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RESUMO

O pimentao (Capsicum annuum L.), pertencente a familia Solanaceae, é uma
das hortalicas mais cultivadas no Brasil, com uma produgao de 224.286 toneladas e
estabelecida em aproximadamente 13 mil hectares. Dentre os problemas
fitossanitarios que afetam essa cultura se encontra a mancha foliar causada pela
bactéria Xanthomonas euvesicatoria pv. euvesicatoria, que compromete a producao,
ja que afeta a planta em qualquer fase de seu desenvolvimento. O controle desta
bacteriose baseia-se principalmente na implementagao de cultivares resistentes e no
uso de produtos de protecao fitossanitaria a base de cobre em combinacido com
antibidticos, produtos que intensificam a pressao de selegcédo de bactérias resistentes,
acarretando problemas econdmicos, ecologicos e a saude humana. Uma alternativa
para controlar essa bacteriose na cultura de pimentdo € a inducio de resisténcia, por
meio da ativacdo dos mecanismos de defesa da planta, mediante o uso de produtos
de baixo impacto ambiental, como a levedura do fermento Saccharomyces cerevisiae
ou a babosa (Aloe barbadensis). Dessa maneira, os objetivos desta pesquisa foram
elucidar os mecanismos de resisténcia ativados em diferentes cultivares de pimentao
para resistir ao ataque da mancha bacteriana causada por X. euvesicatoria pv.
euvesicatoria e avaliar o efeito protetor e 0 modo de agao de suspensoes celulares de
S. cerevisiae e de fragdes polissacaridicas da babosa no controle dessa doenca. Para
elucidar quais mecanismos de resisténcia sao ativados em diferentes cultivares de
pimentéo, foram utilizadas plantas das cultivares All Big, Yolo Wonder e Amarelo SF.
Plantas das diferentes cultivares foram inoculadas com o isolado 112-P de X.
euvesicatoria pv. euvesicatoria (Asoo nm = 0,6) € 14 dias apos da inoculagao (DAI), a
cada 7 dias e por um periodo de 28 dias foi avaliada visualmente a severidade dos
sintomas causados pela bactéria. Em outro grupo de plantas das mesmas cultivares
e inoculadas da mesma maneira, foi analisada a atividade de enzimas de defesa
guaiacol de peroxidase (POX), catalase (CAT), polifenoloxidase (PFO), lipoxigenase
(LPOX) e fenilalanina amoénia-liase (FAL), o conteudo de compostos fendlicos e
flavonoides, o numero de estdmatos apresentando reacgéo de hipersensibilidade (RH),
0 numero de células exibindo acumulo de calose, e os teores de clorofila a, b e
carotendides. Inicialmente, foi observado que as plantas da cultivar mais suscetivel,

All Big, apresentaram maiores atividades das enzimas POX e PFO, maior acumulo de



calose e maior teor de clorofila a. Ao passo, foi observado um aumento na atividade
da enzima CAT na cultivar Yolo Wonder e da enzima LPOX na cultivar Amarelo SF,
nesta ultima também se encontrou o maior numero de células com reacao de
hipersensibilidade. Ainda foi observado que as plantas da cultivar All Big apresentaram
um teor de clorofila a superior ao das plantas Amarelo SF e Yolo Wonder. No entanto,
nao foram observadas diferencgas significativas no teor de carotenoides nas plantas
das diferentes cultivares. Por outro lado, para avaliar o efeito protetor e o modo de
acao de suspensdes celulares de Saccharomyces cerevisiae no controle dessa
doencga, plantas de pimentdo da cultivar Rubi Gigante foram pulverizadas com uma
suspensao de S. cerevisiae (8 x 107 células mL") e 3 dias apds desafiadas com X.
euvesicatoria pv. euvesicatoria (0,6 U.A. a 600 nm). Como controle negativo as
plantas foram pulverizadas com agua destilada e como controle positivo foram
pulverizadas com o indutor Bion® (acibenzolar-S-metil - ASM) a 50 ppm do ingrediente
ativo. Foi avaliada a severidade da mancha bacteriana, e a atividade de enzimas de
defesa POX, CAT, PFO, FAL, e do teor de clorofila a, b e carotendides.
Posteriormente, este experimento foi repetido e conduzido da mesma maneira, porém
utilizando a cultivar All Big, a qual apresenta maior suscetibilidade que Rubi Gigante.
Neste experimento a suspensao de S. cerevisiae reduziu a severidade da mancha
bacteriana em até 20% e ativou a enzima catalase (CAT) na cultivar Rubi Gigante,
enquanto na cultivar All Big a reduziu em até 35%, e ativou as enzimas peroxidase
(POX) e polifenoloxidase (PFO). Ja o ASM reduziu a doenga em até 40% na cultivar
Rubi Gigante e em até 85% na cultivar All Big, e ativou as enzimas fenilalanina aménia-
liase (FAL), POX e PFO somente na Rubi Gigante. Finalmente, foi avaliado o efeito
de duas fragdes polissacaridicas de babosa na redugcdo da mancha bacteriana, uma
fragcdo de coloracédo branca (Bab FB) e outra de coloragao rosa (Bab FR), ambas
obtidas através de precipitagcao etandlica do gel de folhas de babosa. Primeiramente,
plantas de pimentdo cv. Rubi Gigante foram pulverizadas com a Bab FB a 0,5, 1,5 e
3 mg/mL, autoclavadas a 120°C por 20 minutos, e aplicada nas plantas 3 dias antes
da inoculacao (DAi) com X. euvesicatoria pv. euvesicatoria. Posteriormente, no intuito
de saber qual modo de preparo das fracdes é mais eficiente para reduzir os sintomas
da doenca, ambas as fracdes foram submetidas a diferentes temperaturas e tempos
de aquecimento (30 min a 100°C, 20 min a 120°C ou 30 min a 60°C) e aplicadas 3

dias antes da inoculagédo. Finalmente foi verificada a influéncia do intervalo de



aplicacédo da Bab FB e da Bab FR a 3 mg/mL (aquecidas por 30 minutos a 100°C),
aplicadas 3 ou 7 dias antes da inoculagdo, e comparadas com o indutor ASM a 50
ppm do ingrediente ativo. Primeiramente, foi observado que, aBab FBa 0.5,1.5e 3
mg/mL e aquecida a 120°C por 30 minutos nao reduziu a severidade da doencga.
Contudo, foi observado que a Bab FB e a Bab FR, ambas a 3 mg/mL e aquecidas por
30 minutos a 100°C, reduziram a severidade da doenca aos 28 e 21 dias apos a
inoculagao (DAI). No entanto, no seguinte experimento quando a Bab FB e a Bab FR,
ambas a 3 mg/mL, foram aquecidas a 100°C por 30 minutos e aplicadas 3 ou 7 dias
antes da inoculagdo nao reduziram significativamente a severidade dos sintomas de
mancha bacteriana. Pelo contrario, o ASM sempre reduziu significativamente a
severidade da doenca. Com os resultados do presente estudo se conclui que a
atividade de CAT, LPOX e o acumulo de células com reagao de hipersensibilidade
estao envolvidos na resisténcia inata de pimentao a X. euvesicatoria pv. euvesicatoria.
Por outro lado, se conclui que a levedura S. cerevisiae e o ASM apresentam potencial

para auxiliar no manejo da doenca.

Palavras-chave: Mancha foliar, controle alternativo, mecanismos de defesa,

inducao de resisténcia, estresse oxidativo, pigmentos fotossintéticos, cultivares.



ABSTRACT

Bell pepper (Capsicum annuum L.), belonging to the Solanaceae family, is one
of the most cultivated vegetables in Brazil, with a production of 224,286 tons and
established in approximately 13 thousand hectares. The leaf spot caused by the
bacterium Xanthomonas euvesicatoria pv. euvesicatoria is among the phytosanitary
problems that affect this crop, which compromises production, as it affects the plant at
any stage of its development. The control of this bacteriosis is based mainly on the
implementation of resistant cultivars and the use of plant protection products based on
copper in combination with antibiotics that intensify the selection pressure of resistant
bacteria, causing economic, ecological and human health problems. An alternative to
control this bacterioses in the sweet pepper culture is the induction of resistance,
through the activation of the plant's defense mechanisms, through the use of products
with low environmental impact, such as yeast Saccharomyces cerevisiae or aloe vera
(Aloe barbadensis). Thus, the objectives of this research are to elucidate the resistance
mechanisms activated in different pepper cultivars to resist the attack of bacterial leaf
spot caused by X. euvesicatoria pv. euvesicatoria and evaluate the protective effect
and mode of action of cell suspensions of S. cerevisiae and aloe polysaccharide
fractions in controlling this disease. To elucidate which resistance mechanisms are
activated in different bell pepper cultivars, plants of the All Big, Yolo Wonder and
Amarelo SF cultivars were used. Plants of different cultivars were inoculated with the
112-P isolate of X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (A600 nm = 0.6) and 14 days after
inoculation (DAIl), every 7 days and for a period of 28 days, the severity of the
symptoms caused by the bacteria was visually evaluated. In another group of plants
of the same cultivars and inoculated in the same way, the activity of defense enzymes
guaiacol peroxidase (POX), catalase (CAT), polyphenoloxidase (PFO), lipoxygenase
(LPOX) and phenylalanine ammonia lyase (FAL), the content of phenolic and flavonoid
compounds, the number of stomata showing a hypersensitivity reaction (HR), the
number of cells showing callose accumulation, and the levels of chlorophyll a, b and
carotenoids. Plants of the most susceptible cultivar, All Big, had higher POX and PFO
enzyme activities, higher callose accumulation and higher contents of chlorophyll a. At
the same time, an increase in the activity of the CAT enzyme in the Yolo Wonder
cultivar and of the LPOX enzyme in the Amarelo SF cultivar was observed, in the latter



the highest number of cells with hypersensitivity reaction was also found. It was also
observed that the All Big cultivar plants had a higher chlorophyll than the Amarelo SF
and Yolo Wonder plants. However, no significant differences were observed in
carotenoid content in plants of different cultivars. On the other hand, to evaluate the
protective effect and mode of action of cell suspensions of Saccharomyces cerevisiae
in controlling this disease, sweet pepper plants of the Rubi Gigante cultivar were
sprayed with a suspension of S. cerevisiae (8 x 107 cells mL') 3 days after being
challenged with X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (0.6 AU at 600 nm). As a negative
control, the plants were sprayed with distilled water and as a positive control, they were
sprayed with the inducer Bion® (acibenzolar-S-methyl - ASM) at 50 ppm of the active
ingredient. The severity of the bacterial spot was evaluated, as well as the activity of
defense enzymes POX, CAT, PFO, FAL, and the content of chlorophyll a, b and
carotenoids. Subsequently, this experiment was repeated and conducted in the same
way, but using the All Big cultivar, which is more susceptible than Rubi Gigante. In this
experiment, the suspension of S. cerevisiae reduced the severity of the bacterial spot
by up to 20% and activated the catalase enzyme (CAT) in the Rubi Gigante cultivar,
while in the All Big cultivar it reduced it by up to 35%, and activated the peroxidase
enzymes (POX) and polyphenol oxidase (PFO). ASM, on the other hand, reduced the
disease by up to 40% in the Rubi Gigante cultivar and by up to 85% in the All Big
cultivar, and activated the enzymes phenylalanine ammonia-lyase (FAL), POX and
PFO only in Rubi Gigante. Finally, the effect of two aloe vera polysaccharide fractions
on the reduction of bacterial spot was evaluated, a white fraction (Bab FB) and a pink
one (Bab FR), both obtained through ethanolic precipitation of aloe leaf gel. Firstly,
sweet pepper plants cv. Rubi Gigante were sprayed with Bab FB at 0.5, 1.5 and 3
mg/mL, autoclaved at 120°C for 20 minutes, and applied to the plants 3 days before
inoculation (DAI) with X. euvesicatoria pv. euvesicatoria. Subsequently, in order to find
out which way of preparing the fractions is more efficient to reduce the symptoms of
the disease, both fractions were submitted to different temperatures and heating times
(30 min at 100°C, 20 min at 120°C or 30 min at 60°C) and applied 3 days before
inoculation. Finally, the influence of the application interval of Bab FB and Bab FR at 3
mg/mL (heated for 30 minutes at 100°C), applied 3 or 7 days before inoculation, and
compared with the ASM inducer at 50 ppm was verified. First, it was observed that Bab
FB at 0.5, 1.5 and 3 mg/mL and heated at 120°C for 30 minutes did not reduce disease



severity. After, Bab FB and Bab FR, both at 3 mg/mL and heated for 30 minutes at
100°C, reduced disease severity at 28 and 21 days after inoculation (DAI). However,
in the following experiment when Bab FB and Bab FR, both at 3 mg/mL, were heated
to 100°C for 30 minutes and applied 3 or 7 days before inoculation, they did not
significantly reduce the severity of bacterial spot symptoms. On the contrary, ASM has
always significantly reduced disease severity. With the results of the present study it is
concluded that the activity of CAT, LPOX and the accumulation of cells with
hypersensitivity reaction are involved in the innate resistance of pepper to X
euvesicatoria pv. euvesicatoria. On the other hand, it is concluded that the yeast S.

cerevisiae and ASM have the potential to help manage the disease.

Keywords: Leaf spot, alternative control, defense mechanisms, resistance

induction, oxidative stress, photosynthetic pigments, cultivars.
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1 Introducao

O género Capsicum compreende um grupo diverso de pimentas e pimentdes
originarios da América Central e do Sul. Estima-se que que este género esteja
composto por 27 espécies, e que sua distribuicdo geografica para outros continentes
aconteceu no século XVI através de comerciantes espanhois e portugueses
(GURNANI ET AL., 2016; IBIZA et al., 2012).

No mundo, o pimentdo € a hortaliga mais importante depois do tomate. Estima-
se que um quarto da populagdo mundial a utiliza na culinaria, devido a suas
caracteristicas e principios ativos que lhe conferem aroma e sabor e por sua
diversificada coloragao atribuida a presenca de carotenos e de carotenoides, como a
capsantina e a capsorubina, que sdo pigmentos benéficos para a saude humana,
devido a que apresentam vitamina A e propriedades antioxidantes e anticancerigenas
(BEKELE, 2022; SMITH, 2015; MOREIRA et al., 2006; BIANCHI e PENTEADO, 1998;
DAVIES, SUSAN e KIRK, 1970).

Ja o Brasil é referenciado como um centro secundario de diversidade de
espécies domesticadas do género Capsicum (CARVALHO et al., 2003;
REIFSCHNEIDER, 2000), onde o Rio de Janeiro é o centro de diversidade composto
com o maior nimero de taxons silvestres deste género (SUDRE et al., 2005).
Atualmente, no territério brasileiro, a cultura de pimentao se encontra estabelecida em
aproximadamente 13 mil hectares, com uma producgao de 224.286 toneladas de frutos
por ano, onde Sao Paulo € o maior produtor com 60.176 toneladas (IBGE, 2022).

A cultura do pimentao é afetada pela ocorréncia de diferentes enfermidades,
entre elas as bacterioses, que causam desfolhamentos, necroses foliares, diminuigao
da qualidade dos frutos e da produgao (AGUIAR et al., 2003). No entanto, a principal
bacteriose que acomete a cultura do pimentido € a mancha bacteriana causada por
Xanthomonas euvesicatoria pv. euvesicatoria, a qual causa danos foliares em
qualquer fase da cultura, afetando negativamente a produgédo (OBRADOVIC et al.
2004; JONES et al., 2004; SILVA et al., 2006; COSTA et al., 2002).

O controle da mancha bacteriana do pimentdo é realizado principalmente
utilizando cultivares resistentes, contudo, estes ndo apresentam sucesso sem o uso
de medidas adicionais como o controle quimico (POTNIS, 2019). Para conservar a

eficacia dos principais genes de resisténcia a mancha bacteriana, € recomendado
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realizar controle com produtos a base de cobre em combinacdo com antibiéticos
agricolas (ROWELL et al., 2001). Porém, os principios ativos destes produtos podem
intensificar a pressao de selegdo de populacbes bacterianas resistentes, ja que a
resisténcia a estes compostos é regulada por genes localizados em seus plasmideos,
os quais podem transferir-se e predominar na seguinte populagcdo bacteriana
(MARINGONI e KIMATI, 1987; OSDAGHI et al., 2016).

Por exemplo, sensibilidade reduzida ao cobre em Xanthomonas foi relatada por
Voloudakis, Reignier e Cooksey (2005). No Brasil foram registradas ocorréncias de
Xanthomonas resistentes ao cobre por Maringoni e Kimati (1987); Aguiar et al. (2000),
e Strayer-Scherer et al. (2018). Por tais circunstancias, para diminuir a severidade
dessa doenga, métodos alternativos de controle poderiam ser utilizados, como a
inducao de resisténcia, que consiste na ativacdo de mecanismos de defesa da planta.

Na planta, os mecanismos de defesa sdo naturalmente ativados quando
receptores de transmembrana das células vegetais PRRs (Pattern recognition
receptors) reconhecem padrdées moleculares associados a patogenos PAMPs
(Pathogen - associated molecular pattern), de microrganismos MAMPs (Microbe -
associated molecular pattern) (FERRUSQUIA et al., 2021), ou analogamente podem
ser ativados de maneira artificial por meio de indutores de resisténcia (IR). Os IR sao
produtos ou compostos que apresentam em sua composicdo moléculas eliciadoras,
as quais ao serem reconhecidas pelos PRRs, ativam de forma sistémica mecanismos
de defesa como a sintese de caloses, lignina, espécies reativas de oxigénio, enzimas
antioxidantes, fitoalexinas, liberacdo de etileno, acumulo de calcio e proteinas
relacionadas a patogénese (SEGONZAC e ZIPFEL, 2011; CAVALCANTI, BRUNELLI
e STANGARLIN, 2005). Certamente, as moléculas eliciadoras podem ser de
procedéncia abidtica como, por exemplo acido salicilico, ou de origem bidtica como
polissacarideos provenientes de cogumelos, crustaceos, plantas ou leveduras
(GUZZO; HARAKAVA e TSAI, 2009; FONTENELLE et al., 2011; HAHN, 1999;
ANGELOVA; GEORGIEV e ROSS, 2006).

Um dos produtos capazes de ativar os mecanismos de defesa das plantas e
que nao apresenta agao direta contra patdgenos € o acibenzolar-S-Metil (ASM), um
analogo do acido salicilico, que é comercializado no Brasil com o nome de Bion®
(SYNGENTA, 2021). Segundo o Agrofit (2022), este produto é recomendado para

controlar a clorose variegada (Xylella fastidiosa) dos citros, a pinta bacteriana
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(Pseudomonas syringae pv. tomato) e a mancha bacteriana (Xanthomonas
vesicatoria) do tomate, a mancha angular (Xanthomonas axonopodis pv.
malvacearum) do algodao, bacterioses (Xanthomonas axonopodis e Pseudomonas
cichori) em eucalipto, crestamento bacteriano (Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli)
em feijdo e mancha aquosa (Acidovorax avenae subsp. citrulli) em melao.

Analogamente, a levedura do fermento do pao Saccharomyces cerevisiae
devido a sua capacidade de sintetizar compostos antibioticos, e pela habilidade de
competir contra patégenos por espacgo e nutrientes no filoplano de diferentes plantas,
apresenta potencial para reduzir a severidade de doencas. Suspensbes desta
levedura reduziram os sintomas de Colletotichum graminicola e Exserohilum turcicum
em sorgo, Colletotrichum gloeosporioides em mamao e Colletotrichum lagenarium em
pepino. Adicionalmente, componentes essenciais desta levedura como a glucana, o
ergosterol e/ou quitina atuam como eliciadores que ativam os mecanismos de defesa
da planta (PICCININ; DI PIERO e PASCHOLATI, 2005; ZANARDO, PASCHOLATI e
FIALHO, 2009).

Por outro lado, existem evidéncias que o gel de babosa (Aloe barbadensis M.)
apresenta potencial no controle de doencas de plantas, devido a sua composicao rica
em fendis, acidos organicos e inorganicos, e polissacarideos como a acemanana, que
exibem atividade antimicrobiana (FEMENIA et al., 1999; LUIZ et al., 2017). Tem sido
reportado que polissacarideos de babosa reduzem a severidade da mancha angular
(Xanthomonas fragariae) em morangueiro (LUIZ et al., 2017) e diminuem a severidade
de manchas foliares (Xanthomonas gardneri) em tomateiros (LUIZ; DA ROCHA NETO
e DI PIERO, 2015).

Produtos de facil aquisicdo como a levedura S. cerevisiae e a babosa, atuando
de modo distinto ao dos produtos de protecao fitossanitaria convencionais para o
controle de bacterioses, se constituem em uma alternativa que poderia ser associada
com a implementacao de cultivares resistentes e uso racional de formulacdes cupricas
e de antibidticos agricolas, para controlar eficientemente a mancha bacteriana do

pimentdo causada por X. euvesicatoria pv. euvesicatoria.
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2 Objetivos

21

Objetivo geral

Determinar os mecanismos envolvidos na resisténcia do pimentdo a mancha

bacteriana em diferentes cultivares, e avaliar o efeito protetor e 0 modo de agao de

suspensdes celulares de S. cerevisiae e de fragdes polissacaridicas de babosa no

controle da mancha bacteriana do pimentdo causada por X. euvesicatoria pv.

euvesicatoria.

2.1.1 Objetivos especificos

Analisar a inducdo de enzimas relacionadas a defesa de plantas fenilalanina
amoénia-liase (FAL), peroxidase (POX), catalase (CAT), e polifenoloxidase
(PFO), numero de estdbmatos com reagao de hipersensibilidade (HR) e com
acumulo de calose, e o teor de pigmentos fotossintéticos em diferentes
cultivares de pimentao inoculados com X. euvesicatoria pv. euvesicatoria.

In vivo, analisar a influéncia de aplicagdo de suspensdes da levedura S.
cerevisiae na redugao da severidade da mancha bacteriana do pimentao.
Avaliar a inducao das enzimas de defesa FAL, POX, CAT e PFO, e o teor de
pigmentos fotossintéticos em plantas de pimentdo pulverizadas com
suspensdes celulares de S. cerevisiae e inoculadas com X. euvesicatoria pv.
euvesicatoria.

Verificar a influéncia de diferentes concentragdes, preparos e intervalos de
aplicagao de fracbes polissacaridicas de babosa sobre o controle da mancha

bacteriana do pimentao.
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3 CAPITULO | - Patossistema pimentdo x Xanthomonas euvesicatoria pv.

euvesicatoria e inducao de resisténcia

3.1 A cultura do pimentao (Capsicum annuum)

O género Capsicum compreende um grupo diverso de pimentas e pimentdes
originarios da regido tropical do continente americano. As pimentas picantes estao
disseminadas pelos trépicos de América, Africa e Asia onde seus frutos sdo usados
para dar sabor em sua dieta, ao passo que, os pimentdes nao picantes ou “doces” sao
preferidos por consumidores de regides temperadas da Europa e da América do Norte
(PICKERSGILL, 1997).

No mundo estima-se que o pimentao € a hortalica mais importante depois do
tomate, e que um quarto da populagdo o utiliza na culinaria para a produgéo de
condimentos, temperos e conservas, devido a sua diversificada coloragao e por suas
caracteristicas e principios ativos que lhes conferem aroma e sabor (BEKELE, 2022;
SMITH, 2015; MOREIRA et al.,, 2006; BIANCHI e PENTEADO, 1998; DAVIES,
SUSAN e KIRK, 1970; BARBIERILL et al., 2010), e minoritariamente como plantas
ornamentais devido a seu valor estético como folhagem variegada, pequeno porte e
frutos de coloragéo intensa (NEITZKE et al., 2010).

