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RESUMO

Kuhn, 0.J. & Pascholati, S.F.. Custo adaptativo da indugéo de resisténcia em feijoeiro mediada pela rizobactéria Bacillus cereus ou acibenzolar-
S-metil: atividade de enzimas, sintese de fendis e lignina e biomassa. Summa Phytopathologica, v.36, n.2, p.107-114, 2010.

Plantas que utilizam recursos para defesa na auséncia de pragas ou
patégenos, arcardo com custos energéticos que podem refletir na sua
produtividade. Assim, teve-se por objetivo avaliar os custos adaptativos
da inducdo de resisténcia, antes da chegada do patégeno, em feijoeiro
induzido por um indutor biético (Bacillus cereus) e um abiédtico
(acibenzolar-S-metil, ASM), em 2, 3 ou 4 aplicacGes distribuidas ao
longo do ciclo da cultura. Avaliou-se o efeito protetor contra a bactéria
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, além da atividade de
peroxidase, quitinase, pB-1,3-glucanase, sintese de lignina, fendis e
crescimento com base na matéria seca. Observou-se que os indutores

protegeram a cultura contra X. axonopodis pv. phaseoli com base na
reducdo da severidade. O ASM aumentou a atividade de peroxidase,
quitinase e p-1,3-glucanase, enquanto que o B. cereus aumentou apenas
a peroxidase. O ASM aumentou a sintese de lignina e B. cereus néo,
enquanto que ASM diminuiu teor de fendis e B. cereus ndo. O ASM
reduziu a biomassa da planta, o que ndo ocorreu em plantas induzidas
por B. cereus. Portanto, a resisténcia induzida por ASM apresenta
elevado custo associado, enquanto que por B. cereus apresenta baixo
custo, necessitando a indugdo de resisténcia ser melhor explorada e
estudada para potencializar seu uso em feijoeiro.

Palavras-chave adicionais: Quitinase; p-1,3-glucanase; peroxidase; Phaseolus vulgaris; metabolismo; produtividade.

ABSTRACT

Kuhn, 0.J. & Pascholati, S.F.. Fitness cost of induced resistance in bean plants by the rhizobacteria Bacillus cereus or acibenzolar-S-methyl:
enzymes activities, phenol and lignin synthesis, and biomass. Summa Phytopathologica, v.36, n.2, p.107-114, 2010.

Plants that use resources to defend themselves in the absence of
pests or pathogens will pay off with energy costs that can reflect in
the productivity. Thus, the objective of this work was to evaluate the
fitness costs of the resistance induced in bean plants, before the
presence of the pathogen, by using biotic (Bacillus cereus) and abiotic
(acibenzolar-S-methyl, ASM) inducers, applied 2, 3 or 4 times during
the cycle of the culture. The protecting effect was evaluated against
the bacterium Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli. The activities
of peroxidase, chitinase and B-1,3-glucanase, lignin and phenol

synthesis and plant growth were evaluated too. It was observed that
the inducers protected the bean plants against X. axonopodis pv.
phaseoli. The ASM increased the activity of peroxidase, chitinase
and B-1,3-glucanase, while B. cereus only increased peroxidase activity.
Unlike B. cereus, the ASM increased lignin synthesis and decreased
phenolic compound content and plant growth. Therefore, the
resistance induced by ASM represents high fitness costs for bean
plants, while the resistance induced by B. cereus represents low cost
and its potential use can be explored.

Keywords: Chitinase p-1,3-glucanase; peroxidase; Phaseolus vulgaris; metabolism; yield.

O controle de doencas de plantas é o objetivo pratico mais
importante da fitopatologia, que justifica o alto investimento em
pesquisa e desenvolvimento de produtos e técnicas, visando cumprir
esse objetivo. No entanto, a busca por alta produtividade com técnicas
de facil uso e eficiéncia, fez com que os fungicidas passassem a ser
largamente utilizados, ao custo de grande impacto ambiental. Por outro
lado, no final do século passado, as pesquisas se intensificaram no
tocante ao uso da indug&o de resisténcia, e comprovaram a sua eficiéncia
na reducdo da intensidade de vérias doengas. No entanto, poucos
pesquisadores se preocuparam em avaliar a produtividade das culturas
em meio a esse fendmeno, pois uma tecnologia para ser aceita e adotada
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necessita ser economicamente viavel.

