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INDUCAO DE RESISTENCIA POR Bacillus amyloliquefaciens E Lactobacillus
paracasei A Phytophthora nicotianae EM PORTA-ENXERTOS DE CITROS

Autor: WESLEY LUIZ FIALHO COSTA
Orientadora: Profa. Dra. KATIA CRISTINA KUPPER

RESUMO

A citricultura se configura como uma das mais importantes culturas da balanca
agricola brasileira. Estima-se que mais da metade do suco de laranja
consumido no mundo origina-se dos pomares brasileiros. Nos Ultimos anos a
citricultura vem sofrendo com diversos fatores de risco dentre esses, a alta
incidéncia de pragas e de doengas. A introdugédo do “Huanglongbing” no Brasil
fez o custo de pulverizacdo aumentar exponencialmente nos ultimos anos e,
além disso, milhares de arvores citricas foram erradicadas. Portanto, a
reposicao dessas plantas, tornou a muda o principal insumo da citricultura. Em
viveiros de producdo de mudas, patégenos do género Phytophthora
causadores da “gomose dos citros” sdo de extrema importancia. Tais
patdgenos séo de dificil controle, principalmente, pelo fato de existirem poucos
ingredientes ativos eficazes. O controle biol6gico, embora ainda incipiente, vem
mostrando bons resultados para o controle dessas doencas através de
bactérias antagonistas. Logo o objetivo desse trabalho foi avaliar a capacidade
de dois isolados bacterianos, Lactobacillus paracasei e Bacillus
amyloliqguefaciens em induzir a producdo de compostos fendlicos e, em ativar
as enzimas de defesa, em dois porta-enxertos (PE) citricos contra
Phytophthora nicotianae. Sementes de Citrus sunki e Poncirus trifoliata
suscetivel e resistente, respectivamente, a P. nicotianae foram microbiolizadas
com as bactérias, realizando ao todo trés ensaios. A inoculagdo com o
fitopatdgeno ocorreu no substrato (75 dias apOds a semeadura) e na regido do

colo (aos 90 dias apdés a semeadura) nos ensaios 2 e 3, respectivamente. A
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parte aérea das plantas foi retirada para quantificacdo das enzimas
polifenoloxidase (PPO), peroxidasse (POD), fenilalanina aménia-liase (PAL) e
dos compostos fendlicos. Nas plantas ndo inoculadas com P. nicotianae
(Ensaio 1), com excecdo da POD, a maior atividade das enzimas foi em C.
sunki e as plantas tratadas com B. amyloliquefaciens apresentaram alta
atividade da PAL, PPO. As plantas submetidas ao tratamento com L. paracasei
apresentaram maior concentracdo de compostos fendlicos. Apds a inoculacéo
com P. nicotianae no substrato em C. sunki houve aumento da atividade
enzimatica em todas as plantas. Nos tratamentos com as bactérias as maiores
atividades foram da PPO, PAL e houve acumulo de fenois. Em P. trifoliata
houve alta atividade da POD em plantas tratadas com B. amyloliquefaciens.
Observou-se, alta atividade da PAL logo apés inoculacdo de P. nicotianae em
todos tratamentos. Quando as plantas foram inoculadas na regido do colo
(Ensaio 3), a severidade foi maior em C. sunki e, essas plantas, quando
tratadas com B. amyloliquefaciens, apresentaram maior atividade da POD e
maior concentracdo de compostos fenélicos. Conclui-se que, L. paracasei e B.
amyloliquefaciens ativaram o sistema de defesa das plantas citricas. Porém, a
atividade enzimatica dependeu da variedade do porta-enxerto e, se as plantas

foram, ou ndo, inoculadas com o fitopatdégeno.

Palavras chave: Controle biolégico, Citrus, Lactobacillus paracasei, Bacillus

amyloliquefaciens, inducao de resisténcia.
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INDUCTION OF RESISTANCE BY Bacillus amyloliquefaciens AND
Lactobacillus paracasei To Phytophthora nicotianae IN CITRUS
ROOTSTOCKS.

Author: WESLEY LUIZ FIALHO COSTA
Adviser: Prof. Dra. KATIA CRISTINA KUPPER

ABSTRACT

Citriculture is one of the most important crops influencing the agricultural trade
balance. It is estimated that half of the orange juice consumed in the world is
produced in Brazilian orchards. In the last years the citriculture has been
suffering from many risk factors, such as high incidence of pests and diseases.
The introduction of Huanglongbing in Brazil raised the costs of spraying in the
last years, besides leading to the eradication of several citrus trees. Thus, the
replacement of these threes has made seedlings the main input in citriculture. In
nursery seedlings, Phytophthora spp. Pathogens that causes citrus gummy are
of great importance, but difficult to control because there are few effective active
ingredients. The biological control has been showing good results in controlling
these diseases using antagonistic bacteria, although stills incipient. Thus, the
aim of this study was to evaluate the ability of the two bacterial
isolates Lactobacillus paracasei and Bacillus amyloliquefaciens in inducing the
production of phenolic compounds and activating defense enzymes of two citrus
rootstocks Phytophthora nicotianae. Seeds of Citrus sunki and Poncirus
trifoliata, susceptible and resistant to P. nicotianae, respectively, were
microbiolized with the bacteria in three assays. The substrate was inoculated
with the phytopathogen at 75 days after sowing (assay 2), and the lap region
was inoculated at 90 days after sowing (assay 3). The plant shoot was used to
guantify the enzymes polyphenoxidase (PPO), peroxidase (POD),
phenylalanine ammonia-lyase (PAL) and phenolic compounds. P. sunki plants
non-inoculated with P. nicotianae (assay 1) showed higher levels of enzymatic

activity of all enzymes, except POD, and plants inoculated with B.



amyloliquefaciens presented high activity of PAL and PPO. Plants inoculated
with L. paracasei showed higher concentration of phenolic compounds. All C.
sunki grown in substrate inoculated with P. nicotianae presented an increased
in the enzymatic activity. PPO and PAL showed higher level of activity in the
treatments with the bacteria, and there was accumulation of phenolic
compounds. In P. trifoliata there was high activity of POD in plants treated with
B. amyloliquefaciens. High activity if PAL was observed after inoculation by P.
nicotianae in all treatments. C. sunki plants inoculated in lap region (assay 3)
showed higher severity, and presented higher activity of POD and concentration
of phenolic compounds when treated with B. amyloliquefaciens. In conclusion,
L. paracasei and B. amyloliquefaciens activated the defense system of citrus
plants, however the enzymatic activity depends on the variety of the rootstock

and if the plants were inoculated with the phytopathogen.

Keywords: Biological control, Citrus, Lactobacillus paracasei, Bacillus

amyloliquefaciens, induction of resistance



1 INTRODUCAO

O Brasil conta hoje com uma area de aproximadamente 666 mil hectares
de plantas citricas. Na safra 2015/2016 o pais respondeu por 31,36% da
producdo mundial de laranja e 54,58% da producdo de suco (Agrianual 2017).
A producéo citricola brasileira esta concentrada no estado de Séao Paulo, sendo
que este responde por 72% da producdo da fruta e 98% das exportacbes de
suco (Figueiredo et al. 2012). Ainda assim, a citricultura brasileira vive um
momento de fortes transformacdes em sua cadeia produtiva. O principal fator
dessa transformacéo é o crescimento dos indices de incidéncia de doengas no
campo, principalmente, no estado de Sao Paulo (Adami 2014).

A manutencdo desse parque citricola requer um grande numero de
mudas, na safra 2014/2015 foram produzidas 17 milhdes de mudas para o
plantio e replantio de pomares (Agrianual 2017).

Nesse contexto de producdo de mudas um grupo de patdégenos de
grande importancia é pertencente ao género Phytophthora. Na maioria das
areas produtoras do mundo, os organismos deste grupo sao endémicos no solo
de pomares citricos (Medina Filho et al. 2004). A constante presenca destes
nos pomares deve-se a capacidade de oomicetos produzirem estruturas de
resisténcia, o que torna o seu controle extremamente dificil (Beltrame, 2010).
Atualmente, o uso de mudas sadias e, também, resistentes e/ou tolerantes ao
patégeno é a principal medida de combate a esses patdgenos.

Outra alternativa para o controle da Phytophthora spp. é a ativacao dos
mecanismos de defesa natural das plantas. A inducdo de resisténcia pode ser
dividida em duas categorias: a resisténcia sistémica adquirida (systemic
acquired resistance, SAR) e a resisténcia sistémica induzida (induced systemic
resistance, ISR). O processo da SAR tem o acido salicilico como principal
sinalizador, levando a expressao, principalmente, de proteinas PR relacionadas
a patogenicidade (Sticher et al. 1997). No segundo processo a ISR atua na rota
regulada por jasmonato e etileno (Van Loon et al. 1998). Dentre as enzimas
relacionas com a ISR destacam-se a peroxidase (POD), a polifenoloxidase
(PPO), a fenilalanina aménia-liase (PAL), assim como, 0os compostos fendlicos.



