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RESUMO

A espécie de fumo-bravo (Solanum mauritianum) é tipicamente pioneira, abundante
na Floresta Estacional Decidual da Mata Atlantica. Embora Ihe sejam atribuidas
propriedades medicinais, pouco se sabe de seu efeito sobre doencas de plantas.
Assim, esse trabalho teve por objetivo avaliar o extrato aquoso (EA) e
biofermentados no controle do crestamento bacteriano comum do feijoeiro, causado
pela bactéria Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, avaliacdo da severidade, na
inducédo de fitoalexina em feijoeiro e de enzimas de defesa, a polifenoloxidase e
fenilalanina aménia-liase. O experimento foi conduzido em laboratério e casa de
vegetacao, utilizando a variedade IPR-Tuiuiu. Os extratos aquosos de fumo-bravo
(EA) foram avaliados nas concentragdes: 1; 5; 10 e 15% e 20%. Os biofermentados
de fumo-bravo com e sem a adicdo de acUcar mascavo a 3% foram testados com 5,
10, 15 e 20 dias de fermentacdo, tendo como testemunha agua destilada. Foram
realizados ensaios de atividade antimicrobiana in vitro sobre a bactéria, inducdo da
fitoalexina faseolina, o efeito local e sistémico sobre a severidade da doenca em
plantas de feijoeiro e a indu¢éo das enzimas polifenoloxidase e fenilalanina amonia-
liase. Os ensaios foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado com
guatro repeticbes. O extrato aquoso (EA) de fumo-bravo induziu a sintese de
faseolina. Os biofermentados reduziram significativamente o crescimento de X.
axonopodis pv. phaseoli mas o extrato aquoso promoveu estimulo. O extrato aquoso
e o biofertilizante com adicdo de agcucar mascavo reduziram a severidade do
crestamento bacteriano em folhas tratadas. O extrato aquoso e o biofermentado com
15 e 20 dias com adicdo de agucar mascavo induziram a atividade das enzimas
polifenoloxidase e fenilalanina amodnia-liase, sendo que para essa Ultima também de
forma sistémica. Esses resultados indicam o potencial de derivados de fumo-bravo
na protecado de plantas de feijoeiro ao crestamento bacteriano comum.

Palavras-chave: Feijoeiro. Fitoalexinas. Polifenoloxidase. Fenialanina amonia-liase.
Mecanismos de defesa. Controle alternativo.



ABSTRACT

A sort of smoke-bravo (Solanum mauritianum) is typically pioneer, abundant in
Deciduous Forest of the Atlantic. While you are attributed medicinal properties, little
is known about its effect on plant diseases. Thus, this study aimed to evaluate the
agueous extract (EA) and biofermentados in control of bacterial blight common bean,
caused by the bacterium Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, assessment of
severity, the phytoalexin induction in bean and defense enzymes, polyphenol oxidase
and phenylalanine ammonia-lyase. The experiment was conducted in laboratory and
greenhouse conditions using the IPR-Tuiuiu variety. The aqueous extracts of
tobacco-bravo (EA) were evaluated at concentrations of 1; 5; 10 and 15% and 20%.
Smoke-Bravo biofermentados with and without addition of 3% and brown sugar were
tested at 5, 10, 15 and 20 days of fermentation, with distilled water as a control.
Antimicrobial activity tests were performed in vitro on bacteria, induction of
phytoalexin phaseolin, local and systemic effect on the severity of disease in bean
plants and the induction of polyphenol oxidase enzymes and phenylalanine ammonia
lyase. The tests were conducted in a completely randomized design with four
replications. The aqueous extract (EA) smoke-induced brave phaseolin synthesis.
The biofermentados significantly reduced the growth of X. axonopodis pv. phaseoli
but the aqueous extract promoted stimulus. The aqueous extract and bio-fertilizer
with adding brown sugar reduced the severity of bacterial blight on treated leaves.
The aqueous extract and biofermentado with 15 and 20 days with the addition of
brown sugar induced the activity of polyphenol oxidase enzymes and phenylalanine
ammonia-lyase, and for the latter also systemically. These results indicate the
potential for smoke-mad derivatives in bean plants to protect the common bacterial
blight.

Keywords: Bean. Phytoalexins. Polyphenoloxidase. Phenylalanine ammonia-lyase.
Defense mechanisms. Alternative control.
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1 INTRODUCAO

O feijao (Phaseolus vulgaris L.) € um dos mais importantes componentes da
dieta alimentar do brasileiro, por ser reconhecidamente uma excelente fonte proteica
e por possuir bom conteudo de carboidratos, vitaminas, minerais, fibras e compostos
fendlicos com acdo antioxidante que podem reduzir a incidéncia de doencas
(ABREU, 2005).

O Brasil € o maior produtor mundial de feijdo, onde este tem grande
importancia tanto na questdo alimentar, quanto na questdo econdémico-social do
brasileiro, devido principalmente, a mao-de-obra empregada durante o ciclo da
cultura. Estima-se que sao utilizados, somente em Minas Gerais, na cultura do
feijdo, cerca de sete milhdes de homens por dia-ciclo de producado, envolvendo
cerca de 295 mil produtores (ABREU, 2005). Assim sendo, as doencas causadas
por virus, baterias, fungos e nematoides sdo um dos principais limitantes de autos
rendimentos da cultura (BIANCHINI et al., 2005).

Dentre os problemas fitossanitarios do feijoeiro, o crestamento bacteriano
comum causado por Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (DIAZ et al., 2001), é a
principal doenca bacteriana da cultura no Brasil. E uma bacteriose que provoca
reducédo na colheita de 10 a 70% em condi¢cfes de ataque natural (DIAZ, 2000).