As espécies domesticadas do género Capsicum sao C. baccatum, C. chinense,
C. frutescens, C. pubescens e C. annuum (PICKERSGILL, 1997; SUDRE et al., 2005),
das quais o México é referenciado como principal centro de diversidade genética, em
particular da espécie C. annuum (GARCIA, 2002; SUDRE et al; 2005). Ja o Brasil é
referenciado como um centro secundario de diversidade de espécies domesticadas
deste género, existindo consideravel diversidade nas espécies C. annuum var.
annuum, C. baccatum var. pendulum, C. frutescens e C. chinense, e sao a Bacia
Amazoénica e o Rio de Janeiro os centros de diversidade com o maior numero de
taxons silvestres do género Capsicum (CARVALHO et al., 2003; REIFSCHNEIDER,
2000; SUDRE et al., (2005).

No territorio brasileiro, a Embrapa Clima Temperado (Monte Bonito — Pelotas,
RS) é a entidade que tem realizado a coleta, caracterizagdo e conservagao de
germoplasma de Capsicum, ao passo que a Embrapa Hortaligas (Brasilia — DF) vem

realizando o desenvolvimento de cultivares resistentes a doengas e com
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caracteristicas agronémicas superiores as existentes no mercado (BARBIERILL,
2010). Contudo é o Servico Nacional de Prote¢cdo de Cultivares do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (SNPC/MAPA) regido pela Lei n® 9.456 de
Protecdo de Cultivares (LPC), a entidade encarregada de outorgar a propriedade
intelectual a melhoristas de cultivares, mediante prévia caracterizagdo morfologica e
molecular que comprove novidade, homogeneidade e estabilidade de plantas e frutos
(SOARES, 2020).

No Brasil, a area cultivada com pimentao corresponde aproximadamente a 13
mil hectares, que representam uma producdo proxima a 225.000 mil toneladas de
frutos por ano, e € S&ao Paulo o principal estado produtor com mais de 60 mil toneladas
(IBGE, 2022). No pais sao cultivadas as pimentas doces para paprica, as pimentas
picantes e principalmente o pimentao, que se caracteriza por ser uma das hortaligas
de maior importancia econémica no pais (OLIVEIRA et al., 2015).

A cultura de pimentédo no Brasil € estabelecida com diferentes cultivares, que
se diferenciam entre si pelo formato dos frutos retangular, cénico ou quadrados e por
sua diversificada coloracdo marfim, purpura, creme, laranja, amarela, verde ou
vermelho (DA SILVA et al., 2019; RUFINO e PENTEADO, 2006; AGUIAR et al., 2003;
FILGUEIRA, 2003). A diversificada coloracéo de pimentdes ¢é atribuida a capacidade
de os frutos sintetizar diferentes clorofilas e carotenoides, que sdo benéficos a saude
humana, devido a que apresentam vitamina A, propriedades antioxidantes e
anticancerigenas. Os pimentdes verdes e amarelos devem sua coloracao a presenca
de carotenos e de carotenoides oxigenados como as criptoxantinas, ao passo que os
pimentdes vermelhos tém sua coloragao atribuida a presenca de carotenoides
polioxigenados como as capsantinas e capsorubina (BEKELE, 2022; SMITH, 2015;
BIANCHI e PENTEADO 1998).

Para garantir uma boa produgcdo na cultura de pimentdo, esta deve ser
estabelecida sob condi¢cbes adequadas de solo, luminosidade, temperatura e umidade
(FONTES, DIAS e SILVA, 2005; RYLSKI et al.,, 1994). Além disso, a cultura do
pimentao é exigente nas caracteristicas quimicas e fisicas do solo, e responde bem a
adubos organicos, minerais e corretivos, praticas que em média representam 23% do
custo da producgéo (RIBEIRO et al., 2000).

Na maior parte dos casos, o cultivo de pimentdo no Brasil é estabelecido em
campo aberto com o uso da irrigacao por sulco, cuja produtividade atinge entre 25 e
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50 toneladas por hectare. Contudo, o sistema de cultivo em ambiente protegido tem
sido empregado em varias regides como uma alternativa mais viavel em termos
econdmicos quando se compara com o sistema de produgéo tradicional, devido a que
neste sistema se atingem produgdes de até 150 toneladas por hectare, préximo ao
dobro do que é obtido ao ar livre, além de ser possivel a producdo em diferentes
épocas do ano (OLIVEIRA et al., 2015; MAROUELLI e SILVA; 2012; LUCIO et al.,
2004). Também o sistema organico em campo aberto ou estufa apresenta pregos
diferenciados, no entanto a competitividade desses produtos depende de
incorporagdo de tecnologias ou de outras alternativas que assegurem a
sustentabilidade (MOREIRA et al., 2010).

3.2 Xanthomonas causadoras de manchas bacterianas em solanaceas

A cultura do pimentéo é afetada pela ocorréncia de diferentes enfermidades,
entre elas bacterioses que causam murchas, desfolhamentos ou necroses foliares,
que afetam negativamente a qualidade dos frutos e da produgdo (AGUIAR et al.,
2003). Entre os patdégenos que acometem a cultura do pimentdo destacam-se as
bactérias do género Xanthomonas. Estas bactérias infectam em diferentes nichos
ecoloégicos mais de 400 hospedeiros de 11 e 57 familias de monocotiledéneas e
dicotiledéneas, respectivamente (BARAK et al., 2016).

As bactérias do género Xanthomonas sao bactérias gram-negativas, aerobicas,
possuem um unico flagelo para sua locomogao e apresentam formato de bastonetes
retos, cujas dimensdes oscilam entre 0,4-0,7 x 0,7-1,8 um. In vitro, a maioria das
espécies de Xanthomonas se caracterizam por formar colénias brilhantes, viscosas,
de bordos lisos e com coloragao amarela intensa atribuida a presenca de um pigmento
denominado de xanthomonadina. Contudo, algumas bactérias deste género, devido a
auséncia deste pigmento, formam colénias brancas (AMORIN; REZENDE e
BERGAMIN et al., 2011).

Segundo Kyeon (2016), as primeiras evidéncias de bactérias causadoras de
manchas foliares foram reportadas na cultura de tomate por Doidge (1921) na Africa
do Sul como Bacterium vesicatoria e por Gardner e Kendrick (1921) em Indiana, EUA
como Bacterium exitiosum. Inicialmente, ambas bactérias foram classificadas como

X. vesicatoria e posteriormente como X. campestris pv. vesicatoria.
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Ja Vauterin et al. (1990) e Stall et al. (1994) identificaram dentro de X.
campestris pv. vesicatoria dois grupos geneticamente e fenotipicamente distintos que
foram classificados como grupo A e grupo B. Os isolados do grupo A foram
caracterizados por nao hidrolisar amido e pectina e os isolados do grupo B foram
caracterizados por hidrolisar fortemente estes compostos. Apés a identificacdo destes
dois grupos, Vauterin et al. (1995), mediante analise de DNA, confirmaram que os
isolados dos grupos A e B ndo estavam relacionados ao nivel de espécie, de maneira
que os isolados do grupo B foram mantidos em X. vesicatoria e os isolados do grupo
A como patovar de X. axonopodis.

Todas as Xanthomonas causadoras da doenga denominada mancha
bacteriana em solanaceas foram reclassificadas por Jones et al. (2004) em quatro
espécies: X. vesicatoria, X. perforans, X. gardneri e X. euvesicatoria. Atualmente, a
mancha bacteriana do tomate e do pimentao sao causadas por X. euvesicatoria pv.
euvesicatoria (anteriormente X. euvesicatoria), X. euvesicatoria pv. perforans
(anteriormente X. perforans), X. hortorum pv. gardneri (anteriormente X. gardneri) e
X. vesicatoria (KIZHEVA et al., 2023).

Em pimentdo e em tomate causam doenga X. vesicatoria e X. euvesicatoria pv.
euvesicatoria. Ja X. euvesicatoria pv. perforans e X. hortorum pv. gardneri infectam
apenas o tomate. Por outra parte, X. vesicatoria e X. euvesicatoria pv. perforans tem
forte atividade amilolitica e pectolitica, mas X. horforum pv. gardneri e X
euvesicatoria. pv. euvesicatoria ndo (JONES et al., 2004; STALL et al., 1994).

Especificamente, a espécie X. euvesicatoria pv. euvesicatoria apresenta uma
unica proteina de 32 kDa, a qual ndo tem atividade amilolitica nem pectolitica. Pelo
contrario, as outras espécies de Xanthomonas causadoras de manchas foliares
possuem uma unica proteina de 27 kDa, a qual apresenta atividade amilolitica e
pectolitica (JONES et al., 2004). Além disso, existem diferengas quanto a utilizagéo
de fontes de carbono entre estas espécies (KYEON et al., 2016).

Areas et al. (2015) afirmam que o principal agente causador da mancha
bacteriana do pimentdo no pais € X. euvesicatoria pv. euvesicatoria, a qual causa
perdas consideraveis nessa cultura (MORETTI et al., 2009). Com relagao ao Brasil,
todas as espécies de Xanthomonas causadoras da mancha bacteriana de tomate e
Capsicum spp. estéo presentes (QUEZADO-DUVAL et al., 2004; WORTHINGTON et
al., 2012).
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3.3 Mancha bacteriana do pimentao - Xanthomonas euvesicatoria pv.

euvesicatoria

No mundo, a mancha bacteriana do pimentdo causada por Xanthomonas
euvesicatoria pv. euvesicatoria é a principal enfermidade bacteriana que acomete esta
cultura. Esta bactéria ataca a parte aérea da planta em qualquer fase da cultura,
principalmente as folhas, onde causa sintomas de manchas necréticas, as quais
comprometem a fotossintese, e como consequéncia a producédo e a qualidade dos
frutos é afetada negativamente (JONES et al., 2004; SILVA et al., 2006; COSTA et al.,
2002).

No Brasil existem diferentes racas de X. euvesicatoria pv. euvesicatoria,
apresentando genes de aviruléncia avrBs2 (raca 8), avrBs1 e avrBs2 (raca 2) na
Regido Nordeste e com os genes avrBs2 e avrBs3 (raca 7), e avrBs1 e avrBs2 (raca
2) no Brasil Central. Também, ha presenca de genes avrBsP (raca T1) e avrBsT (raca
T2) na Regido Nordeste e Brasil-Central. Entretanto, o primeiro relato de ocorréncia
de X. euvesicatoria pv. euvesicatoria infectando naturalmente o pimentéo corresponde
asracas 7 e 8 (QUEZADO-DUVAL, 2003).

O desenvolvimento da mancha foliar de X. euvesicatoria pv. euvesicatoria é
favorecido por temperaturas entre 20 e 30 °C, alta umidade relativa e chuvas
associadas a ventos fortes. Similar as outras espécies de Xanthomonas, seu ciclo
inicia com a sobrevivéncia de células bacterianas em seu proprio hospedeiro,
hospedeiros alternativos ou restos culturais. Ja sua disseminagao ocorre através de
respingos de agua que removem células bacterianas da fonte de indculo para
posteriormente dissemina-las para outras plantas (ZHANG et al., 2009; KIMURA,
1984).

Uma vez disseminadas e mediante um filme de agua na superficie foliar, as
células bacterianas infectam a planta através de ferimentos, pequenas lesdes
causadas pelo vento, chuvas e insetos, ou através de aberturas naturais como
estdOmatos, hidatddios, lenticelas ou nectarios, para posteriormente colonizar a camara
subestomatica e as camadas superiores do tecido do mesdfilo. Uma vez que a
bactéria coloniza o mesofilo, ocorre aumento de massa celular bacteriana que

resultara na colonizagcdo de tecidos adjacentes, de onde as células bacterianas
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conseguirdo obter agua e nutrientes por meio de hormdnios, toxinas e enzimas
(ZHANG et al., 2009; KIMURA, 1984).

A colonizagao dos tecidos adjacentes resulta no aparecimento de sintomas de
manchas foliares dentre 1,6 e 6,4 mm de didmetro, que gradualmente se
transformarao em lesdes necréticas marrom-escuras a pretas, centro deprimido cinza
claro, e em alguns casos as lesdes apresentam bordas salientes rodeadas por halos
amarelos (OSDAGHI, 2016). Em casos graves, os tecidos no centro da lesao tornam-
se secos e caem, levando ao sintoma de “shot-hole” (RITCHIE, 2000). Folhas com
numerosas manchas necréticas apresentam detrimento da taxa fotossintética e
abscisao prematura. Ja nos frutos, os sintomas desta bactéria aparecem como lesbes
salientes e embranquecidas que evoluem para manchas necroéticas (SCORTICHINI et
al., 2013).

Outra importante estratégia de viruléncia da Xanthomonas euvesicatoria pv.
euvesicatoria é a supressao da imunidade da planta mediante efetores de secrecao
do tipo T3S. Esses efetores interferem nos processos celulares da planta afetando
vias de sinalizagdo imunologica como a cascata de sinalizagdo de quinases ou
suprimindo a morte celular induzida por componentes da ETI (effector-triggered
immunity), além de varios pares de genes R/avr (POPOV et al., 2016).

Para o controle dessa bacteriose na cultura de pimentdo, sdo utilizadas
cultivares resistentes, realizagado de praticas de manejo cultural e uso de produtos de
protecao fitossanitaria, este ultimo sem duvida caracterizando-se por aumentar os
custos de producao e intensificar a pressao de selegcao de populagdes bacterianas
resistentes (MARINGONI e KIMATI, 1987). A maioria de cultivares de pimentao
resistentes a mancha bacteriana apresentam resisténcia baseada em seis genes
dominantes (Bs1, Bs2, Bs3 e Bs4, Bs7 e BsT), os quais ao reconhecer genes de
aviruléncia da bactéria, ativam na planta o mecanismo de defesa da reacido de
hipersensibilidade (RH), o qual se caracteriza pela morte celular programada ao redor
do sitio de infecgao para impossibilitar a propagacao do patégeno (JONES et al. 1998;
STALL et al., 2009).

Embora a maioria de cultivares de pimentao resistentes a mancha bacteriana
apresentam RH como mecanismo de resisténcia, este nao é eficiente contra ragas de
bactérias que nao apresentem nenhum gene de aviruléncia (DAMICONE et al., 2021;
POTNIS et al., 2019). Além disso, genes de aviruléncia da bactéria que se encontram
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localizados nos plasmideos podem apresentar mutagdes e serem transferidos para
novas geragdes de bactérias, tornando a resisténcia genética instavel (ROMERO et
al., 2002).

Apesar da disponibilidade de cultivares de resistentes a mancha bacteriana,
estes ndo apresentam sucesso sem o uso de medidas adicionais como o controle
quimico (POTNIS, 2019). Sabe-se que o controle quimico dessa bacteriose tem sido
realizado com produtos a base de cobre em combinagdes com antibiéticos, sulfato de
estreptomicina e oxitetraciclina, nao obstante a resisténcia da bactéria a estes
produtos, se tornou um obstaculo no manejo da doenga no mundo inteiro (OSDAGHI
et al., 2016).

Por exemplo, no Brasil foram registradas ocorréncias de isolados de
Xanthomonas resistentes ao cobre por Maringoni e Kimati (1987); Aguiar et al. (2000);
Strayer-Scherer et al. (2018). Os principios ativos destes produtos intensificam a
presséo de selecdo de isolados bacterianos resistentes, ja que a resisténcia a estes
compostos, se encontra regulada por genes localizados nos plasmideos, os quais
podem ser transferidos para geragdes bacterianas seguintes (MARINGONI e KIMATI,
1987; OSDAGHI et al., 2016). Por exemplo, o gene de aviruléncia avrBs1 tem sido
associado a resisténcia ao cobre em um plasmideo auto transmissivel (POTNIS et al.,
2019).

Apesar que atualmente no Brasil e no mundo formulacbes a base de sulfato de
estreptomicina e oxitetraciclina sdo de uso restrito, a ocorréncia de Xanthomonas
resistentes a estes compostos, como a produtos a base de cobre, tem acarretado
problemas econémicos e ecoldgicos (SILVA et al., 2006). Por tais circunstancias,
meétodos alternativos de controle para diminuir a severidade desta doenca devem ser
contemplados, como a indugdo de resisténcia, que consiste na ativacdo dos

mecanismos de defesa da planta.

3.4 Inducao de resisténcia em plantas

A interacdo entre uma planta e um patdégeno é uma luta pela sobrevivéncia, na
qual as células vegetais defendem-se do patdégeno através de mecanismos de
natureza estrutural ou bioquimica, os quais podem ser do tipo pré-formado ou pés-

formado (AGRIOS, 2005). Nesse sentido, os mecanismos do tipo pré-formado séo
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aqueles que existem independente da presenga ou ndo do patégeno, e que funcionam
como barreiras naturais, ou como constitutivos quimicos como a cuticula, a parede
celular ou inibidores quimicos, que previnem e atrasam a infecgao e colonizagao de
tecidos vegetais por parte de patégenos (AGRIOS, 2005). Apesar de que alguns
patdogenos conseguem driblar esta primeira barreira, a planta pode ainda reconhecer
0 patogeno por meio de receptores de transmembrana dando lugar a ativagao de seus
mecanismos poés-formados para evitar a colonizagdo por parte do fitopatégeno
(PASCHOLATTI e LEITE, 1995; SOARES e MACHADO, 2007; BARROS et al., 2010).

De modo geral, plantas suscetiveis a um determinado patdégeno podem produzir
reacoes de defesa e aumentar a resisténcia contra infecbes subsequentes como
resultado de prévia exposi¢cdo a patdgenos, estresses fisicos e analogamente em
resposta ao tratamento com indutores de resisténcia (IR) (SMITH, 1996; ANGELOVA
et al.,2006). Os IR s&o produtos ou compostos que ativam mecanismos de defesa
latentes nas plantas, que se caracterizam por ser praticamente atdéxicos para a saude
humana e para o meio ambiente, e que se diferenciam dos agroquimicos
convencionais, ja que nao atuam diretamente sobre o microrganismo alvo, porém
apresentam eficiéncia no controle de doengas em diferentes culturas (COLARES e
BONALDO, 2014; RESENDE et al., 2007).

A ativagao de respostas de defesa em plantas por meio de IR deve-se a que
esses produtos ou compostos apresentam em sua composicao moléculas elicitoras.
As moléculas elicitoras sdo moléculas que ao serem reconhecidas por receptores de
membrana da planta, ativam nestas um sinal local e sistémico, que induz a planta a
producdo de calose, lignina, espécies reativas de oxigénio, fitoalexinas, etileno,
acumulo de calcio e ativagao de genes e proteinas relacionadas a patogénese, que
Ihe permitiram a planta conter o avanco do patégeno (SEGONZAC e ZIPFEL, 2011;
BOLLER e FELIX, 2009; CAVALCANTI, BRUNELLI e STANGARLIN, 2005). As
moléculas elicitoras sdo de origem exdgena ou enddgena e do tipo abidtica, como
acido salicilico, luz ultravioleta, fosfitos, silicatos, alguns metais pesados, “terras raras”
ou de natureza bidtica como organismos viaveis ou componentes de suas estruturas
como por exemplo polissacarideos extraidos de microrganismos, cogumelos,
crustaceos ou plantas, as quais ao serem reconhecidas pelos receptores celulares de
plantas, induzem a estas a ativagao de mecanismos de defesa (GUZZO; HARAKAVA
e TSAI, 2009; FONTENELLE et al., 2011; HAHN, 1999; ANGELOVA; GEORGIEV e
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ROSS, 2006).

O primeiro mecanismo induzivel de defesa da planta se encontra conformado
por receptores de transmembrana PRRs (Pattern recognition receptors), que
reconhecem padrbées moleculares associados a patogenos PAMPs (pathogen-
associated molecular pattern) e/ou de microrganismos MAMPs (microbe-associated
molecular pattern) (FERRUSQUIA et al., 2021). Para o caso de fungos, os PAMPs
reconhecidos pelos receptores de transmembrana sao componentes essenciais de
membranas como glucana, ergosterol e/ou quitina (RYAN et al., 2007). Ao passo que,
os PAMPS de bactérias sao lipopolisacarideos (LPS), peptidoglicanos, a flagelina e o
fator de elongagdo Tu (EF-Tu), que sdo componentes essenciais de células
bacterianas (SCHWESSINGER e ZIPFEL, 2008; BOLLER e HE, 2009; OJITO-
RAMOS e PORTAL, 2010).

Ja o segundo mecanismo induzivel de defesa da planta consiste de receptores
intercelulares conhecidos como proteinas de resisténcia (R), as quais ao detectar
efetores (proteinas de viruléncia microbiana AVR) ativam na planta a imunidade inata
por efetores ETI (effector-triggered immunity), a qual se encontra associada a morte
celular programada no local de infegdo, conhecida como resposta de
hipersensibilidade (RH), que se caracteriza pela alcalinizagdo do citoplasma e perda
da integridade e viabilidade da célula, devido ao fluxo excessivo de ions, espécies
reativas de oxigénio e fitoalexinas através da membrana plasmatica vegetal (NGUYEN
et al, 2021; MARTIN; BOGDANOVE; SESSA, 2003; TEPER et al., 2014).

3.5 Mecanismos de defesa em plantas

Agentes abidticos e bidticos promovem nas plantas o estresse oxidativo e a
formacao de espécies reativas de oxigénio (ERO) como o radical hidroxilo (OH"),
radical superoxido (O27) e peroxido de hidrogénio (H202) que podem induzir a morte
celular através da peroxidacao lipidica das membranas e da desnaturacido de acidos
nucleicos e proteinas (LISZKAY, VAN DER ZALM, e SCHOPFER, 2004). Contudo, a
planta pode converter EROs em espécies moleculares inofensivas mediante o
mecanismo de defesa antioxidante e diferentes enzimas como a enzima peroxidase
(POX), catalase (CAT), polifenoloxidase (PFO) ou mediante metabdlitos secundarios
(AGRAWAL et al., 2002; NARENDRA et al., 2006; GARCIA et al., 2012).
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A peroxidase (POX) é uma enzima oxido-redutora associada a membrana e
encarregada da suberizagdo e lignificacdo de células vegetais como resposta de
defesa ao ataque de insetos ou patéogenos (CAMPOS et al.,, 2004; SIMON 2016;
KOLATTUKUDY et al., 1992; JUNG et al., 2004; BARROS, 2010; KUHN, 2007). Essa
enzima catalisa processos biolégicos mediante a degradagdo do peréxido de
hidrogénio proveniente do metabolismo do oxigénio das células para transforma-lo em
agua e oxigénio. Também produz modificagbes quimicas nas paredes celulares da
planta que resultam na ligagédo de polissacarideos, oxidagao de fendis, regulacéo da
elongacéo de células, reticulagdo de componentes da parede celular e catabolismo
de auxinas (CAVALCANTI et al., 2005).

Ja a catalase (CAT) € uma enzima cuja atividade encontra-se localizada de
maneira exclusiva nos peroxissomos. Quando uma planta é exposta a diferentes tipos
de estresse, esta enzima é encarregada de remover o peréxido produzido nos
peroxissomos mediante a dismutagdo de H202 em H20 e O2. Em sintese, a fungao
principal da CAT é prevenir os efeitos danosos produto das mudangas na homeostase
de H202 (AIRAKI et al.,, 2012; DEL RIO et al.,, 2006; GIL e TUTEJA, 2010;
GAYATRIDEVI et al., 2012; MENEZES, 2009).

Por sua vez, a polifenoloxidase (PFO), também denominada como fenol
oxidase, catecolase, fenolase ou catecol oxidase, € uma enzima intracelular envolvida
no processo da senescéncia e nos mecanismos de defesa de plantas (AGRIOS, 2005;
OKOT-KOTBER et al., 2002; ITAKO, 2009). De acordo com CONSTABEL et al.
(1995), niveis basais da enzima se encontram principalmente no interior da célula em
plastidios e tilacoides. Quando um fitopatégeno provoca na planta ruptura celular,
enzimas oxidantes de fenol como as polifenoloxidases sao liberadas dos tilacoides
para oxidar compostos fendlicos liberados dos vacuolos produzindo assim quinonas,
compostos antimicrobianos que no processo de defesa celular caracterizam-se por
sua alta reatividade contra fitopatdogenos (LIU et al., 2005; TAIZ e ZEIGER, 2009).