As PODs estdo associadas a infeccdo patogénica, oxidando compostos
fendlicos acumulados em resposta a infeccdo, para reforcar a parede celular
através da biossintese de lignina (Fry, 1986; Christensen et al. 1998). As PPOs
iniciam o processo de oxidagdo de compostos fendlicos, quando ha ruptura da
célula vegetal, devido a ferimentos, infec¢cdo por patégenos ou senescéncia
(Thipyapong et al. 2004). A PAL esta envolvida no primeiro passo da sintese
dos fenilpropanoides, na conversdo da fenilalanina em acido transcinamico,
conferindo maior resisténcia a parede celular das plantas aos patdégenos
(Nakazawa et al. 2001). Compostos fendlicos podem inibir a germinagao de
esporos fungicos, seu crescimento micelial e interferir na atividade enziméatica
microbiana (Schwan-estrada et al. 2008).

A IRS comumente € induzida por rizobactérias promotoras de
crescimento de plantas (Van Loon et al. 1998). Elas fazem parte da populacéo
residente das plantas, de forma epifitica (Baldotto; Olivares, 2008) ou endofitica
(Hallmann et al. 1997) e, na maioria das vezes nao séo fitopatogénicas. Podem
ser utilizadas para tratamento de sementes, explantes e mudas
micropropagadas, incorporadas ao substrato de plantio, tratamento de estacas,
tubérculos e raizes, pulverizacbes na parte aérea, incluindo folhagem e frutos,
e em pos-colheita. Giassi, Kiritani e Kupper (2016) verificaram que dois
isolados bacterianos BL06 (isolado de fermento de agua ardente) e CPMO3
(isolado de folhas de café) apresentaram potencial de biocontrole a
Phytophthora nicotianae Breda de Haan (Phytophthora parasitica Dastur) no
porta-enxerto Citrus sunki (Hayata) hort. Ex Tanaka) considerado suscetivel a
esse patdgeno (Medina Filho et al. 2003).

No entanto, existem poucos trabalhos na literatura relacionando esses
microrganismos a resisténcia sistémica induzida. Muitos estudos relacionados
a Lactobacillus spp. s&o oriundos da industria alimenticia (Sanders;
Klaenhammer, 2001), seja ela voltada para alimentacdo humana
(principalmente em alimentos industrializados) ou, como probibtico para
animais de producgéo (Pacgo et al. 2003; Vasquez et al. 2005). Ja bactérias do
género Bacillus estdo entre as mais estudadas como biocontroladoras de

doencas em plantas (Fravel, 2005), seja por antagonismo direto ou inducao de



resisténcia (Hassan, 2015). B. amyloliquefaciens ja foi descrito como indutor de
resisténcia em plantas (ldris et al. 2007), porém, sem relatos de sua interacao
com porta-enxertos citricos. Portanto, esse trabalho teve por objetivo avaliar a
capacidade desses microrganismos em induzir a produgcdo de compostos
fenolicos e ativar as enzimas peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina

amonia-liase, em dois porta-enxertos de citros, Citrus sunki e Poncirus trifoliata.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Agroecologia como ciéncia

A agricultura “convencional” tomou conta do cenario da produgédo de
alimentos, sobretudo nos ultimos 60 anos. Esta se caracterizou pelo uso
intensivo de fertilizantes, defensivos quimicos e, mais recentemente, o
melhoramento genético baseado na transgenia. Embora seja inegavel que o
avanco da tecnologia proporcionou um aumento exponencial na produgéo de
alimentos, temos que considerar, também, as consequéncias do uso
desregrado dessas tecnologias, e a logica a qual foram concebidas (Moreira et
al. 2002). Sob a justificativa de alimentar a crescente populacdo mundial, houve
de certa forma um uso indiscriminado de insumos danosos ao meio ambiente
(Mareida; Pingali, 2001).

Na contramao da agricultura convencional surgiram diversas correntes
de agriculturas ditas “alternativas”. De forma geral todas essas formas de
agricultura que vieram para contrapor a agricultura convencional, foram
enquadradas dentro do conceito de agricultura organica e, essa por sua vez foi
engquadrada dentro da Agroecologia.

O uso contemporaneo do termo Agroecologia data dos anos 70, mas a
ciéncia e a pratica da agroecologia tém a idade da propria agricultura (Hecht,
1989). Esses enquadramentos muitas vezes tornam o termo “Agroecologia” um
pouco confuso e dificil de conceituar e entender seus objetivos. Segundo
Caporal e Costabeber (2002), a Agroecologia tem sido reafirmada como uma
ciéncia ou disciplina cientifica, ou seja, um campo de conhecimento de carater
multidisciplinar que apresenta uma série de principios, conceitos e
metodologias que nos permite estudar, analisar, dirigir, desenhar e avaliar
agroecossistemas. Feiden (2005) descreveu um agroecossistema como um
ecossistema, que foi modificado pelo homem para producdo de bens
necessarios a sua sobrevivéncia. Hart (1980), por outra perspectiva, viu 0
agroecossistema como composto por interacdes fisicas e bioldgicas de seus

componentes, destacando, assim, 0 processamento de insumos e produtos



nestas inter-relagdes. Logo, a agroecologia, pode ser vista como uma ciéncia
que tem o0s agroecossistemas como unidade de estudo, procurando
compreender o funcionamento e a natureza dessas unidades; integrando
principios ecologicos, agrondmicos e socioecondmicos na compreensdo e
avaliacdo do efeito das tecnologias sobre os sistemas agricolas e a sociedade
como um todo (Assis; Romeiro, 2002).

Em meados dos anos 80 cresce a preocupacdo com 0 meio ambiente e
a qualidade de vida, o que levou ao desenvolvimento de um novo paradigma
nas sociedades modernas: a sustentabilidade (Attanasio, 2004). Nesse
momento a Agroecologia tomou for¢ca e vem se apresentado como vanguarda
na producdo de novos conhecimentos (Costa Gomes; Borba, 2004), tanto para
a producao de estilos de agricultura (desenvolvendo e difundindo tecnologias
apropriadas e limpas) como, também, propde um desenvolvimento social
crescente, através da participacdo do cidaddo na gestao descentralizada das
instituicoes.

Trazendo para o aspecto técnico e pragmatico pode-se afirmar que
ainda existe uma escassez de tecnologia destinada a cultivos agroecolégicos,
principalmente, no que se refere a fitossanidade das plantas. Nesse sentido, o
controle biolégico tem sido uma alternativa ao uso de produtos quimicos para o
controle de doencas, sendo esse muito bem visto pela sociedade e aos

sistemas agroecolégicos de producao.

2.2 Citricultura

As plantas citricas como as do género Citrus, os kunquats (Fortunella),
trifoliata (Poncirus) e outros géneros da familia Rutaceae séo oriundos das
regides tropicais e subtropicais do sudeste asiatico. Nas américas, a chegada
das plantas citricas provavelmente remete a 1493 com a chegada de Cristévao
Colombo. Ja no Brasil a introducdo foi feita pelos portugueses no inicio da
colonizacéo (Donadio; Mourao; Moreira, 2005).

Inicialmente, a citricultura desenvolveu-se mais nos Estados de S&o

Paulo, Rio de Janeiro e Bahia. Porém, a concentracdo da populacgdo no eixo



Rio-Sao Paulo fez com que a citricultura se estabelecesse mais fortemente
nesses estados. Com apoio da Secretaria de Agricultura e Abastecimento, e a
decadéncia do setor cafeeiro, a citricultura paulista expandiu significativamente
a partir de 1930 (Donadio; Mourao; Moreira, 2005; Boteon; Neves, 2005). Deste
momento em diante configurava-se o potencial da citricultura para a balanca
comercial agricola. A partir da década de 70, alicercada nos programas de
pesquisa e desenvolvimento, fomentados pelo governo do estado, houve um
aumento exponencial das areas plantadas em Sao Paulo, com plantacfes de
alguns milhdes de arvores por ano (Donadio; Mourdo; Moreira, 2005).

No inicio do século XXl com a producao de 18,5 milhdes de toneladas.
ano! de frutas citricas, o Brasil jA se destacava como o maior produtor e
exportador de suco concentrado do mundo. E o estado de Sao Paulo,
produzindo 78,2% do total, acabara por superar a producdo da Florida em
quantidade de frutas e de suco (Donadio; Mourao; Moreira, 2005).

Atualmente, o Brasil conta com uma area de aproximadamente 666 mil
hectares de plantas citricas. Na safra 2015/2016 o pais respondeu por 31,36%
da producdo mundial de laranja, e 54,58% da producdo de suco mantendo-o
assim no topo da producdo mundial (Agrianual 2017). A safra nacional
estimada para o ano de 2017 é de, aproximadamente, 14 milhdes de
toneladas, apresentando uma queda de 7,9%, em relacdo a safra colhida no
ano de 2016 (IBGE, 2017). O Estado de S&o Paulo, com 70,2% de
participacdo na producdo nacional, ainda é o maior produtor do pais com a
safra de 2017, estimada em mais de 10 milhdes de toneladas. Os outros
principais estados da federag&o produtores de laranja, em ordem decrescente
serdo Bahia (7,5%), Minas Gerais (6,1%), Parana (5,1%), Sergipe (3,3%) e Rio
Grande do Sul (2,7%), respectivamente. Esses seis estados seréo
responsaveis por 95,0% da producéo de laranja do pais (IBGE, 2017).

Embora o cenério produtivo pareca favoravel, a citricultura brasileira vem
passando por dificuldades nos ultimos anos, mesmo com a boa colheita e bons
precos da safra 2016/2017. O mercado desfavoravel dos anos anteriores e a

elevacdo dos custos de producdo, associados a ameaga imposta pela



diversidade de pragas e doencas ocorrentes no pomar, motivaram a queda na
area plantada (Da Silva; Marques, 2015; Kalaki; Neves, 2017).

