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RESUMO GERAL

A cultura do pimentdo (Capsicum annum L.) é uma das mais importantes
hortalicas cultivadas no Brasil. Entretanto essa cultura pode ser acometida por uma série
de doencas que acarretam danos econdémicos e a antracnose, ainda representa um sério
entrave a producdo, tanto em campo quanto em casa-de-vegetacdo. A antracnose nesta
olericola pode ser causada por varias especies de fungos do género Colletotrichum, mas
no Brasil, a maioria dos relatos identificam Colletotrichum gloeosporioides como o
principal agente causal da doenca. As infeccGes se caracterizam por lesdes nas partes
aéreas das plantas como nos frutos, caules e folhas. O método de controle das infec¢des
mais utilizado consiste em aplicac@es de fungicidas, no entanto atualmente se busca por
alternativas mais sustentiveis. Desse modo o uso de indutores de resisténcia vem se
destacando podendo ser aplicado de forma preventiva, por atuar nos processos
fisiologicos e bioguimicos das plantas. Diante do exposto, 0 objetivo deste estudo foi
verificar a eficacia do indutor acibenzolar-S-metil para o controle da antracnose nas
plantas de pimentdo bem como a ativacdo de enzimas relacionadas a patogenicidade
sendo elas peroxidase, polifeniloxidase, catalase, ascorbato peroxidase e B-glucanase. O
estudo foi conduzido em casa de vegetacdo no municipio de Garanhuns-PE. Os
tratamentos foram dispostos em parcela subdivida, na qual a parcela consistiu das
épocas de coleta e a subparcela das diferentes doses do indutor, com quatros repeticdes.
As plantas receberam os tratamentos da seguinte forma: 0,15g L™, 0,30g L™, 0,459 L™,
0,60g L™ do acibenzolar-S-metil (Syngenta®) e Controle (somente agua destilada).
Os resultados obtidos foram analisados pelo emprego do programa software SAEG 5.0
a 5% de probabilidade. A atividade peroxidase nao foi significativa para analise de
variancia a 5% de probabilidade, no entanto a dose 0,45¢g L™ promoveu maior atividade.
Para a ascorbato peroxidase embora ndo significativo para analise de variancia, a dose
0,159 L™ apresentou maior atividade desta enzima sendo superior ao controle. O
aumento na atividade catalase foi significativo quando as plantas foram tratadas com a
maior dose do indutor 0,60g L™. No oitavo dia apés a inoculagdo houve maior atividade
da enzima polifenoloxidase, destacando-se das demais épocas de coletas. A dose 0,609
L promoveu maior atividade da f-1,3-glucanase. Quando as plantas foram submetidas
a aplicacdo do acibenzolar-S-metil verificou-se uma reducdo da severidade a medida
que as doses aumentavam, mostrando com isso que o tratamento prévio com indutor de
resisténcia consiste em um método eficiente para o controle da doenca antracnose.

Palavras-chave: atividade enzimatica, Bion, Capsicum annum L., Colletotrichum
gloeosporioides, pimentéo.
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GENERAL SUMMARY

The bell pepper (Capsicum annum L.) crop is one of the most important vegetables
grown in Brazil, and has been showing significant growth. However, this culture can be
affected by a number of diseases that cause economic damage and anthracnose, still
represent a serious obstacle to production, both in the field and at home-de-vegetation.
Anthracnose in Capsicum annum can be caused by several species of fungi of the genus
Colletotrichum, but in Brazil, the majority of reports identify Colletotrichum
gloeosporioides as the main causative agent of the disease. Infections characterized in
lesions aerial parts of the plants such fruits, stems and leaves. The control method of the
infections is used in fungicidal applications, however currently search for more
sustainable alternatives. Thus the use of resistance inducers has been outstanding and
can be applied preventively, by acting on the physiological and biochemical processes
of plants. Given the above, the objective of this study was to investigate the efficacy of
acibenzolar-S-methyl inducer for the control of anthracnose in pepper plants as well as
the activation of enzymes related to pathogenicity and they peroxidase, polifeniloxidase,
catalase, ascorbate peroxidase and [-1,3-glucanase.. The study was conducted in a
greenhouse in Garanhuns-PE municipality, and the treatments were arranged in
subdivided portion, in which the portion consisted of collection times and the subplot of
different inducer of doses, with four replications. The plants were treated with the
treatments as follows: 0.15g L™ 0.30g L™; 0.45g L™, 0.60g L™ acibenzolar-S-methyl
(Syngenta®) and control (distilled water only). The results were analyzed by the
software program SAEG 5.0 to 5% probability. The peroxidase activity was not
significant for analysis of variance at 5% probability, however the dose 0.45g L*
promoted greater activity. For peroxidase although not significant ascorbate activity to
analysis of variance, the dose 0.15g L™ showed increased activity of this enzyme is
superior to the control. The increase in catalase activity was significant when the plants
were treated with the highest dose of 0.60g L™ inducer. On the eighth day after
inoculation was higher by polyphenol oxidase activity, standing out from the others
collection times. The dose 0.60g L ™ promoted greater activity of B-1,3-glucanase
enzyme. When the plants medium subjected to the application of acibenzolar-S-methyl
there was a reduction in the severity as the doses increased, thereby showing that prior
treatment with resistance inducer consists of an efficient method for control of
anthracnose disease.

Key words: Bell pepper, Bion, Capsicum annum L., Colletotrichum gloeosporioides,

enzyme activity.
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INTRODUCAO GERAL

As espécies do género Capsicum sdo conhecidas como pimentas e pimentdes
pertencentes a familia Solanaceae. Este género inclui 27 espécies, sendo cinco
domesticadas, cultivadas em diferentes partes do mundo - C. annuum L., C. chinense
Jacq., C. frutescens L., C. baccatum L. e C. pubescens Ruiz & Pav., e 22 espécies
selvagens, distribuidas ao redor do seu centro de origem (DE WITT; BOSLAND, 1993;
BOSLAND; VOTAVA, 1999).

O Brasil possui ampla diversidade de espécies de Capsicum, com destaque para C.
annuum var. annuum; C. bacccatum var. pendulum; C. chinensee C. frutescens
(REIFSCHNEIDER, 2000). Contudo a mais cultivada é C. annum, popularmente
conhecida como pimentdo. Esta consiste em uma das mais importantes hortalicas
cultivadas, sendo seus frutos consumidos no ponto de maturacdo, além de serem
utilizados na industria alimenticia para producdo de pigmentos (REIFSCHNEIDER,;
RIBEIRO, 2004).

Segundo dados do IBGE (2006) dentre as Solanaceas o pimentdo s6 perde para o
tomate (Solanum lycopersicon L.) e a batata inglesa (Solanum tuberosum) com relacéo a
area cultivada e quantidade produzida.

O pimentdo apresenta extensa diversidade, expressa em diferentes formas,
sabores, bem como uma grande variedade de cores, constitui uma planta de clima
tropical exigente em agua e calor, sensivel as baixas temperaturas e intolerante as
geadas, devendo assim ser cultivada em ambiente que favoregca a germinagdo, seu
desenvolvimento e a frutificacdo, para desse modo obter um produto de alto valor
comercial com menor custo de producio (FIGUEIRA 2005; ARAUJO, 2013).

A produtividade e qualidade da cultura séo afetadas diretamente por condicGes
climéticas e por tratos culturais, adubacgéo e irrigacdo, incidéncia de pragas e doengas, e
adocdo de medidas de controle fitossanitario. Diversas estratégias sdo usadas para
intensificacdo da producéao da cultura no Brasil, desde estufas, como técnicas de plantio
e cultivo protegido que permitem uma alta producdo em diferentes épocas diversas
durante as estagdes do ano (AZEVEDO, 2006).

No entanto doencas afetam a qualidade e a produtividade do pimentdo, como a

antracnose, uma das principais doencas desta cultura que causa perdas de até 100% na
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producdo de frutos. Os prejuizos mais importantes resultam dos sintomas de podridéo
em frutos, com danos em folhas e ramos de menor importancia (SILVA, 2012).

Apesar de prejuizos causados por outros patégenos que ocasionam danos
econémicos a cultura, uma das doengas mais limitantes do sistema de producdo de
pimentdes € a antracnose (BAILEY; JEGER, 1992). Os frutos colhidos doentes tornam-
se imprestaveis para comercializacdo e consumo e, mesmo quando ndo apresentam
sintomas durante a colheita, ainda podem se manifestar na pos-colheita, causando
grandes percentuais de perdas (AZEVEDO, 2006).