Os metabdlitos secundarios contém derivados funcionais como éteres metilicos,
glicosideos e anéis aromaticos de fendis com potencial antimicrobiano, que
contribuem para a defesa da planta. Além disso, estes metabdlitos se encontram
ligados com a pigmentagao, crescimento e reprodugao das plantas (OKOT-KOTBER
et al., 2002).

Sem duvida, as moléculas de sinalizacdo de acido salicilico (AS), acido
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jasmonico (Aj) e etileno (ET) se encontram envolvidas na refinada rede de defesa da
planta, permitindo a esta produzir um arsenal de defesa como resposta contra
patdgenos como as proteinas relacionadas a patogénese (PRP’s), as quais sao
codificadas por genes especificos (PINTO, 2011; RESENDE et al., 2007,
FONTENELLE et al., 2011).

As PRP’s foram descritas pela primeira vez em plantas de fumo como
macromoléculas que se expressam sob condi¢cdes de estresse bidtico e abidtico e que
se encontram envolvidas no fendmeno da resisténcia induzida, atuando de forma
direta no combate dos patdégenos ou de forma indireta, mantendo a estrutura e as
fungdes da célula (JONES e DANGL, 2006; VAN LOON e VAN KAMMEN, 1970;
ROMEIRO, 2008). Estas macromoléculas sao classificadas como proteinas de baixa
massa molecular, resistentes a proteases e soluveis em meios acidos (GUZZO, 2004).

De acordo com Van Loon et al. (2006), existem 17 familias de PRPs
classificadas conforme a suas propriedades bioquimicas e moleculares das quais as
mais estudadas sdao as PR1, PR-2 (B-1,3 glucanases), PR-3 (quitinases) e PR 5
(osmotina). Das PRPs, as 3-1,3 glucanases e quitinases caracterizam-se por sua agao
lisozimica, ja que atuam na desorganizagao da parede celular de fitopatogenos.

A B-1,3 glucanase (PR-2) € uma proteina sintetizada intracelularmente ou
extracelularmente, que se encontra envolvida com a divisdo celular e o transporte de
matérias através dos plasmodesmas (BALASUBRAMANIAN et al., 2012). Esta
proteina apresenta acao direta contra patégenos hidrolisando as paredes celulares
dos mesmos, atuando especificamente sob ligagdes glicosidicas do tipo 3-1,3 para
liberar fragmentos glicosidicos da parede celular do patégeno e da prépria planta, que
inclusive servirao como eliciadores de defesa para o hospedeiro (BAUERMEISTER et
al., 2010; MARTINS et al., 2008; VAN LOON e VAN STREIEN, 1999; ITAKO, 2009).

Ja as quitinases (PR-3) tém sido relatadas como proteinas que inibem o
crescimento de fungos mediante a hidrolise de polissacarideos de quitina da parede
celular. Também estas sao caracterizadas por apresentar acdo antibacteriana, devido
a sua acgao lisozébmica sobre as paredes celulares bacterianas (CAVALCANTI et al.,
2006). De acordo com Dalla Costa; Lovato e Sete (2010), as quitinases se acumulam
no apoplasto das células vegetais para impedir o avango e desenvolvimento do
patégeno. Romeiro (2008) afirma que as glucanases acopladas com as quitinases

agem sinergicamente para diminuir o crescimento do patdégeno.
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Aléem das proteinas supracitadas, a fenilalanina amoénia-liase (FAL) é uma
proteina cuja atividade aumenta como resposta a diferentes fatores abidticos e
bidticos como baixas temperaturas ou infeccdo por fungos (BENKEBLIA, 2000;
KOMBRINK e SOMSSICH, 1995; JUNG et al., 2004). A FAL ¢é a proteina encarregada
pela desaminagdo da L-fenilalanina, transformando-a em amébnia e acido
transcinamico, este ultimo relacionado com a formacédo de ésteres, coumarinas,
flavonoides e fitoalexinas fendlicas. Além disto, a FAL é atribuido o incremento na
biossintese de derivados de fenilpropandides necessarios para a formagao de lignina
que Ihe confere resisténcia e maior rigidez as células contra a degradagado causada
pelos patogenos (CHEN e MCCLURE, 2000).

3.6 Indutores de resisténcia

3.6.1 Acibenzolar-S-metil

Umas das moléculas que ativam mecanismos de defesa de plantas é o acido
salicilico (AS). O acibenzolar-S-metil (ASM), um derivado do acido benzo 1,2,3
tiadiazol-7-carbotioico-S-metil éster (BTH), € uma molécula sintética analoga ao AS,
que induz resisténcia as plantas. O ASM foi desenvolvido para controlar patégenos
em pos-colheita e aumentar a capacidade de armazenamento, por n&o apresentar
efeito toxico e ser completamente degradado nos tecidos vegetais. Atualmente, o ASM
tem sido a molécula mais estudada na ativagédo de defesas de plantas, ja que promove
protecdo em plantas contra um amplo espectro de patégenos, como também ao
estresse hidrico (HUANG et al., 2022).

Produtos comerciais como Actigard® e BION ® (Syngenta), que apresentam o
ASM como ingrediente ativo, ndo exercem acao direta contra patdégenos, contudo
ativam a resisténcia sistémica adquirida (SAR) de plantas, a qual confere protegéo
contra um amplo espectro de patégenos (SYNGENTA, 2022). No Brasil, o Bion ® esta
registrado para o controle da mancha angular (Xanthomonas axonopodis pv.
malvacearum) em algodao, clorose variegada (Xylella fastidiosa) em citros,
bacterioses (Xanthomonas axonopodis e Pseudomonas cichori) em eucalipto,
crestamento bacteriano (Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli) em feijao, mancha

aquosa (Acidovorax avenae subsp. citrull) em meldo e pinta bacteriana
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(Pseudomonas syringae pv. tomato) e mancha bacteriana (Xanthomonas vesicatoria)
no tomateiro (AGROFIT, 2022).

Por exemplo Soylu, Baysal e Soylu (2003) encontraram que o ASM pulverizado
em plantas de tomate reduziu a severidade do cancro bacteriano (Clavibacter
michiganensis) em fungdo do aumento da atividade de peroxidases nas plantas. Lima
et al (2017) relataram que a aplicagdo do ASM aumentou a atividade de R-1,3
glucanases e fenilalanina amdnia-liase, e reduziu a severidade do cancro bacteriano
(Xanthomonas campestris pv. viticola) em plantas de uva. Também Doungous et al.
(2021) relataram que o ASM atrasou o aparecimento dos sintomas do virus do
mosaico da mandioca (ACMV) e induziu resisténcia a seu vetor da mosca branca
(Bemicia tabaci). De modo similar a produtos comerciais a base de ASM, também
existem evidéncias de moléculas eliciadoras de origem abidtica, como por exemplo
acido salicilico, fosfitos, silicatos, ou de natureza bidtica como polissacarideos
provenientes de cogumelos, crustaceos, plantas ou leveduras (GUZZO; HARAKAVA
e TSAI, 2009; FONTENELLE et al., 2011; HAHN, 1999; ANGELOVA; GEORGIEV e
ROSS, 2006).

3.6.2 Saccharomyces cerevisiae

A levedura Saccharomyces cerevisiae, conhecida como a levedura do fermento
do pao, tem sido usada na China desde 7000 a.C para o processo de fermentagao de
bebidas alcodlicas como o vinho (GEIJER et al., 2022). Contudo, s6 em 1857 Louis
Pasteur comprovou que S. cerevisiae é responsavel por diferentes processos de
fermentacao, e desde entdo essa levedura se tornou indispensavel na industria de
alimentos e producdo de etanol. Ja em 1996 seu genoma foi completamente
sequenciado, e este organismo passou a ser o0 modelo eucarioto mais estudado pela
biologia (BAI et al., 2022).

A levedura S. cerevisiae € um fungo ascomiceto, unicelular, que se reproduz
mediante brotamento ou fissdo, e que habita ambientes artificiais e naturais aonde
utiliza carboidratos, alcoois e acidos organicos como fontes de carbono e energia
(MUKHERJEE et al., 2020; ZHANG, NIELSEN, LIU, 2021). Além disso, apresenta
capacidade para competir com outros microrganismos em nichos ricos em agucar

devido a sua capacidade de metabolizar eficientemente acucar por meio de
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fermentacao anaerobica para produzir etanol e CO2 (HU et al., 2019).

Em condigbes de laboratorio, S. cerevisiae cresce como diploide e se reproduz
clonalmente por brotamento. A fase meidtica dessa levedura acontece devido a
limitagdo de nutrientes como o nitrogénio, que deriva na formagdo de ascos com
quatro ascésporos haploides e de paredes espessas, que se reproduzem
mitoticamente por brotamento, contudo a fase haploide apresenta um curto periodo
do ciclo de vida (BAI et al., 2022). Ja a composi¢ao das paredes desta levedura
consiste principalmente de polimeros de manose, B-glucanas € em menor proporgao
N-acetil-glucosamina e quitina, todos estes com diferentes graus de polimerizagao,
tamanho e peso molecular (AGUILAR-USCANDA e FRANCOIS, 2003).

S. cerevisiae se caracteriza por ser facilmente encontrada na natureza
principalmente na superficie de plantas como folhas e frutos, por apresentar tolerancia
a condi¢bes adversas, facilidade para ser domesticada e manipulada geneticamente
sobre condigdes de selecéo artificial, e por ndo apresentar risco para a saude humana
(BAl et al., 2022). Diante disso, isolados desta levedura sao utilizados na industria de
alimentos e cosméticos, como na producgao de biossurfactantes e emulsificantes, que
servem para melhorar a homogeneidade e reduzir a tensdo superficial entre
substancias (RIBEIRO, GUERRA e SARUBO, 2020).

Além de cumprir um papel significativo na produgdo de biocombustiveis,
medicamentos, cosméticos e alimentos, a levedura S. cerevisiae também
desempenha um papel importante na agricultura, atuando como agente
bioestimulante mediante a sintese do fitohormonio acido indol-3-acético (IAA), que
promove o crescimento de plantas, e atuando como agente de biocontrole através de
mecanismos como a competicado, o parasitismo e a antibiose (FU et al., 2016). Como
agente de biocontrole, S. cerevisiae fornece uma barreira mecanica entre a superficie
de plantas e patdogenos, devido a seu poder de adesdo entre células e a sua
capacidade de formar biofilme sobre a superficie das plantas (VERSTREPEN e KLIS,
2006; FREIMOSER et al., 2019).

Somado ao anterior, componentes essenciais de membranas e paredes
celulares desta levedura como a glucana, o ergosterol e/ou quitina atuam como
eliciadores dos mecanismos de defesa da planta (PICCININ; DI PIERO e
PASCHOLATI, 2005; ZANARDO, PASCHOLATI e FIALHO, 2009). Uma das maneiras

de obter componentes elicitores de S. cerevisiae € mediante o filtrado ou a
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precipitagcdo etandlica de suspensdes celulares desta levedura (WULFF e
PASCHOLATI, 1998).

Diferentes pesquisas tém evidenciado o potencial de S. cerevisiae no controle
de diferentes doencgas de plantas. Por exemplo Piccinin, Di Piero e Pascholati (2005)
relataram que esta levedura foi eficiente no controle de Colletotichum graminicola em
sorgo. Por sua vez, Ferraz, Cassio e Lucas (2019) observaram que essa espécie de
levedura atuou contra Monilophthora perniciosa, agente causal da vassoura de bruxa
do cacaueiro. Ja Osman et al. (2020) relataram que ela apresenta um efeito supressor
contra o nematoide Meloidogyne javanica causador de galhas em amendoim. Essas
pesquisas atribuiram seus resultados a capacidade da levedura por sintetizar
compostos antibitticos, e a sua habilidade de competir contra patdégenos por espago

e nutrientes no filoplano de diferentes plantas.

3.6.3 Babosa (Aloe barbadensis Miller)

A babosa (A. barbadensis M.), pertencente a familia Aloaceae, € uma planta de
origem africana, considerada uma importante planta medicinal em muitos paises
aonde se utiliza principalmente suas fontes liquidas como o latex amarelo e o gel claro
proveniente das células parenquimaticas da folna (HASANUZZAMAN et al., 2008;
REYNOLDS, 2004; NI et al., 2004). As propriedades bioldgicas do gel da babosa séo
aproveitadas pela cosmetologia e a medicina, devido a sua capacidade curativa,
profilatica, efeito inibidor de inflamagdo e agdo contra alguns fungos e bactérias
(HAMMAN, 2008; RAMACHANDRA e SRINIVASA, 2008; RAEI et al., 2014).

Por outra parte, tem sido reportado que a babosa € uma planta rica em
compostos fendlicos, acidos organicos e inorganicos e polissacarideos que
apresentam efeitos contra fitopatégenos (REYNOLDS e DWECK, 1999). Entre os
polissacarideos encontrados na babosa, a acemanana € a principal substancia ativa
da planta, a qual se constitui de residuos de manose e glucose unidos por ligagdes [3-
(1>4) (FEMENIA et al., 1999).

Diferentes autores reportam o efeito da babosa contra diferentes patégenos. Por
exemplo, Rosca-Casian et al. (2007) reportam um efeito inibitério da babosa contra
Fusarium oxysporum, Penicillum gladioli, Botrytis gladiolorum e Heterosporium

pruneti. De Rodriguez et al. (2005) comprovaram que fragdes liquidas do gel de folhas



44

de babosas inibem o crescimento de Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum e
Colletotrichum coccodes em plantas de batata. Luiz et al. (2012) e Luiz; Rocha Neto
e Di Piero (2015), estudando o patossistema tomate (cv. Santa Cruz Kada) x
Xanthomonas gardneri, encontraram que uma suspensdo de 1,5 mg. mL"' de
polissacarideos extraidos de babosa n&do apresentou um efeito antimicrobiano direto
contra este patdogeno, mas reduziu a severidade da doenga bacteriana, aumentando

a atividade de peroxidases, polifenoloxidase e glucanases nas plantas tratadas.
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4 CAPITULO Ill: Mecanismos de resisténcia contra Xanthomonas

euvesicatoria pv. euvesicatoria em cultivares de pimentao

Resumo

Com as mudangas das condigdes ambientais, a producdo de alimentos esta se
tornando cada vez mais desafiadora. A obtencao de cultivares resistentes a diversos
estresses abidticos e/ou bidticos pode ser uma das solugdes. Neste estudo, analisou-
se a resisténcia de trés cultivares de pimentdo a Xanthomonas euvesicatoria pv.
euvesicatoria, agente causal da mancha bacteriana, quando cultivados em casa de
vegetacao, avaliando-se a severidade da doenga ao longo do tempo. Também se
investigou a participacdo de mecanismos bioquimicos e estruturais na defesa de
plantas de pimentdo contra este patdogeno bacteriano, a partir da determinacéo da
atividade de enzimas antioxidantes, da quantificacdo de componentes da via dos
fenilpropandides e da observagdo do numero de células com reagdo de
hipersensibilidade (RH) ou calose, como também se analisou o teor de clorofila a, b e
carotenoides. Para esclarecer quais mecanismos de resisténcia sdo acionados em
diferentes cultivares de pimentdo contra X. euvesicatoria pv. euvesicatoria, foram
utilizadas plantas das cultivares All Big, Yolo Wonder e Amarelo SF. Plantas das
distintas cultivares foram desafiadas com X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (isolado
112-P) (Asoo nm = 0,6) e 14 dias apds da inoculagédo (DAI), a cada 7 dias e por um
periodo de 28 dias, foi avaliada a severidade dos sintomas causados pela bactéria.
Em outras plantas das mesmas cultivares e inoculadas da mesma maneira, foi
analisada a atividade de enzimas de defesa guaiacol de peroxidase (POX), catalase
(CAT), polifenoloxidase (PFO), lipoxigenase (LPOX) e fenilalanina aménia-liase (FAL),
o conteudo de compostos fendlicos e flavonoides, o numero de estédmatos
apresentando reacado de hipersensibilidade (RH), o numero de células exibindo
acumulo de calose, e os teores de clorofila a, b e carotendides. Os resultados desta
pesquisa mostraram que a cultivar All Big apresentou maior suscetibilidade a doenca
e exibiu as maiores atividades das enzimas peroxidase (POX) e polifenoloxidase
(PFO) apés a inoculagao, quando comparada as cultivares Yolo Wonder e Amarelo
SF. Ja a atividade da enzima lipoxigenase (LPOX) foi superior nas plantas da cv.
Amarelo SF. Nao foram encontradas diferengcas significativas na atividade de
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fenilalanina amonia-liase (FAL), no acumulo de compostos fendlicos, nem de
flavonoides entre as cultivares. Foi observado que as plantas Amarelo SF
apresentaram maior numero de células com RH, enquanto All Big teve o maior
acumulo de calose. As analises fotossintéticas evidenciaram que as plantas All Big
apresentaram teores superiores de clorofila a e b em plantas inoculadas. Diante
desses resultados, discute-se a participacdo desses mecanismos no patossistema

envolvendo plantas de pimentao e a bactéria X. euvesicatoria pv. euvesicatoria.

Palavras-chave: mancha foliar, mecanismos de defesa, estresse oxidativo, reacao

de hipersensibilidade, fenilpropandides, pigmentos fotossintéticos.
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Abstract

With changing environmental conditions, food production is becoming more and
more challenging. Obtaining cultivars resistant to various abiotic and/or biotic stresses
may be one of the solutions. In this study, we evaluated the resistance of three sweet
pepper cultivars to Xanthomonas euvesicatoria pv. euvesicatoria, which is the causal
agent of bacterial leaf spot, when cultivated in a greenhouse, determining the severity
of the disease over time. The participation of biochemical and structural mechanisms
in the defense of sweet pepper plants against this pathogen was also investigated,
based on the determination of the activity of antioxidant enzymes, the quantification of
components of the phenylpropanoid pathway, and the observation of the number of
cells with hypersensitivity reaction (RH) or callose, as well as the content of chlorophyll
a, b and carotenoids. To clarify which resistance mechanisms are triggered in different
sweet pepper cultivars against X. euvesicatoria pv. euvesicatoria, plants of the
cultivars All Big, Yolo Wonder and Amarelo SF were used. Plants of different cultivars
were challenged with X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (112-P isolate) (A600 nm =
0.6) and 14 days after inoculation (DAI), every 7 days and for a period of 28 days, the
severity of the symptoms caused by the bacteria was evaluated. In other plants of the
same cultivars and inoculated in the same way, we analyzed the activity of guaiacol
peroxidase (POX), catalase (CAT), polyphenoloxidase (PFO), lipoxygenase (LPOX)
and phenylalanine ammonia lyase (FAL) defense enzymes, the content of phenolic
and flavonoid compounds, the number of stomata showing a hypersensitivity reaction
(HR), the number of cells showing callose accumulation, and the levels of chlorophyll
a, b and carotenoids. The cultivar All Big showed greater susceptibility to the disease
and exhibited the highest activities of the enzymes peroxidase (POX) and
polyphenoloxidase (PFO) after inoculation, when compared to the cultivars Yolo
Wonder and Amarelo SF. The activity of the enzyme lipoxygenase (LPOX) was higher
in plants of cv. Yellow SF. No significant differences were found in phenylalanine
ammonia-lyase (PAL) activity, in the accumulation of phenolic compounds or
flavonoids between cultivars. It was observed that the Yellow SF plants had the highest
number of cells with RH, while All Big had the highest accumulation of callose.
Photosynthetic analyzes showed that All Big plants had higher levels of chlorophyll a

and b than inoculated plants. From these results, we discuss the participation of these
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mechanisms in the pathosystem involving sweet pepper plants and the bacterium X.

euvesicatoria pv. euvesicatoria.

Keywords: leaf spot, defense mechanisms, oxidative stress, hypersensitivity

reaction, phenylpropanoids, photosynthetic pigments.
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4.1 Introdugao

Surtos de epidemias na agricultura tém evidenciado a importadncia do uso de
cultivares resistentes para combater diversos estresses bidticos ou abidticos
(MESAROS et al., 2023). Em culturas de importancia econdmica como o pimentéo, o
uso de cultivares resistentes € uma estratégia indispensavel no manejo de doencgas,
entre elas a mancha foliar causada por Xanthomonas euvesicatoria pv. euvesicatoria.

A bactéria X. euvesicatoria pv. euvesicatoria ataca a planta em qualquer fase de
seu desenvolvimento, provocando necrose folhar, abscisdo prematura de folhas e
como consequéncia detrimento da taxa fotossintética e da producéo (AGUIAR et al.,
2003; MORETTI et al.,, 2009; WORTHINGTON et al, 2012). A mancha foliar do
pimentédo € controlada com o uso de cultivares resistentes e com produtos agricolas
a base de cobre e antibidticos, produtos que além de aumentar os custos de produgao
€ serem nocivos ao meio ambiente e ao homem, também podem selecionar isolados
de bactérias com sensibilidade reduzida a estes compostos (OSDAGHI et al., 2016;
UTAMI, MEALE e YOUNG, 2022). No Brasil, ja foram relatadas ocorréncias de
Xanthomonas resistentes ao cobre por Maringoni e Kimati (1987); Aguiar et al. (2000)
e Ritchie et al. (2009).

Apesar da disponibilidade de cultivares de pimentdo resistentes a mancha
bacteriana causada por X. euvesicatoria pv. euvesicatoria, estes ndo apresentam
sucesso sem a implementacdo de medidas adicionais como controle quimico. A
resisténcia genética em plantas de pimentao a mancha bacteriana de X. euvesicatoria
pv. euvesicatoria esta associada a genes dominantes Bs, 0os quais ao reconhecerem
genes de aviruléncia avrBs do patdogeno, produzem na planta reagdo de
hipersensibilidade (RH), caracterizada pela morte celular no local de infecgdo, como
um mecanismo para impedir o avango do patdégeno as células adjacentes
(STASKAWICZ et al., 1995; POPQV et al., 2016; STALL et al., 2009; JONES et al.,
1998). A maioria de cultivares resistentes a mancha foliar apresentam o gene Bs2, o
qual reconhece o gene de aviruléncia avrBs2, presente na maioria de ragas desta
bactéria (WIERZBICKI, 2004).

A resisténcia de cultivares associada a RH nao é eficiente contra ragas que nao
apresentam genes de aviruléncia complementares, assim, outros genes de resisténcia

recessivos e que nao estéo ligados a RH tém sido identificados em pimentdo como
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bs5 e bs6 (DAMICONE et al.,, 2021; POTNIS et al., 2019; JONES et al., 2002).
Contudo, a resisténcia vertical baseada em um unico gene de resisténcia € a mais
utilizada na redugao desta doencga. Apesar disso, € com a resisténcia do tipo horizontal
governada por varios genes, que se consegue uma resisténcia mais eficiente e
duradoura (WIERZBICKI, 2004; POTNIS, et al 2019).

A RH em cultivares de pimentdo resistentes a mancha bacteriana é antecedida
pela explosao oxidativa devido a formacgao de espécies reativas de oxigénio (ERO)
como radical hidroxila (OH"), radical superdxido (O2°) e perdxido de hidrogénio (H202).
As EROs, além de produzirem RH macroscépica, também agem como moléculas
sinalizadoras que provocam micro-RH’s em tecidos distantes, acionando na planta a
resisténcia sistémica adquirida (SAR), a qual é mediada pelo acido salicilico
(RESENDE, SALGADO, CHAVES; 2003).