Esses aspectos sdo importantes, visto que, as plantas apresentam
um sistema de defesa latente, com a finalidade de economizar energia
e substrato, que pode ser ativado com a chegada do patégeno. Ao
contrario, a resisténcia constitutiva representa um custo real para a
planta, que aloca seus limitados recursos na producdo de defesas,
independente da presenca do patégeno. Na presenca do patdgeno, o
investimento em defesa deve valer a pena e as plantas induzidas serem
beneficiadas (8). Assim, a resisténcia induzida em condic¢Ges naturais
representara custo apenas na presenca do patdgeno (12), e, mesmo
com a chegada deste, hd uma compensagao pelo atraso temporal na
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expressao da defesa, alocando recursos para este propésito somente
quando necessarios (5). Porém, plantas que alocam seus recursos em
defesa na auséncia de patégenos podem arcar com custos que refletirdo
na produtividade, uma vez que as alterages metabdlicas que levam a
resisténcia possuem um custo adaptativo associado, o qual pode pesar
mais do que o beneficio (15).

Nesse contexto, é preciso considerar ainda que o efeito protetor
da resisténcia induzida, dependendo do indutor e da planta utilizados,
pode durar desde poucos dias até por todo o ciclo da planta (4).
Portanto, podem ser necessarias varias aplicagdes durante o ciclo da
cultura, como no caso do tomateiro, onde a aplicagdo de acibenzolar-
S-metil (ASM) é semanal, mantendo as plantas ativadas por todo o
ciclo (17). Essa manutengdo do estado ativado pode ser custosa para
as plantas, uma vez que a inducibilidade pode ser considerada como
um mecanismo de economia da planta.

Em algumas pesquisas envolvendo indugdo de resisténcia em
diferentes sistemas hospedeiro-patégenos, tém-se observado um ganho
de produtividade, fato que indica um custo menor do que o beneficio.
Porém, em outros casos, ndo ha incrementos na produtividade, ou até
ha redugdo da mesma, ainda com drastica reducéo da doenca (9, 10, 13,
22). Portanto, a expressdo da defesa pode reduzir a produtividade, a
ponto de ser o custo maior do que o beneficio? E em que condicéo isso
pode acontecer? Existem diferencas entre indutores bioticos e abi6ticos
em relacdo ao custo adaptativo da inducdo de resisténcia? Estas sdo
perguntas que precisam ser respondidas para se redirecionar as
pesquisas e 0 uso desta tecnologia.

Neste trabalho foram conduzidos experimentos objetivando
verificar alteragdes na atividade de proteinas-RP (peroxidase, quitinase
e B-1,3-glucanase), sintese de lignina e compostos fendlicos,
mecanismos de defesa contra patégenos, correlacionando-os com o
crescimento do feijoeiro expressando resisténcia induzida contra
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, mediada por ASM (um indutor
quimico), e por B. cereus, (um indutor bioldgico), aplicados 2, 3ou 4
vezes ao longo do ciclo da cultura e na auséncia do patégeno.

MATERIALE METODOS

Obteng¢do e manutencdo dos microrganismos

Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli foi isolada de plantas de
feijdo, sendo cultivada em meio 523 de Kado & Heskett (16). As
culturas foram mantidas a 25 °C no escuro por periodo de 96 h, sendo
que para o processo de inoculagdo foi preparada suspenséo de células
ajustadas para 108 células mL™*. Por sua vez, o isolado de Bacillus
cereus, com comprovada acdo na inducdo de resisténcia contra
Alternaria solani, Corynespora cassiicola, Stemphilium solani, Oidium
lycopersici e Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (24), foi cultivado
em meio 523 de Kado & Heskett por 48 horas na auséncia de luz a 25
°C, preparando-se suspensao ajustada para 108 células por mL a partir
da lavagem das placas de petri (16).