Sendo uma doenca de dificil controle, o método mais eficiente para minimizar
seus efeitos negativos a cultura do feijoeiro e consequentemente a producéao, € a
utilizacdo de variedades resistentes e sementes sadias. E de fundamental
importancia também, a eliminacdo de plantas hospedeiras proximas a area de
cultivo como a guanxuma (Sida rhombifolia) e a ervilhaca (Vicia sativa). Embora a
eficacia do controle quimico do crestamento bacteriano comum do feijoeiro ter sido
de pouca magnitude nas lavouras, atraves de pulverizagdo das plantas com
produtos bactericidas, este é ainda o método mais utilizado para o controle dessa
doenca (VIGO et al., 2009). Além disso, a utilizacdo de defensivos quimicos muitas
vezes acarreta uso indiscriminado, podendo levar a resisténcia dos fitopatogenos a
determinado principio ativo ou mecanismo de agao.

Em funcdo dos maleficios ambientais e a saide humana ocasionada pelo uso
excessivo dos produtos quimicos, torna-se importante pesquisar alternativas a fim
de melhorar e ampliar as medidas de controle do crestamento bacteriano comum do

feijoeiro. Nesse trabalho serdo estudados de biofermentados e extrato aquoso de
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fumo-bravo (Solanum mauritianum) como alternativa. Esta € uma planta pioneira e
robusta, pertencente a familia das Solanaceas, com ocorréncia bastante comum na
Mata Atlantica, na Floresta Ombrofila Mista e Densa e na Floresta Estacional
Decidual e Semidecidual.

Ha relatos de uso do fumo bravo (S. mauritianum) no combate de
ectoparasitoses como carrapatos em bovinos (BEZERRA, 2014). Também, Minello
(s.p.), verificou que o fermentado a base de fumo-bravo, apés 14 dias de
experimento, inibiram 100% do fitopatdégeno Botrytis cinerea nas concentracdes 20 e
40%.

No entanto, as pesquisas e resultados de aplicacfes préticas referentes ao
uso desta planta nos sistemas produtivos ainda estdo escassos. Sendo que esta €
uma planta bastante comum na regido de Laranjeiras do Sul e que por sua vez, de
facil obtencéo pelos produtores.

Portanto, acredita-se que derivados de fumo-bravo possam representar uma
importante alternativa no controle do crestamento bacteriano comum do feijoeiro,
podendo ser utilizado em sistemas de cultivo agroecoldgicos, contribuindo assim,

para a sustentabilidade dos agroecossistemas.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral
Verificar o potencial do extrato aguoso e de biofermentados de Solanum

mauritianum na protecéo de feijoeiro ao crestamento bacteriano comum

1.1.2 Objetivos especificos

a) Verificar in vitro a atividade antibacteriana do extrato aquoso e de

biofermentados de fumo-bravo sobre X. axonopodis pv. phaseol;

b) Avaliar o efeito do extrato aquoso e de biofermentados de fumo-bravo na

inducao da fitoalexina faseolina em hipocaétilos de feijoeiro;

C) Avaliar o efeito de extrato aquoso e de biofermentados de fumo-bravo no
controle da X. axonopodis pv. phaseoli em plantas de feijoeiro conduzidas em casa

de vegetacao.

d) Avaliar o efeito do extrato aquoso e de biofermentados de fumo-bravo na

inducéo de enzimas de defesa do feijoeiro.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ACULTURA DO FEIJOEIRO

O feijdo esta entre os alimentos mais antigos da humanidade, onde achados
arqueoldgicos apontam para a existéncia de feijoeiros domesticados a cerca de
10.000 a.C. Sua disseminacao pelo mundo é atribuida por muitos historiadores em
decorréncia das guerras, uma vez que esse alimento fazia parte essencial da dieta
dos guerreiros em marcha. Grandes exploradores também ajudaram a difundir o uso
e o cultivo de feijao para as mais remotas regides do planeta (MAPA, 2014).

O feijoeiro comum (P. vulgaris L.) é a espécie mais cultivada entre as demais
do género Phaseolus. E uma planta herbécea, dicotileddnea da familia Fabaceae,
podendo apresentar habito de crescimento determinado ou indeterminado e ciclo de
vida com variacdo de 60 a 120 dias. Considerando todos os géneros e espécies de
feijdo englobadas nas estatisticas da FAO, publicadas em 2005, a produgao mundial
de feijdo situou-se em torno de 18,7 milhdes de toneladas, ocupando uma area de
26,9 milhdes de ha. Os paises em desenvolvimento respondem por 89,2% da
producdo mundial, sendo o continente asiatico o maior produtor, com 45,7%,
seguido dos continentes americanos (36,7%), africano (13,9%), europeu (3,4%) e
Oceania (0,2%) (WANDER, 2005).

Sua importancia esta no fato de representar uma importante fonte protéica na
dieta humana dos paises em desenvolvimento das regides tropicais e subtropicais.
No Brasil, o feijdo € um dos componentes basicos da dieta alimentar da populacéo e
importante fonte de proteina para as classes economicamente menos favorecidas. O
consumo per capita de feijdo, na década de 70, era de 18,5 kg™ hab™® ano™; ja em
2002 baixou para 16,3 kg™*hab™ano™ (WANDER, 2005).