De modo geral, as EROs apresentam efeito toxico direto sobre patégenos fungicos
ou bacterianos, contudo, em altas concentragdes estas moléculas também sao tdéxicas
para a planta (RESENDE, SALGADO, CHAVES; 2003). As plantas para converter
EROs em espécies moleculares inofensivas, utilizam diferentes enzimas antioxidantes
como a enzima peroxidase (POX), catalase (CAT) e polifenoloxidase (PFO), as quais
evitam danos nas células das plantas mediante o sequestro e degradacao de radicais
livres (GUPTA, 2010).

Nas plantas, a enzima oxido-redutora POX atua como resposta de defesa ao
ataque de insetos ou patdégenos. Esta enzima € encarregada da suberizacdo e
lignificagdo das células vegetais, e de catalisar processos bioldégicos mediante a
degradagao do peréxido de hidrogénio das células vegetais para transforma-lo em
agua e oxigénio (CAMPOS et al., 2004; JUNG et al., 2004; CAVALCANTI et al., 2005).

Outra enzima relacionada com a defesa antioxidante de plantas é a enzima CAT.
A atividade de CAT encontra-se localizada de maneira exclusiva nos peroxissomos
da célula vegetal, e € encarregada de amenizar os efeitos danosos produto das
mudangas na homeostase de H202 mediante a dismutagao de H202 em H20 e O2
(AIRAKI et al., 2012; GIL e TUTEJA, 2010; GAYATRIDEV!I et al., 2012).

Por sua vez, a PFO é uma enzima envolvida no processo da senescéncia e nos
mecanismos de defesa das plantas e cujos niveis basais se encontram no interior das
células principalmente em plastidios e tilacoides (CONSTABEL et al., 1995; AGRIOS,
2005; OKOT-KOTBER et al., 2002). Quando um fitopatégeno provoca na planta
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ruptura celular, esta enzima ¢€ liberada dos tilacoides para oxidar compostos fendlicos
liberados dos vacuolos produzindo assim quinonas que apresentam atividade
antimicrobiana devido a sua reatividade contra fitopatogenos (LIU et al., 2005; TAIZ e
ZEIGER, 2009).

Além da POX, CAT e PFO que atuam na rota do acido salicilico (AS), outra enzima
como a lipoxigenase (LPOX), a qual age na rota do acido jasmdnico (AJ), apresenta
atividade relacionada com o crescimento, desenvolvimento e senescéncia vegetal,
como também esta envolvida nas respostas de defesa da planta. Produtos resultantes
da reacdo enzimatica da LPOX com acidos graxos e hidroperoxidos sdo compostos
que apresentam tendéncia a formacédo de radicais livres, que podem danificar as
estruturas de membranas, ou reagir com proteinas e aminoacidos do patégeno
(SANZ, PEREZ, OLIAS, 1992).

Envolvida no metabolismo dos fenilpropandides, a fenilalanina aménia-liase (FAL)
€ uma enzima cuja atividade também aumenta como resposta a diferentes fatores
abiodticos, ou bidticos como infegdes por fungos ou bactérias. A FAL é encarregada
pela desaminagdo da L-fenilalanina, transformando-a em amoénia e acido
transcinamico, este ultimo relacionado a formacao de compostos de defesa da planta
como flavonoides e fendlicos (VANCE; KIRK; SHERWOOD, 1980).

Os fendlicos estao envolvidos na sintese de pigmentos e produtos do metabolismo
secundario, derivado de reacdes de defesa da planta, que resultam na sintese de
compostos que impedem a oxidacao de lipidios (BRANDWILLIAMS CUVELIER;
BERSET, 1995). Entre os compostos fendlicos destacam-se os flavonoides, os quais
estao relacionados com a remoc¢ao de EROs e a conservagao do estado redox nas
células da planta, como também estao relacionados ao transporte da auxina (JOO,
BAE e LEE, 2001).

Diante do exposto, o objetivo desta pesquisa foi avaliar diferentes cultivares de
pimentdo quanto a resisténcia a X. euvesicatoria pv. euvesicatoria, e elucidar os
possiveis mecanismos envolvidos na defesa contra a mancha bacteriana, com

destaque para componentes do sistema antioxidante e da via dos fenilpropandides.
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4.2 Material e métodos

4.21 Semeadura do pimentao

Em casa de vegetagdo, sementes das cultivares de pimentao All Big (Feltrin®),
Yolo Wonder (Feltrin®) e Amarelo SF (Feltrin®) adquiridas em lojas agropecuarias da
regiao de Florianopolis, foram semeadas em bandejas com células preenchidas com
substrato comercial Caroline®. Trés semanas apdés a semeadura, foram
transplantadas duas plantulas por vaso de 3 litros contendo solo vermelho com turfa
numa propor¢ao 3:1. As plantas foram adubadas duas vezes durante cada

experimento com N-P-K (10-10-10) 10 gL-1, colocando 10 mL por vaso.

4.2.2 Preparo e calibragao do indéculo bacteriano

O isolado 112-P de Xanthomonas euvesicatoria pv. euvesicatoria foi fornecido pela
Embrapa Hortalicas e conservado em tampao fosfato 60 mM pH 7,0. Para a obtencéao
de indculo, o isolado foi repicado em placas de petri contendo meio Nutriente Agar (28
g.L-1) e incubado a 25 °C por 48 horas. Posteriormente, foi preparada uma suspensao
bacteriana cuja absorbancia foi ajustada em espectrofotometro (Molecular Devices
Beckman Paradigm Multi-Mode Microplate Reader) para 0,6 unidades a 600 nm (Asoo
nm = 0,6), que equivale aproximadamente a 1 x 108 unidades formadoras de colonias
(UFC) mL-.

4.2.3 Severidade de X. euvesicatoria pv. euvesicatoria em diferentes cultivares

de pimentao

Neste experimento foram utilizadas plantas de pimentéo das cultivares All Big, Yolo
Wonder e Amarelo SF contendo sete folhas. As plantas foram inoculadas com X.
euvesicatoria pv. euvesicatoria (Asoo nm = 0,6), na superficie adaxial e abaxial das
folhas, utlizando-se um pulverizador elétrico (Vonder PEV400 400W®).
Posteriormente, as plantas foram mantidas em camara umida por 48 horas para
promover a abertura dos estdmatos e garantir a infec¢gdo. Decorridos 14 dias da
inoculagado, a cada 7 dias e por um periodo de 28 dias foi avaliada visualmente a
severidade dos sintomas causados pela bactéria.
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4.2.4 Atividade de enzimas antioxidantes e de defesa

Para analisar a atividade de enzimas das plantas de pimentdo cv All Big, Yolo
Wonder e Amarelo SF inoculadas com X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (0,6 U.A. a
600 nm), foram coletadas a terceira e quarta folhas (de baixo para acima) nos tempos
0, 24, 72 e 96 horas apos a inoculagao (HAI). As folhas foram dispostas em envelope
de papel aluminio, congeladas em nitrogénio liquido e posteriormente armazenadas
no ultra freezer a -80 °C até o momento do processamento.

Para a extrac&do de enzimas relacionadas com o estresse oxidativo, isto €, guaiacol
de peroxidase (POX), catalase (CAT), polifenoloxidase (PFO) e lipoxigenase, 250 mg
de folhas foram maceradas sob nitrogénio liquido. Ao p6 resultante foram adicionados
5 mL de tampéo fosfato de potassio 50 mM, pH 5,2, contendo acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) 1 mM. A suspensao foi colocada em microtubos e centrifugadas
a 14000 g a 4°C, por 30 minutos. O sobrenadante obtido foi transferido para outros
microtubos e considerado como o extrato protéico para as analises enzimaticas. Ja
para avaliar a atividade da enzima de defesa fenilalanina aménia-liase (FAL), as
amostras vegetais foram coletadas e processadas da mesma maneira, mas utilizando
tetraborato de potassio 50 mM, pH 8,8 como tampao de extracdo. Estas analises
foram realizadas em duplicata com 4 repeti¢cdes por cultivar e a unidade experimental

esteve representada por um vaso contendo duas plantas.

4.2.4.1 Atividade de peroxidase de guaiacol — POX

A atividade de POX foi determinada pela medida da conversdo do guaiacol em
tetraguaiacol através do método espectrofotométrico direto (HAMMERSCHMIDT et
al., 1982). A reacao enzimatica foi conduzida a 30 °C e a mistura da reagéo consistiu
de 35 pL de extrato enzimatico adicionados em 135 L de tampao fosfato de potassio
50 mM, pH 5,2, contendo perdxido de hidrogénio (1%), e guaiacol (2%). A mudanga
da absorbancia a 420 nm da reacgao foi medida a cada 30 segundos durante 3 min em
leitor de microplacas (SpectraMax Paradigm Multi-Mode Microplate Reader). A
atividade de POX foi expressa em U de POX.min"'.mg de proteina’, onde 1 unidade
de POX foi considerada a quantidade de enzima necessaria para aumentar 0,01

unidades de absorbancia.
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4.2.4.2 Atividade de catalase — CAT

A atividade de CAT foi determinada segundo a metodologia de Peixoto et al.
(1999), com adaptagdes. Para isto, 35 yL de extrato enzimatico foram adicionados a
135 pL de tampéao fosfato de potassio 50 mM, pH 5,2, contendo perdxido de hidrogénio
50 mM. Em leitor de microplacas (SpectraMax Paradigm Multi-Mode Microplate
Reader), a 30 °C e a cada 30 segundos e por 3 minutos foi medida a variagao da
absorcado do peréxido de hidrogénio a 240 nm. A atividade especifica de CAT foi
expressa em U de CAT.min"".mg de proteina!, sendo 1 unidade de CAT considerada

a quantidade de enzima necessaria para reduzir 0,01 unidades de absorbancia.

4.2.4.3 Atividade de polifenoloxidase — PFO

A atividade de PFO foi determinada mediante a quantificagdo da oxidacao de
catecol segundo a metodologia de Duangmal e Apenten (1999) com adaptagdes. O
substrato da reagao consistiu de tampao fosfato 50 mM, pH 5,2, contendo catecol 20
mM. A reacéo foi conduzida a 30°C, adicionando-se 35 uL de extrato enzimatico em
135 pL de substrato de reacgao, as leituras foram realizadas a cada 30 segundos por
3 minutos a 420 nm em leitor de microplacas (SpectraMax Paradigm Multi-Mode
Microplate Reader). A atividade especifica de PFO foi expressa em U de PFO.min"
'.mg de proteina-!, sendo 1 unidade de PFO considerada a quantidade de enzima

necessaria para reduzir 0,01 unidades de absorbancia.

4.2.4.4 Atividade de fenilalanina amonia-liase — FAL

A atividade de FAL foi determinada segundo a metodologia de Falcén (2008); com
adaptacoes. O substrato da reagao consistiu de tampao tetraborato de potassio 50
mM, pH 8,8, contendo L-fenil-alanina 50Mm. A reacéo iniciou pela incubagao a 40 °C
por uma hora de 50 uL de extrato enzimatico em 450 uL do substrato da reagdo. Apos
a incubagado, as amostras foram submetidas a banho de gelo para interromper a
reacao e posteriormente foram adicionados 200 yL de HCL 5N e 300 yL de agua
destilada. Para o branco foi adicionado tampao tetraborato de potassio 50 mM, pH 8,8

em vez de extrato enzimatico. Finalmente foi realizada a leitura a 290 nm em leitor de



70

microplacas (SpectraMax Paradigm Multi-Mode Microplate Reader) e os resultados

foram expressos em mg de acido transcinamico .mg de proteina.

4.2.4.5 Atividade de lipoxigenase — LPOX

Para determinar a atividade de LPOX nos extratos enzimaticos foi utilizada a
metodologia de (AXELROD et al., 1981) com adaptagbes. Como substrato para a
reacgao foi utilizado acido linoleico 80 umol. L' clareado com gotas de hidroxido de
sodio 0,5 N até ficar transparente. Apds o clareamento a solugéo foi armazenada em
tubos Falcom envolvidos em papel aluminio. Para as analises de atividade de
lipoxigenase foram utilizados 20 uL do extrato enzimatico e 100 pL de solugédo-estoque
de linoleato de sddio. A velocidade da reagéao foi determinada de 30 em 30 segundos,

a 234 nm, por um periodo de 180 segundos.

4.2.4.6 Proteinas totais

A quantificagdo de proteinas totais foi determinada pelo método de Bradford
(1976). Para isto, a 90 yL de extrato enzimatico foram adicionados 60 pL do reagente
Bradford e incubados por 15 minutos no escuro. Apds a incubacéao foi realizada a
leitura a 595 nm em leitor de microplacas (SpectraMax Paradigm Multi-Mode
Microplate Reader). Como branco foi utilizado agua destilada mais Bradford. A
concentracao de proteinas totais foi calculada mediante a curva padrao de albumina
de soro bovino y = 0,0037x + 0,2363.

4.2.4.7 Compostos fendlicos e flavonoéides

As analises de compostos fendlicos e flavonoides foram realizadas segundo a
metodologia de Mccue et al. (2000) com adaptagdes. Foram macerados em nitrogénio
liquido 150 mg de tecido foliar, com posterior adicdo de 3 mL de metanol acidificado
a 80% (pH 2,0). O macerado foi incubado por uma hora no escuro e centrifugado por
5 min a 3500 g.

Para a quantificacdo de compostos fendlicos, 0,5 mL do sobrenadante do extrato
centrifugado foram adicionados em 0,5 mL de metanol 95% (v/v), sob agitacdo em
vortex. A mistura foram adicionados 1 mL de etanol 95%, 1 mL de agua destilada
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estéril e 0,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteu. Apos 5 min, foram adicionados 0,5
mL de Na2COs (5% p/v). Esta mistura foi incubada por 1h no escuro e a temperatura
ambiente, e posteriormente medida a absorbancia a 725 nm. Os valores foram
interpolados em uma curva padrao de acido galico (0—400 pg/mL) e os resultados
foram expressos em mg de equivalentes de acido galico por g de massa fresca (mg
EAG/g MF).

Ja para a quantificagdo de flavonoides, a 0,5 ml do extrato centrifugado foram
adicionados 2,5 ml de etanol 99 % e 0,5 ml de solugao etandlica de cloreto de aluminio
a 2 %. Esta mistura foi agitada em vortex e incubada no escuro e a temperatura
ambiente por 1 hora. Finalmente foi medida a absorbéncia a 420 nm. O teor de
flavonoides foi expresso em mg de equivalentes de quercetina por g de massa fresca

(Mg EQ g' MF), utilizando-se uma curva-padrao.

4.2.5 Reacgao de hipersensibilidade

Devido a que maioria de cultivares resistentes a mancha bacteriana apresentam
RH como mecanismos de resisténcia, foi avaliada a reagao de hipersensibilidade
segundo a metodologia de ThordalL-Christensen et al. (1997) com modificagdes.
Discos foliares (@ = 5,0 mm) da terceira e quarta folha de baixo para cima foram
retirados 24 horas apés a inoculagao (HAI). Os discos foram incubados em placas de
Petri (¢ = 5,0 cm) contendo 5 ml de solugéo de 3,3 - diaminobenzidia a 1mg.ml-' (DAB),
por um periodo de 8 h. Posteriormente, os discos foram submetidos a clareamento
em etanol 96 % “fervente” por 30 min e transferidos para uma solugao de conservagao
(acido latico: glicerol: agua, 1:1:1, v/v/v). Apds estes procedimentos, os discos foram
montados em Iaminas de vidro e se avaliou em microscopio 6ptico a 400x o numero
de células apresentando reagéo de hipersensibilidade (cor marrom-avermelhada) em
toda a superficie dos discos foliares. Foram utilizadas 4 repeticdes por cultivar, cada
repeticdo consistiu de uma lamina de microscopia com 3 discos foliares e a unidade

experimental consistiu em um vaso com duas plantas de pimentio.
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4.2.6 Acumulo de calose

O acumulo de calose em folhas de pimentéao foi realizado seguindo a metodologia
de Ton e Mauch-mani (2004) com adaptagdes. Discos foliares (@ = 5,0 mm) da terceira
e quarta folha de baixo para cima, foram retirados 24 horas apds a inoculagdo das
plantas. Os discos foram imersos em placas de Petri (@ = 5,0 cm) contendo 2,0 mL de
etanol 95% por 6 h, sob leve agitagdo e a temperatura ambiente. Posteriormente foram
realizadas etapas de reidratacdo dos discos foliares com solugdes menos
concentradas de etanol (70%, 30% e agua destilada). Posteriormente em outras
placas de petri foram adicionados os discos foliares em uma solugdo de azul de
anilina, cobertas com papel aluminio e deixadas sob agitagao leve por 2h. Os discos
foliares foram montados com glicerol 50% em laminas e se analisou o acumulo de
calose mediante microscopia de fluorescéncia. Foram utilizadas 4 repeticbes por
cultivar, cada repetigao consistiu de uma lamina de microscopia com 3 discos foliares

e a unidade experimental consistiu em um vaso com duas plantas de pimentao.

4.2.7 Teor de clorofila a, b e carotenoides de plantas de pimentao All Big, Yolo

Wonder, Amarelo SF e inoculadas com X. euvesicatoria pv. euvesicatoria

Para a quantificacdo dos teores de clorofila a, b e carotenoides de plantas de
pimentdo All Big, Yolo Wonder e Amarelo SF, foi utilizada a metodologia de Arnon
(1949) com adaptagbes. Para isto, discos foliares de 5 mm foram retirados 24 e 96
horas apds a inoculagcao (HAI). As amostras de tecido vegetal foram pesadas e
acondicionadas em frascos de vidro ambar contendo 5 mL de acetona 80%, durante
7 dias no escuro a 25°C. Ao fim deste periodo, realizou-se leitura em leitor de
microplacas (SpectraMax Paradigm Multi-Mode Microplate Reader) a 663, 645 e 480
nm para clorofila a, b e carotenoides respectivamente. A determinacdo do teor de
clorofila a foi calculada pela formula (0,0127*A663) -(0,00269*A645) e de clorofila b
pela férmula (0,0229*A645) - (0,00468*A663). Ja o teor de carotenoides foi
determinado pela férmula [(1000*A480) - ((2,14*clorofila a) — (70,16*clorofila b)]/220.
Os valores foram expressos em mg. g-' tecido fresco. Foram realizadas 4 repeticdes

e a unidade experimental esteve representada por um vaso com duas plantas.
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4.2.8 Delineamento experimental e analise de dados

Todos os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo em um
delineamento inteiramente casualizado. A unidade experimental esteve representada
por um vaso contendo duas plantas de pimentdo. As analises de severidade da
doencga foram realizadas utilizando 6 repeticbes por tratamento. Ja as analises de
atividade enzimatica, analises microscopicas e de pigmentos fotossintéticos foram
realizadas com 4 repeticdes por tratamento. Os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancia pelo teste F, e quando significativo, as médias dos tratamentos
foram analisadas pelo teste Tukey (p < 0.05). O pressuposto da homogeneidade das
variancias foi realizado pelo teste Levene. Para todas as analises estatisticas foi

utilizado o programa de analise estatistica SISVAR 5.6.

4.3 Resultados

4.3.1 Analise da severidade de X. euvesicatoria pv. euvesicatoria em

diferentes cultivares de pimentao

Na primeira avaliagdo, 14 dias apos a inoculacdo das plantas (14 DAI), a
severidade da mancha bacteriana foi similar entre All Big e Amarelo SF, mas superior
a de Yolo Wonder. Nas avaliagdes seguintes, realizadas aos 21 e 28 DAI, a severidade
da All Big aumentou consideravelmente em relacdo a das outras duas cultivares,

ficando em média 3 vezes maior (Figura 1).
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Figura 1. Severidade de Xanthomonas euvesicatoria pv. euvesicatoria em plantas de
pimentao Amarelo SF, All Big e Yolo Wonder, aos 14, 21 e 28 dias apo6s a inoculagéo (DAI) com X.
euvesicatoria pv. euvesicatoria (Asoo nm = 0,6). Médias seguidas pela mesma letra, dentro do mesmo
tempo de avaliagdo, nao diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5%. Os dados aos
28 DAI foram transformados mediante a raiz quadrada.

4.3.2 Atividade de enzimas antioxidantes e de defesa

A atividade das enzimas peroxidase (POX) e polifenoloxidase (PFO) foram
superiores nas plantas All Big em resposta a inoculagdo, em todos os tempos
avaliados, quando comparadas com as atividades observadas nas plantas Amarelo
SF e Yolo Wonder, embora diferenca significativa para POX s6 tenha sido encontrada
48 horas apés a inoculagéao (HAI), enquanto que para PFO esse fato ocorreu tanto a
48 como a 96 HAI. Nao houve diferencgas significativas na atividade de POX e de PFO
entre as cultivares Amarelo SF e Yolo Wonder (Figuras 2 e 3).
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Figura 2. Atividade de peroxidase (POX) em plantas de pimentdo Amarelo SF, All Big e Yolo
Wonder inoculadas com X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (Asoo nm = 0,6). As avaliagbes foram
realizadas antes da inoculagéo (OHrs), 24, 48 e 96 horas ap6s a inoculagao (HAI). Médias com

diferentes letras diferem significativamente entre si dentro do mesmo tempo de avaliagéo pelo teste
Tukey a 5% de significancia. NS: nao significativo.

~ 1 b
2 —é 0.9
S E 08
» Q
% E‘_ 0.7 b ab
S8 06 T
= 205
25

- a
g g NS = 2
w £ 03 b T
:S T !
s E 02 ab :
Z 5 01 a
< ; 0

~ OHrs 24 HAI 48 HAI 96 HAI

Horas Apos a Inoculaciao (HAI)
Amarelo ASF All Big Yolowonder

Figura 3. Atividade de polifenoloxidase (PFO) em plantas de pimentdo Amarelo SF, All Big e
Yolo Wonder inoculadas com X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (Asoonm = 0,6). As avaliagbes foram
realizadas antes da inoculacdo (OHrs), 24, 48 e 96 horas ap6s a inoculacao (HAI). Médias com
diferentes letras diferem significativamente entre si dentro do mesmo tempo de avaliagéo pelo teste
Tukey a 5% de significancia. NS: nao significativo.
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Em relagdo a catalase (CAT), foi observado que as plantas Yolo Wonder
apresentaram uma atividade enzimatica significativamente superior a das plantas
Amarelo SF no ultimo tempo avaliado (96 HAI). Nos demais tempos, ndo houve
diferengas entre as trés cultivares (Figura 4). Por outro lado, as plantas da cultivar
Amarelo SF apresentaram maior atividade da enzima lipoxigenase (LPOX)
estatisticamente superior a atividade em All Big momentos antes da inoculagdo das
plantas (Hrs) e 96 HAI, nesse ultimo tempo diferindo da atividade em Yolo Wonder
(Figura 5).
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Figura 4. Atividade de catalase (CAT) em plantas de pimentdo Amarelo SF, All Big e Yolo
Wonder inoculadas com X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (Asoo nm = 0,6). As avaliagdes foram
realizadas antes da inoculacdo (OHrs), 24, 48 e 96 horas ap6s a inoculacao (HAI). Médias com
diferentes letras diferem significativamente entre si dentro do mesmo tempo de avaliagéo pelo teste
Tukey a 5% de significAncia. NS: n&o significativo. Os dados aos 28 DAI foram transformados
mediante a raiz quadrada.
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Figura 5. Atividade de lipoxigenase (LPOX) em plantas de pimentao Amarelo SF, All Big e
Yolo Wonder inoculadas com X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (Asoo nm = 0,6). As avaliagdes foram
realizadas antes da inoculagéo (OHrs), 24, 48 e 96 horas apos a inoculagéo (HAI). Médias com
diferentes letras diferem significativamente entre si dentro do mesmo tempo de avaliagéo pelo teste
Tukey a 5% de significancia. NS: nao significativo.