Esta doenca é importante principalmente nas regides tropicais e subtropicais,
predominando em condigOes de alta umidade (BLACK et al., 1991). A antracnose
apresenta lesbes nos frutos que possui coloracdo alaranjada, correspondentes a uma
massa de esporos (conidios) produzidos juntos a uma mucilagem solGvel em agua, razdo
pela qual a doenca € mais prejudicial em periodos de chuva e alta umidade (AZEVEDO,
2006).

O patdgeno ¢ disseminado a longas distancias por sementes infectadas e, dentro
da cultura, por respingos de agua de chuva ou irrigacdo por aspersdo (TOZZE JUNIOR,
2007). A infeccdo e o desenvolvimento de sintomas desta doenga podem ocorrer em
todos os Orgdos aéreos da planta, desde o inicio de seu desenvolvimento, podendo
causar “damping-oft™, ocorréncia da morte das sementes, durante a fase de germinacéo
ou ja depois na fase de plantula, pré e pos-emergéncia (BLACK et al., 1991).

A antracnose em pimentdo € causada por varias espécies de Colletotrichum Sacc.
(AZEVEDO et al., 2006; KOIKE; GLADDERS; PAULUS, 2006). O fungo
Colletotrichum gloeosporioides também causa antracnose em pré ou pds-colheita em
varios outros frutos, como morango, manga, caju, banana, goiaba, macd, mamao e
outras mais (FREEMAN et al., 1998; LOPEZ, 2001).

As caracteristicas morfologicas que identificam o género Colletotrichum séo a
conidioma acervular, frequentemente com setas, as quais apresentam hifas estéreis de
coloracdo escura e ndo ramificada com parede espessa (ALVES, 2008). A espécie C.
gloeosporioides destaca-se por apresentar maior numero de variantes representadas por
12 formae speciales e oito variedades pertencentes a espécie. Colletotrichum acaciae,
C. caudatum, C. corni, C. dicheae, C. curvatum (Index Fungorum, 2013), e outras

variedades e formae speciales de fungo pertencente ao género Colletotrichum sp. possui
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como fase teleomdrfica ascomiceto pertencente ao género Glomerella sp. (LOPES et
al., 2015).

Para o controle da antracnose do pimentdo sdo recomendadas medidas integradas
como escolher a area de plantio com boa drenagem; utilizar sementes sadias, mediante a
realizacdo de tratamento com fungicidas ou tratamento térmico com agua a 52 °C por 30
minutos; evitar o plantio de tomate, batata, berinjela, jil6 e cucurbitaceas como culturas
para rotacdo; efetuar o plantio em épocas secas e menos favoraveis ao ataque do
patdgeno; reduzir o adensamento no plantio para aumentar a aeracdo entre as plantas;
fazer uma adubacdo equilibrada sem excesso de nitrogénio; evitar irrigacdo por
aspersdo, pois favorece a disseminacdo do patdgeno na area, dando preferéncia ao
sistema de gotejamento; controlar plantas daninhas, pois podem ser hospedeiras do
fungo; coletar e destruir restos culturais; realizar a rotagdo de culturas por pelo menos
um ano, utilizando gramineas; efetuar pulverizacdo preventiva com fungicidas
registrados para a cultura desde o inicio da frutificacdo; embalar os frutos colhidos,
apenas, quando estiverem secos; expor os frutos para comercializacdo em locais
arejados (MONTEIRO; COSTA; ZAMBOLIM, 2000; BERKE et al., 2003; LOPES;
AVILA, 2003; CERKAUSKAS, 2004; KOIKE; GLADDERS; PAULUS, 2006).

Apesar de todas as recomendacGes mencionadas anteriormente, a aplicacdo de
produtos quimicos continua sendo a tecnologia mais utilizada no controle da antracnose
do piment&o no Brasil (ARAUJO, 2013), sendo possivel o uso de fungicidas registrados
como produtos a base de clorotalonil, mancozeb, azoxistrobina e cobre, mas nem
sempre é possivel evitar as epidemias e, além disso, tem sido relatada a diminuicdo de
eficiéncia de varios principios ativos (PEREIRA, 1995; FERNANDES; SANTOS;
RIBEIRO, 2002; AZEVEDO et al., 2006).

Porém a utilizacdo macica, continua e ampla de fungicidas como Unico método de
controle de doengas de plantas, tem promovido a selecédo de fungos resistentes aos
produtos quimicos utilizados para seu controle (SALES JUNIOR et al., 2007). Sdo
diversos fatores que apresentam uma divergéncia para a utilizacdo de produtos
convencionais como os fungicidas, existe uma grande luta para a utilizacdo de
alternativas ecoldgicas tanto na producdo dos alimentos como na prevengdo e
tratamentos de pragas e doencas (BALBI-PENA, 2005).
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A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria verificou no ano de 2010 através do
Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos que dentre 18 produtos
avaliados verificou-se que o pimentdo foi o alimento que apresentou maiores niveis,
aproximadamente 92% de residuos de agrotoxicos (ANVISA, 2010). Pela ocasido da
ultima avaliacdo em 2012, o pimentdo saiu dessa estatistica, destacando-se a abobrinha
por apresentar o maior percentual desse tipo de irregularidade (45%) seguido da alface,
feijao, fuba de milho e tomate (ANVISA, 2012).

Desse modo o monitoramento aos fungicidas em uma populacdo de patdgenos é
importante para determinar a presenca de isolados resistentes (TOZZE JUNIOR, 2007).
Este monitoramento € necessario especialmente para os fungicidas com atividade
sistémica, que apresentam um modo de acdo especifico, ou seja, aqueles que atuam
sobre um Unico sitio do metabolismo dos organismos (KIMATI, 1995; GHINI;
KIMATI, 2000).

A busca por formas de controle de doencas que apresentem reducdo do uso de
agroguimicos e a conscientizacdo da populacdo acerca dos problemas ambientais vém
se destacando e promovendo seguranca alimentar, sustentabilidade e, principalmente, o
manejo fitossanitario (ANDRADE et al., 2013).

A utilizagdo de produtos que induzem mecanismos de resisténcia nas plantas
constitui uma alternativa para o manejo integrado dessa doenca (ROMEIRO, 2008).
Desta forma o uso de produtos comerciais que induzem resisténcia vem ganhando
relevancia no controle de doencas de plantas (ANDRADE et al., 2013). Dentre eles,
destaca-se o acibenzolar S-metil (ASM) que atua em Vérias espécies vegetais contra
uma ampla gama de patégenos, incluindo fungos, virus e bactérias (GORLACH et al.,
1996). O ASM é um indutor de resisténcia que ndo possui acdo antimicrobiana direta, o
mesmo interfere nos processos fisiologicos e/ou bioquimicos das plantas, como a
producéo de fenois, ativando a resisténcia sistémica (DEBONA et al., 2009; FURTADO
etal., 2010).

Consiste de um ativador de plantas que ndo tem acdo direta contra os patdgenos
esse produto é rapidamente absorvido pelos tecidos foliares e transloca-se
sistemicamente, tanto para as folhas quanto para as raizes, ativando assim a planta de
forma generalizada (BRASIL, 2013). Observou que ap6s o desenvolvimento do

acibenzolar-S-metil, houve um consideravel avango na indugdo de resisténcia. Além da
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atividade fungicida desse produto, ele também pode aumentar a capacidade das plantas
se defenderem contra outros patogenos (HERMS et al., 2002; VENANCIO et al., 2003).

Apbs a penetracdo do patdgeno, ha formacdo de um ou mais tipos de estruturas,
que apresentam maior ou menor sucesso na defesa da planta, e podem apresentar
poderosa atividade antifungica (SIQUEIRA, 2015). Em seguida as proteinas
relacionadas a defesa da planta, que incluem as enzimas peroxidase, polifenoloxidase,
catalase e ascorbato peroxidase, serdo ativadas em maior ou menor intensidade,
dependendo das caracteristicas fisioldgicas da planta.

As defesas vegetais podem também ser classificadas como estruturais, quando
baseadas em caracteristicas anatdbmicas, e bioquimicas, quando relacionadas a
compostos biologicamente ativos (SHEWRY; LUCAS, 1997). Enquanto que o0s
mecanismos de defesa estruturais fisicos atrasam ou impedem a penetracdo dos
patdgenos, os bioquimicos inibem o crescimento, criando condi¢bes adversas para o
crescimento dos patogenos (AGNELLI, 2011).

As plantas que sdo expostas ao agente indutor apresentam um aumento na
atividade de rotas metabolicas quando envolvidas na percepcdo da presenca de
patdgenos, a partir de uma sinalizacdo bioquimica do sitio onde o sinal foi originado.
Ocorre um aumento nas atividades enzimaticas envolvidas na sintese de compostos
antimicrobianos, como a PR-proteinas, proteinas relacionada a patogénese. Essas
proteinas acumulam-se em plantas como resposta a infeccdo ou resposta a inducdo de
resisténcia (AGNELLI, 2011).