De acordo com Yokoyama (2003), o cultivo dessa leguminosa é bastante
difundido em todo o territério nacional, no sistema solteiro ou consorciado com
outras culturas. E reconhecida como cultura de subsisténcia em pequenas
propriedades, muito embora tenha havido, nos ultimos 20 anos, crescente interesse
de produtores de outras classes, adotando tecnologias avancadas, incluindo a

irrigacdo e a colheita mecanizada.
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Mundialmente, mais de metade (54,4%) da producdo € originaria de quatro
paises. Brasil e india sdo os principais produtores mundiais e em 2010 a India
ocupou a primeira posicdo em area plantada com 10 milhdes e 800 mil ha (EPAGRI,
2012).

De acordo com os dados da CONAB (2013) a respeito da safra 2012/2013, a
area total plantada de feijao no Brasil, considerando-se primeira, segunda e terceira
safras, foi de aproximadamente 3.188 milhdes de hectares. A producdo em todo o
pais foi de 3.283 milhdes de toneladas, 12,5% a mais do que a safra passada.

A nivel de Estado, o Parana é o principal produtor de feijao do Brasil, obtendo
uma producdo de 722,9 mil toneladas em 433,6 mil hectares de &rea plantada na
safra 2012/2013. Dessa forma ocorreu um aumento de 6,6% em relacdo a safra
passada. A produtividade foi de 1.667 kg/ha, sendo que na safra passada foi de
1.408 kg/ha. O Parana obteve maior produtividade em menor area plantada
(CONAB, 2013).

O Parand participa das trés safras do feijao, 1) das aguas, que comeca a ser
plantada em agosto; 22) das secas, sendo que o plantio vai de janeiro até marco; e
3%) do inverno, que tem seu plantio a partir do més de maio até julho, esta safra é
cultivada nas regides norte e nordeste do Estado. A primeira e a segunda safras séo
as principais no Parana, com participacdo girando em torno dos 86% e 12% da
producéo do Estado, respectivamente (LOLLATO; SEPULCRI; DEMARCHI, 2001).

2.2 CRESTAMENTO BACTERIANO COMUM DO FEIJOEIRO

O feijoeiro pode ser afetado por mais de 300 doencas causadas por virus,
bactérias, fungos e nematoides, as quais contribuem para o seu baixo rendimento
em todas as regifes do mundo onde é cultivado (BIANCHINI et al., 2005).

Dentre estes problemas fitossanitarios, os agricultores tém se preocupado
com a bactéria X. axonopodis pv. phaseoli, agente causal do crestamento bacteriano
comum, que possui grande importancia para a cultura devido sua distribuicdo quase
generalizada, e os danos severos na produtividade (VIGO et al., 2009).

As bactérias vém apresentando importancia dentro das espécies de

expressdo econdmica no Brasil, devido a gravidade nas culturas, facilidade de
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disseminacéao, além de dificuldades no controle (SILVA; PASCHOLATI; BEBENDO,
2007).

Segundo Wallen e Jackson (1975), danos de 38% e 45% ja foram relatados.
Sendo que Goodwin (1992) considera que a reducao da eficiéncia fotossintética das
plantas doentes é a causa principal dos danos causados pela doenca. Sua
incidéncia ocorre principalmente nas regides Umidas e quentes, sendo problema nos
Estados brasileiros do Sul, Sudeste e Centro-Oeste, principalmente na safra das
aguas (KIMATI et al., 2005). Sendo que temperaturas entre 20 a 30°C e a
alternancia entre periodos de chuva e estiagem podem potencializar o ataque e a
disseminacdo do patégeno (MAHUKU et al., 2006).

O crestamento bacteriano comum ocasiona lesdes por toda a parte aérea da
planta, sendo os sintomas mais visualizados nas folhas, onde observa-se a
ocorréncia de lesbes secas e quebradicas, rodeadas por um halo amarelo. Sua
propagacdo se da principalmente através das sementes, além de restos culturais
servirem como fonte do inéculo. Outras formas de disseminacdo sao as chuvas,
ventos, irrigacao e insetos vetores da bactéria (EMBRAPA, 2005).

De acordo com informag¢Ges da Embrapa (2005), o controle da doenca pode
ser realizado a partir de praticas culturais (como sementes sadias), produtos
guimicos ou resisténcia genética. Um exemplo de cultivar resistente ao crestamento
bacteriano comum a BRS Esplendor pertencente ao grupo comercial preto
(EMBRAPA 2013). O controle quimico muitas vezes considerado a Unica medida
eficiente e viavel economicamente para que se obtenha alta produtividade e
qualidade da producéo (KIMATI et al., 2005), ndo vem apresentando boa eficicia em
virtude da baixa eficiéncia que estes possuem. Além disso, a utilizacédo
indiscriminada de agrotoxicos pode selecionar isolados resistentes de fitopatdgenos
ao principio ativo usado, bem como ocasionar contaminacdo do meio ambiente e
dos alimentos (GHINI; KIMATI, 2000).

O uso de sementes sadias é fundamental para o controle da doenga. No
entanto, a maioria das variedades cultivadas no Brasil sdo susceptiveis a bacteriose.
Outro problema, é a utilizacdo de sementes proprias contaminadas pela bactéria,
como ocorre nas pequenas unidades de producdo familiar, o que permite a
sobrevivéncia da bactéria e sua disseminagdo de um cultivo para outro (KIMATE et
al., 2005).
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A X. axonopodis pv. phaseoli sobrevive de 2 a 15 anos em sementes, interna
ou externamente no estado hipobidtico, permanecendo patogénica. Estudos no
Parana concluiram que em restos culturais da superficie, a bactéria sobreviveu
periodos variando entre 45 e 180 dias. Em folhas enterradas (15 cm), o patdégeno
sobreviveu de 30 a 90 dias (BIANCHINI et al., 2005).