4.3.3 Analises de componentes da via dos fenilpropandides

Quanto a atividade da enzima fenilalanina aménia-liase (FAL) (Figura 6), teor de
compostos fendlicos (Figura 7) e de flavonoides (Figura 8), nao foram observadas

diferencas significativas entre as cultivares para qualquer um dos tempos avaliados.
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Figura 6. Atividade de fenilalanina amdnia-liase (FAL) em plantas de pimentdo Amarelo SF,
All Big e Yolo Wonder inoculadas com X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (Asoo nm = 0,6). As avaliagdes
foram realizadas antes da inoculagéo (OHrs), 24, 48 e 96 horas apos a inoculagéo (HAI). NS: ndo
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Figura 7. Teor de compostos fendlicos em plantas de pimentdo Amarelo SF, All Big e Yolo
Wonder inoculadas com X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (Asoo nm = 0,6). As avaliagdes foram
realizadas 24, 48 e 96 horas apds a inoculagao (HAI). NS: nao significativo pelo teste de Tukey a 5%.
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Figura 8. Teor de flavonoides em plantas de pimentao Amarelo SF, All Big e Yolo Wonder
inoculadas com X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (Asoo nm = 0,6). As avaliagbes foram realizadas 24,
48 e 96 horas ap6s a inoculagao (HAI). NS: n&o significativo pelo teste de Tukey a 5%.

4.3.4 Analises microscépicas

Quando se analisou mediante microscopia o numero de células com reagao de
hipersensibilidade (RH) em resposta a inoculagdo de X. euvesicatoria pv.
euvesicatoria, foi observado que a cultivar Amarelo SF apresentou um numero
superior de células com RH quando comparado com as plantas Yolo Wonder, sem
diferir de All Big (Figura 9). Ja o acumulo de calose observado mediante microscopia
de fluorescéncia 24 HAI nas folhas dos diferentes cultivares foi superior nas plantas
All Big, quando comparado com as plantas Amarelo SF e Yolo Wonder que nao diferiu

significativamente entre si (Figura 10).
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Figura 9. Numero de células com reagéo de hipersensibilidade (RH) em plantas de pimentao
Amarelo SF, All Big e Yolo Wonder inoculadas com X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (Asoo nm = 0,6).
A avaliagao foi realizada 24 horas ap6s a inoculacdo (HAI). Médias com diferentes letras diferem
significativamente entre si pelo teste Tukey a 5% de significancia.
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Figura 10. Numero de células com acumulo de calose em plantas de pimentdo Amarelo SF,
All Big e Yolo Wonder inoculadas com X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (Asoo nm = 0,6). A avaliagao
foi realizada 24 horas apo6s a inoculagao (HAI). Médias com diferentes letras diferem
significativamente entre si pelo teste Tukey a 5% de significancia.
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4.3.5 Pigmentos fotossintéticos

Quando foram analisados os pigmentos fotossintéticos, os teores de clorofila a e b
nao foram diferentes entre as cultivares 24 horas apés a inoculagdo (HAI), mas as
plantas da cultivar All Big apresentaram um teor superior de clorofila a quando
comparado com o das plantas Amarelo SF e Yolo Wonder (Figura 11), e um teor
superior de clorofila b em relagdo a Yolo Wonder (Figura 12) no tempo 96 HAI. Por
outro lado, ndo foram observadas diferengas significativas no teor de carotenoides

nas plantas das diferentes cultivares para qualquer das avaliagdes (Figura 13).
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Figura 11. Conteudo de clorofila a em plantas de pimentdo Amarelo SF, All Big e Yolo
Wonder inoculadas com X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (Asoo nm = 0,6). As avaliagbes foram
realizadas 24 e 96 horas ap6s a inoculagao. Médias com diferentes letras diferem significativamente
entre si dentro do mesmo tempo de avaliagédo pelo teste Tukey a 5% de significancia. NS: ndo
significativo.
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Teor de Clorofila b (mg.g™)

Amarelo ASF All Big Yolowonder

024 HAI 096 HAI

Figura 12. Conteudo de clorofila b em plantas de pimentdo Amarelo SF, All Big e Yolo
Wonder inoculadas com X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (Asoo nm = 0,6). As avaliagbes foram
realizadas 24 e 96 horas apds a inoculagao. Médias com diferentes letras diferem significativamente
entre si dentro do mesmo tempo de avaliagéo pelo teste Tukey a 5% de significancia. NS: nao
significativo.
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Figura 13. Conteudo de carotenoides em plantas de pimentdo Amarelo SF, All Big e Yolo
Wonder inoculadas com X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (Asoo nm = 0,6). As avaliagdes foram
realizadas 24 e 96 horas apds a inoculagdo. Médias com diferentes letras diferem significativamente
entre si dentro do mesmo tempo de avaliacado pelo teste Tukey a 5% de significancia. NS: ndo
significativo.
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4.4 Discussao

Na agricultura, a resisténcia genética de plantas tem sido o principal método de
controle para reduzir danos causados por patdgenos. A selegéo de isolados capazes
de quebrar a resisténcia de plantas € uma problematica em culturas de importancia
econdmica como o pimentao.

Uma das doencgas de grande relevancia na cultura de pimentdo € a mancha
bacteriana de Xanthomonas euvesicatoria pv. euvesicatoria, controlada
principalmente com o uso de cultivares resistentes e de produtos a base de cobre, os
quais além de gerar um impacto negativo ao meio ambiente, tornaram-se ineficazes
para reduzir os sintomas da doencga, devido a selegao de isolados resistentes a estes
produtos (OSDAGHI et al., 2016; UTAMI, MEALE e YOUNG, 2022).

Devido a disponibilidade de diferentes cultivares de pimentdo no mercado, surge
a necessidade de estudar a resisténcia a mancha bacteriana, e elucidar os
mecanismos de resisténcia associados, na tentativa de trazer contribuicbes aos
programas de melhoramento genético. No atual estudo, incialmente quando as
cultivares de pimentao Yolo Wonder, All Big e Amarelo SF foram inoculados com X.
euvesicatoria pv. euvesicatoria, foi observado que os cultivares Yolo Wonder e
Amarelo SF apresentaram severidade da doenca significativamente inferior as plantas
da cultivar All Big (Figura 1).

A menor severidade de bacteriose nas plantas da cultivar Amarelo SF pode ter
ocorrido em func¢do da ativacdo da enzima lipoxigenase (LPOX) (Figura 5), a qual
possivelmente auxiliou na sintese de radicais livres na planta, que poderiam ter
danificado membranas e proteinas do patégeno bacteriano e isto se viu refletido na
menor intensidade da doencga neste cultivar. A LPOX além de estar relacionada com
a sintese de compostos com atividade antimicrobiana, também esta relacionada com
a sinalizagéo e ativagéo de mecanismos de defesa como a RH (MUNHOS et al. 2015).

Estima-se que a atividade de LPOX na cv. Amarelo SF contribuiu na redugao da
doencga, ja que ela catalisa a conversao de acidos graxos como o acido linoleico para
converté-lo em hidroperdxidos e oxilipinas, que sdo compostos com caracteristicas
antimicrobianas, que também se encontram envolvidos na ativacdo sistémica de
mecanismos de defesa da planta (DEBOEVER et al., 2020). Resultados similares

foram encontrados por Hwang (2010) e Bounario & Servili (1999) que observaram que
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plantas de pimentdo inoculadas com Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
apresentaram um aumento significativo na atividade de lipoxigenase nas primeiras
horas apds a inoculagéo, e relacionaram este acréscimo com o aumento significativo
de células apresentando reacdo de hipersensibilidade, a qual acontece como
resultado da perda de agua e peroxidagao lipidica destas células.

Sanier et al. (2012) observaram que plantas de algoddo inoculadas com
Xanthomonas campestris apresentaram nas primeiras horas apds a inoculagao,
expressao significativa do gene GhLOX2 que codifica lipoxigenase, e relacionaram a
reacao de hipersensibilidade das células das plantas com a expressédo desse gene.
Também Champion et al. (2009) observaram que plantas de algodao resistentes ao
crestamento bacteriano causado por Xanthomonas campestris pv. malvacearum,
além de apresentar necrosamento do tecido (reagcao de hipersensibilidade) como um
mecanismo para imobilizar o patdogeno, também apresentam acumulo de SA e
expressao de genes responsaveis pela sintese de etileno e de acido jasménico. Por
outro lado, Munhoz et al. (2015) encontraram que durante as primeiras 8 horas na
interagdo maracuja x Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae, o gene de LOX2
relacionado a sintese de lipoxigenase € fortemente reprimido possivelmente devido a
uma falha no reconhecimento do patégeno por parte da planta, contudo apds este
periodo € observada uma expressao significativa deste gene.

Além de apresentar a maior atividade de LPOX, a cultivar Amarelo SF também foi
a que exibiu maior numero de células com RH apos a inoculagao. Acredita-se que o
maior numero de células com RH em Amarelo SF limitou o avanco da bactéria nos
tecidos das folhas. Diante isso, se presume que RH e a ativagdo de LPOX restringiram
a acao da fitobactéria, resultando em menor severidade na cultivar em questao.

O maior numero de células com RH em Amarelo SF possivelmente deve-se a que
esta cultivar apresenta genes de resisténcia que reconhecem genes de aviruléncia do
isolado de X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (112P) utilizado nesta pesquisa.
Contudo, outros estudos de expressao genica e interacbes moleculares devem ser
realizados para determinar quais genes de aviruléncia e que moléculas da bactéria
sao reconhecidos por genes das plantas.

No presente estudo & provavel que em todas as cultivares tenha ocorrida a
ativacado de algum mecanismo de resisténcia apds o reconhecimento pela planta de
algum padrdo molecular associado a bactéria como lipopolisacarideos (LPS),
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peptidoglicanos, flagelina ou fator de elongacao Tu (EF-Tu), resultando na sintese de
H202 no interior das células. Acredita-se que as plantas do cultivar Yolo Wonder
conseguiram amenizar de maneira significativa os danos provocados por esta espécie
reativa de oxigénio mediante um aumento significativo da enzima CAT (Figura 4),
prevenindo assim a morte celular, e isto se viu refletido na reducido da severidade da
doenca.

Ja as atividades das enzimas POX e PFO foram significativamente superiores na
cultivar All Big em todas as avaliagdes, com significancia estatistica em alguns tempos
(Figura 2 e 3) quando comparadas com as atividades observadas nas plantas das
cultivares Yolo Wonder e Amarelo SF. Entre suas fungdes, a enzima POX esta
relacionada com o fortalecimento das paredes celulares, ja que se encontra envolvida
na suberizacao e lignificacdo de células vegetais (BARROS et al., 2010). Contudo,
plantas All Big mostraram 3 vezes mais doenca que as outras cultivares. As maiores
atividades de POX e PFO, especialmente nos tempos mais tardios, podem ter ocorrido
na tentativa da planta eliminar os maiores niveis de espécies reativas em oxigénio
acumulados em consequéncia do maior avango da doenga na cultivar All Big, nao
havendo indicios da participacdo dessas enzimas na resisténcia de pimentao a
Xanthomonas.

Uma das hipéteses da alta severidade em All Big possa estar relacionada com um
reconhecimento defeituoso ou tardio do patégeno por parte da planta, que impediu
nesta a sinteses de AJ, um fitohorménio que esta relacionado com a producao de
moléculas sinalizadoras, antimicrobianas e a producado de RH. Estima-se que em All
Big a sintese de AJ foi afetada, ja que nestas plantas a atividade LPOX foi menor
(Figura 5) e esta enzima se encontra envolvida diretamente com a sintese deste
fitohormbnio. Poderia se considerar que os genes implicados na sintese de AJ
possivelmente foram silenciados por moléculas efetoras do tipo T3S presentes nesta
bactéria (POPOV et al.,, 2016), ou que estas moléculas sabotaram os receptores
celulares evitando seu reconhecimento, para posteriormente interferir nos processos
celulares da planta afetando as vias de sinalizagéo relacionadas a sintese de AJ, e
isto se viu refletido na alta severidade nesta cultivar. Contudo, para comprovar isto,
outros experimentos mais refinados devem ser conduzidos onde se avalie a sintese

de AJ e a atividade de outras enzimas relacionadas a sintese desse acido.
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Sobre a maior severidade em All Big, também se presume que possa estar
relacionada com um aumento excessivo de ROS. Apesar que em All Big foi observada
uma atividade de POX e PFO superior (Figura 2 e 3), a atividade de ambas as enzimas
possivelmente nao foi eficiente para remover as ROS a um nivel que nao provocasse
danos as células das plantas. Embora a atividade de POX e PFO nas plantas de All
Big, cultivar mais suscetivel, foi significativamente superior, é importante destacar que
a ativagdo destas enzimas pode acontecer também em cultivares resistentes e
suscetiveis, como foi evidenciado por Bashan, Okon e Henis (1987) que encontraram
atividade destas enzimas em plantas de tomate resistentes e suscetiveis inoculadas
com Pseudomonas syringae pv. tomate.

Quando analisado o acumulo de calose nos trés cultivares, foi observado que as
plantas All Big, cultivar de maior suscetibilidade, apresentaram maior acumulo deste
composto (Figura 10), sugerindo-se que esse mecanismo nao esteve relacionado com
a reducgao da severidade da mancha bacteriana em pimentdo. De modo contrario,
autores como Mustafa et al. (2022) observaram que Xanthomonas campestris pv.
musacearum, uma bactéria que ataca o xilema das plantas de banana, induz ao
acumulo de calose e producdo de H202 em pseudocaules e cormos de plantas de
bananas resistentes. De modo similar, Llorens et al (2015), avaliando acido hexandico
na inducao de resisténcia em laranja contra o cancro dos citricos (Xanthomonas citri
subsp. citri), mostraram que este produto reduziu os sintomas da doenga induzindo o
acumulo de calose nas paredes celulares da planta.

Com relagéo a atividade da enzima FAL, e o acumulo de compostos fendlicos e
flavonoides (Figura 6, 7 e 8), ndo foi encontrada evidéncia alguma de sua participagéo
na redugao da severidade da doencga para nenhum dos cultivares. Nao obstante, o
aumento destes compostos também tem sido observado em diferentes plantas apos
infeccdo com diferentes patdgenos, ja que a sintese destes compostos se relaciona
com a sintese de compostos antimicrobianos como as fitoalexinas (MAZARO et al.,
2008).

A inoculagao de X. euvesicatoria pv. euvesicatoria reduziu o teor de clorofilaae b
nas plantas do cultivar Yolo Wonder (Figura 11e 12). Isto poderia estar relacionada a
um custo metabdlico que a planta investe para ativar algum mecanismo de defesa
apo6s o reconhecimento do patégeno como a enzima CAT, ou bem que a bactéria afeta
diretamente aos cloroplastos e, por conseguinte a sintese destes pimentos neste
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cultivar. Contudo, foi observado que o teor de carotenoides entre as cultivares ndo se

vé afetado pelo patégeno bacteriano.

4.5 Conclusoes

Desta pesquisa se conclui que mecanismos de defesa de plantas, como a ativagao
de lipoxigenase e a reagao de hipersensibilidade, est&do relacionados a resisténcia de

pimentao a Xanthomonas euvesicatoria pv. euvesicatoria
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5 CAPITULO lll: Saccharomyces cerevisiae e acibenzolar-S-metil (ASM):
inducao de resisténcia em pimentao a Xanthomonas euvesicatoria pv.

euvesicatoria

Resumo

A mancha bacteriana de Xanthomonas euvesicatoria pv. euvesicatoria € uma
importante doenga na cultura do pimentao, a qual afeta a planta em qualquer fase de
seu desenvolvimento, comprometendo a produgdo. O controle desta bacteriose é
baseado na implementacdo de cultivares resistentes e no uso de agroquimicos,
atividades que ao longo do tempo intensificam a pressdo de selecdo de bactérias
resistentes aos produtos disponiveis no mercado, acarretando assim problemas
ambientais e a saude humana. Diante do anterior, o objetivo desta pesquisa foi avaliar
o efeito protetor e 0 modo de acédo de suspensdes celulares de Saccharomyces
cerevisiae na reducdo da severidade de manchas foliares causadas por X.
euvesicatoria pv. euvesicatoria. Neste sentido, plantas de pimentao das cultivares
Rubi Gigante e All Big foram pulverizadas com uma suspensao de S. cerevisiae (8 x
107 células mL-") e 3 dias apods desafiadas com X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (0,6
U.A. a 600 nm). Como controle negativo, as plantas foram pulverizadas com agua
destilada e como controle positivo foram pulverizadas com o indutor Bion (acibenzolar-
S-metil - ASM) a 50 ppm do ingrediente ativo. Foram avaliadas a severidade da
mancha bacteriana, as atividades de enzimas de defesa peroxidase (POX), catalase
(CAT), polifenoloxidase (PFO), e fenilalanina amdnia-liase (FAL) e do teor de clorofila
a, b e carotendides. Em plantas de pimentdo cultivar Rubi Gigante, a suspensao de
levedura reduziu significativamente a severidade da doenga em até 25%; ja o ASM a
reduziu em até 50% e aumentou significativamente as atividades de POX e PFO as
72 e 24 horas apo6s a inoculagao (HAI) respectivamente (6 e 4 dias apés a aplicagao
do produto). A aplicagdo dos produtos nao alterou os teores de clorofila a, nem de
carotenoides, contudo a aplicagcdo de levedura reduziu o teor de clorofila b nesta
cultivar. Ja na cultivar All Big, a levedura e o ASM reduziram a severidade da mancha
bacteriana em 25% e 80%, respectivamente. A suspensao de levedura ativou a
enzima PFO e POX aos 1 e 6 dias apds a sua aplicagao respectivamente (momentos
antes da inoculagao e 3 dias ap6és). Pelo contrario, nessa cultivar, a pulverizagao com
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ASM nao ativou qualquer das enzimas de defesa avaliadas. Em relagdo aos
pigmentos fotossintéticos, o ASM em All Big reduziu o teor de carotenoides, e tanto a
suspensado de levedura como o ASM reduziram os teores de clorofila a e b. Os
resultados mostram que ASM e a levedura S. cerevisiae apresentam potencial para

auxiliar no manejo da doenca.

Palavras-chave: mancha foliar, controle alternativo, levedura, mecanismos de

defesa, indugao de resisténcia, estresse oxidativo, pigmentos fotossintéticos.
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Abstract

The bacterial spot of Xanthomonas euvesicatoria pv. euvesicatoria is an
important disease in the sweet pepper crop, which affects the plant at any stage of its
development, compromising production. The control of this bacteriosis is based on the
implementation of resistant cultivars and the use of agrochemicals, activities that over
time intensify the selection pressure of bacteria resistant to the products available on
the market, thus causing environmental and human health problems. Given the above,
the objective of this research is to evaluate the protective effect and mode of action of
cell suspensions of Saccharomyces cerevisiae in reducing the severity of leaf spots
caused by X. euvesicatoria pv. euvesicatoria. In this sense, pepper plants of the Rubi
Gigante and All Big cultivars were sprayed with a suspension of S. cerevisiae (8 x 107
cells mL-1) and 3 days later challenged with X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (0.6 AU
at 600 nm). As a negative control, the plants were sprayed with distilled water and as
a positive control they were sprayed with the inducer Bion (acibenzolar-S-methyl -
ASM) at 50 ppm of the active ingredient. The severity of the bacterial spot, the activities
of defense enzymes peroxidase (POX), catalase (CAT), polyphenoloxidase (PFO),
and phenylalanine ammonia lyase (FAL) and the content of chlorophyll a, b and
carotenoids were evaluated. In red pepper cultivar Rubi Gigante, the yeast suspension
significantly reduced disease severity by up to 25%; ASM reduced it by up to 50% and
significantly increased POX and PFO activities at 72 and 24 hours after inoculation
(HAI) respectively (6 and 4 days after product application). The application of the
products did not change the levels of chlorophyll a or carotenoids, however the
application of yeast reduced the chlorophyll b content in this cultivar. In the cultivar All
Big, yeast and ASM reduced the severity of bacterial spot by 25% and 80%,
respectively. The yeast suspension activated the PFO and POX enzymes at 1 and 6
days after its application, respectively (moments before inoculation and 3 days after).
On the contrary, in this cultivar, spraying with ASM did not activate any of the evaluated
defense enzymes. Regarding photosynthetic pigments, the ASM in All Big reduced the
carotenoid content, and both the yeast suspension and the ASM reduced the
chlorophyll a and b contents. The results show that the yeast S. cerevisiae and ASM

have the potential to help manage the disease.



97

Keywords: leaf spot, alternative control, yeast, defense mechanisms,

resistance induction, oxidative stress, photosynthetic pigments.



98

5.1 Introducgao

O pimentao é uma das hortaligas mais consumidas no mundo. Estima-se que um
quarto da populagdo mundial utilize pimentdes para a producdo de condimentos e
conservas devido a seu aroma, sabor, altos teores de vitamina A, capsaicinoides,
fendis, vitamina C, acidos graxos e por sua diversificada coloragdo atribuida a
presenca de pigmentos como os carotenoides, que se caracterizam por apresentar
atividade antioxidante e anticancerigena (TAITI, 2019; FRATIANNI et al., 2020). Ja no
Brasil, o pimentao (Capsicum annuum L.), € uma das hortalicas mais cultivadas, a
qual esta estabelecida em aproximadamente 13 mil hectares, proporcionando uma
producao de 224 mil toneladas (IBGE, 2022).

As lavouras de pimentdo podem ser afetadas por diferentes bacterioses, entre elas
a mancha foliar causada por Xanthomonas euvesicatoria pv. euvesicatoria
(DREHKOPF; OTTEN e BUTTNER, 2022). A doenga da mancha foliar ocasiona
perdas consideraveis, afetando a cultura em qualquer fase do seu desenvolvimento,
provocando necrose foliar, abscisdao prematura de folhas e, como consequéncia,
detrimento da taxa fotossintética (AGUIAR et al., 2003; MORETTI et al., 2009;
WORTHINGTON et al, 2012).

O controle da mancha bacteriana é baseado na implementagdo de cultivares
resistentes e com produtos a base de cobre em combinag¢do com antibiéticos como o
sulfato de estreptomicina. Nao obstante, a resisténcia desta bactéria a estes produtos
€ um obstaculo no manejo da doenga no mundo inteiro, ja que além de aumentar os
custos de producgao, também causam um impacto negativo ao meio ambiente (UTAMI,
MEALE e YOUNG, 2022; KEINATH, 2019; OSDAGHI et al., 2016; MCMANUS et al.,
2002).

Pelo fato que no mundo e no Brasil ja foram registradas ocorréncias de
Xanthomonas resistentes ao cobre (MARINGONI e KIMATI, 1987; AGUIAR et al.,
2000; RITCHIE et al., 2009), métodos alternativos devem ser encontrados para
controlar a mancha bacteriana do pimentdo. Um destes métodos é a inducédo de
resisténcia, que consiste na ativagcao dos mecanismos de defesa da planta.

De maneira natural, os mecanismos de defesa da planta sao ativados quando seus
receptores de transmembrana PRRs (do inglés: pattern recognition receptors)

reconhecem padrées moleculares associados a microrganismos MAMPs (microbe-
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associated molecular pattern) ou de patégenos PAMPs (pathogen-associated
molecular pattern), como a flagelina, os lipopolisacarideos, e os peptideoglicanos de
bactérias (RYAN et al.,, 2007; SCHWESSINGER e ZIPFEL, 2008; BOLLER e HE,
2009; HENRY; THONART; ONGENA, 2012). Analogamente, também os mecanismos
de defesa da planta podem ser ativados de maneira artificial com indutores de
resisténcia (IR).