Cultivo em casa de vegetacdo com aplicacdo dos indutores

O feijao (cv. Carioca Tybata) foi cultivado em vasos de 4 L contendo
mistura de solo, areia e matéria organica (2:1:2) autoclavados (uma
hora a 121 °C, sendo repetida a operagdo 24 h apds), adubados com
1,5 g por vaso da formula 04-14-08 e mantidos em casa de vegetacao.
Os tratamentos foram dispostos em esquema fatorial 2x4, considerando
dois indutores e quatro formas de aplica¢do. Os indutores foram
representados por ASM, aplicando-se com auxilio de pulverizador,
10 mL de solugéo por planta, na concentracdo de 50 mgi.a. L*e 10 mL
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de suspenséo de células de B. cereus por planta na concentragdo de
108 ufc mL* na parte aérea. As plantas sem a aplicagdo dos indutores
(controle) foram pulverizadas com 10 mL de dgua destilada. Para cada
indutor foram efetuadas as seguintes aplicagdes: Tratamento 1, aos
14, 28, 42 e 56 dias apds a emergéncia (dae); Tratamento 2, aos 14, 28
e 42 dae; Tratamento 3, aos 14 e 42 dae e Tratamento 4, sem aplicacfes
(controle). Cada tratamento foi composto de quatro repeti¢cbes com
cinco vasos por repeticdo, um para cada coleta de material, cada vaso
continha duas plantas, totalizando 160 unidades experimentais. Os
tratamentos que receberam trés e duas aplica¢bes foram tratados com
agua destilada na época em que ndo deveriam receber os indutores. O
experimento foi conduzido de agosto a dezembro de 2004 e repetido
da mesma maneira de fevereiro a junho de 2005, no campo experimental
do Setor de Fitopatologia da Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz”.

Verificagdo da sistematicidade do controle

Em casa de vegetacdo foram cultivadas plantas de feijdo, em vasos
de 3 L e aos 10 dias apds a emergéncia dispensou-se 10 mL dos
agentes indutores, suspenséo de propagulos de B. cereus (108 ufc mL-
1) ouASM (50 mg i.a. mL1), sobre as folhas monofoliadas, sendo agua
destilada o tratamento controle. Trés dias ap6s, quando a planta ja
apresentava a primeira folha trifoliada, foi inoculada a bactéria X.
axonopodis pv. phaseoli, pela pulverizacdo de suspensdo de células
(108 ufc mL?), preparada a partir de coldnias com quatro dias de
crescimento. Aos 15 dias ap6s a inoculagdo foi avaliada a severidade
do crestamento bacteriano comum, pela quantificacdo da area lesionada,
com o auxilio do software QUANT v. 1.0.2 (27). Cada tratamento foi
composto de 20 repeticdes.

Obten¢do e armazenamento das amostras de tecido foliar

Para a realizagdo das analises bioquimicas, folhas de feijoeiro
completamente expandidas foram coletadas das plantas de cada
tratamento a partir do décimo quarto dia ap6s a germinagéo, por ocasido
da primeira aplicacdo dos tratamentos, a segunda coleta sete dias apds,
a terceira coleta 21 dias ap6s, a quarta coleta 35 dias apés e a quinta
coleta 49 dias apds, dessa forma as coletas foram realizadas sempre
sete dias ap6s cada aplicagdo dos tratamentos. Essas amostras foram
acondicionadas em caixa térmica, contendo gelo, e transportadas para
o laborat6rio para pesagem e processamento, visando 0 armazenamento
em freezer (—20 °C) para posterior analise.

Obtencgdo dos extratos protéicos

As amostras de folhas (0,5 g) foram homogeneizadas
mecanicamente em 4 mL de tampdo acetato de sédio 100 mM (pH
5,0), comauxilio de almofariz. O homogenato foi centrifugado a 20.000g
durante 25 min a 4 °C, e o sobrenadante obtido considerado como
extrato enzimatico para a determinacao da atividade de peroxidase,
quitinase e -1,3-glucanase, e o conteddo protéico.

Atividade de peroxidase

A atividade de peroxidase foi determinada a 30 °C, pelo método
espectrofotométrico direto, pela medida da converséo do guaiacol em
tetraguaiacol a 470 nm (18). A mistura da reacéo continha 0,1 mL do
extrato protéico e 2,9 mL de solugdo com 250 pL de guaiacol e 306 uL
de perdxido de hidrogénio em 100 mL de tampdo fosfato 0,01M (pH
6,0). A cubeta de referéncia continha 3 mL da solugéo com guaiacol e
peroxido de hidrogénio. A atividade da peroxidase foi expressa como
atividade especifica (unidades de absorbancia min- mg* proteina).
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Atividade de quitinase