O elevado custo de producéo enfrentado pela citricultura, muito se deve
a alta incidéncia de artropodes fitéfagos como mosca das frutas (Ceratitis
capitata Wied, 1824 e Anastrepha fraterculus Wied., 1830), acaro-da-falsa-
ferrugem (Phyllocoptruta oleivora Ashmead, 1879), minadora-dos-citros
(Phyllocnistis citrella Staion, 1856), e também a alta incidéncia de doencas das
quais merecem destaque a mancha preta dos citros (Guignardia citricarpa Kiely
[fase anamorfica de Phyllosticta citricarpa McAlpine 1973]), podridao floral
(Colletotrichum acutatum e Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. &
Sacc), gomose (Phytophthora nicotianae Breda de Haan), leprose dos citros
(Citrus leprosis virus [CiLV]) cujo vetor é o acaro da leprose (Brevipalpus spp.)
dentre outras (Fundecitrus, 2017). Porém, atualmente o maior de todos os
problemas da citricultura é o “Huanglongbing” (HLB) doeng¢a causada pela
bactéria Candidatus liberibacter spp. cujo vetor € o psilideo (Diaphorina citri
Kuwayama, 1908). O HLB passou rapidamente a ser a doenca mais
devastadora dos citros (Gallo et al. 2002; Feichtenberger et al. 2005; Wang;
Trivedi, 2013). Esse cenario fez da citricultura a segunda cultura brasileira mais
intensiva no uso de agrotoxicos perdendo apenas para soja (Neves et al.
2010).

2.2.1 Importéancia dos porta-enxertos

As plantas citricas podem ser multiplicadas por sementes (via sexual),
por estaquia e enxertia (via assexual), sendo que a forma utilizada
comercialmente no Brasil é a enxertia (Machado Filho et al. 2003). A muda de
citros é basicamente formada de duas partes, a variedade copa também
chamada de “cavaleiro”, “garfo” ou enxerto, e o porta enxerto denominado

LTS =0

também por “cavalo”, “cavalinho” ou “patrao” (César, 1996).

A variedade copa € a principal responsavel pelas caracteristicas dos
frutos. E escolhida de acordo com o mercado a ser explorado, seja ele de fruta
de mesa (in natura), para mercado de suco ou ambos. O porta-enxerto, por sua

vez, exerce influéncia importante sobre a copa, como vigor, produtividade,



precocidade de producdo, composi¢cées organica e inorganica das folhas e
frutos e absorcdo de nutrientes. Adaptabilidade as caracteristicas
edafoclimaticas regionais e a tolerancia e/ou resisténcia a pragas e doencas
sdo também caracteristicas que devem ser consideradas, na escolha do porta-
enxerto (Bastos et al. 2014).

Podemos afirmar com certeza que o sucesso de um pomar citrico passa
diretamente pela escolha do porta-enxerto. Porém, ao se escolher o porta-
enxerto deve-se considerar as doencgas/pragas futuras. A histéria da citricultura
vem mostrando a importancia da diversificacdo. E se ponderarmos o atual
cenario de mudancas climaticas, associado a globalizacdo € prudente que os
pomares sejam diversificados tanto em variedades copa quanto em porta-
enxertos.

Até a década de 1940, 90% das plantas de laranja do estado de Sé&o
Paulo estavam enxertadas em laranja azeda (Citrus aurantium L.) (Pompeu
Junior, 2005). A introducdo do virus da tristeza dos citros (Citrus tristeza virus,
CTV) nos pomares paulistas causou a morte de praticamente todas as plantas
enxertadas sobre laranja azeda que é intolerante ao virus (Pompeu Junior,
2005). As boas caracteristicas apresentadas pelo limdo cravo (Citrus limonia
Osbeck) como: compatibilidade com todas as copas, producédo precoce, altas
producdes de frutos de boa qualidade, resisténcia a seca, e tolerancia a tristeza
fizeram desse porta-enxerto o preferido dos citricultores. A partir de 1960, ele
passou a ser praticamente o Unico porta-enxerto da citricultura paulista
(Pompeu Junior, 2005; Donadio; Mourao; Moreira, 2005).

No entanto, o limdo cravo é altamente suscetivel a morte subita dos
citros. E em 1999 houve um surto dessa doencga, na ocasiao cerca de 80% das
plantas citricas em campo eram enxertadas em ‘limédo cravo’. Os reflexos da
doenca ainda hoje sao sentidos pelo citricultor, obrigando-o a diversificar seus
pomares (Bastos et al. 2014).

Pensando em diversificar o pomar dois porta-enxertos a serem
considerados séo ‘Tangerina Sunki’ (Citrus sunki (Hayata) hort. Ex Tanaka) e

‘Trifoliata’ (Poncirus trifoliata (L.) Raf.).



A Tangerina Sunki é originaria da China, onde € muito utilizada como
porta-enxerto. No Brasil, este porta-enxerto passou por selecdes naturais na
Bahia, dando origem a seleg¢ao ‘Sunki Tropical’, cuja principal caracteristica que
a difere da Tangerina Sunki “original” € o maior numero de sementes viaveis.
Copas sobre tangerineira ‘Sunki’ geralmente apresentam precocidade de
producao, boa produtividade e baixa oscilacbes de safra. Esse porta-enxerto €
tolerante & seca e ao frio, confere maturacio dos frutos e é tardia. E
considerado intermediario, quanto as caracteristicas do limoeiro ‘Cravo’, e
‘Cledpatra’, em relacdo a copa (Bastos et al. 2014). Do ponto de vista
fitossanitario possui baixa resisténcia ao declinio, apresenta tolerancia a
tristeza, exocorte, xiloporose, ao declinio e a morte subita dos citros (Pompeu
Janior, 2005; Souza; Schwarz; Oliveira, 2010).

O grande problema da utilizacdo de Sunki, como porta-enxerto, é a sua
alta susceptibilidade a gomose ou, podriddo das raizes e do tronco
(Feichtenberger et al. 2005; Pompeu Janior, 2005; Bastos et al. 2014).

Trifoliata também € originario da China e tem sido utilizado como porta-
enxerto citrico, desde o inicio do primeiro milénio. As plantas sdo de porte
baixo, com folhas trifolioladas e caducas e peciolo alado.

P. trifoliata € considerado um porta-enxerto com potencial ananicante,
gue pode se expressar com maior ou menor intensidade, dependendo de
condicdes edafoclimaticas, da variedade da copa, presenca de viroses e uso
da irrigacdo. Apresenta dorméncia, apdés periodos continuos de baixas
temperaturas, seguida de perda das folhas, o que favorece maior resisténcia ao
frio (Bastos et al. 2014).

Em solos argilosos (onde ha maior retencdo de agua) as plantas
enxertadas em P. trifoliata crescem mais rapidamente e atingem maior
tamanho, quando comparadas as enxertadas em limao Cravo.

E consideravelmente suscetivel & seca, com bons resultados de
producédo, quando cultivado no Sul do Pais, sem irrigacdo, onde o numero de
brotacbes € menor e ha possibilidade de safras tardias. Este porta-enxerto
proporciona frutos com maior teor de agucar, quando combinado com a acidez

levemente acentuada, proporcionando 6timo sabor (Bastos et al. 2014). E um
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porta-enxerto considerado tolerante a xiloporose, imune a tristeza e resistente a

gomose de Phytophthora spp. (Carvalho, 2000; Pompeu Junior, 2005).

2.3 - Phytophthora spp.

A juncdo das palavras gregas phyton (planta) e phthora (destruicdo),
formam o nome do género Phytophthora, ou seja, destruidor de plantas. De
fato, o nome se justifica, visto a sua ampla gama de hospedeiros, bem como o
potencial de causar danos em diversas culturas agricolas (Erwin & Ribeiro,
1996).

Embora estudado dentro da micologia o género Phytophtora nao
pertence ao reino Fungi. Dick (2001) classificou espécies de Phytophtora como
sendo do reino Straminipila, sub-reino Chromophyta, filo Heterokonta, subfilo
Peronosporomucotina, classe Peronosporomycetes, sub-classe
Peronosporomycetidae, ordem Pythiales e familia Pythiaceae. J4 o site index
fungorum (acesso em: 10 out. 2017) enquadra as espécies de Phytophthora
dentro do Reino Chromista, filo Oomycota, divisdo Incertae sedis, classe
Peronosporea, subclasse Peronosporidae, ordem Peronosporales e familia
Peronosporaceae.

As principais caracteristicas que diferem esses organismos dos fungos
sdo: a presenca de hifas dipléides e cenociticas, parede celular composta
principalmente de celulose e 3-glucanas (Dick, 2001).

P. nicotianae foi isolada, pela primeira vez, de plantas de fumo
(Nicotiana tabacum) por Breda de Haan (1896). Porém, Dastur (1913) isolou
Phytophthora de plantas de mamona (Ricinus communis L.) com sintomas de
requeima e observou que, a espécie apresentava anteridios anfigenos e nao
anteridios paraginos, como descrito por Breda de Haan. Entdo, deu-lhe o nome
de P. parasitica. Waterhouse (1963) reclassificou a espécie dividindo-a em
duas variedades, P. nicotianae var. nicotianae e P. nicotianae var. parasitica.
Entretanto, Ho e Jong (1989) e Hall (1994) afirmam n&o haver evidéncias

suficientes para que se justifigue a separacdo das espécies. Ainda assim,



11

atualmente, a nomenclatura mais utilizada é P. nicotianae Breda de Haan (P.
parasitica Dastur).