Os IR sao produtos que apresentam em sua composi¢gao moléculas elicitoras, as
quais ao serem reconhecidas pelos PRRs ativam sistemicamente na planta
mecanismos de defesa como a sintese de caloses, lignina, espécies reativas de
oxigénio, enzimas antioxidantes, fitoalexinas, liberacédo de etileno, acumulo de calcio
e ativacao de genes e proteinas relacionadas a patogénese (SEGONZAC e ZIPFEL,
2011; CAVALCANTI, BRUNELLI e STANGARLIN, 2005). As moléculas elicitoras
podem ser de procedéncia abidtica como como acido salicilico, ou de origem bidtica,
como polissacarideos provenientes de cogumelos, crustaceos, plantas ou leveduras
(GUZZO; HARAKAVA e TSAIl, 2009; FONTENELLE et al.,, 2011; HAHN, 1999;
ANGELOVA; GEORGIEV e ROSS, 2006).

Um dos produtos capazes de ativar os mecanismos de defesa das plantas é o
Bion®, produto comercial que tem o acibenzolar-S-Metil (ASM) como ingrediente
ativo, e que ndo apresenta agao direta contra patogenos (SYNGENTA, 2021). Soylu,
Baysal e Soylu (2003) encontraram que o ASM pulverizado em plantas de tomate
reduziu a severidade do cancro bacteriano (Clavibacter michiganensis) em fungao do
aumento da atividade de peroxidases nas plantas. Ao passo, Lima et al. (2017)
relataram que a aplicagdo do ASM aumentou a atividade de R-1,3 glucanases e
fenilalanina aménia-liase, e reduziu a severidade do cancro bacteriano (Xanthomonas
campestris pv. viticola) em plantas de uva. Também Doungous et al. (2021) relataram
que o ASM atrasou o aparecimento dos sintomas do virus do mosaico da mandioca
(ACMV) e induziu resisténcia a seu vetor da mosca branca (Bemicia tabaci).

Analogamente, a levedura Saccharomyces cerevisiae apresenta potencial para
reduzir a severidade de doengas causadas por Colletrotichum graminicola e
Exserohilum turcicum em sorgo, Colletotrichum gloeosporioides em mamao e
Colletotrichum lagenarium em pepino. O controle destes patdgenos por parte da
levedura foi atribuido a sua capacidade de sintetizar compostos antibioticos, e pela
habilidade de competir contra patdgenos por espago e nutrientes no filoplano de
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diferentes plantas. Adicionalmente, componentes essenciais de membranas e
paredes celulares desta levedura como a glucana, o ergosterol e/ou quitina atuam
como elicitores que ativam os mecanismos de defesa da planta (PICCININ; DI PIERO
e PASCHOLATI, 2005; ZANARDO, PASCHOLATI e FIALHO, 2009). Uma das
maneiras de obter componentes elicitores de S. cerevisiae € mediante o filtrado ou a
precipitacdo etandlica de suspensdes celulares desta levedura (WULFF, N. A
PASCHOLATI, 1998).

Produtos de facil aquisicdo como a levedura S. cerevisiae, e o ASM, atuando de
modo distinto ao dos agroquimicos convencionais, se constituem em uma alternativa
de manejo que poderia ser utilizada na cultura de pimentdo para controlar a mancha
bacteriana de X. euvesicatoria pv. euvesicatoria. Dessa maneira, o objetivo desta
pesquisa foi avaliar o efeito do ASM e de suspensdes celulares de S. cerevisiae na
reducao da severidade da mancha bacteriana (X. euvesicatoria pv. euvesicatoria) do
pimentéo, e determinar a atividade das enzimas de defesa peroxidase (POX), catalase
(CAT), polifenoloxidase (PFO), fenilalanina aménia-liase (FAL) e o teor de clorofila a,
b e carotenoides de plantas de pimentao pulverizadas com suspensodes celulares de

S. cerevisiae, ou ASM e desafiadas com X. euvesicatoria pv. euvesicatoria.

5.2 Material e métodos

5.2.1 Semeadura do pimentao

Em casa de vegetacdo, sementes de pimentdo das cultivares Rubi Gigante
(Feltrin®) e All Big (Feltrin®), disponiveis nas casas agropecuarias da regidao de
Florianopolis, foram semeadas em células preenchidas com substrato comercial
Caroline®. Trés semanas ap6s a semeadura, foram plantadas duas plantulas por vaso
de 5 litros contendo solo vermelho com turfa numa proporgéo 3:1. As plantas foram
adubadas duas vezes durante cada experimento com N-P-K (10-10-10) 10 gL,

colocando 10 mL por vaso.
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5.2.2 Preparo da suspensao celular de Saccharomyces cerevisiae

Para o isolamento de S. cerevisiae, uma suspensdo do fermento comercial
Fleischmann (15 mg mL-' em &gua destilada estéril), foi diluida em serie até 10 e 50
ML da ultima diluigdo foram repicados em placas de petri contendo meio BDA. Apds 5
dias de incubacao sob luz fluorescente constante a 27 °C, as col6nias da levedura
foram transferidas para outras placas de petri contendo meio BDA. Apés 5 dias de
incubacgédo, as células de levedura foram suspensas em agua destilada estéril e a

suspensao foi ajustada para 8 x 107 células mL-' em camara de Neubauer.

5.2.3 Preparo e calibragao do inéculo bacteriano

Para a calibragcdo do inéculo o isolado 112-P de Xanthomonas euvesicatoria pv.
euvesicatoria fornecido pela Embrapa Hortalicas e conservado em tampao fosfato foi
repicado em placas de petri contendo meio Nutriente Agar (28 g.L-") e mantidas a 25
°C por 48 horas. Apos o periodo de incubagado, foi preparada uma suspensao
bacteriana (0,6 U.A. a 600 nm) em leitor de microplacas (Molecular Devices Beckman
Paradigm Multi-Mode Microplate Reader), que equivale aproximadamente a 1 x 108

unidades formadoras de colonias (UFC) mL".

5.2.4 Efeito da aplicagcao de Saccharomyces cerevisiae sobre a severidade de

X. euvesicatoria pv. euvesicatoria em plantas de pimentao

Em casa de vegetacdo e em diferentes momentos foram conduzidos trés
experimentos iguais para determinar o efeito de S. cerevisiae no controle da mancha
bacteriana. No primeiro e segundo experimentos foi utilizada a cv. Rubi Gigante e no
terceiro a cv. All Big a qual apresenta maior suscetibilidade a mancha bacteriana. Em
todos os experimentos as plantas foram pulverizadas no estadio de sete folhas, com
uma suspensdo celular de S. cerevisiae a 8 x 107 células mL"' e 3 dias depois
inoculadas na superficie adaxial e abaxial das folhas com X. euvesicatoria pv.
euvesicatoria (0,6 U.A. a 600 nm) com pulverizador elétrico (Vonder PEV400 400W®).
Posteriormente, as plantas foram mantidas em cadmara umida por 48 horas para
facilitar a abertura dos estébmatos e garantir a infeccédo e colonizagdo da bactéria.

Passados 14 dias da inoculagéo, a cada 7 dias e por um periodo de 28 dias foram
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avaliados visualmente a severidade dos sintomas causados pela bactéria
(porcentagem de area de folha afetada) da terceira e quarta folha de abaixo para
acima. Como controle negativo, as plantas foram borrifadas com agua destilada ou

como controle positivo com o indutor ASM a 50 ppm do ingrediente ativo.

5.2.5 Atividade de enzimas antioxidantes e de defesa

Para analisar a atividade de enzimas, plantas de pimentao cv Rubi Gigante ou All
Big foram pulverizadas com suspensao celular de S. cerevisiae a 8 x 107 células/mL,
agua destilada, ou com o indutor ASM a 50 ppm e inoculadas 3 dias depois com X.
euvesicatoria pv. euvesicatoria (Asoo nm = 0,6). Foram coletadas a terceira e quarta
folhas (de baixo para acima) nos tempos 0, 24, 72 e 96 horas apés a inoculagéo (HAI).
As folhas foram dispostas em envelope de papel aluminio, congelados em nitrogénio
liquido e posteriormente armazenadas no ultra freezer a -80 °C até o momento do
processamento.

Para a extracdo de enzimas relacionadas com o estresse oxidativo: guaiacol de
peroxidase (POX), catalase (CAT) e polifenoloxidase (PFO), 250 mg de folhas foram
maceradas sob nitrogénio liquido. Ao pé resultante foram adicionados 5 mL de tampao
fosfato de potassio 50 mM, pH 5,2, contendo acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) 1 mM. A suspensao foi colocada em microtubos e centrifugadas a 14000 g a
4°C, por 30 minutos. O sobrenadante obtido foi transferido para outros microtubos e
foi considerado como o extrato proteico para as analises enzimaticas. Ja para avaliar
a atividade da enzima de defesa fenilalanina amdnia-liase (FAL), as amostras vegetais
foram coletadas e processadas da mesma maneira, mas utilizando tetraborato de

potassio 50 mM, pH 8,8 como tampéao de extragao.

5.2.6 Atividade de peroxidase de guaiacol — POX

A atividade de POX foi determinada pela medida da converséo do guaiacol em
tetraguaiacol através do método espectrofotométrico direto (HAMMERSCHMIDT et
al., 1982). A reagéo enzimatica foi conduzida a 30 °C e a mistura da reagéo consistiu
de 35 pL de extrato enzimatico adicionados em 135 L de tampao fosfato de potassio

50 mM, pH 5,2, contendo perdxido de hidrogénio (1%), e guaiacol (2%). A mudanca
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da absorbéancia foi medida a cada 30 segundos a 420 nm por 3 min em leitor de
microplacas (SpectraMax Paradigm Multi-Mode Microplate Reader). A atividade de
POX foi expressa em U de POX.min"".mg de proteina!, onde 1 unidade de POX foi
considerada a quantidade de enzima necessaria para aumentar 0,01 unidades de

absorbancia.

5.2.7 Atividade de catalase CAT

A atividade de CAT foi determinada segundo a metodologia de Peixoto et al.
(1999), com adaptagdes. Para isso, 35 UL de extrato enzimatico foram adicionados a
135 pL de tampéao fosfato de potassio 50 mM, pH 5,2, contendo perdxido de hidrogénio
50 mM. Em leitor de microplacas (SpectraMax Paradigm Multi-Mode Microplate
Reader), a 30 °C e a cada 30 segundos e por 3 minutos foi medida a variagao da
absorcao do peréxido de hidrogénio a 240 nm. A atividade especifica de CAT foi
expressa em U de CAT.min"'.mg de proteina™!, sendo 1 unidade de CAT considerada

a quantidade de enzima necessaria para reduzir 0,01 unidades de absorbancia.

5.2.8 Atividade de polifenoloxidase — PFO

A atividade de PFO foi determinada mediante a quantificacdo da oxidacao de
catecol segundo a metodologia de Duangmal e Apenten (1999) com adaptacdes. O
substrato da reacéo consistiu de tampao fosfato 50 mM, pH 5,2, contendo catecol 20
mM. A reacéo foi conduzida a 30°C, adicionando-se 35 uL de extrato enzimatico em
135 pL de tampao de reagao, as leituras foram realizadas a cada 30 segundos por 3
minutos a 420 nm em leitor de microplacas (SpectraMax Paradigm Multi-Mode
Microplate Reader). A atividade especifica de PFO foi expressa em U de PFO.min-
1.mg de proteina™!, sendo 1 unidade de PFO considerada a quantidade de enzima
necessaria para reduzir 0,01 unidades de absorbancia.

5.2.9 Atividade fenilalanina amoénia-liase — FAL

A atividade de FAL foi determinada segundo a metodologia de Falcon (2008); com
adaptacoes. O substrato da reagao consistiu de tampao tetraborato de potassio 50
mM, pH 8,8, contendo L-fenil-alanina 50Mm. A reacgao iniciou pela incubagao a 40 °C
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por uma hora de 50 uL de extrato enzimatico em 450 uL do substrato da reagao. Apds
a incubagao, as amostras foram submetidas a banho de gelo para interromper a
reacao e posteriormente foram adicionados 200 yL de HCL 5N e 300 yL de agua
destilada. Para o branco foi adicionado tampao tetraborato de potassio 50 mM, pH 8,8
em vez de extrato enzimatico. Finalmente foi realizada a leitura a 290 nm em leitor de
microplacas (SpectraMax Paradigm Multi-Mode Microplate Reader) e os dados foram

expressos em mg de acido transcinamico .mg de proteina.

5.2.10 Proteinas totais

A quantificagdo de proteinas totais foi determinada pelo método Bradford (1976).
Para isto 60 pL de extrato enzimatico foram adicionados a 30 pL do reagente Bradford
(Sigma ®) e incubados por 15 minutos no escuro. Apds da incubacéo foi realizada a
leitura a 595 nm em leitor de microplacas (SpectraMax Paradigm Multi-Mode
Microplate Reader). Como branco foi utilizado agua destilada mais Bradford. A
concentracao de proteinas totais foi calculada mediante a curva padrao de padrao de
albumina de soro bovino y = 0,0037x + 0,2363.

5.2.11 Teor de clorofila a, b e carotenoides de plantas de pimentao tratadas
com Saccharomyces cerevisiae e ASM e inoculadas com X.

euvesicatoria pv. euvesicatoria

Para a quantificacdo dos teores de clorofila a, b e carotenoides de plantas de
pimentao foi utilizada a metodologia de Arnon (1949) com adaptacdes. Para isso,
discos foliares de 5 mm foram retirados 3 e 7 dias apds a aplicagao dos produtos,
correspondentes ao dia da inoculagao e 96 horas apds a inoculagao, respectivamente.
As amostras de tecido vegetal foram pesadas e acondicionadas em frascos de vidro
ambar contendo 5 mL de acetona 80%, durante sete dias no escuro a 25°C. Ao fim do
periodo, realizou-se leitura em leitor de microplacas (SpectraMax Paradigm Multi-
Mode Microplate Reader) a 663, 645 e 480 nm para clorofila a, b e carotenoides
respectivamente. A determinacdo do teor de clorofila a foi calculada pela formula
(0,0127*A663) - (0,00269*A645) e de clorofila b pela formula (0,0229*A645) -
(0,00468*A663). Ja o teor de carotenoides foi determinado pela formula [(1000*A480)



105

- ((2,14*clorofila @) — (70,16*clorofila b)]/220. Os valores foram expressos em mg. g’

tecido fresco.

5.2.12 Delineamento experimental e analise de dados

Todos os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo e com um
delineamento inteiramente casualizado, onde a unidade experimental esteve
representada por um vaso contendo duas plantas de pimentdo. Para as analises de
severidade da doenca foram utilizadas 6 repeticbes por tratamento. Ao passo, as
analises de atividade enzimatica e de pigmentos fotossintéticos foi realizada com 4
repeticoes por tratamento. Os dados adquiridos foram submetidos a analise de
variancia pelo teste F, e quando significativo as médias dos tratamentos foram
avaliadas pelo teste Tukey (p < 0.05). O pressuposto da homogeneidade das
variancias foi analisado pelo teste Levene. Todas as analises estatisticas foram

realizadas utilizando o programa de analise estatistica SISVAR 5.6.

5.3 Resultados

5.3.1 Efeito da aplicagcao de Saccharomyces cerevisiae e ASM sobre a
severidade de X. euvesicatoria pv. euvesicatoria em plantas de pimentao

cv. Rubi Gigante e cv. All Big

Inicialmente, em plantas de pimentdo cv. Rubi Gigante pulverizadas com a
levedura, observou-se uma reducgao significativa na severidade da mancha bacteriana
em torno de 20% e 15% aos 14 e 28 dias apds a inoculagéo (DAI), respectivamente,
no primeiro experimento (Figura 14) e em aproximadamente 30% aos 28 DAI no
segundo experimento (Figura 15). Por sua vez, o ASM mostrou-se efetivo no controle
da doencga, reduzindo-a aos 14 DAI e 28 DAl em aproximadamente 40% e 15%
respectivamente no primeiro experimento com a cultivar Rubi Gigante (Figura 14). Ja
no segundo experimento, o ASM foi eficiente em reduzir os sintomas da doencga aos
14 DAI, 21 DAI e 28 DAI, em aproximadamente 80%, 35% e 45% respectivamente
(Figura 15).
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De modo similar a cultivar Rubi Gigante, as plantas do cultivar All Big apresentaram
reducao significativa na severidade da doenga quando pulverizadas com o ASM ou
com a suspensao da levedura. Com a levedura foi observada uma redugdo da
severidade da mancha bacteriana aos 21 DAI e 28 DAI, em aproximadamente 35% e
20% respectivamente. Ao passo, com o ASM foi observada uma redugao da doenca
aos 14 DAI, 21 DAl e 28 DAI de aproximadamente 80%, 75% e 85% respectivamente
(Figura 16).
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Figura 14. Severidade de Xanthomonas euvesicatoria pv. euvesicatoria em plantas de
pimentdo cv. Rubi Gigante pulverizadas com agua destilada, ASM a 50 ppm ou suspenséo celular de
Saccharomyces cerevisiae (8 x 107 células mL") 3 dias antes da inoculagdo com X. euvesicatoria pv.
euvesicatoria (Asoo nm = 0,6). A avali¢ao iniciou 14 dias apds a inoculagao (DAI). Médias com a mesma
letra ndo diferem significativamente entre si dentro do mesmo tempo de avalia¢éo pelo teste Tukey a

5% de significancia. Ns: n&o significativo.
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Figura 15. Severidade de X. euvesicatoria pv. euvesicatoria em plantas de pimentdo Rubi
Gigante pulverizadas com agua destilada, ASM a 50 ppm ou suspensao celular de Saccharomyces
cerevisiae (8 x 107 células mL-") 3 dias antes da inoculagdo com X. euvesicatoria pv. euvesicatoria
(Asoo nm = 0,6). A avaligdo iniciou 14 dias apéds a inoculagao (DAI). Médias com a mesma letra ndo
diferem significativamente entre si dentro do mesmo tempo de avaliagédo pelo teste Tukey a 5% de
significancia.
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Figura 16. Severidade de X. euvesicatoria pv. euvesicatoria em plantas de pimentéo All Big
pulverizadas com agua destilada, ASM a 50 ppm ou suspenséo celular de Saccharomyces cerevisiae
(8 x 107 células mL-") 3 dias antes da inoculagdo com X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (Asoo nm =
0,6). A avaligao iniciou 14 dias apds a inoculagéo (DAI). Médias com a mesma letra n&o diferem
significativamente entre si dentro do mesmo tempo de avaliagao pelo teste Tukey a 5% de
significancia. Ns: nao significativo. (Dados dos 14 e 21 DAI foram transformados mediante raiz
quadrada).
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5.3.2 Atividade enzimatica

5.3.2.1 Cultivar Rubi Gigante

Os resultados desta pesquisa evidenciaram que nas plantas da cultivar Rubi
Gigante o indutor ASM aumentou a atividade de POX no tempo 72 HAI, com posterior
decréscimo. Ja as plantas tratadas com a levedura apresentaram atividade de POX
constante ao longo de todo o experimento (Figura 17). Na mesma cultivar, o ASM
aumentou nas plantas a atividade da enzima FAL até 72 HAI, e esta atividade foi
significativamente superior a registrada nas plantas pulverizadas com a levedura, mas
ndo ao observado nas plantas controle para este mesmo periodo (Figura 18).

Também foi observado que ASM nas plantas do cultivar Rubi Gigante promoveu a
reducao na atividade de CAT 96 HAI. Nos outros tempos, a atividade nao diferiu da
testemunha. A levedura promoveu aumento na atividade de CAT aos 3 dias apés sua
aplicacao nas plantas, logo antes da inoculagéo, mas essa atividade foi reduzida nos
tempos posteriores, n&o diferindo dos demais tratamentos (Figura 19).

Finalmente, no cultivar Rubi Gigante foi observado que ASM promoveu nas plantas
o aumento na atividade de PFO até 72 HAI, e que esta atividade posteriormente
diminuiu as 96 HAI (Figura 20), como similarmente ocorreu para a atividade de POX,
FAL e CAT deste mesmo grupo de plantas (Figura 17, 18 e 19). No entanto, foi
observado que apenas as 24 HAI as plantas tratadas com este produto apresentaram
atividade de PFO significativamente superior quando comparado com as plantas
tratadas com a levedura e com as plantas controle, as quais nao diferiram
significativamente entre si. Ja a aplicagdo da levedura ndo promoveu alteragdes na

atividade da PFO ao longo de todo o tempo experimental (Figura 20).
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Figura 17. Atividade de peroxidase (POX) em plantas de pimentdo Rubi Gigante pulverizadas
com agua destilada, ASM a 50 ppm ou suspenséo celular de Saccharomyces cerevisiae (8 x 107
células mL™") 3 dias antes da inoculagdo com X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (Asoo nm = 0,6). As
avaliagbes foram realizadas antes da inoculagao (OHrs) e 24, 72 e 96 horas ap6és a inoculagao (HAI).
Médias com diferentes letras diferem significativamente entre si dentro do mesmo tempo de avaliagédo
pelo teste Tukey a 5% de significancia. Ns: n&o significativo.
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Figura 18. Atividade de fenilalanina amoénia-liase (FAL) em plantas de pimentdo Rubi Gigante
pulverizadas com agua destilada, ASM a 50 ppm ou suspenséo celular de Saccharomyces cerevisiae
(8 x 107 células mL-") 3 dias antes da inoculagdo com X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (Ao nm =
0,6). As avaliagdes foram realizadas antes da inoculagdo (OHrs) e 24, 72 e 96 horas apoés a
inoculagao (HAI). Médias com diferentes letras diferem significativamente entre si dentro do mesmo
tempo de avaliagéo pelo teste Tukey a 5% de significancia. Ns: nao significativo.
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Figura 19. Atividade de catalase (CAT) em plantas de pimentdo Rubi Gigante pulverizadas
com agua destilada, ASM a 50 ppm ou suspenséo celular de Saccharomyces cerevisiae (8 x 107
células mL™") 3 dias antes da inoculagdo com X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (Asoo nm = 0,6). As
avaliagbes foram realizadas antes da inoculagao (OHrs) e 24, 72 e 96 horas ap6és a inoculagao (HAI).
Médias com diferentes letras diferem significativamente entre si dentro do mesmo tempo de avaliagao
pelo teste Tukey a 5% de significancia. Ns: nao significativo.
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Figura 20. Atividade de polifenoloxidase (PFO) em plantas de pimentao Rubi Gigante
pulverizadas com agua destilada, ASM a 50 ppm ou suspenséo celular de Saccharomyces cerevisiae
(8 x 107 células mL-") 3 dias antes da inoculagdo com X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (Asoo nm =
0,6). As avaliagdes foram realizadas antes da inoculagdo (OHrs) e 24, 72 e 96 horas apoés a
inoculagao (HAI). Médias com diferentes letras diferem significativamente entre si dentro do mesmo
tempo de avaliagéo pelo teste Tukey a 5% de significancia. Ns: ndo significativo.
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5.3.2.2 Cultivar All Big

Com relagéao a cultivar All Big, o ASM néo ativou significativamente as enzimas
POX, FAL, CAT e PPO ao longo do tempo de estudo (Figuras 21, 22, 23 e 24). Por
outro lado, foi observado que a suspensédo de levedura nas plantas da cultivar All Big
ativou significativamente POX as 72 HAI com posterior decréscimo (Figura 21). De
modo similar, a suspensao promoveu aumento na atividade da PFO 3 dias apds a sua
aplicacdo, logo antes da inoculagdo, mas essa atividade foi reduzida até as 96 HAI
quando foi significativamente inferior ao controle (Figura 24). Nao houve efeito da
levedura na atividade da FAL ao longo do tempo (Figura 22), enquanto a atividade de

CAT foi significativamente reduzida as 96 HAI nas plantas tratadas (Figura 23).
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Figura 21. Atividade de peroxidase (POX) em plantas de pimentédo All Big pulverizadas com
agua destilada, ASM a 50 ppm ou suspenséo celular de Saccharomyces cerevisiae (8 x 107 células
mL-") 3 dias antes da inoculagdo com X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (Asoo nm = 0,6). As avaliagbes
foram realizadas antes da inoculagéo (OHrs) e 24, 72 e 96 horas apds a inoculagéo (HAI). Médias
com diferentes letras diferem significativamente entre si dentro do mesmo tempo de avaliagéo pelo
teste Tukey a 5% de significancia. Ns: nao significativo.
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Figura 22. Atividade de fenilalanina aménia-liase (FAL) em plantas de pimentao All Big
pulverizadas com agua destilada, ASM a 50 ppm ou suspenséo celular de Saccharomyces cerevisiae
(8 x 107 células mL-") 3 dias antes da inoculagdo com X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (Asoo nm =
0,6). As avaliagdes foram realizadas antes da inoculagéo (OHrs) e 24, 72 e 96 horas apos a
inoculagao (HAI). Médias com diferentes letras diferem significativamente entre si dentro do mesmo
tempo de avaliagado pelo teste Tukey a 5% de significancia. Ns: n&o significativo.
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Figura 23. Atividade de catalase (CAT) em plantas de pimentéo All Big pulverizadas com
agua destilada, ASM a 50 ppm ou suspensao celular de Saccharomyces cerevisiae (8 x 107 células
mL-") 3 dias antes da inoculagdo com X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (Asoo nm = 0,6). As avaliagbes
foram realizadas antes da inoculagéo (OHrs) e 24, 72 e 96 horas ap6és a inoculagao (HAI). Médias
com diferentes letras diferem significativamente entre si dentro do mesmo tempo de avaliagéo pelo
teste Tukey a 5% de significancia. Ns: nao significativo.
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Figura 24. Atividade de polifenoloxidase (PFO) em plantas de pimentéo All Big pulverizadas
com agua destilada, ASM a 50 ppm ou suspenséo celular de Saccharomyces cerevisiae (8 x 107
células mL-") 3 dias antes da inoculagdo com X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (Asoo nm = 0,6). As
avaliagbes foram realizadas antes da inoculagao (OHrs) e 24, 72 e 96 horas ap6és a inoculagao (HAI).
Médias com diferentes letras diferem significativamente entre si dentro do mesmo tempo de avaliagao
pelo teste Tukey a 5% de significancia. Ns: nao significativo. (Dados dos 24 HAI foram transformados
mediante raiz quadrada).