Abordam Bianchini et al. (2005), que as plantas espontaneas hospedeiras
também servem para a sobrevivéncia da bactéria, tais como: Acalypha aloperoides,
Ambrosia artemisifolia, Amaranthus spp., Chenopodium album, Cyperus rotandus,

Physalis sp., Portulaca oleraceae, Sida rhombifolia e Vicia sativa.

2.3 CONTROLE ALTERNATIVO DE DOENCAS EM PLANTAS

O desenvolvimento de métodos alternativos de controle de doencas de
plantas tem por finalidade oferecer alternativas para se diminuir a dependéncia dos
agrotoxicos e contribuir para se praticar uma agricultura que seja mais adequada as
novas exigéncias de qualidade ambiental e de qualidade de vida da sociedade
moderna (BETTIOL, 2015).

Bettiol (1991) relata que um dos enfoques da agricultura alternativa sédo os
métodos alternativos de controle de doencas em plantas, o qual inclui o controle
bioldgico, a inducdo de resisténcia e 0 uso de produtos naturais com atividade
antimicrobiana e/ou indutora de resisténcia. Esses métodos praticamente eliminam
0s riscos de contaminacdo ambiental, os riscos a salde humana e animal, causam
menor impacto na biodiversidade e geram menores desequilibrios biolégicos por
praticamente nao interferirem nas popula¢cdes ndo-alvo (BETTIOL, 2015).

Produtos alternativos demonstram ser eficientes no controle de doengcas em
plantas pela sua agc&o microbiana direta, como por exemplo, Piva (2013) verificou
gue o extrato de canola macerado na concentracdo de 12% foi eficiente na reducéo
de mais de 50% de incidéncia e mais de 90% de severidade da doenca do oidio no
pepineiro. Inibicdo satisfatéria do crescimento micelial do patégeno Colletotrichum
gloeosporioides, agente causal da antracnose do mamoeiro, foi obtida com o uso
dos extratos de folhas de erva cidreira e de sementes de graviola (FERREIRA,
2013). Ou também, pela sua agéo indireta, ativando mecanismos de defesa nas

plantas através da inducao de resisténcia (BRAND et al., 2010).
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2.3.1 Indugéo de resisténcia

A resisténcia da planta a um determinado patégeno é definida como sendo a
capacidade da planta em atrasar ou evitar a entrada de um microrganismo em seu
interior, bem como criar condi¢des adversas para a coloniza¢éo de seus tecidos pelo
mesmo (PASCHOLATI, 1995). De acordo com Bonaldo et al. (2005), a resisténcia
natural de plantas a patdgenos baseia-se em barreiras e mecanismos de defesa ja
existentes, independente da chegada do patdégeno ao sitio de infecc¢ao.

No entanto, as plantas possuem outros mecanismos de defesa, ainda mais
eficientes que, aparentemente, permanecem inativos ou latentes, sendo acionados
ou ativados ap0s serem expostos aos agentes de indugcdo (BONALDO et al., 2005).
Esses mecanismos sdo geneticamente determinados e sua efetividade mostra-se
dependente da expressao dos mesmos no momento certo, magnitude adequada e
em uma sequéncia logica, apos o contato do patogeno com o hospedeiro (STADNIK,
2000).

A inducédo de resisténcia (IR) resulta da interacdo de uma planta com um
adequado agente indutor. Esses indutores podem ser muito diversificados.
Entretanto, em todos os casos, a interagcdo com o agente indutor ou eliciador resulta
na expressao de defesas e no priming (pré-condicionamento) dos tecidos sadios,
para responder rapidamente a infeccdo (HAMMRSCHMIDT, 2007), aumentando a
capacidade de defesa da planta contra um amplo espectro de patégenos, incluindo
fungos, bactérias e virus (LOON; BAKKER; PIETERSE, 1998).

A inducdo de resisténcia € um processo dinamico, baseado em barreiras
estruturais e bioquimicas da planta, induzida por inoculagdo prévia ou concomitante
com um indutor. Os indutores sdo microrganismos saprofiticos, metabdlitos
microbianos, extratos de plantas, agentes quimicos, entre outros (MANANDHAR et
al., 1998).

O estado induzido da resisténcia € demonstrado por um aumento na sintese
de produtos de defesa vegetal, tais como: proteinas relacionadas a patogénese
(quitinases, glucanases, peroxidases), fitoalexinas e compostos sinalizadores (HEIL;
BOSTOCK, 2002). Sua sintese e acumulo possuem carater de resposta ativa e
sistémica em caso de resisténcia induzida (VAN LOON, 1985). Aborda Agnelli

(2011), que estas podem se acumular nos espacos intercelulares quando teriam
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uma acdao direta sobre os patégenos e também nos vacuolos, onde teriam acao
apos eventos de patogénese que culminam com a descompartimentalizacao.

Os mecanismos de resisténcia das plantas sdo divididos em duas categorias:
mecanismos de defesa pré e pés-formados. Ainda séo subdivididos em mecanismos
gue podem ser estruturais, que atuam como barreiras fisicas ou bioquimicas, que
compreendem a producdo de substancias téxicas ao patégeno ou entdo, criando
condi¢des desfavoraveis para seu crescimento na planta (MAZARO, 2007).

Segundo Stangarlin et al. (2011), os mecanismos de defesa pré-formados séo
0S que estdo na planta antes da mesma entrar em contato com o patdégeno, sendo
exemplos destes as estruturas: cuticula, tricomas, fibras vasculares e adaptagdes
nos estdbmatos. Relatam ainda que substancias quimicas como fendis, alcaloides,
lactonas insaturadas, glicosidios fendlicos e cianogénicos, inibidores proteicos,
quitinases e B-1,3 glucanases também pertencem a classe dos pré-formados.