A resisténcia induzida consiste no aumento da resisténcia por meio da utilizagéo
de agentes externos, sem qualquer alteracdo no genoma da planta (STADNIK, 2000),
este evento ocorre de maneira ndo especifica por meio da ativacdo de genes envolvidos
em diversas respostas de defesa, como explosdes oxidativas (LAMB; DIXON, 1997)
acumulo de PR-proteinas como peroxidases, quitinases e 3-1,3-glucanases (CABELO et
al., 1994; IURKIV et al., 2006); enzimas envolvidas na rota dos fenilpropandides,
como a fenilalanina amdnia-liase (WEN et al., 2005) e polifenol oxidase (THALER
et al., 2001); aumento na atividade de B-1,3-glucana sintase e consequente aumento na
formacgédo de calose (STADNIK; BUCHENAUER, 2000), bem como o acumulo de
lignina em tecidos circunvizinhos ao local de penetragdo do micro-organismo (IURKIV
et al., 2006).
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A enzima peroxidase esta presente em células animais e micro-organismos,
nasplantas encontra-se diretamente ligada a lignificacdo dos tecidos, juntamente com
seus precursores toxicos exercem papel importante na relacao de resisténcia em plantas.
Essa resisténcia esta relacionada com a defesa ja existente e que independem do contato
do in6culo com o sitio de infeccdo. Além de participar da rota dos fenilpropanoides,
participa da producdo de fitoalexinas, espécies reativas de oxigénio e formacdo de
barreiras estruturais. A peroxidase catalisa a oxidacdo e a eventual polimerizacdo de
alcool hidroxicindmico em presenca de peréxido de hidrogénio (H20O,), originando
lignina (ISHIGE et al., 1993).

O papel desta enzima no processo de defesa além de reforcar a parede celular a
partir da formacdo de lignina, suberina, polissacarideos e glicoproteinas ricas em
hidroxiprolina, estd no aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio que
apresentam acdo antimicrobiana, bem como na sinalizacdo e também na inducdo de
fitoalexinas (KRISTENSEN et al., 1999).

As células das plantas sdo equipadas com um eficiente sistema de defesa
antioxidante como as catalases (CAT) que sdo enzimas gque convertem H,O, em H,0 e
O, em conjunto com a peroxidase Sua principal funcdo é de prevenir os efeitos
potencialmente danosos causados por mudancas na homeostase da molécula (VAN
BREUSEGEM et al., 2001). Niveis elevados de H,O, sdo toxicos para a planta,
enguanto que concentragdes mais baixas desempenha um papel muito importante na
transducéo de sinal nas plantas atacadas por fungos e insetos (PRASAD et al., 1994).

A catalase e a peroxidase sdo as principais enzimas de detoxificacdo do H,O, em
plantas e podem dismutar diretamente o H,O, ou oxidar os substratos, como metanol,
etanol, formaldeido e acido férmico (VALENTE, 2012).

A CAT funciona como canal de limpeza do H,O; celular (VAN BREUSEGEM et
al., 2001), esta enzima € a principal via de degradacdo do H,O,, portanto aumento na
atividade de catalase resulta na ativacdo da resisténcia sistémica adquirida (SIQUEIRA,
2015). Este sistema é ativado quando as plantas sdo atacadas, principalmente, por
fungos fitopatogénicos (GAYATRIDEVI et al., 2012).

A enzima conhecida como polifenoloxidase (PFO) participa do grupo das
oxirredutases e contém o cobre como grupo prostético, a mesma esta relacionada a

oxidacdo de compostos fenodlicos. Estes compostos sdo substéncias advindas de
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produtos secundarios que contém um grupo fenol, isto é, um grupo hidroxila funcional
em um anel aromatico, produzidas pelas plantas e que apresentam uma variedade de
funcBes nos vegetais (TAIZ; ZEIGER, 2009). A concentracdo pode variar em funcédo da
espécie, cultivar ou do ambiente, podendo sua expressdo ser induzida ou inibida em
algumas plantas por estresse como injurias, toxicidade de nitrogénio e ataque de
patdgenos (SANCHEZ et al., 2000).

A medida que ocorre a ruptura da célula ocasionada por ferimentos, acdo de
insetos ou patdgenos, ou ainda, senescéncia, as polifenoloxidases sdo liberadas e
iniciam o processo de oxidacdo dos compostos fendlicos, também participam do
processo de lignificacdo durante a invasao do patégeno (THIPYAPONG et al., 2004).

A importancia da polifenoloxidase para as plantas é proveniente deste aspecto
desejavel, em que devido a propriedade de oxidar compostos fenolicos para quinonas
possibilitam a formacdo de produtos mais toxicos para 0s micro-organismos do que o
fenol original (CAMPOS; SILVEIRA, 2003). Dessa forma, a atividade enzimatica
torna-se promissora para a resisténcia a infeccdo, expressa por meio da reducdo do
ataque de patdgenos, proporcionando um aspecto positivo para o reino vegetal
(ALVARENGA et al., 2011).

A ascorbato peroxidase ¢ uma enzima fundamental do metabolismo antioxidante,
que catalisa a decomposicdo do peroxido de hidrogénio (H,O,) em &gua, utilizando o
ascorbato como doador de elétrons. Podem ocorrer mudancas na atividade dessa enzima
em resposta ao estresse causado por fitopatdgenos ou pelo ambiente, e que 0 aumento
dessa atividade pode estar relacionado a tolerancia a esses estresses (LEE et al., 2001).

Na indugdo de resisténcia, as enzimas quitinase e p-1,3-glucanase agem de forma
conjunta. Uma pequena quantidade de 3-1,3-glucanases é sintetizada e excretada para a
lamela media (espaco intercelular), e, com o crescimento fingico neste espaco, esta
enzima comeca a degradar o tecido da parede celular do fungo, e os fragmentos
liberados pela acdo da enzima funcionam como exoelicitores, induzindo a sintese de
grande quantidade de quitinase e B-1,3-glucanase que sdo acumuladas nos vacuolos
(KUHN, 2007).

Além disso, essa enzima participa do crescimento e desenvolvimento dos
vegetais, da detoxificagdo celular e de mecanismos de defesa como lignificacéo,
cicatrizagdo de ferimentos e oxidacdo de compostos fenolicos (BAYSAL et al., 2003).
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Apos a infecgdo do patdgeno, pode ocorrer um pronunciado aumento da atividade
dessas enzimas que inibem o crescimento dos fungos e liberam substancias que
induzem a producao de fitoalexinas pelas plantas (KIM; HWANG, 1994). Dentro desse
contexto a inducdo de resisténcia sdo mecanismos naturais existentes nas espécies
vegetais e que sdo utilizados para se defenderem do ataque de diversos agentes
causadores de doenca (bactérias, fungos e virus), esses mecanismos de defesa podem
ser explorados pelo homem para o controle de doencas através da aplicacdo de agentes
indutores capazes de produzir uma resposta de defesa nas plantas contra o ataque de
fitopatdgenos (AGNELLI, 2011).
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RESUMO

A importancia econdmica de pimentdes vem crescendo no Brasil com aumento do
consumo in natura ou pelo processamento de molhos, temperos e conservas. Apesar dos
avancos tecnoldgicos no sistema de producdo, as doencas, como a antracnose
ocasionada por Colletotrichum gloeosporioides, afeta o cultivo de pimentdo causando
danos econémicos aos produtores. Atualmente tém-se intensificado a busca por métodos
alternativos para controle de doencas de plantas através da inducdo de resisténcia,
destacando-se o acibenzolar-S-metil. O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia da
aplicacdo do acibenzolar-S-metil na indugdo de resisténcia das plantas de pimentdo e a
ativacdo das enzimas peroxidase, polifenoloxidase, catalase, ascorbato peroxidase e B-
1,3-glucanase. O estudo foi realizado em casa de vegetagdo no municipio de
Garanhuns—-PE. O delineamento experimento foi em parcela subdivida, em que as
parcelas consistiram das épocas de coleta e a subparcela das diferentes doses do indutor,
com quatros repeticdes totalizando 48 unidades experimentais. Os tratamentos foram: 1
(0,159 L™); 2 (0,309 L™); 3 (0,459 L™), 4 (0,609 L™ do acibenzolar-S-metil
(Syngenta®) e o controle (somente &gua destilada). As plantas tratadas foram
inoculadas com esporos de Colletotrichum gloeosporioides dois dias ap6s receberem 0s
tratamentos com o indutor. Para as atividades peroxidase e ascorbato peroxidase a
analise de variancia nao foi significativa a 5% de probabilidade, no entanto a dose 0,459
L™ promoveu maior atividade de peroxidase e a dose 0,159 L™ estimulou maior
atividade de ascorbato peroxidase sendo superior ao controle. A atividade de catalase
foi significativo, e a maior dose do acibenzolar-S-metil 0,60g L™ promoveu maior
atividade desta enzima destacando-se dos demais tratamentos. A maior atividade da
polifenoloxidase ocorreu no oitavo dia ap6s a inoculagdo, promovendo um aumento
significativo desta enzima. Para a atividade 3-1,3-glucanase quando comparadas com 0s
demais tratamentos a dose 0,60g L™ expressou maior atividade da enzima. A partir dos
resultados obtidos conclui-se que houve uma reducdo da severidade da doenga
antracnose quando as plantas foram pulverizadas com as maiores doses do acibenzolar-
S-metil proporcionado a inducédo de resisténcia nas plantas de piment&o.