5.3.3 Teor de clorofila a, b e carotenoides

5.3.3.1 Cultivar Rubi Gigante

Em relacao ao teor de clorofila a e de carotenoides de plantas de pimentdo Rubi
Gigante, foi observado que nem a levedura nem o ASM influenciaram neste cultivar
para promover o acumulo destes pigmentos fotossintéticos nos tempos avaliados
(Figura 25 e 27). Por outra parte foi observado que a pulverizagdo com a levedura
afetou negativamente o teor de clorofila b aos 7 dias apds a aplicagao (correspondente
a 96 HAI), ja que para este momento estas plantas apresentaram um teor deste
pigmento significativamente inferior ao observado nas plantas pulverizadas com ASM

Oou com agua, os quais a sua vez nao diferiram significativamente entre si (Figura 26).
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Figura 25. Conteudo de clorofila a em plantas de pimentao Rubi Gigante pulverizadas com
agua destilada, ASM a 50 ppm ou suspenséo celular de Saccharomyces cerevisiae (8 x 107 células
mL-") 3 dias antes da inoculagdo com X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (Asoo nm = 0,6). As avaliagbes
foram realizadas 3 e 7 dias apos a aplicagao dos produtos, correspondente ao dia da inoculagéo e 96
horas ap6s a inoculagao, respectivamente. Ns: ndo significativo pelo teste Tukey a 5%.
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Figura 26. Conteudo de clorofila b em plantas de pimentdo Rubi Gigante pulverizadas com
agua destilada, ASM a 50 ppm ou suspenséo celular de Saccharomyces cerevisiae (8 x 107 células
mL-") 3 dias antes da inoculagdo com X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (Asoo nm = 0,6). As avaliagbes
foram realizadas 3 e 7 dias apds a aplicagédo dos produtos, correspondente ao dia da inoculagéo e 96
horas ap6és a inoculagdo, respectivamente. Médias com diferentes letras diferem significativamente
entre si dentro do mesmo tempo de avaliagao pelo texto Tukey a 5% de significAncia. Ns: n&o
significativo.



115

0.04

o
=)
> &
W W

0.025 }'

0.02

0.015

0.01

Teor de carotenoides (mg.g™)

g
o
S
(9

[w]

Agua ASM a 50 ppm Saccharomyces a 8 x 107
células / mL

00 Hrs E96 HAI

Figura 27. Conteudo de carotenoides em plantas de pimentdo Rubi Gigante pulverizadas
com agua destilada, ASM a 50 ppm ou suspenséo celular de Saccharomyces cerevisiae (8 x 107
células mL™") 3 dias antes da inoculagdo com X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (Asoo nm = 0,6). As
avaliagOes foram realizadas 3 e 7 dias apds a aplicagdo dos produtos, correspondente ao dia da
inoculacado e 96 horas apoés a inoculagéo, respectivamente. Ns: nao significativo pelo teste Tukey a
5%.

5.3.3.2 Cultivar All Big

Nas plantas do cultivar All Big foi observado que tanto a levedura como o ASM
reduziram o teor de clorofila a e b (Figura 28 e 29). Contudo, foi observado que a
suspensao de levedura aumentou o teor de carotenoides 3 dias apds a sua aplicacao,

correspondente ao momento antes da inoculagao e que o ASM o reduziu (Figura 30).
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Figura 28. Conteudo de clorofila a em plantas de pimentao All Big pulverizadas com agua
destilada, ASM a 50 ppm ou suspensao celular de Saccharomyces cerevisiae (8 x 107 células mL-") 3
dias antes da inoculagdo com X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (Asoo nm = 0,6). As avaliagdes foram
realizadas 3 e 7 dias apds a aplicagao dos produtos, correspondente ao dia da inoculagao e 96 horas
apos a inoculagéao, respectivamente. Ns: ndo significativo pelo teste Tukey a 5%.
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Figura 29. Conteudo de clorofila b em plantas de pimentao All Big pulverizadas com agua
destilada, ASM a 50 ppm ou suspensao celular de Saccharomyces cerevisiae (8 x 107 células mL) 3
dias antes da inoculagdo com X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (Asoo nm = 0,6). As avaliagdes foram
realizadas 3 e 7 dias apds a aplicagao dos produtos, correspondente ao dia da inoculagao e 96 horas
apos a inoculagao, respectivamente. Médias com diferentes letras diferem significativamente entre si
dentro do mesmo tempo de avaliagéo pelo texto Tukey a 5% de significancia. Ns: n&o significativo.
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Figura 30. Conteudo de carotenoides em plantas de pimentao All Big pulverizadas com agua
destilada, ASM a 50 ppm ou suspensao celular de Saccharomyces cerevisiae (8 x 107 células mL-") 3
dias antes da inoculagdo com X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (Asoo nm = 0,6). As avaliagbes foram
realizadas 3 e 7 dias apds a aplicagao dos produtos, correspondente ao dia da inoculagao e 96 horas
apos a inoculagéao, respectivamente. Ns: ndo significativo pelo teste Tukey a 5%.

5.4 Discussao

A ativacao dos mecanismos de defesa de plantas mediante o uso de indutores de
resisténcia € uma estratégia alternativa que ajuda no controle de doengas. Nesta
pesquisa para reduzir a severidade da mancha bacteriana do pimentdo, foram
testadas suspensodes celulares da levedura S. cerevisiae e o agrotoxico Bion, a base
de ASM, um ativador de mecanismos de defesa de plantas que reduz os sintomas de
diferentes doengas.

Inicialmente, foi observado que o ASM pulverizado 3 dias antes da inoculagao
(DAI) reduziu a severidade da mancha bacteriana em aproximadamente 50% em Rubi
Gigante (Figuras 14 e 15) e em aproximadamente 80% no cultivar All Big (Figura 16).
Presume-se que o ASM, um analogo do acido salicilico, agiu nas plantas de ambos
cultivares de pimentdo como uma molécula sinalizadora, induzindo a expressao de
genes e sintese de enzimas de defesa de plantas relacionadas a rota do acido
salicilico, a qual esta envolvida principalmente contra o ataque de patdégenos
biotréficos ou hemibiotréficos (SANCHEZ et al.,, 2010) como é o caso da X.

euvesicatoria pv. euvesicatoria.
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Os resultados do presente estudo parecem indicar que o ASM reduziu a
severidade dos sintomas da doenga no cultivar Rubi Gigante (Figura 14 e 15) em
funcdo da ativagao das enzimas antioxidantes que atuam na via do acido salicilico
POX e PFO (Figura 17 e 20), mas nao de FAL e CAT (Figura 18 e 19). Em All Big, ao
contrario, o indutor comercial ndo promoveu alteragdes significativas nas enzimas
estudadas (Figuras 21, 22, 23 e 24), de maneira que a reducao na severidade da
bacteriose observada nessa cultivar (Figura 16) poderia envolver mecanismos de
defesa diferentes dos aqui avaliados, ja que o produto n&do apresenta atividade
antimicrobiana. Considerando-se que X. euvesicatoria pv. euvesicatoria € um
patdogeno hemibiotréfico, torna-se importante realizar experimentos onde se avalie a
inducao de enzimas como a lipoxigenase, que age contra patégenos necrotréficos e
atua na via do acido jasmoénico.

Uma das respostas iniciais de plantas a infec¢gao bacteriana € o acumulo de H20:2
no interior de suas células. Os danos provocados por esta espécie reativa de oxigénio
podem ter sido amenizados na cultivar Rubi Gigante mediante a ativacdo da enzima
POX e PFO nas plantas pulverizadas com o ASM (Figuras 17 e 20), prevenindo assim
a morte celular antecipada, e isto, se viu refletido na reducéo da severidade da doenca
(Figura 14 e 15). Por outro lado, se presume que o aumento na atividade de POX
registrado as 72 HAI nas plantas Rubi Gigante tratadas com ASM (Figura 17), pode
ter atrasado a colonizagao da bactéria, ja que esta enzima esta envolvida na sintese
de lignina (TOBIMATSU e SCHUETZ, 2019), e provavelmente ajudou a fortalecer as
paredes celulares das plantas, contribuindo no controle da doenca.

Resultados similares foram reportados por Romero; Kousik e Ritchie (2001) que
encontraram que a pulverizacao de ASM em diferentes cultivares de pimentao reduziu
até por duas semanas a severidade de X. axonopodis pv. vesicatoria; ou como Baysal,
Turgut e Mao (2005) que comprovaram que este produto reduziu a severidade da
requeima de Phtytophthora capsici do pimentao em até um 45%. Outros autores como
Buonaurio et al. (2002) encontraram que a aplicagao de ASM em plantas de pimentao
reduziu de maneira local e sistémica a severidade dos sintomas provocados por X.
campestris pv. vesicatoria e relacionaram estes resultados com ativagdo da
Resistencia Sistémica Adquirida (SAR) da planta por parte do produto.

E importante destacar que aumentos nos niveis de POX de plantas também podem

acontecer pela alteragao da integridade celular induzida por lesées durante a infeccao
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patogénica e estagios necroticos de desenvolvimento da doenga (ARORA e BAJAJ,
1985; REUVENI e BOTHMA, 1985). Por exemplo, ativacdo da enzima POX foi
encontrada por Bashan, Okon e Henis (1987) em plantas suscetiveis e resistentes de
tomate apos a inoculagdo com Pseudomonas syringae pv. tomate.

Com relacdo a enzima FAL, nao foi encontrada evidéncia de sua participagéo na
reducdo da severidade promovida pelo ASM nem tdo pouco pela levedura em ambas
as cultivares (Figura 18 e 22). Contudo, Baysal; Turgut e Mao (2005) mostraram que
ASM reduziu a severidade de Phytophthora capsici em pimentdo apos a indugao das
enzimas quitinases, $-1,3 glucanases e FAL. Nao obstante o aumento na atividade de
FAL também tem sido observado em diferentes plantas apds infeccao com diferentes
patdgenos, ja que a atividade desta enzima se relaciona com a sintese de compostos
antimicrobianos como fendis e fitoalexinas (HYUN et al., 2011).

Apesar de pesquisas como a de De Lima et al (2020) terem evidenciado o potencial
do ASM para aumentar a taxa fotossintética e conduténcia estomatica de plantas de
tomate, em nossa pesquisa foi observado que o ASM nas plantas Rubi Gigante nao
afetou o teor de clorofila a, b e carotenoides (Figura 25, 26 e 27). Em contrapartida,
no outro experimento com a cultivar All Big, foi observado que o ASM reduziu o teor
de clorofila a, b e de carotenoides (Figura 28, 29 e 30). A reducao destes pigmentos
na cv. All Big pela aplicagdo de ASM pode ser atribuida a um custo metabdlico que a
planta realizou numa tentativa de sintetizar algum composto de defesa, como também
pode ser atribuida a agressividade da bactéria neste cultivar, a qual ao causar maior
necroses nas folhas compromete em maior grau a sintese destes pigmentos.

Os resultados obtidos podem relacionar-se com os de Csinos et al (2001) que
observaram que ASM reduziu o crescimento de plantas de tomate inoculadas com o
virus TSWV (Tomato spoftted wilt virus) ou com os de Godard et al (1999) que
analisaram que o ASM reduziu o crescimento de plantas de couve-flor inoculadas
como Peronospora parasitica. Ja Cabral et al. (2010) observaram que ASM reduziu o
crescimento da parte aérea de plantas de melao inoculadas com Acidovorax citrulli.

Esses resultados indicam que a reducéo da severidade da doenga com o ASM em
ambas as cultivares nao esteve relacionada com o acumulo de clorofila a, b e
carotenoides. A redugao no teor desses pigmentos na cv. All Big pode ter ocorrido em

fungdo de um custo metabdlico associado a ativagdo de mecanismos de defesa
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promovida pelo ASM. Estima-se que este custo metabdlico numa cultura comercial
poderia afetar negativamente os rendimentos da cultura.

Dado o potencial da levedura Saccharomyces cerevisiae para promover o0
crescimento e controlar doengas de plantas (DA CUNHA et al., 2018; HOFFMAN et
al., 2012; YOUSSEF e SOLIMAN, 1997), nesta pesquisa também se avaliou uma
suspensao celular da levedura S. cerevisiae obtida do fermento comercial
Fleischmann ® na reducdo da severidade da mancha bacteriana do pimentdo (X.
euvesicatoria pv. euvesicatoria). Em menor propor¢cdo comparada ao ASM, a
suspensao celular de S. cerevisiae reduziu a severidade da mancha bacteriana do
pimentdo no cultivar Rubi Gigante (Figura 14 e 15) e no cultivar All Big (Figura 16). A
aplicacao de S. cerevisiae promoveu a ativagdo de algumas enzimas relacionadas a
defesa em ambas as cultivares provavelmente apds o reconhecimento pela planta de
algum elicitor presente na parede celular da levedura como a glucana, a quitina, ou a
manana.

A rapida ativacao da enzima CAT observada nas plantas Rubi Gigante e de PPO
nas plantas All Big tratadas com a levedura (Figura 19 e 24), possivelmente ajudou a
amenizar os danos causados pelo H202 acumulado nas plantas durante as primeiras
horas da infecgcéo bacteriana. Por outro lado, apesar de nido terem sido realizados
experimentos in vitro, se estima que o nivel de controle alcangado por esta suspensao
nas cultivares também poderia estar relacionado a um efeito direto da levedura sobre
a bactéria, mediante mecanismos como a competicdo ou a antibiose.

Resultados similares aos da pesquisa foram encontrados por Hoffman et al. (2012)
que evidenciaram que extrato de S. cerevisiae em feijao aumentou a produtividade e
reduziu a severidade do crestamento bacteriano causado por Xanthomonas
axonopodis. Esses autores relacionaram a reducio desta doenga com componentes
da levedura como quitina, oligbmeros de N-acetilglucosamina, beta-glucanas,
glicopeptideos e ergosterol que possivelmente atuaram como elicitores, ativando
mecanismos de defesa da planta. Ao passo, Shimada et al. (1993) afirmam que S.
cerevisiae controla diferentes doencas de plantas e é promissora para o crescimento
vegetal, devido ao seu conteudo de citocinina que desempenha um papel benéfico na
divisdo e aumento das células das plantas.

Por outro lado, com a cultivar All Big foi observado que a levedura afetou

negativamente o teor de clorofila a, e tanto neste cultivar como no cultivar Rubi
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Gigante afetou negativamente o teor de clorofila b, quando comparado aos controles.
A reducgdo de estes pigmentos fotossintéticos pode ter acontecido pela formacgao de
um biofilme nas superficies das folhas que possivelmente saturaram os estdmatos,
dificultando assim a troca gasosa, a fotossinteses e o acumulo destes pigmentos.
Embora apresentando menor atividade biolégica comparada ao ASM, esta
levedura poderia ser indicada para controlar a mancha bacteriana do pimentéo, ja que
€ um produto natural, que ao ser aplicado no cultivo do pimentdo reduziria a
severidade desta doenga a um baixo custo econémico e sem causar um impacto
negativo ao meio ambiente e a saude humana, diferente do cobre e os antibidticos,
ou até do mesmo ASM, produtos provenientes de sinteses quimica que podem

ocasionar um impacto negativo.

5.5 Conclusoes

Desta pesquisa conclui-se que as suspensdes celulares de S. cerevisiae
apresentam potencial para serem utilizadas no manejo da mancha bacteriana do
pimentdo. O uso de ASM junto com um organismo de biocontrole como S. cerevisiae
poderiam fornecer ao agricultor uma estratégia alternativa para controlar esta

enfermidade.
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6 CAPITULO IV: Efeito da babosa (Aloe barbadensis) no controle da mancha

foliar de Xanthomonas euvesicatoria pv. euvesicatoria em pimentao

Resumo

No Brasil, uma das hortaligas mais cultivadas é o pimentao (Capsicum
annuum), com uma producdo de 350 mil toneladas e estabelecida em
aproximadamente 13 mil hectares. Dentre os problemas fitossanitarios que afetam a
cultura se encontram as manchas foliares causadas pela bactéria Xanthomonas
euvesicatoria pv. euvesicatoria, a qual compromete a producéao ja que afeta a planta
em qualquer fase de seu desenvolvimento. O controle da mancha bacteriana baseia-
se na implementacéao de cultivares resistentes e no uso de agrotoxicos, atividades que
ao longo do tempo intensificam a pressao de selegcdo de bactérias resistentes aos
produtos disponiveis no mercado, acarretando assim problemas ambientais e a saude
humana. Uma alternativa para controlar esta bacteriose na cultura de pimentao € a
inducao de resisténcia através da ativacdo dos mecanismos de defesa da planta,
mediante o uso de produtos de baixo impacto ambiental, como a babosa. O objetivo
desta pesquisa foi avaliar o efeito protetor em plantas de pimentdo pulverizadas com
fragbes polissacaridicas de babosa (Aloe barbadensis), e desafiadas com
Xanthomonas euvesicatoria pv. euvesicatoria. A partir do gel de folhas de babosa
foram obtidas, mediante precipitacdo etandlica para floculagao de polissacarideos de
alto peso molecular, duas fragdes polissacaridicas uma de coloragéo branca (Bab FB)
e outra de coloragado rosa (Bab FR). Inicialmente a Bab FB foi avaliada a 0,5, 1,5e 3
mg/mL, autoclavada a 120°C por 20 minutos e aplicada nas plantas 3 dias antes da
inoculagao (DAI). Com a finalidade de saber qual modo de preparo das fragdes € mais
eficiente para reduzir os sintomas da doencga, ambas as fracbes foram submetidas a
diferentes temperaturas e tempos de aquecimento (30 min a 100°C, 20 min a 120°C
ou 30 min a 60°C) e aplicadas 3 dias antes da inoculagao. Finalmente foi verificada a
influéncia do intervalo de aplicagao da Bab FB e da Bab FR a 3 mg/mL (aquecidas por
30 minutos a 100°C), aplicadas 3 ou 7 dias antes da inoculagdo, e comparadas com
o indutor ASM a 50 ppm do ingrediente ativo. Foi observado que a Bab FB a 0.5, 1.5
ou 3 mg/mL e aquecida a 120°C por 30 minutos nao reduziram a severidade dos
sintomas. Ja a Bab FB e a Bab FR, ambas a 3 mg/mL e aquecidas por 30 minutos a
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100°C, reduziram a severidade da doencga aos 28 e 21 dias apds a inoculacéo (DAI).
No entanto, no experimento posterior, tanto a Bab FB como a Bab FR, ambas a 3
mg/mL, aquecidas a 100°C por 30 minutos e aplicadas 3 ou 7 dias antes da
inoculagao, nao reduziram significativamente a severidade dos sintomas de mancha
bacteriana. Estes resultados mostraram que as fragdes polissacaridicas de babosa
nao apresentam um efeito consistente na redugdo da severidade dos sintomas,
enquanto o ASM mostrou-se sempre superior em reduzir a severidade da doenca em

todos os experimentos.

Palavras-chave: mancha foliar, controle alternativo, fragdes polissacaridicas.
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Abstract

In Brazil, one of the most cultivated vegetables is bell pepper (Capsicum
annuum), with a production of 350 thousand tons and established in approximately 13
thousand hectares. Among the phytosanitary problems that affect the crop are leaf
spots caused by the bacterium Xanthomonas euvesicatoria pv. euvesicatoria, which
compromises production as it affects the plant at any stage of its development.
Bacterial leaf spot control is based on the implementation of resistant cultivars and the
use of pesticides, activities that over time intensify the selection pressure of bacteria
resistant to products available on the market, thus causing environmental and human
health problems. An alternative to control this bacteriosis in the pepper crop is the
induction of resistance through the activation of the plant's defense mechanisms,
through the use of products with low environmental impact, such as aloe vera. The
objective of this research is to evaluate the protective effect on sweet pepper plants
sprayed with polysaccharide fractions from aloe vera (Aloe barbadensis), and
challenged with Xanthomonas euvesicatoria pv. euvesicatoria. From the gel of aloe
leaves, two polysaccharide fractions were obtained, through ethanolic precipitation for
flocculation of high molecular weight polysaccharides, one white (Bab FB) and the
other pink (Bab FR). Initially, Bab FB was evaluated at 0.5, 1.5 and 3 mg/mL,
autoclaved at 120°C for 20 minutes and applied to the plants 3 days before inoculation
(DAI). In order to find out which way of preparing the fractions is more efficient to
reduce the symptoms of the disease, both fractions were submitted to different
temperatures and heating times (30 min at 100°C, 20 min at 120°C or 30 min at at
60°C) and applied 3 days before inoculation. Finally, the influence of the application
interval of Bab FB and Bab FR at 3 mg/mL (heated for 30 minutes at 100°C), applied
3 or 7 days before inoculation, and compared with the ASM inducer at 50 ppm was
verified. Bab FB at 0.5, 1.5 or 3 mg/mL and heated at 120°C for 30 minutes did not
reduce the severity of symptoms. Bab FB and Bab FR, both at 3 mg/mL and heated
for 30 minutes at 100°C, reduced disease severity at 28 and 21 days after inoculation
(DAI). However, in the following experiment Bab FB and Bab FR, both at 3 mg/mL,
heated to 100°C for 30 minutes and applied 3 or 7 days before inoculation, did not
significantly reduce the severity of bacterial spot symptoms. These results showed that
the polysaccharide fractions of aloe vera do not have a consistent effect in reducing
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the severity of symptoms, while ASM was always superior in reducing the severity of

the disease in all experiments.

