacado de diferentes mecanismos de defesa das plantas e na produtividade.
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6. CONCLUSAO

A aplicacdo dos indutores de resisténcia (Bacillus subtilis + Acibenzolar-s-
metilico) promoveu ativacdo de resisténcia da planta por aumentar a atividade
enzimatica de peroxidase nas folhas e inflorescéncias no ambiente de cultivo de
sombreamento e o0 aumento na atividade de [(-1,3-glucanase nas folhas e
inflorescéncias de ambas as condi¢des de cultivo, assim como, foi observado eficiéncia
no controle da antracnose e maior produtividade de hastes florais com o uso dos

indutores de resisténcia.
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Apéndice: Curva padrdo para glicose a 410 nm para determinacédo da
atividade de 3-1,3- glucanase em folhas e inflorescéncias de heliconia.
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