Os mecanismos de defesa pos-formados s&o produzidos ou ativados pela
presenca do patdgeno, estando estes ausentes ou em baixos niveis antes da
infeccdo do patdgeno. Exemplos deste tipo de mecanismo é a formacao de papilas,
halos, lignificacdo, camada de cortica, formacdo de tilose, deposicdo de goma,
compostos bioquimicos como fitoalexinas, proteinas relacionadas a patogénese e
espécies reativas de oxigénio (PASCHOLATI, 2011).

A combinacao de caracteristicas de defesa estruturais e reacdes bioquimicas
gue as plantas utilizam contra os patdégenos diferem nas distintas interacGes
patdgeno-hospedeiro. Tratando-se ainda, dos mesmos patdgenos e planta
hospedeira, as combina¢cdes variam com a idade, o tipo de érgdo e de tecidos
atacados e o estado nutricional da planta, assim como das combinagdes ambientais
(AGRAIOS, 2005).

A inducdo de fitoalexinas esta entre os fatores de resisténcia mais eficientes,
pois ocasiona morte repentina de células da planta ao redor dos sitios de infecgcao
(HAMMOND-KOSACK; JONES, 1996). Oliveira et al. (2011) observaram atividade
de preparados homeopaticos de Corymbia citriodora na inducdo da fitoalexina
faseolina em hipocotilos de feijoeiro. Assim como Baldin et al. (2014), verificou
inducdo de fitoalexinas em feijoeiro e sorgo com 0 uso de extratos etandlicos da
prépolis, com a maior atividade na concentracdo de 2,9%. No entanto, Telaxka et al.
(2014), nédo observaram efeito sobre a producéo de fitoalexinas em feijoeiro com

preparados homeopaticos de Eucalyptus globulus.
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Em feijoeiro a fitoalexina formada denomina-se faseolina. Alguns produtos
naturais jA mostraram potencial em induzir a sintese de faseolina em feijoeiro. Toillier
(2008) verificou a atividade antibacteriana e indutora de resisténcia de extratos de
Pycnoporus sanguineus (cogumelo orelha-de-pau). A concluséo foi que extratos do
basidiocarpo do cogumelo controlam a X. axonopodis pv. phaseoli, tanto por
atividade antibacteriana direta, quanto por inducdo das enzimas de defesa
peroxidase e polifenoloxidase, que atuam na formacéao de fitoalexinas.

Ja Vigo-Schultz (2008) constatou que a tintura etandlica de Lippia Alba (erva
cidreira), piraclostrobina e acibenzolar-S-metil apresentaram os maiores valores nos
teores das enzimas polifenoloxidas e peroxidase, o que provavelmente estejam
relacionados com a inducéo de resisténcia de plantas de feijoeiro a X. axonopodis
pv. phaseoli.

Brand et al. (2010) avaliaram o efeito de extratos aquosos autoclavados e nao
autoclavados de alho e alecrim sobre o fungo C. lindemuthianum causador da
antracnose em feijoeiro, através da producdo de faseolina e da severidade em
plantas. Conclui-se que o extrato de alho ndo autoclavado é mais eficiente na
reducdo do crescimento do fungo, enquanto os de alecrim sdo mais efetivos na
inducéo de faseolina.

Assi (2005) trabalhou com o controle in vivo da antracnose em feijoeiro pelo
extrato aquoso de basidiocarpo de P. sanguineus concluindo que houve reducéo da
severidade em 70% na folha tratada com extrato a 20%, sendo que o fungicida
reduziu 73%. Relatou que € possivel que o controle tenha ocorrido por atividade
antifingica direta, ou por inducdo de resisténcia, visto que no momento da
inoculagéo a atividade da peroxidase apresentava alta pela avaliagao.

As rotas de formacédo e regulacdo da biossintese de fitoalexinas, bem como
as fungcdes de cada via e suas interacbfes ainda sao desconhecidas e
incompreendidas, necessitando de novos estudos para determinagcdo dos
mecanismos de regulacédo para desenvolver estratégias de manipulagdo e melhoria
da resisténcia de plantas contra fitopatogenos (AHUJA; KISSEN; BONES, 2012). Os
mesmos autores ainda citam que o conhecimento do modo de acédo das fitoalexinas
e 0s mecanismos utilizados pelos fitopatdbgenos para desvio desta linha de defesa
devem revelar novas possibilidades de controle da producdo de fitoalexinas em

tecidos e fases especificas do desenvolvimento da planta.
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2.3.2 Controle alternativo do crestamento bacteriano comum do feijoeiro

Na literatura encontram-se varias pesquisas realizadas envolvendo o controle
alternativo da X. axonopodis pv. phaseoli no feijoeiro, seja por acdo direta contra o
patdgeno ou por inducédo de mecanismos de defesa na planta.

Dentre as medidas de controle mais efetiva para esta patologia, sendo
ambientalmente mais segura e vantajosa do ponto de vista econdmico e do aspecto
da agricultura sustentavel € o desenvolvimento de cultivares mais resistentes
(TRINDADE, 2012).