A atividade de quitinase foi avaliada pela liberacéo de fragmentos
soltveis de “CM-chitin-RBV™”, a partir de quitina carboximetilada
marcada com remazol brilhante violeta (CM-Quitin-RBV 4 mg mL™,
Loewe Biochemica GmbH) (26). Para tanto, 200uL do extrato protéico
foi misturado com 600 puL do mesmo tamp&o de extragdo e 200 uL de
“CM-chitin-RBV” (2,0 mg mLt). Apés incubagdo por 20 min a 40 °C,
areacdo foi paralisada com a adigdo de 200 pL de solugdo de HCI 1 M,
seguida de resfriamento em gelo e centrifugacdo a 10.000g / 5 min. A
absorbancia a 550 nm do sobrenadante foi determinado tendo-se
tampdo de extragdo na cubeta de referéncia. Os resultados foram
expressos em unidades de absorbancia min* mg* proteina,
descontando-se os valores de absorbancia do controle (800 uL de
tamp&o de extracdo + 200 pL de “CM-chitin-RBV™).

Atividade de B-1,3-glucanase

Para a determinacéo espectrofotométrica da atividade de p-1,3-
glucanase nos extratos foi utilizado como substrato uma solucédo de
carboximetilcurdlan-remazol brilhante azul (CM-Curdlan-RBB 4 mg
mL, Loewe Biochemica GmbH), de acordo com metodologia
desenvolvida por Wirth & Wolf (28) e procedimento descrito por
Guzzo & Martins (11). Para tanto, 200 pL do extrato protéico foi
misturado com 600 puL do mesmo tampdo de extragdo e 200 uL de
CM-curdlan-RBB (4,0 mg mL*). Ap6s incubagdo por 20 mina 40 °C,
areacdo foi paralisada com a adigéo de 200 pL de solugéo de HCI 1 M,
seguida de resfriamento em gelo por 10 min e centrifuga¢éo a 10.000g
por 5 min. A absorbancia a 600 nm do sobrenadante foi determinada
tendo-se tampdo de extracdo na cubeta de referéncia. Os resultados
foram expressos em unidades de absorbancia min* mg? proteina,
descontando-se os valores de absorbéncia do controle (800 uL de
tampdo de extracdo + 200 pL de “CM-curdlan-RBB”).

Proteinas totais

O teste de Bradford foi empregado para a quantificacéo do contetido
total de proteinas nas amostras (6). Foram adicionados a cada 0,8 mL
de amostra, sob agitagdo, 0,2 mL do reagente de Bradford. Apds 5
minutos, foi efetuada a leitura da absorbancia a 595 nm em
espectrofotdmetro. A concentracao de proteinas, expressa em termos
de equivalentes pg de albumina de soro bovino (ASB) em um mL de
amostra (ug proteina mL*), foi determinada utilizando-se curva padrédo
de ASB, variando de 0 a 20 ug mL™.

Lignina e compostos fendlicos

Amostras de tecido vegetal, foram trituradas em nitrogénio liquido
e secas por 6 h em “Integrated SpeedVac System” modelo ISS 100,
marca Savant. Deste material seco, 30 mg foram transferidas para
tubo “eppendorf” de 2 mL e homogenizadas com 1,5 mL de metanol
80% e extraidas sob agitacdo por 15 h em agitador rotativo, protegido
da luz e em temperatura ambiente. O extrato metanélico foi
centrifugado a 12.000g por 5 min e o sobrenadante foi transferido
para novo tubo “eppendorf” para determinacdo dos compostos
fendlicos. O residuo foi utilizado para quantificacdo de lignina e
polimeros semelhantes. Para tanto, um volume de 1,5 mL da agua
destilada foi adicionado ao precipitado, homogeneizado e centrifugado
a 12.000g por 5 min. O sobrenadante foi descartado e o residuo foi
seco a 65 °C por 15 h. O residuo seco insolGvel em alcool, contendo
lignina, foi utilizado para determinacdo de lignina, de acordo com
metodologia de Barber & Ride (1). Um volume de 1,5 mL de solugéo
contendo acido tioglicolico e HCI 2M (proporcdo de 1:10) foi
adicionado ao residuo. Os tubos “eppendorf” foram agitados
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suavemente para hidratar o residuo e entdo colocados em banho-maria
a 100 °C por 4 h. Apés, os tubos foram mantidos em gelo por 10 min
e centrifugados a 12.000g por 10 min, sendo o sobrenadante descartado
e o precipitado lavado com 1,5 mL de agua destilada deionizada e
novamente centrifugado a 10.000g por 10 min. Apds, 0 sobrenadante
foi descartado e o precipitado resuspenso em 1,5 mL de NaOH 0,5
M, sendo a mistura agitada em agitador rotativo por 15 h em
temperatura ambiente. A mistura foi centrifugada a 10.000g por 10
min e o sobrenadante foi transferido para novo tubo “eppendorf”,
sendo adicionado 200 pL de HCI concentrado ao sobrenadante e
mantido em cdmara fria (4 °C) por 4 h para permitir a precipitacdo da
lignina ligada ao &cido tioglicolico. Ap6s, a mistura foi centrifugada a
10.000g por 10 min, o sobrenadante descartado e o precipitado
resuspenso em 2 mL de NaOH 0,5 M. A absorbancia desta solugdo foi
determinada a 280 nm e os valores calculados com base na curva de
lignina, sendo expresso em mg de lignina por g de tecido seco (23).