Estes oomicetos produzem estruturas de resisténcia, como
clamidosporos, odsporos e zodsporos encistados. Em condi¢cdes de alta
umidade e aeracéo, essas estruturas podem germinar e produzir esporangios
Oou microesporangios, respectivamente. Os microesporangios podem germinar
diretamente ou produzir zodsporos, enquanto que 0S esporangios sao sempre
formados sobre o solo ou superficie dos 6rgdos atacados (Laranjeira et al.
2005).

Mundialmente existem relatos de 13 espécies de Phytophthora como
patébgenos de citros: P. arecae, P. boehmeriae, P. cactorum, P. capsici, P.
cinnamomi, P. mitricola, P. citrophthora, P. drechsleri, P. hibernalis, P.
megasperma, P. nicotianae (sin. P. parasitica), P. palmivora e P. syringae. No
Brasil, as espécies mais importantes sdo P. nicotianae e P. citrophthora, das
quais a primeira é predominante nas principais areas produtoras de citros
(Feichtenberger et al. 2005).

2.3.1 Gomose

A gomose de Phytophthora sp. € uma doenca multiciclica. O patégeno
pode sobreviver em 6rgdos de plantas mortas (como necrotréfico) e vivas
(como biotréfico) e se reproduz sexuada e assexualmente (Bonnet et al. 2007).
Quando em biotrofia, forma haustorios e redireciona o metabolismo do
hospedeiro suprimindo suas defesas (Pastruga, 2003).

A infeccdo efetuada por zoOsporos é a mais importante para
epidemiologia da doenga. Em condi¢bes de agua livre eles séo atraidos pelos
exsudatos radiculares de plantas suscetiveis (Santos, 2015). Ao atingirem a
superficie radicular, ou outras partes da planta, os zodsporos germinam,
produzindo hifas que podem infectar outras partes das plantas (Feichtenberger
et al. 2005).

Em plantas adultas, a gomose é caracterizada pela exsudacao de goma

em les@es de tronco e colo. Manifesta-se na parte externa do colo da planta, no
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lenho do tronco, nas raizes e em ramos mais altos, sob a forma de pequenas
gotas de goma de cor marrom. Os tecidos internos ficam necrosados, com
tonalidade pardacenta a marrom (Ledo et al. 1996). Os frutos mais proximos ao
solo podem apresentar podriddo seca de cor marrom-parda e também ficam
pequenos, de casca fina e maturagdo precoce. Em viveiros de mudas, a
doencga pode causar “damping-off’ de pré e de pds-emergéncia, podriddo de
raizes e radicelas, lesbes nos ramos e morte dos ponteiros (Laranjeira et al.
2005).

O controle quimico dessa doenca é realizado, principalmente, com
fungicidas a base de metalaxil e fosetyl Al. No entanto, esses produtos cairam
em desuso devido ao alto custo de aplicacdo, além de danos ambientais e
selecéo de estirpes resistentes (Queiros; Melo, 2006).

A forma mais utilizada hoje para se manejar a doenca € o uso de porta-
enxertos resistentes. O uso de porta-enxertos resistentes, associado a
obrigatoriedade do uso de mudas certificadas, fez com que a doenca perdesse
qguase toda importancia na citricultura paulista e gaucha (De Oliveira et al.
2013). Porém, em outros estados como Parana e alguns estados do Nordeste
ainda néo existe a obrigatoriedade do uso de mudas certificadas fazendo com
que a gomose de Phytophora sp. ainda cause muitos prejuizos (Caixeta et al.
2013). Uma outra alternativa também interessante e ainda pouco explorada &
o controle bioldgico. Alguns pesquisadores tém obtido sucesso em trabalho in
vitro e in situ com isolados e/ou “mix” microbianos ou mesmo com O0s
metabolitos produzidos por agentes de controle biolégico (Wehr, 2014; Bae et
al. 2015; Hung et al. 2015)

2.4 Controle Bioldgico de fitopatbgenos

Os problemas advindos do uso intensivo de agrotoxicos para o controle
de pragas, fitopatébgenos e plantas infestantes na agricultura sdo amplamente
discutidos hoje em dia. O impacto causado pela intensificagcdo do uso desses
produtos vai desde a contaminacdo de alimentos, solos, aguas, homens e

ambientes até mais além. Desequilibrios bioldégicos como a selecdo de
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organismos resistentes aos produtos quimicos, alteragBes na ciclagem de
nutrientes, eliminacdo de organismos benéficos e surgimento de doencas
iatrogénicas sdo apenas alguns dos problemas ambientais causados pelos
agrotoxicos (Morandi; Bettiol, 2009). Nos ultimos anos a contaminacao por
agrotoxicos vem permeando a agenda ambiental de diversos paises. A pressao
da sociedade (principalmente dos paises desenvolvidos) no sentido de
consumir alimentos livres de contaminantes, esta proporcionando um cenario
de mudancas na agricultura (Junqueira; Luengo, 2000). Nesse cenario surge
como alternativa o controle bioldgico. Trata-se de um método natural de
controle de pragas e doencas, no qual organismos vivos sao utilizados para
controlar pragas e doencas da lavoura. A vantagem da utilizacdo desse método
€ a auséncia de residuos quimicos nos alimentos e no ambiente, a nao
exposicdo do aplicador aos agrotoxicos e o menor risco de selecdo de
patégenos resistentes.

O uso de controle biolégico de pragas nas lavouras avangou muito nos
altimos anos. Temos disponiveis no mercado hoje varios organismos como
parasitoides, acaros predadores e entomopatdégenos como fungos, bactérias e
viris (Gallo et al. 2002). Porém, o mesmo panorama ndo € observado para o
controle biolégico de doencas. Existem hoje poucos produtos comerciais
disponiveis, sendo que grande parte sdo formulados a partir de espécies de
Trichoderma spp. e Bacillus spp. (Morandi; Bettiol, 2009).

Segundo Cook e Baker (1983) controle bioldégico de doencas pode ser
definido como, “a redugao da densidade de in6culo ou, das atividades de um
patégeno que determinam uma doenca, realizada direta ou indiretamente por
um ou mais organismos”.

S&0 varios 0s mecanismos 0S quais um organismo pode exercer o
controle biologico sobre um fitopatbgeno. Competicdo: principalmente por
nutrientes e espaco. Morandi et al (2001) verificaram que o fungo Clonostachys
rosea germina mais rapido que o patdégeno Botrytis cinerea em folhas de
roseira, de forma a exaurir 0s nutrientes dos exsudatos nédo permitindo assim a
germinacdo do patégeno. Antibiose: Consiste na producdo de compostos

(principalmente antibioticos) que sdo deletérios aos fitopatdogenos. Bacillus
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subtilis produz antibioticos que reduzem a germinacao de esporos e a infeccéo

de varios fungos (Mizubuti et al. 1995). Inducdo de resisténcia: Alguns

microrganismos, principalmente, as rizobactérias promotoras de crescimento
(PGPRs do inglés plant growth promoting rhizobacteria) sdo capazes de
estabelecer uma associagdo com a planta ativando seu mecanismo de defesa
natural sem provocar sintomas (Van Loon et al. 1998). Silva et al (2004)
demostraram que um isolado de B. cereus foi capaz de ativar o mecanismo de
defesa e diminuir os sintomas causados por Alternaria solani em plantas de
tomate.

Para que se possa avancar no controle biol6gico de doencas em plantas
cultivadas, € de suma importancia estudar novos microrganismos, bem como
seus respectivos modos de acdo, sua interacdo com as diferentes plantas e
fitopatdogenos. Nesse trabalho procuramos evidenciar o potencial de duas
rizobactérias em promover a inducao de resisténcia em porta-enxertos citricos,

de forma a conter a infec¢cdo de Phytophthora nicotianae.

2.5 Resisténcia de plantas

Resisténcia de plantas a patégenos pode ser definida como a
capacidade da planta de atrasar ou evitar a colonizacdo dos seus tecidos pelo
microrganismo patogénico (Hammerschmidt, 1999; Van Loon; Van Strien,
1999). Os mecanismos de defesa podem ser divididos em pré-formados
(passivos; constitutivos) e pdés-formados (ativos; induziveis). De forma bem
resumida podemos traduzir iSSO em: mecanismos que existem antes da
chegada do patdgeno, ou, que sao ativados apos a chegada do patogeno. O
primeiro é representado pela cuticula, tricomas, estbmatos, vasos condutores
ou fatores bioquimicos, os quais envolvem a presenca de fendis, alcaldides,
fototoxinas, glicosideos cianogénicos e glicosideos fendlicos. Os mecanismos
pos-formados sdo representados pelas barreiras estruturais e podem envolver
a lignificacéo, suberificacdo, formacéo de papilas e de camadas de absciséo e
de cortica, bem como as tiloses (Schwan-Estrada, Stangarlin; Pascholati,
2008).
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As barreiras estruturais podem ser vistas como defesas fisicas que
restringem o desenvolvimento do patdégeno. Ja os bioquimicos poés-formados
podem englobar o acumulo de fitoalexinas e de proteinas relacionadas a
patogénese (proteinas-PR), que s&o substancias capazes de inibir o
desenvolvimento do patégeno (Pascholati; Leite, 1995; Ulbrecht; Bowman,
2007).