Toillier et al. (2010) verificaram in vitro atividade antibacteriana para o filtrado
de cultura de P. sanguineus nas concentracdes acima de 15% e para o extrato de
basidiocarpo nas concentracdes de 1 a 20%. Relatam ainda que in vivo 0s
resultados indicaram o potencial de extratos de basidiocarpo de P. sanguineus para
o controle de X. axonopodis pv. phaseoli em feijoeiro, com reducdo média de 56%
na severidade, o que pode ter ocorrido tanto por atividade antimicrobiana direta
guanto por inducdo de resisténcia, envolvendo principalmente a ativacdo das
enzimas de defesa vegetal peroxidase e polifenoloxidase.

Vigo et al. (2009) demonstraram que as tinturas de L. alba e L. sidoides e os
Oleos essenciais de Rosmarinus officinalis e Cinnamomum zeylanicum
apresentaram atividade in vitro aos isolados de X. axonopodis pv. phaseoli. Sendo
gue todas as tinturas ensaiadas apresentaram menores valores do progresso da
doenca (AACPD), em relagdo a testemunha, merecendo destaque a tintura de L.
alba, que estavam correlacionadas com o0s maiores teores de polifenoloxidase,
peroxidase e proteinas solUveis totais, evidenciando uma possivel inducdo de
resisténcia.

Trabalhando com a mancha bacteriana (X. axonopodis pv. vignicola) em
videira, Souza et al. (2012) buscaram verificar a sensibilidade in vitro da bactéria ao
O0leo essencial de L. microphylla (cha-de-tabuleiro). Estes concluiram que as
concentragbes acima de 0,2% inibem quase totalmente o desenvolvimento de
colonias bacterianas.

Souza e Shurt (2013), ao trabalharem com a mancha bacteriana do feijao-
caupi utilizando o 6leo essencial de L. microphylla na concentracdo de 0,2% e nas

condi¢cdes testadas n&o verificaram nenhum efeito, seja protetor ou curativo.



20

Dal'Maso et al. (2012) testaram extratos hidroalcodlicos de curcuma, alecrim e
orelha-de-pau in vitro sobre a X. axonopodis pv. phaseoli. Verificaram que o0s
extratos das trés espécies vegetais apresentaram potencial de controle da bactéria,
desde que nao autoclavadas.

Viecelli e Moerschbacher (2013) obtiveram resultados promissores com a
aplicacdo de manganés via foliar no feijoeiro, observando uma reducao de até 47%
da severidade da doenca comparados com os resultados da testemunha.

Trabalhando com a cultura da soja, Mazaro et al. (2008) testaram extratos de
Eugenia uniflora (pitangueira) na inducéo da fitoalexinas, chegando a conclusao de
gue os preparados de pitangueira possuem potencial para induzir a sintese da
fitoalexina gliceolina nos cotilédones. Arruda et al. (2012) também trabalharam com
a cultura da soja, utilizando extratos aquosos dos cogumelos Agaricus blazei,
Lentinula edodes e P. sanguineus. Tais autores concluiram que as maiores
concentracbes dos extratos provocaram maior acumulo de fitoalexinas nos
cotilédones de soja.

Em experimento com preparados homeopaticos, utilizando 6leo essencial de
E. globulus sobre o desenvolvimento bacteriano de X. axonopodis pv. phaseoli e na
inducao de fitoalexinas em hipocotilos estiolados de feijdao, nas dinamizagdes de 1,
6, 12, 24 e 30CH em alcool 30% avaliou-se que 0os mesmos nédo afetaram a sintese
de fitoalexinas mas apresentaram efeito estimulante sobre a bactéria, indicando o
envolvimento de outros mecanismos que ndo o efeito direto sobre o fitopatégeno
(TELAXKA et al., 2014).

2.4 FUMO BRAVO

O fumo-bravo (Solanum mauritianum Scop) € uma arvoreta que comumente
atinge dois a quatro metros de altura (SMITH; DOWNS, 1966), podendo, no entanto,
alcancar altura superior a 10 m e diametro superior a 20 cm. Pertence a familia
Solanaceae (ZUCHIWSCHI et al., 2010). E nativa no Sul do Brasil, Uruguai,
Paraguai e norte da Argentina, apresentando reproducéo parcialmente autogamica
(RAMBUDA; JOHNSON, 2004).

A espécie é tipicamente pioneira, comum as areas antropizadas (beira de

estradas, borda de florestas e rogcas abandonadas), excepcionalmente abundante na
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Floresta Estacional Decidual da Mata Atlantica. Nesta tipologia imprime a paisagem
da floresta secundaria um aspecto caracteristico e préprio (IBGE, 1990).

Produz frutos praticamente durante todo ano, os quais sdo consumidos,
principalmente, por passaros, sendo também uma das principais espécies de
vegetais da dieta do lobo-guard (Chrysocyon brachyurus) (CHEIDA, 2005). A
entomofauna que interage com a espécie também é bastante significativa, pois de
acordo com Olckersl, Medal e Gandolfo (2002) e Pedrosa-Macedo et al. (2003)
constataram pelo menos 34 espécies de insetos em associagdo com a planta.

Segundo Scherer e Jarenkow (2006), varios atributos conferem a S.
mauritianum um alto valor ecoldgico, sendo que 0 mesmo possui: polinizagéo
entomofila, sementes ortodoxas, formacdo de banco de sementes no solo,
germinacao estimulada pelo fogo, rapido crescimento (com menos de um ano pode
tornar-se reprodutiva), longevidade de até 15 anos e ampla area de dispersao.
Pedrosa-Macedo et al. (2003) relatam que embora fora do seu habitat natural, S.
mauritianum é considerado daninha e representa um problema ambiental pela
agressividade, rusticidade e elasticidade na ocupacdo em areas abertas, sendo
também considerada planta toxica e hospedeira de pragas a horticultura.