Palavras-chave: Patogenicidade, enzimas antioxidantes, Colletotrichum.
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ABSTRACT

The economic importance of bell peppers is growing in Brazil with increased fresh
consumption or for processing sauces, condiments and preserves. Despite technological
advances in the production system, diseases such as anthracnose caused by
Colletotrichum gloeosporioides affects the chili cultivation causing economic damage
to producers. Currently have intensified the search for alternative methods of plant
disease control by inducing resistance with use of biotic agents, standing up the
acibenzolar-S-methyl that activates the latent mechanisms of plant resistance. The
objective of this study was to evaluate the effectiveness of the application of
acibenzolar-S-methyl in the pepper plant resistance induction and activation of
peroxidase enzymes, polyphenoloxidase, catalase, peroxidase and [-1,3-glucanase
ascorbate. The study was conducted in a greenhouse in Garanhuns-PE municipality, the
experiment design was subdivided portion, in which the plot consisted of collection
times and the subplot of different inducer of doses, with four repetitions totaling 48
experimental units. The treatments were: 1 (0.15g L™); 2 (0.30g L™); 3 (0.45g L), 4
(0.60g L™), acibenzolar-S-methyl (Syngenta®) and the control (distilled water only).
The treated plants were inoculated two days after receiving the treatment with the
inducer. For peroxidase and ascorbate peroxidase activity analysis of variance was not
significant at the 5% probability, however a dose 0.45g L™ promoted greater peroxidase
activity and dose 0.15g L™ showed increased activity of ascorbate peroxidase being
superior to the control. The catalase activity was significant, and the highest dose of
acibenzolar-S-methyl promoted greater activity of this enzyme highlighting the other
treatments. The most active polyphenol oxidase occurred on the eighth day after
inoculation was promoting a significant increase of this enzyme. For the B-1,3-
glucanase activity when compared to the other treatments the dose 0.60g L™ expressed
higher activity of the enzyme. From the results obtained it was concluded that there was
a reduction in the severity of anthracnose disease when the plants were sprayed with
doses greater acibenzolar-S-methyl provided to the induction of resistance in bell
pepper plants.

Key words: Pathogenicity, antioxidant enzymes, Colletotrichum.
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1. INTRODUCAO

O pimentdo (Capsicum annuum L.) cultivado no Brasil é caracterizado pela
adaptacdo ao clima tropical sendo sensivel a temperatura baixa e intolerante a geada
(FONTES et al., 2005), estando entre as olericolas mais consumidas pela populacdo
(NOGUEIRA, 2015). A preferéncia de consumo € por frutos verdes, ou seja, 70% sao
comercializados nessa coloracdo (ARAUJO NETO et al., 2009), sendo consumidos de
forma in natura quando estdo completamente maduros ou em forma de condimentos
como molhos, conservas e temperos.

Em ambiente protegido, € possivel produzir o pimentdo durante o ano todo
(FONTES et al., 2005). Desse modo seu cultivo vem aumentando, fato que permite a
extensdo do tempo de colheita e melhores safras em periodos ambientais adversos.
Apesar dos cuidados e da inclusdo de novas tecnologias ao sistema de producdo, varias
pragas e doencas sdo extremamente limitantes a producdo e causam perdas
significativas a cultura (ALVES, 2008).

O Nordeste brasileiro apresenta 6timas condi¢fes para o cultivo dessa olericola,
notadamente os estados do Ceara, Bahia e Pernambuco foram os maiores
produtores de pimentdo, com respectivamente 24.465, 20.980 e 13.960 t (IBGE,
2006).

Entre as doencas a antracnose promove reducdo na produtividade dessa cultura,
sendo que seus danos pode atingir todos os estagios de desenvolvimento da planta,
afetando a colheita e o0s sintomas podem variar dependendo da parte atacada,
ocasionando tombamento de plantulas em sementeiras, manchas circulares escuras nas
folhas, necrose no caule e lesdes circulares nos frutos (AZEVEDO, 2006).

Diversas pesquisas visam a necessidade de métodos mais seguros, eficientes,
econdmicos e ndo poluentes, dessa forma o mecanismo da inducdo de resisténcia em
plantas com uso de acibenzolar-S-metil (ASM), promove nas células vegetais um
estimulo para a producdo de proteinas especificas relacionadas com a patogénese que
sdo capazes de degradar a parede celular dos fungos e bactérias, promovendo a
resisténcia sistémica adquirida (COL, 1999).

Por mais que se conhegam os efeitos do acibenzolar-S-metil no meio cientifico,
trabalhos que busquem avaliar as concentracGes das enzimas associadas a inducéo de

resisténcia em plantas de pimentdo sdo limitados. Com isso, permitird desenvolver
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estratégias de controle para ativacdo da defesa em pimentdo, bem como, servir de base
para estudo em diferentes patossistemas, servindo de referéncia para outras pesquisas,
considerando-se a inoculacdo de patdgenos, periodos de coleta e concentragbes do
indutor. Dessa forma, o trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia do acibenzolar-
S-metil em plantas de pimentdo no controle da antracnose, causada pelo fungo

Colletotrichum gloeosporioides e a ativacdo de enzimas relacionadas a patogenicidade.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Descricao da area de estudo

O estudo foi conduzido na Unidade Académica de Garanhuns da Universidade
Federal Rural de Pernambuco, no periodo de fevereiro a abril de 2015, em Casa de
Vegetacdo, no municipio de Garanhuns — PE/Brasil, agreste meridional, localizado sob
as coordenadas geogréficas 08°53°25” de latitude S e 36°29°34" de longitude O,
com altitude média de 896 m. O clima da regido é do tipo Mesotérmico Cs'a, com

temperatura média anual de 20 °C e precipitacdo média em torno de 1.300 mm.

2.2. Obtencéo do micro-organismo

O fungo Colletotrichum gloeosporioides foi obtido da Colecdo de Culturas de
Fungos Fitopatogénicos Professora Maria Menezes, com o codigo de acesso CMM
0811, da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFPE).

2.3. Producéo das plantas em casa de vegetacéo e aplicagdo do indutor

As plantas de pimentdo foram cultivadas em vasos de 4L, contendo mistura de
solo, areia e matéria organica (2:1:2) e mantidos em casa de vegetacdo sob umidade
relativa aproximadamente de 70%; a cultivar utilizada foi a Red Jet, por ter uma boa
produtividade e aceitacdo comercial. As plantas foram regadas uma vez ao dia todos 0s
dias da conducgdo do experimento até a finalizacdo das etapas do trabalho em casa de
vegetacao.

Os tratamentos foram dispostos em parcela subdividida, onde a parcela consistiu
das épocas de coleta que foram trés periodos aos 4, 8 e 12 dias ap0s a inoculagdo e as
subparcelas os tratamentos que equivalem a cinco, e quatro repeti¢des totalizando 48
unidades experimentais. Os tratamentos com as diferentes doses de Bion foram da
sequinte forma: 0,15g L™ 0,30g L™; 0,459 L™*: 0,609 L e o Controle (somente
agua destilada). O acibenzolar-S-metil foi aplicado pulverizando-se 10 mL de solucéo

por planta.
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As mudas de pimentdo foram transplantadas aos 35 dias ap0s a germinagdo
(Figura 1), e pulverizadas com as diferentes doses de acibenzolar-S-metil (Bion®,
Syngenta) e agua destilada quando tinham 60 dias depois da germinacdo todos em um
volume de 10 mL nas primeiras folhas da planta. Dois dias ap6s a pulverizagéo, foi
inoculado os conidios de Colletotrichum gloeosporides, na concentracdo de 1,6x10°
mL?, e mantidas em sacos plasticos por durante 4 dias para favorecer o
desenvolvimento do fungo (Figura 2). Foram coletadas 2 folhas por planta aos 4, 8 e 12

dias apds a inoculacédo para determinacédo das atividades enzimaticas.