A tentativa de utilizar os mecanismos de defesa da planta, para controlar
doencas causadas por fitopatdgenos do género Phytophthora ndo € recente,
nos ultimos dez anos, o numero de trabalhos sobre o tema tem aumentado
significativamente. Embora grande parte dos estudos utilize moléculas e/ou
produtos quimicos como potenciais indutores, o cenario, do ponto de vista
agroecologico, também, é animador. Muitos pesquisadores vém estudando
organismos nao patogénicos como fungos micorrizicos, Trichoderma spp,
Bacillus spp e proteinas eliciadoras secretadas pelo patégeno, como potenciais
indutores de resisténcia em plantas (Shoresh; Yedidia; Chet, 2005; Cameron et
al. 2013; Lai et al. 2016).

2.5.1 Resistencia induzida

A forma mais usual de classificar a resisténcia induzida € em funcéo dos
sinalizadores das rotas metabdlicas: A induzida por microrganismos
patogénicos, cujo o principal sinalizador é o &cido salicilico (AS) leva a
expressdo, principalmente, de proteinas-PR, sendo designada como
resisténcia sistémica adquirida ou SAR (sistemic acquired resistance) (Mauch-
Mani; Métraux, 1996 enquanto que, a resisténcia induzida por rizobactérias
promotoras de crescimento ou PGPR (plant growth promoting rhizobacteria) é
sinalizada, principalmente, pelo jasmonato (AJ) e etileno (ET) e € independe do
AS, conhecida por resisténcia sistémica induzida ou ISR (induced systemic
resistance), (Bostock, 1999). Porém, alguns autores preferem o uso do termo
inducdo de resisténcia (Hammerschmidt; Métraux; Van Loon, 2001). Tratar
apenas como inducdo de resisténcia parece apropriado independente do

agente biotico indutor. Segundo Pieterse et al (2005), existe a comunicacéo
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cruzada entre as diferentes rotas de sinalizacdo, ndo existindo uma distincao
muito clara entre as diferentes rotas.

A ativacdo dos mecanismos de defesa promove a inducdo de varias
proteinas de defesa codificadas por genes da planta, que incluem proteinas
estruturais, enzimas do metabolismo secundario e proteinas relacionadas a
patogénese (Proteinas-PR), responsaveis pelas mudancas quantitativas nos
teores de proteina solUvel durante as respostas de defesa (Schwan-Estrada,
Stangarlin; Pascholati, 2008). As Proteinas- PR ndo s6 sdo acumuladas no sitio
de infeccdo, mas também sdo sistemicamente associadas com o
desenvolvimento da resisténcia sistémica adquirida (SAR) (Hammerschmidt,
1999; Van Loon; Van Strien, 1999). Por outro lado, a resisténcia sistémica
induzida (ISR) é ativada pela exposicdo de raizes a algumas rizobactérias
promotoras de crescimento, sendo dependente dos fitormonios etileno e
jasmonato, ndo havendo acumulo das Proteinas-RP (Hammerschmidt, 1999;
Van Loon; Van Strien, 1999).

As plantas respondem muito rapidamente a infeccbes causadas por
oomicetos e patdogenos fungicos (Hardham; Jones; Takemoto, 2007).
Mudancas rapidas na estrutura, incluindo acimulo de residuos citoplasméaticos
no local da infeccado e reorganizacao do citoesqueleto da planta.

Em hemibiotroficos como Phytophthora, um efetor pode ter diferentes
efeitos na interacdo, dependendo se ele é expresso durante a fase biotréfica
mais precoce ou, no estadio necrotrofico mais tardio da doenca (Kamoun,
2005).

2.5.2 Peroxidases

Um mecanismo importante na resposta da planta ao ataque de
patdogenos € representado pelo estresse oxidativo. Nas células vegetais, as
espécies reativas de oxigénio (ROS), principalmente, o peroxido de hidrogénio
(H202), sdo geradas no citosol, cloroplastos, mitocondrias, peroxissomas e
espaco apoplastico. As ROS ocorrem naturalmente no metabolismo celular,

porém, quando ha um acumulo tornam-se toxicas (Navrot et al. 2007; Quan et
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al. 2008). As células possuem um complexo sistema de enzimas que trabalham
a fim de minimizar o estresse oxidativo como a superoxido dismutase, catalase
e as peroxidases (Gupta et al. 1993; Banci, 1997).

As peroxidases (PODs) participam de inUmeros processos fisiologicos
como lignificagéo, suberizacéo, catabolismo de auxina, tolerancia a salinidade,
mecanismos de defesa contra patégenos e herbivoros (Olson; Varner, 1993;
Heiser; Osswald, 2008; Hiraga et al. 2001). Sdo classificadas como proteinas
relacionadas a patogénese e desempenham varias funcées na defesa celular
devido a sua participagcédo na lignificacdo e no metabolismo da parede celular
(Guzoo, 2003). E um grupo de enzimas de extrema importancia na via dos
fenilpropandides, elas estdo envolvidas na biossintese da lignina, reforcando a
parede celular da planta apds um ferimento, ataque de patégeno ou mesmo em
resposta a um indutor de resisténcia nado patogénico (Marjamaa et al. 2006).
Também participa da oxidacdo de compostos fendlicos que se acumulam em
resposta a infeccao (Fry, 1986)

A atividade dessas enzimas pode ser diferente em funcédo do nivel de

resisténcia da planta hospedeira (Asada, 1992).

2.5.3 Fenilalanina amoénia-liase

7

A fenilalanina aménia-liase €é a enzima chave da rota dos
fenilpropandides, catalisando a reacdo de desaminacdo do aminoacido L-
fenilalanina em acido trans-cindmico e amodnia (Schwan-Estrada; Stangarlin;
Pascholati, 2008). Esse é o primeiro passo da sintese dos fenilpropandides,
onde o acido trans-cinamico origina varios fenilpropandides simples que dao
origem a lignina, conferindo maior resisténcia a parede celular das plantas e,
por consequéncia, aumenta a resisténcia ao ataque de patogenos (Nakazawa,
Nozue; Yasuda, 2001).

Quando um fitopatdégeno invade o tecido vegetal, induz a transcricdo do
MRNA que codifica para essa enzima, aumentando sua sintese, estimulando a
producdo de compostos fendlicos que possuem variadas fun¢des na resposta

da planta a infeccdo. Essa enzima, também, pode ser ativada por outros
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fatores que nao a infeccdo patogénica, como, hormdnios, nutrientes, luz e

ocorréncia de ferimentos. (Jones, 1984).

2.5.4 Polifenoloxidase

Esse grupo de enzimas se encontra na forma “inativa” em membranas
de tilacéides de cloroplastos, bem como em plastideos e mitocondria,
devidamente separadas dos compostos fendlicos que estdo armazenados no
vacuolo. Quando ha ferimentos, infeccdo por patdgenos ou senescéncia
acontece a ruptura da célula e essas enzimas sao liberadas, iniciando o
processo de oxidagcdo de compostos fendlicos, que também sao liberados dos
vacuolos, dando origem ao o processo de lignificagdo (Jung et al. 2004;

Thipyapong et al. 2004).

2.5.5 Fenodis

Sao todos 0s compostos que apresentam um anel benzeno ligado a uma
(fenol) ou mais (polifendis) hidroxilas. S&o produzidos ao acaso, ou em locais
estratégicos, por células distribuidas pelos tecidos de plantas e séo
biossintetizados a partir de derivados da fenilalanina (Taiz; Zeiger, 2006;
Lattanzio; Lattanzio; Cardinali, 2006). Esses compostos sdo mantidos em
compartimentos, pois sdo téxicos tanto para os patdgenos, quanto para a
célula vegetal. Em resposta a uma infeccdo esses compostos sao liberados no
citosol e rapidamente oxidados, pela acdo das polifenoloxidase. (Isaac, 1992;
Taiz; Zeiger, 2006).

Os compostos fendlicos apresentam acdo sobre fungos e bactérias. Eles
inibem a germinacdo de esporos, o0 crescimento micelial e afetam a producao
da atividade de enzimas microbianas (Schwan-Estrada; Stangarlin; Pascholati,
2008). Além de promover os mecanismos de defesa da planta, os compostos
fendlicos participam de outras importantes atividades fisiolégicas das plantas
como, germinagcdo, crescimento de plantas e biossintese de compostos

alelopaticos (Taiz; Zeiger, 2006).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencdo e multiplicacao das rizobactérias:

Os isolados de rizobactérias utilizados neste estudo foram BLO6
(Lactobacillus paracasei) e CPMO3 (Bacillus amyloliquefaciens) pertencentes a
colecédo de microrganismos do Centro de Pesquisa Mokiti Okada (CPMO).

O isolado de B. amyloliquefaciens foi cultivado em placa de Petri
contendo meio de cultura Nutriente-agar, e incubado em estufa para BOD a
temperatura de 28°C por 24 horas (Amorim; Melo, 2002). Para multiplicacdo de
L. paracasei foi utilizado o meio agar de Man, Rogosa e Sharpe (MRS)
(Brashers et al. 2003) e a incubacgéo da cultura se deu em estufa para BOD a
35°C, por 48 horas.