Alguns autores como JAGER et al. (1996), Vieira e Carvalho (1993), Lindsey
et al. (1999), relatam que ha duas décadas esta e outras espécies do género
Solanum estdo recebendo especial atencdo de pesquisadores em razdo de
conterem compostos como alcaldides-esteroidais (solasodina) de grande interesse
farmacéutico. Relatam ainda que a solasodina € uma substancia analoga a
diosgenina, droga usada pela industria farmacéutica para sintese de horménios, em
particular para anticonceptivos.

Vieira (1989) mediu a concentracdo de solasodina em frutos verdes de S.
mauritianum e detectou uma concentracdo de 2,0% a 3,5% sobre 0 peso seco,
detectando, portando, o alto potencial medicinal da espécie. Tradicionalmente as
folhas novas sédo usadas para baixar a febre e inflamacdes e a espécie é consumida
pelo gado, o que explica a sua nédo ocorréncia em pastagens (SMITH; DOWNS,
1966).

Consideradas as caracteristicas ecoldgicas associadas a S. mauritianum,
supfe-se que devido ao seu rapido dinamismo (polinizadores abundantes e
reproducdo parcialmente autogamica, resiliéncia ambiental, abundante producéo de

sementes e dispersédo zoocorica), a diversidade genética é maior dentro do que
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entre populacdes naturais da espécie. Por outro lado, a fonte de propagulos
responsaveis a perpetuacado da espécie é limitada a poucos individuos isolados que
se encontram sob constante pressdo de reducdo populacional em razdo das
atividades agropecuarias. Tais eventos podem influenciar a estrutura genética das
populacdes remanescentes (RUSCHEL; PEDRO; NODARI, 2008).

Em um estudo de levantamento etnoveterinario Bezerra et al. (2014)
relataram que algumas pessoas entrevistadas citaram o fumo-bravo (S.
mauritianum), como carrapaticida,entretanto néo foi encontrado trabalho que falasse
do seu possivel potencial terapéutico contra carrapatos. Em estudos realizados por
Avancini (2002), Carvalho (2004) e Gongalves (2005), sobre analise de plantas com
potencial anti-estafilocécica, S. mauritianum ndo apresentou nem uma atividade. De
acordo com Zuchiwschi et al. (2010) esta espécie é usada para tratar amareldo nas
criacbes domesticadas.

Fermentados das plantas erva-de-passarinho (Struthantus flexicaulis) e fumo-
bravo (S. mauritianum) foram testados por Nascimento, Pensera e Sartori (2014), e
concluiram seu efeito sobre fungos fitopatogénicos. Observaram uma inibicdo de
100% do crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum do tomateiro na
concentracdo de 20% do fermentado, os quais foram mantidos por 15 dias de

fermentacéo.
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3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no laboratério de Fitopatologia da Universidade
Federal da Fronteira Sul, Campus Laranjeiras do Sul — PR, e na casa de vegetacao

climatizada localizada na area experimental da instituicao.

3.1 OBTENCAO DO BIOFERMENTADO E EXTRATO AQUOSO DE FUMO-BRAVO

Os biofermentados foram obtidos a partir de folhas frescas de fumo-bravo
obtidas de plantas de ocorréncia espontanea no municipio de Laranjeiras do Sul/PR.
As folhas (Figura 1) foram pesadas e cortadas em pedagos homogéneos de
aproximadamente 0,5 cm? (Figura 2) na propor¢cdo de 100 gramas de folha para
cada 1000 ml de &gua destilada. Em seguida o material foi acondicionado em
garrafas pet por 5, 10, 15 e 20 dias no escuro a 25C °C, com e sem a adicdo de
acucar mascavo a 3%. Apos o periodo de fermentacdo, o material foi filtrado em
gaze, papel de filtro e utilizado.

O extrato aquoso a 20% foi obtido com a trituracdo em liquidificador por 30
segundos de 100g de folhas frescas de fumo-bravo para 500 mL de agua, em
seguida foi feito a filtragem com gaze, em papel de filtro e logo apoés foi utilizado

para os bioensaios diluindo-se nas concentracfes preestabelecidas.

Figura 1 - Folhas de fumo-bravo utilizadas nos experimentos.

A I U

Fonte: Fabio Junior Telaxka
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Figura 2 - Folhas de fumo-bravo picadas e submetidas a fermentacéo.

Fonte: Fabio Junior Telaxka

3.2 ISOLAMENTO, MANUTENCAO E PREPARO DO INOCULO DO
FITOPATOGENO

A partir de folhas sintomaticas de feijoeiros coletadas na regido de Laranjeiras
do Sul, foi isolada a bactéria X. axonopodis pv. phaseoli (Figura 3). Esta foi cultivada
em placas de Petri (Figura 4), contendo meio de cultura agar nutriente (5 g peptona;
3 g extrato de carne; 15 g agar bacteriolégico e 1000 mL de agua destilada) e
mantidas a 28°C em escuro por 48 horas, momento em que foram usadas para o
preparo do inéculo. A suspenséo bacteriana foi preparada em solucdo salina (NaCl
0,85%) com concentracdo ajustada para 1 x 102 UFC mL™, com base em curva de
absorbancia a 580 nm (KUNH, 2006). A manutencdo da bactéria por periodos
prolongados foi realizada através de inoculacdo e re-isolamento em plantas de

feijoeiro.
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Figura 3 - Folha sintomatica de feijoeiro utilizada no isolamento da bactéria.

Fonte: Fabio Junior Telaxka

Figura 4 - Placa de Petri contendo o indculo da bactéria.