Figura 1. Mudas de pimentdo (A), transplantio das mudas (B), Mudas transplantas (C)
e tutoramento das plantas para evitar tombamento (D).
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Figura 2. Inoculacdo do fungo Colletotrichum gloeosporioides nas plantas aos 65 dias
apos o transplantio (A) e, sistema de microclima para favorecer o desenvolvimento do

micro-organismo (B).

2.4. Obtencéo das amostras de tecido foliar

Coletou-se 1 par de folhas das plantas de pimentdo de cada tratamento e em
seguida armazenadas em freezer (-18 °C) para determinacdes analiticas, aos 4, 8 e 12
dias apos a inoculacdo. Para obtencdo dos extratos vegetais, e posterior determinagdes
das atividades enzimaticas, as amostras congeladas das folhas foram pesadas (0,19 de
amostra de tecido vegetal) e maceradas com nitrogénio liquido em almofariz com
adicao de polivinilpirrolidona (1% p/v) até a obtencdo de um p6 fino que em seguida foi
homogeneizado em solugdo tampé&o fosfato de sédio 50 mM, pH 7,0 e, posteriormente
centrifugado a 10.000xg por 10min a 4 °C e o sobrenadante utilizado para as
determinac6es enzimaticas (ANDRADE et al., 2013).

2.5.Determinagdes enzimaticas

2.5.1. Peroxidase

A atividade da peroxidase foi determinada de acordo com Lusso e Pascholati,
(1999), por método espectrofotométrico direto, a partir da conversdo do guaiacol em
tetraguaiacol, a mistura da solugdo constituiu de 135uL de guaiacol, 50uL de peroxido
de hidrogénio e 50uL do extrato proteico. Seguindo-se de leitura em
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espectrofotométrico 470 nm pelo periodo de 1 minuto, com as medidas de densidade de
zero e 60 segundos, logo ap6s a adicdo da preparacdo enzimatica ao substrato. Os

resultados foram expressos em pmol min™ g™* MF.
2.5.2. Catalase

A determinacdo da atividade da catalase de acordo com Havi e Mchale (1987), o
ensaio constitui em uma solugdo de 1390uL de tampéo fosfato de potassio monobasico
pH 7,0 (100mM), 50uL do extrato enzimético, 60uL de perdxido de hidrogénio (500
mM). Seguindo-se de leitura em espectrofotbmetro a 240 nm, no tempo zero e apos 60

segundos, e os resultados foram expressos em pmol min™ g™ MF.
2.5.3. Polifenoloxidase

A atividade de polifenoloxidase foi determinada de acordo com a metodologia de
Kar e Mishra (1976), na qual foi composto por pirogalol (50 mM) em solucdo tampao
fosfato de sédio 100 mM (pH 6,8). A reacdo envolveu uma mistura de 1mL de
pirogalol, 25pL do extrato enzimatico, e a atividade foi determinada pela interrupcéo
apos cinco minutos com a adi¢do de 25uL de &acido sulfarico (5%). As leituras em
espectrofotdmetro foram realizadas a 420 nm e os resultados expressos em pmol min™
g MF.

2.5.4. Ascorbato peroxidase

A atividade de ascorbato peroxidase foi determinada de acordo a metodologia
descrita por Nakano e Asada (1981) adaptado por Koshiba (1983) com a adigdo de
1335uL de solucdo tampéo fosfato de potéssio, 75uL do extrato enzimatico, 75uL de
ascorbato e 15uL de perdxido de hidrogénio na qual ambos foram dissolvidos
separadamente em solugdo tampao fosfato de potéassio 50 mM (pH 6,0). Seguindo-se de
leitura em espectrofotdbmetro a 290 nm, no tempo zero e ap0s 60 segundos. Os

resultados foram expressos em pmol min™ g™ MF.

2.5.4. p-1,3-Glucanase
A atividade de B-1,3-glucanase foi determinada de acordo com a metodologia de

Lever (1972), adaptado por Junior et al. (2015). A reacdo foi iniciada pela adigdo de
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20pL de extrato enziméatico a uma mistura de 230uL solucdo tampéo acetato de sodio
100mM (pH 5,0) e 250 pL de laminarina (4mg mL™) como substrato. A mistura foi
incubada por 30 minutos a 45 °C. Apo6s o periodo de incubacdo, a quantidade de
acucares redutores foi determinada pela adi¢do de 500uL de &cido dinitrossalicilico a
mistura reacional, posteriormente incubada durante 15 minutos a 100 °C. A reacéo foi
interrompida por arrefecimento das amostras em banho de gelo. Nas amostras controle,
a mistura reacional foi 0 mesmo, exceto que o extrato ndo foi adicionado. A absorbancia
do produto liberado por glicose foi mensurada a 540 nm, e a atividade foi expressa em

unidade de absorbancia min™ mg™ de proteina.

2.6. Avaliacdo da doenca

A severidade da antracnose foi avaliada durante 16 dias ap6s a inoculacdo do
micro-organismo. Para tanto, foi utilizada a escala de notas de Pereira et al. (2011). Para
as avaliac@es, utilizaram-se 0s seguintes critérios: incidéncia e severidade da doenca aos
4, 8, 12 e 16 dias apo6s a inoculacdo (DAI). Enquanto que, a incidéncia da doenca, foi
verificada a percentagem de plantulas com sintomas de folhas necrosadas, murchas,
morte do meristema apical e morte da plantula. E para severidade da doenca, utilizou-se
escala visual de notas variando de 1 a 5, na qual: 1= sem sintomas; 2= tracos a 10% de
severidade; 3= 11 a 25%; 4= 26 a 50% e 5= acima de 50% de severidade ou morte da

planta.

2.7. Andlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a anélise de variancia e analise de regressédo

pelo emprego do programa software SAEG 5.0 a 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Peroxidase

A analise de variancia (ANOVA) a 5% de probabilidade, indicou que ndo houve
diferenga significativa para os tratamentos e época de coletas para a atividade de

peroxidase.
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Conforme os resultados apresentados na Figura 3 observar-se 0s niveis médios da
enzima, embora ndo significativos a atividade peroxidase, a dose de 0,459 L™ foi
superior ao controle, verificou-se ainda uma reducdo da atividade nas doses 0,15g L™ e
0,60g L™

O papel das peroxidases, além de reforcar a parede celular a partir da formacéo de
lignina, suberina, polissacarideos e glicoproteinas ricas em hidroxiprolina, estad no
aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio que apresentam acdo
antimicrobiana, bem como na sinalizacdo e na inducdo de fitoalexinas (BOLWELL et
al.,, 1995; WOJTASZEK, 1997; KRISTENSEN et al., 1999). Contudo, a resisténcia
em plantas esta associada a eficiéncia do hospedeiro em reconhecer a presenca do
patdgeno através de mecanismos de percepcdo e transducdo de sinais que podem

resultar na resisténcia das plantas aos patdgenos (GUZZO et al., 2004).

60000 -
*
55000 -

L 50000 4

= 30000 - . y = 28874x? - 3451,2x + 42680 (R2 = 0,1183)

0 0,15 0,3 0,45 0,6
Doses de Bion (g L)

Figura 3. Atividade de peroxidase no tecido foliar de plantas de pimentéo, cultivar Red
Jet, inoculados com Colletotrichum gloeosporioides pulverizados com indutor de
resisténcia Bion. Equacao polinomial: y = 28874x? - 3451,2x + 42680 (R2 = 0,1183).

Quando uma planta é desafiada por um patdégeno ou tratada com eliciadores,
ocorre alteracbes metabdlicas nas plantas e também uma sinergia entre o metabolismo
primario e secundario (VIECELLI, 2008). A baixa atividade da peroxidase esta

relacionado com a interacdo incompativel do patégeno com a cultivar resistente e assim
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ndo estaria desencadeando a sinalizacdo para a atividade desta enzima, uma vez que
diminui a incidéncia da doenca.

Para que os mecanismos de defesa sejam induzidos € necessario que a planta
reconheca 0 patégeno (BRESSAN, 2011). Esses mecanismos de reconhecimento do
patdgeno sdo considerados eventos primarios e essenciais para a inducdo dos
mecanismos de resisténcia (SILVA, 2008).