Keywords: leaf spot, alternative control, polysaccharide fractions.
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6.1 Introducgao

Uma das hortalicas mais cultivas no mundo € o pimentdo, a qual € utilizada
principalmente para a producdo de condimentos e conservas devido a seu aroma,
sabor, diversificada coloragéo, e por ser rico em vitamina A, C e carotenoides (TAITI,
2019; FRATIANNI et al., 2020). No Brasil, a cultura do pimentéo é estabelecida em
mais de 13 mil hectares, proporcionando uma produgao anual de 350 mil toneladas, e
rendimentos médios de até 50 toneladas em cultivos ao ar livre e até 150 toneladas
em ambiente protegido (ANUARIO BRASILEIRO DE HORTI e FRUTI, 2019).

Uma das problematicas fitossanitarias na cultura de pimentao sao as bacterioses,
entre elas a mancha bacteriana causada por Xanthomonas euvesicatoria pv.
euvesicatoria (DREHKOP; OTTEN e BUTTNER, 2022). A mancha bacteriana do
pimentao afeta esta cultura em qualquer fase de seu desenvolvimento, provocando
necrose e abscisdo prematura de folhas, prejudicando a sintese de pimentos
fotossintéticos (AGUIAR et al., 2003; MORETTI et al., 2009; WORTHINGTON et al,
2012).

Apesar da disponibilidade de cultivares resistentes a mancha bacteriana, estes ndo
apresentam sucesso sem o uso de medidas adicionais como o0 controle quimico
(POTNIS, 2019). O controle quimico desta bacteriose é realizado mediante a
aplicacao de antibiéticos como o sulfato de estreptomicina ou a oxitetraciclina e
produtos a base de cobre, estes ultimos caracterizando-se por apresentar efeito
negativo ao meio ambiente, ja que a geracéo de isolados de bactérias resistentes a
este produto aumenta o volume de aplicagao e, por conseguinte os custos ambientais
e de producao (MARINGONI e KIMATI, 1987; MCMANUS et al., 2002). Em vista que
no Brasil ja foram registradas ocorréncias de Xanthomonas resistentes ao cobre
(MARINGONI e KIMATI, 1987; AGUIAR et al., 2000; RITCHIE et al., 2009), métodos
alternativos e sustentaveis devem ser encontrados para controlar esta doenca
bacteriana. Um desses métodos é a ativagao dos mecanismos de defesa da planta.

Entre os produtos capazes de ativar mecanismos de resisténcia de plantas se
encontra o Bion®, que apresenta como ingrediente ativo o acibenzolar-S-Metil (ASM),
um analogo do acido salicilico que se caracteriza por ndo apresentar efeito direto
sobre patdgenos (SYNGENTA, 2022). O produto esta registrado no Ministério da

Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para controlar clorose variegada
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(Xylella fastidiosa) em citros, pinta bacteriana em tomate (Pseudomonas syringae pv.
tomato) mancha bacteriana em tomate (Xanthomonas vesicatoria), € mancha angular
(Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum) em algodao, bacterioses (Xanthomonas
axonopodis e Pseudomonas cichori) em eucalipto, crestamento bacteriano
(Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli) em feijao e mancha aquosa (Acidovorax
avenae subsp. Citrulli) em meldo. Além disso, no capitulo anterior desta pesquisa
observou-se que o ASM, utilizado como um tratamento referéncia, reduziu
significativamente a mancha bacteriana do pimentéao.

Existem evidéncias que a babosa (Aloe barbadensis M.) apresenta potencial no
controle de fitopatdgenos, devido a presenga de compostos antimicrobianos como
fendis, acidos organicos e inorganicos, e polissacarideos como a acemanana, esta
ultima considerada como a principal substancia ativa da planta (FEMENIA et al., 1999;
LUIZ et al., 2016). Tem sido reportado que polissacarideos de babosa reduzem a
severidade da mancha angular em morangueiro (Xanthomonas fragariae) (LUIZ et al.,
2017); ativam as enzimas peroxidase, polifenoloxidase e glucanase e diminuem a
severidade de manchas foliares (Xanthomonas gardneri) em tomateiros (LUIZ;
ROCHA NETO e DI PIERO, 2015), ou que induzem ao acumulo de fitoalexinas em
plantas de sorgo (STANGARLIN et al. 1999).

Produtos de origem natural provenientes da babosa, atuando de modo distinto ao
dos agroquimicos convencionais, poderiam se constituir em uma alternativa ao
controle de doencgas de plantas. Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar
o efeito de fragdes polissacaridicas de babosa no controle da mancha bacteriana de
X. euvesicatoria pv. euvesicatoria em pimentdo, comparando-as com o indutor ASM,

o qual se mostrou efetivo em trabalhos anteriores.

6.2 Material e métodos

6.2.1 Semeadura do pimentao

Em casa de vegetacdo, sementes de pimentdo cv. Rubi Gigante (Feltrin®)
disponiveis nas lojas agropecuarias da regiao de Floriandpolis, foram semeadas em
células preenchidas com substrato comercial Caroline®. Trés semanas apds a
semeadura, foram transplantadas duas plantulas por vaso de 5 litros contendo solo
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vermelho com turfa numa proporgdo 3:1. As plantas foram adubadas duas vezes

durante cada experimento com N-P-K (10-10-10) 10 gL', colocando 10 mL por vaso.

6.2.2 Extracao de fragoes polissacaridicas da babosa e preparo das

suspensoes

Para a extragao das fragdes polissacaridicas, folhas de babosa foram cedidas pela
empresa Naturama Sucos Integrais do Brasil Ltda (Paulo Lopez, SC). As folhas foram
lavadas em agua da torneira e com detergente e descascadas. O gel (parénquima de
reserva) foi extraido, triturado em liquidificador e misturado com alcool 92° em uma
proporcao de 3:1. Esta mistura foi mantida em camara fria a 4°C por 24 horas para a
floculacdo de polissacarideos de alto peso molecular. Passado o periodo de
refrigeracdo com uma peneira foi filtrada a mistura e obtida uma primeira fragao
polissacaridica de coloragéo branca (Bab FB). O restante da suspenséo permaneceu
a 4°C por 72 horas, quando foi novamente filtrada, obtendo-se uma segunda fragéo
polissacaridica de coloragao rosa (Bab FR). Ambas as fragées Bab FB e Bab FR foram
secas em estufa a 45°C até obter um peso constante, trituradas em moinho analitico
e armazenadas no freezer a -20°C. Antes de serem aplicadas nas plantas, as fragdes
foram suspensas em agua destilada e homogeneizadas no Ultra-Turraz a 2000 rpm
por 15 minutos e, dependendo do experimento, foram aquecidas por 30 min a 100°C,

20 min a 120°C ou 30 min a 60°C e posteriormente incubadas a 4 °C por 12 horas.

6.2.3 Preparo e calibragao do inéculo bacteriano

Para a calibragdo do inéculo o isolado 112-P de Xanthomonas euvesicatoria pv.
euvesicatoria fornecido pela Embrapa Hortalicas e conservado em tampao fosfato foi
repicado em placas de petri contendo meio Nutriente Agar (28 g.L™') e mantidos a
25°C por 48 horas. Apds o periodo de incubacao foi preparada uma suspensao
bacteriana correspondente a uma absorbancia de 0,6 unidades a 600 nm lidas em
espectrofotobmetro (Molecular Devices Beckman Paradigm Multi-Mode Microplate
Reader), que equivale aproximadamente a 1 x 108 Unidades Formadoras de Col6nias
(UFC) mL".
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6.2.4 Efeito da aplicacao das fragoes polissacaridicas de babosa e ASM sobre
a severidade de X. euvesicatoria pv. euvesicatoria em plantas de

pimentao cv. Rubi Gigante

Foram realizados quatro experimentos em casa de vegetagcdo com plantas da cv.
Rubi Gigante. Como testemunha plantas foram pulverizadas com agua destilada
(controle negativo) ou com ASM a 50 ppm do ingrediente ativo (controle positivo).

Em todos os experimentos as plantas foram pulverizadas com as fragdes
polissacaridicas da babosa no estadio de sete folhas (7 mL por vaso) e dependendo
do experimento, as plantas foram inoculadas 3 ou 7 dias depois com X. euvesicatoria
pv. euvesicatoria (Asoo nm = 0,6). Em seguida, as plantas foram mantidas em camara
umida por 48 horas para facilitar a abertura dos estdmatos e garantir a infecgdo e
colonizacdo da bactéria. Passados 14 dias da inoculagdo, a cada 7 dias e por um
periodo de 28 dias foram avaliados visualmente a severidade dos sintomas causados
pela bactéria (porcentagem de area de folha afetada) da terceira e quarta folha de
abaixo para acima.

No primeiro experimento, foi avaliada a fragdo branca da babosa (Bab FB) a 0,5,
1,5 e 3 mg/mL, autoclavadas a 120°C por 20 minutos e aplicada nas plantas 3 dias
antes da inoculagao (DAi). No segundo experimento, foram avaliadas as fracbes
branca (Bab FB) e rosa (Bab FR) da babosa a 3 mg/mL submetidas a diferentes
temperaturas e tempos de aquecimento (20 min a 120°C, 30 min a 100°C, ou 30 min
a 60°C) e aplicadas 3 DAI. Ja no terceiro e quarto experimento, as fragdes Bab FB e
Bab FR a 3 mg/mL (aquecidas por 30 minutos a 100°C) foram comparadas com o
indutor comercial acibenzolar-S-metil (ASM), a 50 ppm do ingrediente ativo. Os
produtos foram aplicados nas plantas de pimentao aos 3 ou 7 dias antes da inoculacao

das plantas.

6.2.5 Delineamento experimental e andlise de dados

Todos os experimentos foram conduzidos em casa de vegetagcdo e com um
delineamento inteiramente casualizado. A unidade experimental esteve representada
por um vaso contendo duas plantas de pimentdo. As analises de severidade da
doenca foram realizadas utilizando 6 repeticbes por tratamento. Os dados da
severidade foram submetidos a anadlise de varidncia pelo teste F, e quando
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significativo as médias dos tratamentos foram analisadas pelo teste Tukey (p < 0.05).
O pressuposto da homogeneidade das variancias foi realizado pelo teste Levene. Para

todas as analises estatisticas foi utilizado o programa de analise estatistica SISVAR
5.6.

6.3 Resultados

6.3.1 Efeito da aplicagao de Bab FB, Bab FR e ASM sobre a severidade de X.

euvesicatoria pv. euvesicatoria em plantas de pimentao

Incialmente, as plantas de pimentdo Rubi Gigante pulverizadas 3 dias antes da
inoculagao (DAi) com Bab FB nas concentracdes de 0.5, 1.5 e 3.0 mg/mL, a partir de
suspensdes de polissacarideos aquecidas a 120°C por 30 minutos, ndo apresentaram
uma redugdo significativa na severidade da doenga quando comparadas com as

plantas controle (tratadas com agua) aos 14, 21 e 28 dias apds a inoculagéo (DAI)
(Figura 31).
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Figura 31. Severidade de Xanthomonas euvesicatoria pv. euvesicatoria em plantas de
pimentdo Rubi Gigante pulverizadas com agua destilada ou fragao branca de babosa (Bab FB) a 0.5,
1.5 e 3 mg/mL aquecidas a 120°C por 20 minutos, 3 dias antes da inoculagdo com X. euvesicatoria
pv. euvesicatoria (Asoo nm = 0,6). A avaliagao iniciou 14 dias apos a inoculagao (DAI). Ns: ndo
significativo pelo teste Tukey a 5%.
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Submetendo-se as fracbes de babosa a diferentes combinagcbes de
tempo/temperatura, foi observado que na cultivar Rubi Gigante, a Bab FB a 3 mg/mL,
aquecida 30 minutos a 100°C e aplicada 3 dias antes da inoculagdo reduziu
significativamente a severidade da doenga apenas aos 28 DAI, em aproximadamente
70% (Figura 32). A fracdo rosa da babosa (Bab FR) também teve efeito apenas
quando submetida a 100°C/30 minutos, no caso reduzindo a severidade da bacteriose
aos 21 dias apos a inoculagao (Figura 32).

Severidade (%)
OCN DL OO R S®

014 DAI 821 DAl @28 DAI

Figura 32. Severidade de Xanthomonas euvesicatoria pv. euvesicatoria em plantas de
pimentdo Rubi Gigante pulverizadas com agua destilada, fragao branca (Bab FB) e fragéo rosa da
babosa (Bab FR) a 3mg/mL, submetidas a diferentes temperaturas e tempos de aquecimento (20 min
a 120°C, 30 min a 100°C, ou 30 min a 60°C), 3 dias antes da inoculagdo com X. euvesicatoria pv.
euvesicatoria (Asoo nm = 0,6). A avaliacao iniciou 14 dias apds a inoculagdo (DAI). Médias com
diferentes letras diferem significativamente entre dentro do mesmo tempo de avaliagédo pelo teste
Tukey a 5% de significAncia. Ns: n&o significativo. Os dados deste experimento foram transformados
mediante a raiz quadrada.

Realizando-se mais dois novos experimentos com Bab FB e Bab FR a 3 mg/mL,
com aquecimento das fragdes a 100°C por 30 minutos e aplicagdo aos 3 ou 7 dias
antes da inoculagao (DAI), ndo foram encontradas diferengas significativas para a
severidade da doenca em todas as avaliagdes quando comparadas com as plantas
controle. Contudo se observa que as plantas pulverizadas com ASM a 50 ppm 3 ou 7

DAi apresentaram uma reducao significativa da severidade da doenca entre 30 e 70%
(Figuras 33 e 34).
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Severidade (%)

Agua ASMa50 ASMa50 BabFR BabFR BabFB BabFB
ppm 3DAi ppm 7DAi 3.0 mg/mL 3.0 mg/mL 3.0 mg/mL 3.0 mg/mL
7DAI 3DAI 7DAiI 3DAI

014 DAI @21 DAl 228 DAI

Figura 33. Severidade de Xanthomonas euvesicatoria pv. euvesicatoria em plantas de
pimentdo Rubi Gigante pulverizadas com agua destilada, ASM a 50 ppm, ou fragao branca (Bab FB),
e fragdo rosa da babosa (Bab FR) a 3mg/mL (aquecidas 30 minutos a 100°C) 3 e 7 dias antes da
inoculagéo (DAI) com X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (Asoo nm = 0,6). A avaliagao foi realizada aos
14, 21 e 28 dias apos a inoculagéo (DAI). Médias com diferentes letras diferem significativamente
entre si dentro do mesmo tempo de avaliagéo pelo teste Tukey a 5% de significancia. Os dados deste
experimento foram transformados mediante a raiz quadrada.
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Figura 34. Severidade de Xanthomonas euvesicatoria pv. euvesicatoria em plantas de
pimentdo Rubi Gigante pulverizadas com agua destilada, ASM a 50 ppm, ou fragao branca (Bab FB),
e fracdo rosa da babosa (Bab FR) a 3mg/mL (aquecidas 30 minutos a 100°C) 3 e 7 dias antes da
inoculacdo (DAIi) com X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (Asoo nm = 0,6). A avali¢do foi realizada aos 7,
14 e 21 dias ap6s a inoculagéo (DAI). Médias com diferentes letras diferem significativamente entre si
dentro do mesmo tempo de avaliagéo pelo teste Tukey a 5% de significancia. Os dados deste
experimento foram transformados mediante o logaritmo de (n+1).
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6.4 Discussao

A ativacado dos mecanismos de defesa de plantas mediante o uso de indutores de
resisténcia € uma estratégia alternativa que ajuda no controle de doencas. Nesta
pesquisa para reduzir a severidade da mancha bacteriana do pimentao foram testadas
diferentes concentracdes e intervalos de aplicagdo de polissacarideos de babosa,
comparando-as com um produto comercial a base de ASM.

Diferentes pesquisas tém demonstrado o potencial da babosa em controlar
bacterioses em plantas (LUIZ et al., 2012; LUIZ et al., 2017). Dessa forma, avaliou-se
uma fragao polissacaridica branca (Bab FB) e uma fragcao polissacaridicas rosa (Bab
FR) obtidas do gel de babosa na reducédo da severidade da mancha bacteriana do
pimentao (X. euvesicatoria pv. euvesicatoria).

Inicialmente, a Bab FB autoclavada a 120°C por 20 minutos, e testada em
diferentes concentragbes, nao reduziu a severidade da mancha bacteriana,
independente da concentracao utilizada (Figura 31). Em relagao a isto, presume-se
que as altas temperatura e pressdo durante a autoclavagem da fragéo
comprometeram as ligagdes entre aglomerados de monossacarideos, e isto,
provavelmente afetou negativamente o potencial antimicrobiano desta fracédo, ou seu
efeito elicitor.

Supbe-se que a autoclavagem da Bab FB ao quebrar ligacbes entre
monossacarideos tornou essa fragao irreconhecivel aos receptores da planta, e, por
conseguinte ndo ocorreu ativacdo dos mecanismos de defesa vegetal. Também se
sugere que a quebra de aglomerados de monossacarideos da Bab FB causada pela
autoclavagem, evitou que esta fracdo formasse um filme continuo na superficie das
folhas, o qual poderia auxiliar na reducao da infecdo bacteriana.

Ja que a Bab FB autoclavada nao reduziu os sintomas da doenga, no experimento
seguinte a Bab FB e a Bab FR ambas a 3 mg/mL foram submetidas a diferentes
temperaturas e tempos de aquecimento, na tentativa de se obter uma fragao
polissacaridica cujo tamanho dos fragmentos atuasse como elicitor em pimentao.

Quando a Bab FB e a Bab FR foram aquecidas por 30 minutos a 100°C, foi
observado que a fragdo branca reduziu a severidade da doenca aos 28 dias apods a
inoculagao (DAIl), e a fragdo rosa aos 21 DAI (Figura 32). Entretanto, essa agao
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protetora ndo foi confirmada nos experimentos seguintes, quando as fragdes foram
aplicadas 3 ou 7 dias antes da inoculacdo das plantas (Figura 33 e 34).

Apesar que no presente estudo a Bab FB e a Bab FR da babosa n&o preveniram
a infeccdo nem reduziram os sintomas de manchas foliares de maneira consistente
(Figura 31, 33 e 34), é importante destacar que outros pesquisadores tém encontrado
resultados positivos utilizando babosa no controle de doencas bacterianas de
humanos e plantas. Por exemplo, Pandey e Mishra (2010) encontraram que o extrato
etandlico liquido de babosa inibiu o crescimento in vitro de diferentes bactérias Gram-
negativas e Gram positivas de humanos, e relacionaram os resultados com a atividade
antibacteriana deste extrato.

Ja em plantas, Luiz et al. (2017) comprovaram que a suspensao aquosa de
polissacarideo de babosa reduziu a severidade da mancha angular (X. fragarie) do
morangueiro em até 44%, enquanto que, em tomate, Luiz et al. (2012) observaram
que polissacarideos de babosa a 1,5 mg/mL, quando aquecidos a 50°C por 60 minutos
ou a 100°C por 30 minutos, reduziram a severidade da mancha bacteriana
(Xanthomonas gardneri) em até 51.5%. Esses autores atribuiram a redugédo da
doenga a oligossacarideos presentes nestas fragées, os quais ao atuar como
elicitores, induziram na planta a atividade de enzimas relacionadas a defesa como
peroxidase, polifenoloxidase e glucanase.

Uma das possiveis causas sobre o insucesso para reduzir a mancha bacteriana
do pimentdo com Bab FB e Bab FR, & a caréncia de compostos com atividade
antimicrobiana como a acemanana, a aloerida ou antraquinonas nestas fragoes.
Presume-se que as folhas de babosa utilizadas para a extracdo das fracdes
possivelmente ndo apresentavam suficientes compostos antimicrobianos, ou bem,
que durante a extracao das fragdes, possivelmente foram degradados compostos
antimicrobianos ou moléculas elicitoras, os quais em sinergia seguramente teriam
contribuido em amenizar os sintomas causados por X. euvesicatoria pv. euvesicatoria.

Em alguns dos experimentos, também foi utilizado um produto a base de ASM, o
qual é comercializado como um ativador de mecanismos de defesa de plantas. Foi
observado que o ASM pulverizado 3 ou 7 DAI reduziu a severidade da mancha
bacteriana entre 30 e 70% (Figuras 33 e 34). Presume-se que o ASM, um analogo do
acido salicilico, agiu nas plantas de pimentdo como uma molécula sinalizadora,

induzindo a expressao de genes e sintese de enzimas de defesa de plantas
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relacionadas a rota do acido salicilico, a qual esta envolvida principalmente contra o
ataque de patdgenos biotréficos ou hemibiotréficos (SANCHEZ et al., 2010) como é o
caso da X. euvesicatoria pv. euvesicatoria.

A utilizagdo do ASM nos experimentos demostrou que havia ambiente propicio
para que as plantas de pimentao tivessem seus mecanismos de defesa ativados e a
nao protecdo das plantas pela babosa contra a bacteriose deve-se, em parte, a
auséncia de elicitores nas fragdes polissacaridicas ou ao ndo reconhecimento destas

pelo pimenté&o.

6.5 Conclusoes

Desta pesquisa conclui-se que fragdes polissacaridicas de babosa n&do reduzem a
severidade da mancha bacteriana do pimentdo de maneira consistente. Por tais
circunstancias, outros estudos devem ser conduzidos onde se purifiquem e se testem
no controle da doenga componentes elicitores presentes nas fragdes polissacaridicas
da babosa. Do mesmo modo, outros estudos utilizando o gel de babosa sem processar
devem ser realizados para determinar se apresenta potencial para reduzir esta doenga

do pimentao.
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7 Conclusao geral e perspectivas

No mundo e no Brasil, ha uma demanda crescente para a incorporagao de novas
tecnologias para o manejo de recursos genéticos vegetais, entre eles o pimentdo. Por
tais circunstancias, limitagdes como a expanséao da fronteira agricola e a necessidade
de compatibilizar a produgao agricola com a conservagao ambiental, e a melhora da
qualidade de vida, exigem uma maior eficiéncia nos processos relacionados com a
producdo de cultivares de pimentdo, através da implementacdo de tecnologias
apropriadas.

Certamente, a estratégia mais comum para manter a variabilidade de espécies de
grande importancia econdmica como pimentdo é a conservagao de seus recursos
genéticos. Por tais circunstancias, estudos ecologicos, demograficos, inventarios de
populagdes naturais, implementacao de técnicas de prospecgao, coleta, conservacao
de germoplasma, realizacdo de estudos demograficos e inventarios de populagdes
naturais de pimentdo sdo necessarios para encontrar fontes de resisténcia que
possam serem utilizadas nos programas de melhoramento genético para conter o
ataque de X. euvesicatoria pv. euvesicatoria nesta cultura.

Por tais circunstancias, o uso de recursos genéticos presentes nos bancos de
germoplasma de pimentdo deve ser potencializado, através da caracterizagao e
agregando valor ao germoplasma conservado, que permitam a melhoradores tomar
decisdes sobre quais materiais devem ser utilizados nos programas de melhoramento,
potencializando assim o uso do germoplasma desta hortalica. Contudo, em vista que
no estado Santa Catarina ndo estédo identificadas as racas de X. euvesicatoria pv.
euvesicatoria pv. euvesicatoria que infectam o pimentido, outros estudos devem ser
realizados para identificar os genes de aviruléncia presentes nas ragas de do estado
de SC, para posteriormente criar cultivares de pimentdo que apresentem genes de
resisténcia que possam reconhecer estes genes de aviruléncia bacteriana nos

campos de producao catarinenses e fazer o controle desta doenca de modo eficiente.



	b4d0bccfdedd7810c5ac2b59aa106d0c9984317b28d3ffdd28669eaf94e16fab.pdf
	b4d0bccfdedd7810c5ac2b59aa106d0c9984317b28d3ffdd28669eaf94e16fab.pdf
	b4d0bccfdedd7810c5ac2b59aa106d0c9984317b28d3ffdd28669eaf94e16fab.pdf

		2023-06-28T16:11:08-0300


		2023-06-28T16:43:30-0300