Para a obtencdo das suspensfes bacterianas, adicionou-se 15 mL de agua
salina estéril (0,85% NaCl, com adi¢cdo de 0,05% Tween 80) em cada placa de
Petri contendo as culturas. Apés fez-se a raspagem das culturas, para um tubo
de ensaio. O processo se repetiu até obter uma concentracdo de 1,0x10°

cel.mL?

3.2 Microbiolizacdo das sementes com as rizobactérias

Sementes dos porta-enxertos de citros de tangerina Sunki (Citrus sunki
Hort. ex Tan.) e Trifoliata (Poncirus trifoliata (L.) Raf), considerados suscetivel e
tolerante a P. nicotianae, respectivamente, foram lavadas em agua corrente,
para retirada de residuos e separacdo das sementes defeituosas. Logo apos
foram desinfestadas em solucdo de hipoclorito de sédio (NaClO) a 0,7 %(v/v)
por 5 minutos e lavadas em agua destilada e esterilizada.

Apoés secagem (24 horas a 25°C), as sementes foram imersas em 100
mL das suspensdes bacterianas (1,0x107 cel.mL?, pela contagem em camara
de Neubauer) por 1 hora, sendo as sementes imersas em agua, COmoO

tratamento controle. Trés sementes de cada porta-enxerto foram semeadas em
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tubetes de 50 cm® contendo substrato esterilizado (Plantmax®) a 121°C e a 1
atm por 2 horas (Amorim; Melo, 2002).
Os tubetes foram mantidos em casa de vegetacdo climatizada com

temperatura ajustada para 26 + 3°C.

3.3 Preparo da suspensao contendo propagulos de P. nicotianae

Em 10 placas de Petri contendo meio de cultura cenoura-agar (CA)
foram adicionados um disco/placa de micélio de uma colénia ativa de P.
nicotianae (isolado IAC 01/95) (Kaosiri; Zentmyer; Erwin, 1978). As culturas
foram mantidas durante seis dias no escuro, para promover o crescimento
micelial. Posteriormente, metade das placas foi mantida por 5 dias sob luz
fluorescente continua de maneira a estimular a producdo de esporangios,
enquanto que a outra metade das placas permaneceu no escuro. No final deste
periodo, todas as placas, com as respectivas culturas, foram mantidas no
escuro por mais trés dias. O conteudo das placas contendo micélio,
esporangios e clamidosporos foi homogeneizado em liquidificador por 1 minuto
e diluido em 800 mL de agua destilada, segundo a metodologia descrita por
Medina Filho et al (2004).

3.4 Preparo para 0s ensaios

Para esse estudo foram realizados trés ensaios simultaneos ambos em

delineamento inteiramente casualizado.

3.4.1 Ensaio 1

No primeiro ensaio, as sementes foram microbiolizadas com B.
amyloliquefaciens, L. paracasei e agua. Apos microbiolizacdo, as mesmas

foram semeadas em tubetes de 50 cm3. Aos 75 e aos 79 dias apés a
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semeadura (DAS), as plantas foram retiradas (somente parte aérea) para
guantificacdo enzimatica.
A amostragem realizada aos 75 DAS, ocorreu junto com a primeira

amostragem do ensaio 2.

3.4.2 Ensaio 2

No segundo ensaio as sementes foram microbiolizadas e semeadas em
tubetes de 50 cm?® (assim como no primeiro ensaio). Aos 75 dias apds a
semeadura (DAS) foi feito no substrato (de todas as plantas), um pequeno furo
com 1 cm de profundidade onde foi inoculado 5,0 mL da suspencéo contendo
propagulos de P. nicotianae. Para propiciar um microambiente ideal para o
patégeno as plantas foram alocadas em uma camara umida.

A parte aérea das plantas foi retirada para quantificacdo enzimética nos
tempos: 0, 24, 48, 72 e 96 horas apds inoculagdo com P. nicotianae. O tempo 0

diz respeito ao momento logo apds a inoculagéo.

3.4.3 Ensaio 3

Assim como no primeiro ensaio as sementes foram microbiolizadas com
os tratamentos (B. amyloliquefaciens, L. paracasei e 4gua) e semeadas em
tubetes de 50 cm3. Aos 75 DAS, com auxilio de uma agulha de insulina foi
realizado um pequeno ferimento na regido do colo das plantas (5 cm acima do
substrato). Com a mesma agulha foi retirado um pedaco de micélio de uma
colonia ativa de Phytophtora nicotianae, e adicionado ao ferimento.

O local foi coberto com um algoddo umedecido para propiciar um
microambiente favoravel ao patdégeno. Durante 20 dias o algoddo foi re-
umidecido diariamente. Ap6s esse periodo foi medido a area aproximada da
lesdo (comprimento x altura) e ap6s as plantas foram retiradas para

guantificacdo enzimatica.
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3.5 Anélises bioquimicas

Para a quantificacdo e avaliacdo enzimatica, foi utilizado toda parte
aérea das plantas. Em seguida, as amostras foram higienizadas, cortadas em
pedacos pequenos para facilitar a maceracado. Logo apos foram maceradas em
nitrogénio liquido (-80°C), pesadas e, armazenadas em microtubo Eppendorf®,

a -20°C até a avaliacao das atividades enzimaticas.

3.5.1. Polifenoloxidase (PPO)

3.5.1.1 Preparo do tampé&o fosfato 0,2 mol.L* pH 6,7

3.5.1.1.1 Solucéo de K2HPO4 (dibasico)

Para o preparo de 1 litro de solucdo foi adicionado a um frasco de
Erlemeyer 34,83 gramas de fosfato de potassio dibasico, e 1 litro de agua

deionizada. Logo apés agitado até completa homogeinizacéo.

3.5.1.1.2 Solucéo de KH2 PO4 (monobasico)

Para o preparo de 1 litro de solucdo foi adicionado a um frasco de
Erlemeyer 27,218 gramas de fosfato de potassio monobasico, e 1 litro de agua
deionizada. Logo ap0s agitado até completa homogeinizacao.

Para o preparo do tampé&o fosfato (0,2 mol.L-1), as solu¢gbes foram

misturadas nas proporc¢des para atingir o pH 6,7.

3.5.1.2 Montagem da reacao

Em tubos Falcon® (15mL) foram colocados 30 mg do material macerado
de cada amostra e 6 mL de solugédo tampéao de fosfato de potassio (0,2 M) pH

6,7. Apos as amostras foram centrifugadas a 5500 rpm por 40 minutos a 4°C.
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Em um tubo de ensaio foram misturados 0,3 mL do sobrenadante e 1,85 mL de
catecol (0,1 M). Para o branco da amostra foram misturados, 0,3 mL do
sobrenadante e 1,85 mL de agua destilada. E para o branco da solucao (zerar
0 espectrofotometro) foram misturados 0,3 mL da solucdo tampéo e 1,85 mL de
catecol.

Os tubos de ensaio foram incubados em banho-maria a 30°C, por 30
minutos. Apés, a reacao foi paralisada em banho-maria a 100°C. A leitura de
absorbancia foi feita em espectrofotometro a 395 nm. A atividade da
polifenoloxidase foi expressa em pmol de catecol consumido.mint.mg? de
massa fresca metodologia de Kar e Mishra, (1976), com modificagdes em Lima
et al. (1999).

3.5.2. Peroxidase (POD)

3.5.2.1 Preparo das solucdes

3.5.2.1.1 Solucéao A

Misturou-se 2,2 mL de H202 (30%) em 10 mL de agua destilada. Desta
solucéo, transferiu-se uma aliquota de 0,5 mL para um frasco de Erlenmeyer e

completou-se com 50 mL de tampao fosfato de potassio, pH 6,7 a 0,2 M.

3.5.2.1.2 Solugéo B

Em um frasco de Erlenmeyer foram dissolvidos 81,5 mg de fenol em 40
mL de &agua destilada. Em outro frasco dissolveu-se 40,65 mg de
aminoantipirina em 10 mL de agua destilada. Apds misturar com os 40 mL da
solucéo de fenol ja pronta.
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3.5.2.2 Montagem da reacao

Foi retirado 1 mL do mesmo sobrenadante utilizado na PPO (amostra) e
adicionado a um tubo de ensaio juntamente com: 0,5 mL da solugao “A” e 0,5
mL da solugdo “B”. Para o “branco” da amostra foram misturados 1mL do
obrenadante e 1 mL de &gua destilada. E para o branco da solu¢do foram
misturados 0,5 mL da solugédo “A”, 0,5 mL da solugdo “B” e 1 mL de tampao
fosfato 0,2 mol.L1 pH 6,7.

Os tubos foram incubados em banho-maria a 30°C, por 30 minutos. Em
seguida, de modo a parar a reacdo foram adicionados 2 mL de alcool etilico. A
leitura de absorbéncia foi realizada em espectrofotbmetro a 505 nm. A
atividade da peroxidase foi expressa em mmol de H202 consumida min-1 mg-1

de massa fresca (Allain et al.1974 com modificacdes em Lima et al.1999).

3.5.3. Fenilalanina amdnia-liase (PAL)

3.5.3.1 Preparo das solucdes

3.5.3.1.1 Tampéo borato 0,1 mol.L* pH 8,8

Em frasco de Erlenmeyer contendo 700 mL de &gua destilada diluiu-se
38,14g de borato de sodio (NazB4O7:10H20) com 50 g de PVP
(polivinilpirrolidona). Essa solucdo foi deixada em banho ultrassénico por 1
hora, ap6s esse tempo o pH foi ajustado para 8,8 com &cido cloridrico (HCI). O
Volume foi completado para 1000 mL e no momento do uso foi adicionado 1,2
mL de B-mercaptoetanol.
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3.5.1.2 Tampao borato 0,2 mol.L-!