Bressan (2011) verificou ao estudar os eliciadores acibenzolar-S-metil e proteina
harpina na inducdo de resisténcia em plantas de feijoeiro comum ao crestamento
bacteriano, que para a atividade de peroxidase ndo foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos com os eliciadores acibenzolar-S-metil e harpina, em
relacdo ao controle.

Alamino et al. (2013) trabalhando com inducdo de resisténcia utilizando
acibenzolar-S-metil como indutor a podriddo-amarga em macds ndo detectaram
diferenca significativa entre os frutos tratados e ndo tratados com eliciadores quanto a
atividade das enzimas fenilalanina amonia-liase, superoxido dismutase, catalase e
ascorbato peroxidase. De acordo com o0s autores, provavelmente o nivel das enzimas
estava reduzido no momento da avaliag&o.

Baysal et al. (2003) ressaltam que o0 aumento na atividade da peroxidase pode ser
um indicador no aumento na biossintese de lignina, esta que atua como uma barreira a
infeccdo microbiana e ainda pode promover aumentos na concentracdo de produtos de
oxidacdo de fendlicos. Rodrigues et al. (2006), observaram que aos cinco dias apés a
inoculagdo com o patégeno Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum, detectaram um
aumento na atividade da peroxidase a cultivar IPA-206 de feijdo caupi, tratados com
ASM.

Assim, 0 aumento da atividade da enzima peroxidase foi o principal efeito de
inducdo da resisténcia sistémica apresentado por Alamino et al. (2013). Isto explica a
reducdo da &rea lesionada e da esporulacdo de C. gloeosporioides, pois a peroxidase
atua na sintese de compostos fendlicos que sdo diretamente toxicos aos fungos, como 0s
acidos clorogénico, cafeico e ferulico, e na sintese de lignina (HSU; KAO, 2003;
RESENDE et al., 2003; CAMPOS et al., 2004).

As plantas exibem varias respostas bioquimicas para protecdo contra agentes
oxidantes produzidos durante o metabolismo ou induzidos quando as plantas sé&o
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submetidas as condi¢Ges ambientais adversas (MITTLER, 2002). Os mecanismos de
defesa em resposta aos ataques de fitopatdgenos envolvem alteragdes metabolicas que
estdo correlacionadas com mudancas na atividade de enzimas-chave nos metabolismos
primario e secundario (ARAUJO; MENEZES, 2009).

Neste contexto o grupo de peroxidases representa um papel importante no
mecanismo de defesa, mudancas na atividade destas enzimas tém sido frequentemente
correlacionadas a resposta de resisténcia ou suscetibilidade em diferentes interacdes
patégeno-hospedeiro (VIECELLI et al., 2010). Além do mais a enzima peroxidase esta
relacionada com o processo de protecdo antioxidativa, o qual promove o aumento na
sintese de lignina que fortalece a parede celular contra a acdo de enzimas liticas
produzidas pelos patogenos (ANDRADE et al., 2013).

Muitos estudos apontam reducdo da intensidade de doencas em diversas culturas
quando tratadas com ASM, e que muitas vezes o periodo de absor¢édo e assimilacdo pela
planta é mais importante que diferentes doses utilizadas (CAMPOS et al., 2009;
BALDO et al., 2011; ALAMINO et al., 2013).

Os trabalhos sobre a atividade enzimatica e resisténcia de plantas, apresentam
resultados variados em relagdo ao papel da enzima, dependendo da cultura e agente
indutor utilizado (WITTER et al., 2013). Dessa forma os resultados deste estudo
demonstraram que a atividade de enzimas envolvidas com os mecanismos de defesa de

plantas contra patdgenos é dependente da interacdo indutor-planta-patégeno.

3.2. Catalase

Para a atividade de catalase obtida em folhas das plantas de pimentdo a ANOVA
indicou significancia para os tratamentos indicando um aumento da atividade com o
aumento das doses. O aumento na atividade de enzimas antioxidante como a CAT pode
demonstrar uma protecdo da planta contra o ataque do patogeno. No presente estudo, a
atividade da catalase em plantas tratadas com o Bion na dose 0,60g L™ foi superior com
relagdo ao controle e demais tratamentos conforme apresentado na Figura 3.

O tratamento prévio com indutores de resisténcia pode preparar plantas
suscetiveis, por meio da ativacdo rapida de respostas de defesa, e assim reduzir a

intensidade de doencas causadas por esses patdgenos (PLANCHAMP et al., 2013).
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Maia et al. (2014) avaliando o 6leo essencial de alecrim no controle de doengas e
na inducdo de resisténcia em videira, verificaram capacidade de inducédo da atividade da
quitinase e da catalase, o que indica possibilidade da inducdo de resisténcia.
Jindfichova et al. (2011) estudaram plantas de couve e avaliaram a interacdo dessas
plantas com um fungo patogénico Leptosphaeria maculans observaram que o aumento
da atividade de catalase reduziu os sintomas da doenca nas folhas, e significativamente

o0 desenvolvimento da necrose em até 20% quando comparadas com as plantas controle.
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Figura 4. Atividade de catalase no tecido foliar de plantas de piment&o, cultivar Red
Jet, inoculados com Colletotrichum gloeosporioides pulverizados com indutor de
resisténcia Bion. Equacao polinomial: y = 15587x? - 4110,9x + 3969,2 (R2 = 0,8423).

Estudos com extratos vegetais realizado por Xavier (2011), apontaram que houve
aumento na atividade de catalase em plantas de café a medida que transcorria o tempo
de inoculagao.

O aumento da atividade da catalase pode ser relacionado a adaptacao, auxiliando
na reducdo dos niveis toxicos do peroxido de hidrogénio (KARUPPANAPANDIAN et
al., 2011).

A principal funcdo da catalase € degradar o perdxido de hidrogénio (H2O2) em
plantas (APEL; HIRT, 2004), ao atuar como sinalizador na resposta de defesa da planta
e no reforgco da parede celular, pela ligacdo cruzada de proteina estrutural ou fendlica,

ao formar uma barreira mecéanica efetiva (RESENDE et al., 2003). Quando essa enzima
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ndo atua de forma eficiente, a peroxidacdo lipidica se torna mais evidente, sendo este o
principal sintoma atribuido ao dano oxidativo, frequentemente utilizada como um
indicador de danos as membranas celulares (HERNANDEZ et al., 2000).

A primeira resposta de defesa da planta ao ataque de um patogeno é a explosdo
oxidativa ou a geracdo de espécies reativas de oxigénio, que atuam no reforgo da parede
celular, formando uma barreira mecanica efetiva contra a penetracdo de patégenos nos
tecidos da planta (SANTOS, 2005).

A catalase juntamente com a peroxidase sdo responsaveis por equilibrar a
producdo de substancias durante uma situacdo de estresse, uma vez que este excesso é
prejudicial a planta. A atividade da catalase depende do tipo de estresse ser abidtico ou
biotico (RAMOS et al., 2011). Durante um estresse abidtico a catalase atua diminuindo
0s niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs), conhecidas como exploséo
oxidativa, que em excesso sdo toxicos a planta; por outro lado, no estresse biético,
eliciadores podem aumentar a atividade da peroxidase, otimizando a sintese de EROs
para protecdo da planta (MIRTLE, 2012)

O aumento da atividade de enzimas antioxidantes como a catalase pode traduzir
uma protecdo da planta contra o ataque de determinado patdégeno (VALENTE, 2012).
Como observado neste estudo, ainda que pulverizagdes com indutores aumentaram a
atividade da catalase pelo fato de que possuem eliciadores que sdo reconhecidos pelas
plantas, ativam suas respostas de defesa, como o aumento na atividade de enzimas
relacionadas a patogenicidade. Assim, quando as plantas de pimentdo foram submetidas
previamente as doses diferentes de Bion, houve alteracbes na enzima catalase
reforcando a hipoOtese de resisténcia induzida por meio do indutor que ativa 0s

mecanismos de defesa naturais da planta mantendo-a em alerta.

3.3. Polifenoloxidase

Para a atividade da polifenoloxidase a ANOVA indicou significancia para época
de coleta, houve um aumento significativo da atividade em folhas de pimentdo aos 8
dias apds a inoculagdo. A Figura 5 apresenta o nivel médio da atividade da
polifenoloxidase, observado nas folhas de pimentdo da cultivar Red Jet, nos diferentes

dias ao longo do periodo de avaliacdo, os resultados deste estudo demonstram o efeito
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do Bion na resisténcia de plantas de pimentdo quando infectado com C.
gloeosporioides.