Os compostos fenodlicos totais foram determinados pipetando-se
150 pL do extrato metanolico, proveniente da determinacao de lignina,
misturando-se 150 pL do reagente de Folin-Ciocalteau 0,25N e mantido
em temperatura ambiente por 5 min, adicionando-se entdo 150 pL de
Na,CO, 1M, sendo homogeneizado e mantido por 10 min em
temperatura ambiente. A mistura foi entdo homogeneizada com 1 mL
de H,O destilada e deionizada e mantida a temperatura ambiente por
uma hora. A absorbancia da reacgdo foi lida a 725 nm, e os valores de
absorbéncia foram calculados com base em curva de catecol e os
compostos fendlicos totais expressos em equivalente mg de catecol
por g de tecido seco (23).

Crescimento do feijoeiro

A massa seca total, ap6s permanéncia do material vegetal a 60 °C
até peso constante foi obtida pela pesagem das plantas coletadas a
partir do décimo quarto dia apds a germinagao, por ocasido da primeira
aplicacdo dos tratamentos, a segunda coleta sete dias ap0s, a terceira
coleta 21 dias apds, a quarta coleta 35 dias apds e a quinta coleta 49
dias apds, dessa forma as coletas foram realizadas sempre sete dias
apos cada aplicagdo dos tratamentos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacdo da doenca

Com o uso dos indutores pdde-se diagnosticar a ocorréncia da
sistematicidade do controle em feijoeiro contra X. axonopodis pv.
phaseoli, com base na reducdo do crestamento bacteriano comum em
79%, com a utilizacdo do ASM e em 37%, com a utilizacdo de B.
cereus (P < 0,01) (Tabela 1). O ASM, pelas suas caracteristicas
quimicas e semelhanga com o acido salicilico — sinalizador endégeno —
tendo como efeito na planta a ativacdo dos mecanismos de resisténcia.
Neste sentido, Bigirimana & Hofte (2) observaram aumento da
resisténcia do feijoeiro contra Colletotrichum lindemuthianum, e Iriti
& Faoro (15) contra Uromyces appendiculatus, com protecdo de até
100%. Contra bactérias fitopatogénicas, apenas Soares & Maringoni
(25) testaram ASM contra Curtobacterium flaccunfaciens pv.
flaccunfaciens, mas ndo encontraram resposta de prote¢do. O uso de
rizobactérias como indutor de resisténcia na cultura do feijoeiro, foi
pesquisado por Bigirimana & Hofte (2) via tratamento do solo com
Pseudomonas fluorescens e P. aeruginosa, evidenciando a expressao
da resisténcia induzida pelo seu efeito protetor e Ongena et al. (21)
induziram resisténcia em feijoeiro com Pseudomonas putida e P.
aeruginosa aplicados ao solo contra Botrytis cinerea, onde observaram
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Tabela 1. Severidade e percentual de controle do crestamento bacteriano
causado por X. axonopodis pv. phaseoli em feijoeiro cv. Carioca Tybaté
com resisténcia induzida por acibenzolar-S-metil (ASM) ou Bacillus cereus
trés dias antes da inoculagdo, comparados com plantas tratadas apenas

com &gua destilada (controle). Dados transformados por /x+05.