Em frasco de Erlenmeyer contendo 700 mL de agua destilada diluiu-se
76,289 de borato de sodio (Na2B40O7:10H20), a solucdo foi deixada em banho
ultrassénico por 1 hora, apds esse tempo o pH foi ajustado para 8,8 com &cido
cloridrico (HCI) e o Volume foi completado para 1000 mL.

3.5.1.3 Solucéo de fenilalanina

Em 100 mL de agua destilada foram dissolvidos 1,652 g de fenilalanina.

Logo apos essa solucao foi colocada em banho-maria a 30°C para dissolver.

3.5.1.4 Montagem da reacao

Em tubos Falcon® (15 mL) foram adicionados 50 mg de folhas
maceradas e 10 mL de tamp&o borato de sédio 0,1 mol.Lt pH 8,8. Depois o
material foi centrifugado por 40 minutos, a 4°C, 6000 rpm. 1 mL do
sobrenadante foi adicionado a 1 mL de tampé&o borato 0,2 mol.L! e 1mL da
solucéo de fenilalanina em cada tubo. Para o branco da amostra misturou-se 1
mL do sobrenadante e 2 mL de tamp&o borato 0,2 mol.Lt. Para o branco da
solucdo foram misturados 1 mL de tampé&o borato 0,1 mol.L1, 1 mL de tampé&o
borato 0,2 mol.L'! e 1 mL da solugdo de fenilalanina. Incubou-se as amostras
em banho-maria por 1 hora a 36°C. Para paralisar a reacao acrescentou-se 0,1
mL de HCI 6,0 mol.L. Posteriormente, realizou-se leitura a 290 nm em
espectrofotdometro. A atividade PAL foi expressa em abs.min?t.g! de massa

fresca (metodologia de Lisker et al. 1983, com modificagdes).

3.5.4 Fendis totais

A analise foi realizada segundo o método espectrofotométrico com uso
do reativo de Folin-Ciocalteu (Singleton; Rossi Jr, 1999). Para tal, foi colocado

em tubos eppendorf® 30 mg de material macerado, e 2 mL de metanol 80%
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(v/v). Os tubos foram colocados em banho ultrassonico por 20 minutos e
submetidos a centrifugacdo a 15000 rpm por 10 minutos, em temperatura
ambiente. O sobrenadante foi retirado e reservado em frascos escuros e
selados. O processo foi repetido e o segundo sobrenadante combinado com o
primeiro.

A reacao foi conduzida em frascos escuros, sendo constituida de: 0,1
mL de sobrenadante; 0,9 mL de agua destilada; 0,5 mL de reagente de Folin
Ciocalteau; 2,5 mL de (carbonato de sodio) Na2COs (20% m/v). Para o
“branco” foram misturados 0,1 mL de metanol; 0,9 mL de agua destilada; 0,5
mL de reagente de Folin Ciocalteau; 2,5 mL de Na2COs (20% m/v)

Os frascos foram agitados e apdés 1 hora de descanso no escuro, foi
realizada a leitura em 725 nm em espectrofotdmetro. Para a curva padréo, foi
utilizado 50 mg de &cido gélico, completando um baldo volumétrico para 50 mL
com metanol 80%.

3.6 Andlise estatistica

Os dados do ensaio 1 e os dados comparativos, entre o antes e o depois
da inoculacéo de P. nicotianae, foram submetidos a analise de componentes
principais (principal component analysis — PCA). Os dados do comportamento
temporal das enzimas ap0s a inoculacédo do patégeno, foram avaliados através
de um boxplot estilo “violino” com densidade duplicada de kernel. As analises
foram realizadas utilizando o programa R 3.3.3 (R Core Team 2017) em R-
studiol.0.143 (R Studio 2017) com o0s seguintes pacotes: FactoMineR
(Sebastien; Josse; Husson, 2008) e vioplot (Adler, 2005).
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4 RESULTADOS

Comparando-se os dados do ensaio 1 percebe-se que a expressao
enzimatica foi distinta entre os porta-enxertos (Figura 1).

Em C. sunki, o tratamento com B. amyloliquefaciens se distinguiu dos
demais pelos altos valores das enzimas fenilalanina amoénia-liase (PAL) e
polifenoloxidase (PPO). Os tratamentos controle e com L. paracasei
apresentaram altos valores de atividade da peroxidase e dos compostos

fendlicos. No PE P. trifoliata observa-se maior atividade apenas da POD.

*  Fenodis

¢ Lp]
A T —Cosunki
W Ba |
+ Lp ]
CT =P trifoliata

¥ B.a |

PC2 (254%)

1

PC1(52,4%)

Figura 1 - Biplot da andlise de componentes principais (PCA), realizada a partir da
matriz de correlagbes entre os tratamentos e o0s porta-enxertos, Citrus sunki e
Poncirus trifoliata sem inoculacdo do patégeno. Onde L.p = Lactobacillus paracasei,
CT = Controle (agua) e B.a =Bacillus amyloliquefaciens. No Biplot POD= peroxidase;
PPO= polifenoloxidase; PAL= fenilalanina amonia-liase.

Os dados da Figura 2 mostram os resultados das atividades enzimaticas
ao longo do tempo em porta-enxertos inoculados (ensaio 2) e tratados com as
rizobactérias.

Para o PE C. sunki houve aumento no teor de fenois em todos os
tratamentos, em fungédo do tempo (Figura 2A). Para atividade da peroxidase o
tratamento com B. amyloliquefaciens provocou uma ligeira queda da atividade
da enzima em funcdo do tempo, enquanto que no tratamento com L. paracasei

observou-se um leve aumento. J& o tratamento controle apresentou um
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aumento expressivo dessa enzima. Para a polifeniloxidase, os tratamentos com
as rizobactérias promoveram um ligeiro aumento da atividade enzimatica,
enguanto no controle houve queda nos teores da PPO. Observacéo repetida na

fenilalanina amoénia-liase, porém, com um aumento mais acentuado para o

tratamento com L. paracasei e, uma queda drastica no tratamento controle.
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Figura 2 - Violin plot da atividade enzimatica nos tempos 0; 24; 48; 72 e 96 horas ap0s
a inoculacdo de P nicotianae aos 75 dias apdés a semeadura. Sendo compostos
fendlicos (A e B), peroxidase (C e D), polifenoloxidase (E e F) e Fenilalanina amonia-
liase (G e H), nos porta-enxertos C. sunki e P. trifoliata em funcdo dos tratamentos
com B.a (Bacillus amyloliquefaciens), L.p (Lactobacillus paracasei) e CT (agua).
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No porta-enxerto P. trifoliata os valores de fendis totais ndo diferiram no
tempo e nem entre os tratamentos. Para POD os tratamentos com as
rizobactérias nao diferiram, embora o tratamento com B. amyloliquefaciens
mostrou ligeiro aumento. O tratamento controle apresentou elevacao
acentuada nos teores da POD no tempo. Para a enzima PPO todos
tratamentos apresentaram tendéncia crescente, sendo 0s maiores valores
apresentados pelo tratamento com L. paracasei, seguidos de B.
amyloliquefaciens e o controle, respectivamente. Para a PAL todos os
tratamentos apresentaram queda abrupta, sendo o ultimo valor registrado igual
a zero. O tratamento com bactéria latica apresentou maior valor inicial para
essa enzima.

Para entender o efeito da inoculacdo de P. nicotianae precedido dos
tratamentos, comparou-se a ativagdo das enzimas entre os tratamentos
inoculados e ndo inoculados, aos quatro dias ap6s a inoculacdo de P.

nicotianae, no porta-enxerto C. sunki (Figura 3) e P. trifoliata (Figura 4).

e LpT
A CT L sem P nicotianae

W Ba |

L Com P. nicotianae

PPO

PC1 (50,3%)

Figura 3 - Biplot da analise de componentes principais (PCA), realizada a partir da
matriz de correlacbes para o porta-enxerto, Citrus sunki, inoculado e néao inoculado
com Phytophthora nicotianae cujas sementes foram tratadas com os B.a (Bacillus
amyloliquefaciens), L.p (Lactobacillus paracasei) e CT (a4gua). A coleta para
guantificacdo das enzimas peroxidase (POD), polifenoloxidase (PPO) e Fenilalanina
amonia-liase (PAL) foi realizada quatro dias ap0s a inoculagdo com P. nicotianae.
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Figura 4 Biplot da analise de componentes principais (PCA), realizada a partir da
matriz de correlacbes para 0 porta-enxerto, Poncirus trifoliata, inoculado e n&o
inoculado com Phytophthora nicotianae cujas sementes foram tratadas com os B.a
(Bacillus amyloliquefaciens), L.p (Lactobacillus paracasei) e CT (dgua). A coleta para
gquantificacdo das enzimas peroxidase (POD), polifenoloxidase (PPO) e Fenilalanina
amonia-liase (PAL) foi realizada quatro dias ap6s a inoculagdo com P. nicotianae.