Scarponi et al. (2001) observaram que a pulverizacdo de acibenzolar S-metil nas
folhas basais de tomateiro protegeu as folhas apicais contra a infeccdo por
Pseudomonas syringae. Os autores verificaram que o indutor foi completamente
degradado dentro da planta, conferindo protecdo pela ativacdo de mecanismos de
defesa.

Baysal et al. (2003) também demonstraram que tomateiro pulverizado com
acibenzolar S-metil e inoculado com C. michiganensis sub sp. michiganensis apresentou
reducdo da severidade da pinta bacteriana. Ngadze et al. (2011) também relacionaram o
aumento da atividade da polifenoloxidase com a maior resisténcia de tubérculos de

batata a Pectobacterium atrosepticum.
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Figura 5. Atividade de peroxidase no tecido foliar de plantas de pimentdo, cultivar Red
Jet, inoculados com Colletotrichum gloeosporioides pulverizados com indutor de
resisténcia Bion. Equacao polinomial: y = 12,776x* - 210,71x — 26,631 (R2 = 0,1).

A polifenoloxidase esta relacionada com o processo de protecdo antioxidativa, o

qual promove 0 aumento na sintese de lignina que fortalece a parede celular contra a
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acdo de enzimas liticas produzidas pelos patdégenos (KVARATSKHELIA et al.,
1997). O aumento na atividade dessa enzimas foi correlacionado com a resisténcia
induzida, sendo produzida algumas horas apés a pulverizacdo e até 12 dias apds, em
tomateiro (CAVALCANTI et al., 2006).

Outras culturas também foram estudadas com o método preventivo usando o Bion
como indutor de resisténcia, Oliveira et al. (2012) trabalharam com plantas de feijdo
caupi e verificaram que a atividade polifenoloxidase aumentou quando a variedade CE-
109 estava parasitada com Meloidogyne incognita. Silva et al. (2009) também
observaram em plantas de feijdo que a aplicacdo do indutor de resisténcia foi capaz de
promover resposta mais rapida a inoculacdo com Xanthomonas axonopodis, que
proporcionou um aumento significativo da atividade de polifenoloxidase ocasionando a
resisténcia das plantas a bactéria fitopatogénica.

Terra (2009) testou em diferentes genotipos de mamoeiro com produtos
alternativos, como fertilizantes foliares e ASM no controle da pinta preta, concluiu que
0 ASM foi 0 mais eficiente no controle da doenca.

Itako et al. (2012) observaram em seus estudos com acibenzolar-S-metil, que a
aplicacdo do produto aumentou a capacidade de induzir a resisténcia das plantas de
tomate com o aumento da atividade polifenoloxidase. Por esta razdo, admite-se que um
aumento na atividade desta enzima resulta em altas concentracdes de produtos toxicos
de oxidacdo e, portanto, maior grau de resisténcia a infeccdo (ZHENG-CUIMING et al.,
1999).

As polifenoloxidases geralmente se mantém na forma inativa no interior da célula
vegetal, sdo encontradas compartimentalizadas nos tilacoides dos cloroplastos, podendo
ser liberadas e iniciando a oxidagdo dos compostos fenolicos somente quando
necessario, ou seja, em uma situacdo anormal quando ocorre o ataque de insetos ou
patogenos (MOHAMMADI; KAZEMI, 2002). Desse modo foi possivel verificar neste
estudo, que quando as plantas foram inoculadas ao desafiador da doenca antracnose,
ocorreu um aumento expressivo da atividade polifenoloxidase no oitavo dia apés a
inoculagdo (Figura 5), evidenciaram o efeito do indutor de resisténcia Bion para
alteracdes nos niveis da enzima contribuindo para acdo de resisténcias das plantas de
pimentdo, que corrobora a importancia do indutor de resisténcia na resposta de defesa
das plantas contra o fungo Colletotrichum gloeosporioides.
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3.4. Ascorbato peroxidase

A andlise da atividade enzimatica ascorbato peroxidase em folhas de plantas de
pimentdo da cultivar Red Jet, ndo apresentou diferenca significativa quando receberam
tratamento com o indutor de resisténcia acibenzolar-S-metil. Alamino et al. (2013) no
estudo realizado com acibenzolar-S-metil ndo detectaram diferencga significativa, entre
os frutos tratados e ndo tratados com eliciadores quanto a atividade das enzimas
ascorbato peroxidase, provavelmente, pelo fato da atuacdo das enzimas ja estar reduzida
no momento da avaliacgéo.

Algumas espécies de plantas ap6s sofrerem algum tipo de lesdo apresentam uma
queda na concentracao de acido ascorbico, que participa de reacdes de detoxificacdo, de
forma enzimatica e ndo enzimética de espécies reativas de oxigénio geradas pelo
metabolismo celular aerdbico e por estresses bioticos e abidticos (SUZA et al. 2010).
Assim como Leite e Virgens filho (2004) trabalharam com resisténcia induzida em
feijdo comum e observaram que niveis elevados desta enzima sdo mais atuantes e
constantes precocemente, podendo contribuir para a resisténcia a antracnose, reduzindo
os efeitos danosos por Colletotrichum lindemuthianum. Siqueira (2015) observou uma
reducdo da atividade de ascorbato peroxidase no décimo dia apds a inoculacdo com
Colletotrichum lindemuthianum em plantas de feijao e relatou que esse decréscimo pode
estar relacionada a potencializagdo reduzida do indutor apés alguns dias decorrentes a

inoculacéo.
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Figura 6. Atividade de ascorbato peroxidase no tecido foliar de plantas de pimentao,
cultivar Red Jet, inoculados com Colletotrichum gloeosporioides pulverizados com
indutor de resisténcia Bion. Equagdo polinomial: y = -62132x? + 70454x + 53356
(R2=0,3183).

O grau de estresse oxidativo em uma célula é determinado pela quantidade de
superoxido, H,0, e radicais hidroxilas dessa forma o balanco da atividade ascorbato
peroxidase é crucial na supressao das enzimas reativas de oxigénio na célula. Além de
um aparato enzimatico, a alteracdo e/ou regulacdo de vias biossintéticas de proteinas
constitui outra importante estratégia de defesa (CHAGAS, 2007). Este mesmo autor
verificou com a adi¢do de um indutor oxidativo que a enzima ascorbato peroxidase ao
passo que aumentava as concentragdes a atividade sofreu reducao.

A participacdo do ascorbato peroxidase no mecanismo de defesa de plantas é
atribuida a capacidade desta enzima em catalisar a quebra do H,O, com o consumo de
ascorbato, formando monodehidroascorbato em agua (GONDIM, 2006). Embora H,0,
tenha uma importante funcdo na protecdo de plantas, seu acumulo em excesso é
prejudicial, conduzindo a oxidacgdo de proteinas, acidos graxos e DNA, causando assim
danos e eventual morte celular (HALLIVEL, 2006; OLIVEIRA et al., 2012). Desse
modo € possivel sugerir um dos fatores que a enzima ascorbato peroxidase nao foi
eficiente para a inducdo de resisténcia em folhas de pimentdo. Os sistemas de defesa
antioxidativo enzimaticos das plantas incluem diversas enzimas antioxidante nos
diferentes compartimentos celulares (CHAGAS, 2007).
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Estudos tem demonstrado a eficiéncia da ascorbato peroxidase em outras
culturas quando utilizado o indutor acibenzolar-S-metil, diante disso os resultados deste
estudo demonstraram, ao comparar com a literatura, que a atividade desta enzima,
embora ndo significativo para diferentes doses, ocorreu um aumento relativo no nivel da
atividade ascorbato peroxidase na concentracdo inicial 0,15g L™ destacando das demais
e em seguida sofre uma reducdo nos demais tratamentos (Figura 6). Logo, mais estudos
sdo necessarios para verificar os efeitos da enzima ascorbato peroxidase em plantas de
pimentdo, uma vez que a mesma € considerada umas das peroxidases mais importantes,
pois catalisa a reducdo do H,O,, por meio do poder redutor do ascorbato (SHIGEOKA
et al., 2002).

3.5. B-1,3-Glucanase

A andlise de variancia indicou significancia para os tratamentos da atividade
enzimatica de B-1,3-glucanase em folhas de plantas de pimentdo da cultivar Red Jet,
apresentando diferencas significativas quando tratadas com Bion. A maior dose
contribuiu para a maior atividade enzimatica, na comparacdo entre o0s demais
tratamentos & dose 0,60g L™ mostrou-se a mais indicada (Figura 7).