Tratamento Severidade area lesionada (%)* Controle (%)
ASM 47+11a 79,1
Bacillus cereus 142+23 b 36,8
Controle 225+32 ¢ -

C.V. (%) 58,4

Média geral 13,8

Letras distintas diferem pelo teste de Tukey a 1%. * Média * erro padréo.

reducdo nos sintomas da doenca de 42 e 35%, respectivamente. Nao
ha dados para o patossistema feijoeiro-Xanthomonas axonopodis pv
phaseoli, sendo este trabalho a primeira referéncia com ASM e B.
cereus como indutores de resisténcia.

Atividade enzimatica

A atividade das enzimas avaliadas sofreu alterages em funcéo dos
tratamentos. A atividade da peroxidase foi influenciada em funcédo do
tempo (P < 0,01), do nimero de aplicagbes (P < 0,01) e do indutor (P
< 0,05) (Figura 1). Para o indutor bi6tico, somente o valor para 4
aplicacOes exibiu diferenca estatistica aos 49 dias ap6s o inicio dos
tratamentos (Figura 1A). Para o ASM esse aumento da atividade foi
mais nitido, apresentando diferenca estatistica apos a terceira aplicacdo
(35 dias) para o tratamento com 3 aplicagbes (ASM 3) mantendo a
atividade alta até a ultima coleta e, apds a quarta aplicacdo (49 dias
apos inicio do tratamento) para os tratamentos com 4 aplicagdes (Figura
1B).

A atividade da quitinase ndo foi alterada significativamente com o
indutor biético (Figura 1C). Porém, com a aplicagdo do indutor abiético
(ASM) nota-se a elevagao alcangando diferenca significativa apos a
primeira, segunda aplicacdes (P < 0,01) e ap6s a terceira aplicagao (P
<0,05) (Figura 1D). Interessantemente, observa-se que ap6s a primeira
aplicacdo, onde todos os tratamentos haviam recebido a mesma dose,
0S mesmos apresentam atividade significativamente maior do que o
controle. Apés a segunda aplicacdo, os tratamentos que receberam a
segunda dose (3 e 4 aplica¢des) continuaram a elevar a atividade
mantendo a diferenca significativa (P < 0,01). No entanto, o tratamento
com 2 aplicacOes de ASM, voltou a niveis semelhantes ao controle,
indicando que a durabilidade do estado de indugéo proporcionado por
ASM era curto, uma vez que, 15 dias ap6s o tratamento, este
mecanismo nao estava mais ativo. Apoés a terceira aplicagdo (35 dias
apos inicio do tratamento), no tratamento com 2 aplicagGes de ASM,
a atividade da enzima tendeu a subir, uma vez que recebeu sua segunda
e Ultima aplicagdo, porém apenas o tratamento com 3 aplicacdes diferiu
estatisticamente do controle nessa época de coleta. J& ap6s a quarta
aplicacdo, as atividades foram semelhantes, ndo ocorrendo diferenca
(Figura 1D).

A atividade da B-1,3-glucanase comportou-se de forma muito
semelhante a da quitinase. O indutor biético ndo proporcionou aumento
significativo na atividade desta enzima (Figura 1E), enquanto que o
ASM aumentou significativamente a atividade desta enzima, ap6s a
primeira aplicacdo para o tratamento que recebeu 3 aplica¢des (P <
0,05). Apos a segunda aplicacgdo (21 dias ap6s o inicio do tratamento),
os valores nos tratamentos com 3 e 4 aplicacdes foram
significativamente maior do que o controle (P < 0,01), enquanto que
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apos a terceira aplicagdo (35 dias ap06s o inicio do tratamento) ndo
houve diferenca para nenhum dos tratamentos e na quarta aplicacéo
apenas o tratamento com 4 aplicaces foi significativamente maior (P
< 0,05). O tratamento com 2 aplicag¢fes ndo diferiu em nenhuma das
épocas de coleta (Figura 1F). De modo geral, as médias de cada um dos
tratamentos com ASM, aplicados 2, 3 e 4 vezes, independente da
época de coleta (interacdo indutor x quantidade de aplicacdo), diferiram
do controle (ASM 0), em nivel de P < 0,05 (dado ndo mostrado).