Os dados da Figura 3 mostram que houve um aumento significativo da
atividade enzimatica nas plantas inoculadas, de um modo geral. As maiores
atividades foram da PPO e da PAL nos tratamentos com as rizobactérias,
enquanto que a POD foi menor, porém, no tratamento controle ela apresentou
uma atividade mais expressiva. Com relacdo aos compostos fendlicos eles
foram maiores nos tratamentos com as rizobactérias. As duas rizobactérias
foram efetivas em ativar o sistema de defesa da planta, sendo L. paracasei
mais eficiente em C. sunki. E importante mencionar que o alto teor dos
compostos fendlicos foi observado nas plantas tratadas com L. paracasei em
plantas néo inoculadas, porém, com a inoculagdo do patdgeno, o teor destes
compostos foi maior. O tratamento com B. amyloliquefaciens antes da
inoculacdo do patdgeno j& apresentava alta atividade de PAL, PPO e altos
teores de fendis totais, porém, com a inoculacdo do patdgeno os valores
observados aumentaram.

No porta-enxerto P. trifoliata houve um aumento a atividade enzimatica
apos a inoculacdo do patégeno. Quando comparada a atividade enzimética
antes e ap0s 96 horas da inoculacdo do patégeno (Figura 4) as diferencas
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foram pequenas, exceto para a POD. No tratamento controle sua atividade
diminuiu significativamente, enquanto o oposto aconteceu com as plantas
tratadas com o B. amyloliquefaciens (Figura 2).

No ensaio 3 onde se inoculou o patégeno no colo das plantas citricas,
observa —se a maior severidade da doenca em plantas de C. sunki, quando
comparado com P. trifoliata. No entanto, quando as plantas de C. sunki foram
tratadas com B. amyloliquefaciens, as lesdes foram menores que o tratamento
controle e, em relacdo a atividade enzimatica, verificou-se baixa concentracéo
de PPO e PAL, porém, alta concentragdo da POD e maior quantidade de
compostos fendlicos. Para P. trifoliata se observou maiores valores de PPO e

PAL.
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Figura 5 - Biplot da analise de componentes principais (PCA), realizada a partir da
matriz de correlagbes entre os tratamentos e os porta-enxertos, Citrus sunki e
Poncirus trifoliata com inoculagdo do patdgeno no colo das plantas. Onde L.p =
Lactobacillus paracasei, CT = Controle (agua) e B.a =Bacillus amyloliquefaciens. No
Biplot POD= peroxidase; PPO= polifenoloxidase; PAL= fenilalanina ambnia-liase.



32

5 DISCUSSAO

Esse estudo mostrou que a atividade das enzimas polifenoloxidase,
peroxidase e fenilalanina amoénia-liase, assim como, a producdo de compostos
fendlicos por B. amyloliquefaciens e L. paracasei dependeram dos porta-
enxertos avaliados e da inoculacdo das plantas com P. nicotianae.

De um modo geral, foi possivel observar que plantas de C. sunki
apresentaram maiores teores de fendis do que as plantas de P. trifoliata
(ensaio 1, sem inoculacdo do patégeno). As plantas de C. sunki tratadas com
B. amyloliquefaciens apresentaram menor teor de compostos fendlicos em
relacdo as plantas tratadas com L. paracasei e o controle, por outro lado,
mostrou uma elevada atividade das enzimas PPO e PAL. A PAL catalisa a
primeira reacdo na via geral dos fenilpropandides, oxidando compostos
fendlicos para sintese e producéo de lignina (Hemm et al. 2004; Ballester et al.
2013). O menor acumulo de compostos fendlicos e a maior atividade da PAL
apresentada em plantas de C. sunki tratadas B. amyloliquefaciens, em relagéo
ao tratamento controle, sugerem que essas plantas possam apresentar uma
camada maior de lignina, considerando que a lignina confere uma resisténcia
fisica as plantas, dificultando a entrada de patégenos (Nakazawa; Nozue;
Yasuda, 2001). Resultado semelhante foi encontrado por Surekha et al (2014),
onde os autores observaram que as plantas de Vigna mungo, provenientes de
sementes microbiolizadas com Trichoderma viride, apresentaram baixo teor de
fenois e maior atividade da PAL.

Somente as plantas de C. sunki tratadas previamente com B.
amyloliquefaciens e L. paracasei e inoculadas com Phytophthora apresentaram
maior acumulo de compostos fendlicos em relacdo ao tratamento controle.
Segundo Cabhill e Hardham (1994) raizes de plantas suscetiveis, como as de C.
sunki secretam junto com seus exsudatos compostos que sdo atrativos aos
zoosporos de Phytophtora spp. Albrecht e Bowman (2007), testando diferentes
genaotipos de citros verificaram maior concentracdo de fendis em genotipos
suscetiveis de citros, quando inoculados com P. palmivora corroborando com

0s resultados obtidos neste ensaio. Por outro lado, Duncan et al (1993)
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observaram maior contetudo fendlico em plantas de citrumelo Swingle (Poncirus
trifoliata (L.) Raf x Citrus paradisi Macf) (consideradas tolerantes) inoculadas
com P. nicotianae. Mesmo resultado foi encontrado por Sahoo et al (2008) que
ao inocularem P. colocasiae em plantas de inhame [Colocasia esculenta (L.)
Schott] perceberam um aumento de mais de 50% na concentragdo de
compostos fendlicos em folhas do cultivar resistente e de apenas 11,5% no
cultivar suscetivel.

Em ambos os porta-enxertos, a maior atividade da POD ocorreu nas
primeiras 24 horas em plantas que foram tratadas com B. amyloliquefaciens
(Figuras 2 C e D) e inoculadas com o patdgeno. A atividade da POD é uma
resposta ao estresse oxidativo, que pode ser gerado em reposta a infeccao
patogénica (Marjamaa et al. 2006). Logo a maior atividade observada dessa
enzima em plantas tratadas com B. amyloliquefaciens pode ser atribuida a uma
maior eficiéncia na geracdo de espécies reativas de oxigénio, como por
exemplo, o peroxido de hidrogénio (H202) que € toxico a diversos patdégenos
(Hu et al. 2003). Dados similares foram obtidos por Faldoni et al (2015),
segundo os autores plantas de laranja Caipira (genétipo suscetivel) tratadas
com biofertilizante e inoculadas com P. parasitica foram capazes de aumentar
a expressao dos genes que codificam quitinase, lipoxigenase, peroxidase, [3-
1,3-glucanase e chalcona sintase. Araujo (2008) ao inocular P. nicotianae em
sete clones de microtangerina, laranja azeda (resistente) e limdo cravo
(suscetivel) verificou que houve alteracdo na atividade da POD apenas em
folhas dos clones suscetiveis. Ja Albrecht e Bowman (2007), testando porta-
enxertos de citros com diferentes niveis de resisténcia, ndo observaram
alteracdo na atividade da enzima depois de quatro semanas da inoculacdo de
Phytophthora spp. Portanto, diferentes resultados foram encontrados por varios
autores, 0 que sugere que a atividade da POD pode estar ligada também a
outros fatores que ndo somente a infeccdo patogénica e/ou utilizagdo de um
agente indutor.

A atividade da PPO depois da inoculacdo do patdégeno tambéem
aumentou nos dois porta-enxertos. E importante mencionar que em P. trifoliata

a maior atividade da enzima foi observada logo apds a inoculacdo das plantas
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tratadas com L. paracasei. Partes desses resultados corroboram com
Chandrasekaran e Chun (2016), que observaram tendéncia crescente na
atividade da POD e da PPO em tomate (Solanum lycopersicum), quando
tratados com B. subitilis.

Plantas de P. trifoliata tratadas, principalmente, com L. paracasei
apresentaram uma atividade alta da PAL ap6s a inoculacdo com o
fitopatdgeno. Vanitha, Niranjana e Umesha (2009) ao trabalharem com 20
cultivares de tomate, inoculados com Ralstonia solanacearum, verificaram que,
0S genotipos resistentes apresentaram maior atividade de PAL e PPO do que
0S genotipos suscetiveis, bem como, acumularam mais compostos fendlicos.
Cahill e McComb (1992) verificaram que a inoculagcdo de P. cinnamomi em
raizes de Eucalyptus calophylla (resistente) e E. marginata (suscetivel)
apresentou aumento da atividade da PAL, somente no gendtipo resistente. O
menor acumulo de compostos fendlicos associado a alta atividade da PPO e
PAL em plantas de P. trifoliata, no tratamento controle, sugerem que o
processo de lignificacdo e suberizacdo € ativado rapidamente em resposta a
infeccdo do patdégeno, o que explicaria a tolerancia natural de P. trifoliata a P.
nicotianae.

Os resultados apresentados neste estudo sugerem que o periodo de
tempo entre a inoculacdo de P. nicotianae no colo das plantas, e a avaliagao
dos sintomas deve ser mais longo para que diferencas entre os tratamentos

com as rizobactérias possam ser evidenciados.



35

6 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos nesse trabalho, conclui-se que:

a) Lactobacillus paracasei e Bacillus amyloliquefaciens foram capazes
de ativar o sistema de defesa de plantas citricas, porém, a atividade enziméatica
varia em fungao do porta-enxerto;

b) A atividade enzimatica foi maior quando as plantas foram inoculadas
com Phytophthora nicotianae;

c) As rizobactérias interagem de formas distintas com cada um dos
porta-enxertos, havendo necessidade de novos estudos para elucidar essas
interacodes.
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