Dessa forma, supde-se que existe uma relacdo entre o tratamento eliciador e o
patégeno desafiante, na ativacdo dos mecanismos de defesa em plantas (VIECELLI et
al., 2010). As B-1,3-glucanases esta inserida nas proteinas relacionadas a patogénese
(PRP’s), que englobam familias de proteinas com caracteristicas variadas mas com o
fato em comum de estarem todas relacionadas aos processos de defesa durante a
patogénese, apresentando dessa forma, potencial para serem exploradas nos programas
de inducéo de protecdo em plantas.

Resende et al. (2007) investigaram a eficacia da pulverizacdo foliar de mudas de
cacaueiro com varios extratos vegetais contra a vassoura-de-bruxa, utilizando-se o
indutor de resisténcia acibenzolar-S-metil, como padrdo em todos 0s experimentos e
verificaram que a enzima [-1,3-glucanase e quitinase foram induzidas precocemente,
podendo estar relacionadas com a maior chance de sucesso no combate a Crinipellis

perniciosa.
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Tavares (2009) observou que a indugdo de resisténcia de mamoeiro a podriddo
peduncular causado por Phytophthora sp., e destacou o acibenzolar-S-metil o que
conferiu a resisténcia induzida nas plantas, além de promover aumento na atividade das
enzimas B -1,3-glucanase e peroxidase, relacionadas a patogénese e ao acumulo de

lignina em raizes de plantulas.
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Figura 7. Atividade de B 1,3 Glucanase no tecido foliar de plantas de pimentéo, cultivar
Red Jet, inoculados com Colletotrichum gloeosporioides pulverizados com indutor de
resisténcia Bion. Equacdo polinomial: y = -2,1795x° + 13,704x + 0,9931 (R2 = 0,7943).

Desta forma, as plantas que ja estavam com esta rota metabdlica ativada, ao entrar
em contato com o patdgeno, apresentaram aumento da atividade de p-1,3-glucanases,
possivelmente, devido a sinalizacdo celular que ocorreu no momento da interacdo da
planta com o patdgeno mesmo que esta interacdo seja incompativel e ndo ocorra a
doenga (SBALCHEIRO, 2010).

Sbalcheiro (2010) verificou que a atividade de B-1,3- glucanases foi ativada logo
apos a aplicacdo dos agentes Bacillus sp. e acibenzolar-S-metil, permanecendo alta no
transcorrer do ensaio, indicando que as plantas estavam com uma rota metabdlica dos
mecanismos envolvidos com respostas de defesa ativada, e que esta fez diferenca no

momento da interagcdo com o patdgeno.
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Bokshi et al. (2003), observaram aumento na atividade de -1,3-glucanases em
batata induzida a resisténcia por ASM contra o fungo Fusarium semitectum. Assim
como Santos (2013) verificou aumentos na atividade da B-1,3-glucanase com o indutor
ASM, que coincidiram com redugdes na incidéncia da antracnose em mamao.

Esses resultados corroboram com os obtidos no presente estudo, uma vez que as
plantas inoculadas com Colletotrichum gloesporiodes apresentaram aumento da
atividade enzimatica B-1,3-glucanase quando tratadas previamente com o indutor de
resisténcia. Portanto com aplicacdo direta na planta na forma de pulverizacdes, o Bion
foi absorvido, em seguida tenha induzido a resisténcia nas plantas, mostrando-se
eficiente e capaz de desencadear 0s mecanismos de defesa da planta e com aumento da
enzimas B-1,3-glucanases que € um componente da resposta de defesa de plantas
pode restringir o desenvolvimento do patdgeno no tecido foliar.

O indutor de resisténcia Bion, pelas suas caracteristicas quimicas e semelhanga
com o 4cido salicilico, um sinalizador enddgeno, tem como efeito a ativacdo dos
mecanismos de resisténcia (KUHN; PASCHOLATI, 2010). Devido a acdo do acido
salicilico nas células, ocorre a producdo de proteinas especificas relacionadas com a
patogénese como as [3-1,3-glucanase e quitinase, que sdo capazes de degradar a parede
celular de fungos e bactérias patogénicas, desta forma agindo direto sobre o patégeno
(COLE, 1999).

A estratégia de inducdo de resisténcia em plantas a fitopatdgenos tem se
mostrado promissora e pesquisas de mecanismos de resisténcia tem sido estimulada
para esclarecer os processos envolvidos na expressdo da resisténcia (WITTER et al.,
2013).

Na inducdo de resisténcia, 0 aumento em atividade da f-1,3-glucanase esta
relacionado com a defesa da planta (SANTQOS, 2013). O teor de proteinas no tecido
vegetal desafiado com um patogeno ou tratado com eliciadores pode indicar ativagdo
dos mecanismos de defesa (SANTOS, 2013).

E de suma importancia a verificacdo das enzimas chave na inducéo de resisténcia,
porém deve-se considerar que aspectos fisiologicos também sdo alterados e a sinergia
entre o metabolismo primario e secundario, assim como 0s compostos produzidos, agem
de forma complexa na prote¢éo da planta (SCHWANESTRADA, 2008).
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3.6. Severidade da doenca

Verifica-se que aos 4 dias apds a inoculagdo a medida que se aumentava as doses
do indutor a severidade da doenca reduzia (Figura 8A), o mesmo foi observado aos 16
dias de avaliacdo (Figura 8D). Houve uma reducdo da severidade da antracnose nas
plantas tratadas com as doses 0,45g L™ e 0,60g L™ (Figura 8B) porém aos 12 dias apés
a inoculagdo a dose 0,30g L™ seguida da 0,60g L™ foram as que apresentaram menor
reducdo da severidade (Figura 8C). Observa-se maior efeito do controle da doenga
quando as plantas foram submetidas a dose 0,60g L™ do indutor de resisténcia
acibenzolar-S-metil, e assim diminuiu a severidade da doenca antracnose.

Outros estudos verificaram que o tratamento de plantas com acibenzolar-S-metil
pode induzir resisténcia contra fitopatdgenos (SBALCHEIRO, 2010). De acordo com
Pereira (2009), a aplicagdo do acibenzolar-S-metil reduziu significativamente a
severidade da ferrugem da soja (Phakopsora pachyrhizi) em 65,5% em relacdo a
aplicacdo de agua e Alamino et al. (2013) trabalharam com tratamento pds-colheita
em macas e verificaram a eficiéncia do Bion que promoveu a reducdo da area lesionada
por Colletotrichum gloeosporioides.

BAYSAL et al. (2003) também obtiveram resultados positivos quando estudou
plantulas de tomate pré-tratadas com ASM verificando uma reducéo na severidade do
cancro bacteriano causado por Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis. Além
disso os testes de inducdo de resisténcia realizados por Galdeano (2010) em plantas de
café cv. Mundo Novo tratadas previamente com o produto comercial Bion,

evidenciaram reducgdo dos sintomas da doenca e protecéo significativa a cercosporiose.
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Figura 8. Severidade da doenca antracnose ao longo do periodo de avaliacdo. Aos 4
dias apo6s a inoculacdo (A). Aos 8 dias apo6s a inoculacdo(B). Aos 12 dias apds a

inoculacdo (C). Aos 16 dias apds a inoculacéo(D).

Quando Araljo (2005) estudou a agdo do acibenzolar-S-metil na inducdo de
resisténcia a murcha-bacteriana do tomateiro, causado por Raustonia solanacearum
observou a reducéo dos sintomas da murcha, resultando em reducgéo de sua severidade.

A aplicagdo do Bion demonstrou-se eficaz para a diminuigdo da severidade da
antracnose nas plantas de piment&o, portanto a utilizacdo de métodos como a inducéo de
resisténcia indicam grande avanco da pesquisa € um componente importante nos
programas de manejo de doengas.

O uso de ativadores de resisténcia vegetal isoladamente ou associados a outras

praticas agricolas, deve ir de encontro as necessidades de uma agricultura sustentavel,
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ou seja, com produtividade, qualidade e menor impacto ao meio ambiente e ao
agricultor (SBALCHEIRO, 2010).
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4. CONCLUSOES

O acibenzolar-S-metil promoveu aumento na atividade das enzimas relacionadas a
patogénese.

Ocorre reducédo na severidade dos sintomas da doenga antracnose, principalmente
quando as plantas foram tratadas previamente com a dose 0,60g L™ de acibenzolar-S-
metil. E ao longo do periodo de avaliacdo a maior protecdo das plantas de pimentao
ocorre aos quatro dias apos a inoculacdo com o fungo Colletotrichum gloeosporiodes
conforme se aumentava as doses do indutor a severidade da doenca reduzia.

Os resultados deste estudo sugerem ainda que o acibenzolar-S-metil protege as
plantas de pimentdo contra a antracnose com uma Unica aplicacdo com o indutor de

resisténcia.
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