Nandakumar et al. (19) induziram resisténcia em arroz com
Pseudomonas fluorescens, uma rizobactéria promotora de crescimento,
e verificaram a reducéo da severidade da podriddo da bainha causada
por Rhizoctonia solani correlacionada com aumento na atividade de
peroxidase e quitinase de forma bastante atenuada. Porém, a partir do
momento em que as plantas foram desafiadas com o patégeno, a
magnitude dessa atividade foi aumentada, 0 que ndo aconteceu em
plantas que ndo foram induzidas, mas desafiadas com o patogeno.
Isso pode indicar que a expressao mais atenuada da peroxidase e a nao
observacdo de diferenca significativa para quitinase e p-1,3-glucanase
com B. cereus ndo seja rejeitavel como mecanismo direto de resisténcia,
pois neste trabalho o objetivo foi de verificar os custos da inducéo
antes da chegada do patdgeno. Estes mecanismos podem ser acionados,
apresentando maior expressao a partir do desafio com algum patégeno,
e a planta estar pré-condicionada. Silva et al. (24) mostraram que B.
cereus em tomateiro causou uma super expressdao da peroxidase,
aumentando em 10 vezes a atividade, ilustrando que dependendo da
interacdo o resultado pode ser bastante variavel. Ja com ASM, Buzi et
al. (7), trabalhando com mel&o, observaram aumentos na atividade da
peroxidase e quitinase correlacionados com aumento da resisténcia a
Didymella bryoniae e Sclerotinia sclerotiorum. Bokshi et al. (3)
observaram aumento de 3-1,3-glucanase em batata induzida com ASM,
correlacionado com aumento da resisténcia contra Fusarium
semitectum. Iriti & Faoro (14), trabalhando com feijoeiro induzido
comASM, demonstraram reducao de 100% na ocorréncia de ferrugem,
causada por Uromyces appendiculatus, e em testes citol6gicos
mostraram alta concentragdo de H,O,, indicando alta atividade de
peroxidase nas plantas que expressaram resisténcia.

Sintese de lignina e compostos fenoélicos

O indutor biético ndo proporcionou acimulo de lignina nos tecidos,
ndo sendo possivel detectar diferenca estatistica (Figura 2-A). Ja para
0 indutor ASM, os resultados de todos os tratamentos diferiram
estatisticamente do controle (dgua) ap6s a quarta aplicacéo (Figura 2-
B). Iriti & Faoro (15) observaram a formacéo de lignina em funcéao do
tratamento com ASM, o que pode ser um dos principais mecanismos
responsaveis pela resisténcia do feijoeiro contra U. appendiculatus.
Segundo Coley et al. (8), a lignificagdo representa um mecanismo de
defesa que implica em grande investimento de fotoassimilados, que
por sua vez, ndo apresentam retorno ao metabolismo, para serem
utilizados em outros processos.

O teor de compostos fendlicos foi afetado pela aplicagéo do indutor
ASM, que reduziu a quantidade desses compostos nas folhas das
plantas onde foi usado, principalmente apds a segunda aplicagéo (21
dias ap6s o inicio do tratamento) para os tratamentos que receberam 3
e 4 aplicagcbes, mas no tratamento que recebeu 2 aplica¢fes ndo foi
estatisticamente significativo (Figura 2-D). Nesta fase do experimento,
os tratamentos com 3 e 4 aplicacdes ja haviam recebido duas aplicagdes,
enquanto que o tratamento com 2 aplicagbes haviam recebido apenas
uma aplicacdo (Figura 2C-D). A reducdo dos compostos fendélicos
pode ter ocorrido principalmente a medida que as células foram se
tornando lignificadas, uma vez que compostos fendlicos sdo substrato
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Figura 1. 8Atividad_zle de peroxidase (A e B), quitinase (C e D) e B-1,3-glucanase (E_le F) em funcdo do tratamento com suspensao de células de Bacillus
cereus (10 ufc mL ) ou com solucéo de acibenzolar-S-metil (ASM) (50 mg i.a. L ) aplicados 4 (#), 3 (H), 2 (A) ou nenhuma (@) vez ao longo do
ciclo da cultura. Setas indicam o momento das aplicagOes (2 aplicagbes — 0 e 28; 3 aplicacbes — 0, 14 e 28 e 4 aplicagdes — 0, 14, 28 e 42 dias apds o
inicio). Barras indicam a média + o erro padrdo. * Indica diferenca estatistica a 5% e ** a 1% pelo teste de Tukey. Valores correspondem a média de
dois experimentos conduzidos nos anos de 2004 e 2005. Dados de B-1,3-glucanase transformados por /X + 0,01
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Figura 2. Teor de lignina (A e B) e compostos fenélicos (C e D) em funcéao do tratamento com suspensao de células de Bacillus cereus (108 ufc
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do tratamento). Barras indicam a média * o erro padrdo. ** Indica diferenca estatistica a 1% pelo teste de Tukey.

para a sintese de lignina pela a¢do da peroxidase. Embora os compostos
fenolicos sejam considerados como mecanismos de defesa das plantas,
ndo é o caso do feijoeiro induzido por ASM, na condicéo estudada. Da
mesma forma também n&do é o mecanismo induzido por B. cereus,
visto que ndo se observa diferenca significativa (Figura 2-C).

Crescimento

O acumulo de massa seca por parte da planta ao longo do seu ciclo
ndo foi afetado pela presenga do indutor biético, ndo mostrando
diferenca estatistica (Figura 3A). No entanto, os tratamentos que
receberam 3 e 4 aplicacOes de ASM diferiram estatisticamente apds a
terceira aplicagdo (35 dias) (P < 0,01). Apos a quarta aplicacdo (49
dias), o tratamento com 4 aplica¢des de ASM reduziu a massa seca a
ponto de se diferenciar (P <0,01) ndo apenas do controle, mas também
dos outros tratamentos (2 e 3 aplicagdes), enquanto que o tratamento
com 2 aplica¢bes de ASM néo foi afetado o suficiente para se diferenciar
estatisticamente do controle, porém, notando-se uma nitida tendéncia
areducdo (Figura 3B).

A reducdo no crescimento também foi observado por Godard et al.
(10), que induziram resisténcia em couve-flor contra mildio
(Peronospora) com ASM em diferentes concentragdes em uma Unica
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aplicacdo. O crescimento foi reduzido de forma dependente da dose
utilizada, sendo que todas as doses reduziram o crescimento. Com 1,5
mg i.a. L™ essa reducéo foi de 6% sem, no entanto, reduzir a severidade
da doenca. Porém, com a dose de 75 mg i.a. L o crescimento foi
reduzido em 25% com reducdo da severidade em 80%. Heil et al. (13),
trabalhando com trigo induzido com ASM (150 mg i.a. L*) em dose
Unica, observaram redugdo do crescimento em fungéo da concentragao
de nitrogénio disponivel, ou em funcéo do estadio fenolégico da cultura
no momento da inducdo. Dietrich et al. (9), trabalhando com
Arabidopsis induzida por ASM (150 mg i.a. L*), observaram reducéo
no crescimento em funcdo da concentragdo de nitrogénio e da agua
disponiveis. Em feijoeiro, Iriti & Faoro (15) induziram resisténcia
comASM (140 mg i.a. L*) em uma Unica aplicacdo e, ndo detectaram
diferencas na taxa de crescimento, comprimento de entren6s e expansdo
foliar ao longo do ciclo em casa de vegetagao. Ja com indutor biotico,
Ongena et al. (20), trabalhando com pepino submetido ao indutor
bidtico Pseudomonas putida, observaram acentuada reducdo da
severidade de Pythium aphanidermatum, porém, ndo houve redugio
da massa fresca de parte aérea e ocorreu aumento da massa seca de
raizes das plantas induzidas.

A inducdo de resisténcia a partir do indutor biético, B. cereus,
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cereus (10 ufc mL ") ou comsolucdo de acibenzolar-S-metil (ASM) (50 mgi.a. L ) aplicados 4 (), 3 (W), 2 (A) ou nenhuma (@) vez
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alterou o metabolismo da planta de maneira mais sutil pelo aumento
da peroxidase sem interferir no acimulo de massa seca, enquanto que
o indutor abidtico ASM alterou 0 metabolismo da planta, demonstrado
pelo aumento na atividade de peroxidase, quitinase e $-1,3-glucanase,
assim como no teor de ligninina, gerando um custo metabdlico para
investir em defesas, ao custo da redugdo do crescimento.
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