Fonte: Fabio Junior Telaxka

3.3 ENSAIO DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Foram realizados ensaios de atividade direta dos biofermentados sobre a X.
axonopodis pv. phaseoli. Para o experimento, tubos de ensaio estéreis (capacidade
10 mL) foram autoclavados a 120 °C por 20 min. Em seguida, cada tubo de ensaio
recebeu concentragdes iguais para meio de cultura caldo nutriente e 0s respectivos
tratamentos, sendo biofermentados com ou sem aclUcar mascavo de 5, 10, 15 e 20
dias, EA a 1%, 5%, 10%, 15% e 20%. Nos tubos contendo o meio de cultura e os
tratamentos foi adicionado 100 pL de suspensdo bacteriana com 1x10® UFC mL™. |
totalizando o volume final de 5mL por tubo.

Os tubos foram mantidos por 48 horas a 27 °C em escuro e ap6s determinada

a absorbancia a 580 nm. Agua destilada foi utilizada como testemunha.
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3.4 ENSAIO DE INDUCAO DE FITOALEXINA

Foi utilizado para a determinacdo da fitoalexina faseolina a metodologia de
Dixon et al. (1983), com algumas modificagcdes. Sementes de feijdo da variedade IPR
-Tuiuiu foram desinfestadas em solucdo de hipoclorito de sédio 1% por 5 minutos.
Apos, foram lavadas em agua destilada estéril, semeadas em areia esterilizada por
autoclavagem (120 °C por uma hora a latm) e mantidas no escuro a 24°C durante
nove dias.

Apb6s nove dias, segmentos de hipocétilos estiolados com 5cm foram
destacados das plantulas, lavados em agua estérii e mantidos sobre papel
absorvente por 30 minutos. Quatro segmentos de hipocaétilo (aproximadamente 1g)
foram colocados em cada placa de Petri (Figura 5), contendo papel germitex
umedecido com agua destilada estéril. Os tratamentos nas concentracdes de 1; 5; 10;
15; 20% do extrato aquoso (EA) foram pulverizados sobre os hipocétilos. Este ensaio
teve como testemunha agua destilada.

Outro ensaio realizado foi utilizando os biofermentados na concentragdo de
10%. Os tratamentos foram fermentados com 5, 10, 15 e 20 dias sem acUcar
mascavo; biofermentados com 5, 10, 15 e 20 dias com acuUcar mascavo a 3%; EA a

10% sem agucar mascavo.

Figura 5 -Placas de Petri contendo os hipocétilos tratados.

=

Fonte: Fabio Junior Telaxka

As placas de Petri foram mantidas a 24°C em escuro por 48 h. Depois desse
periodo, os hipocotilos foram transferidos para tubos de ensaio com 10 mL de alcool

70%, mantidos a 4°C por 48 h, e agitados por uma hora para extracéo da fitoalexina.
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O teor de faseolina foi mensurado indiretamente através do espectrofotbmetro a
280nm (BAILEY; BURDEN, 1983).

3.5 ENSAIO EM PLANTAS DE FEIJOEIRO

Avaliacdo dos biofermentados de fumo-bravo a severidade do crestamento
bacteriano comum sob condicbes de campo, foi procedida da seguinte forma.
Plantas da cultivar IPR - Tuiuiu foram cultivadas em vasos (capacidade de 2 litros)
com mistura de solo, areia e composto organico na proporcdo de 2:1:1,
respectivamente. Em cada vaso foram semeadas cinco sementes, sendo realizado
desbaste 15 dias ap0s a semeadura. As plantas foram mantidas em casa de
vegetacao e irrigadas diariamente a temperatura de 24+ 2 °C e Umidade relativa de
aproximadamente 70%.

. Aos 60 dias apds a semeadura, os tratamentos foram aplicados via aspersao
no primeiro trifdlio de cada planta. Constituiram tratamentos fermentados com 15
dias com e sem a adicdo de agUcar mascavo, EA a 10% com e sem a adi¢cdo de
acucar mascavo. Trés dias apés, foi realizada a inoculagdo com suspensao
bacteriana de 1 x 10 UFC mL™ no primeiro e no segundo trifélio.

A inoculacéao foi realizada por meio de aspersdo com o inoculo, sendo estas
mantidas em camara umida por 6 horas antes e 24 horas depois da inoculagdo, com
umidade relativa de 100%, conforme Romeiro (2001). Apés, as plantas
permaneceram em casa de vegetacao, sendo irrigadas diariamente.

Para a determinacdo da severidade do crestamento bacteriano comum no
feijoeiro (X. axonopodis pv. phaseoli) foi utilizada a escala diagramatica adaptada
por Azevedo (1997), sendo o resultado expresso em porcentagem de area lesionada
de folhas. As imagens das plantas foram tiradas 10 dias apo0s a inoculagdo do
patdgeno. O ensaio em plantas teve como testemunha agua destilada.

Foi avaliada também a interacdo entre os fatores tratamentos e trifélios do
feijoeiro. Fez-se a andlise em blocos casualizados em esquema fatorial utilizando
para tanto, o programa estatistico ASSISTAT versao 7.7 (SILVA; AZEVEDO, 2002).



28

3.6 AVALIACAO DE ENZIMAS RELACIONADAS A DEFESA EM PLANTAS DE
FEIJOEIRO

Plantas da cultivar IPR - Tuiuiu foram cultivadas em vasos (capacidade de 2
litros) com mistura de solo areia na propor¢cdo de 2:1, respectivamente. Em cada
vaso foram semeadas cinco sementes, sendo realizado desbaste 15 dias apo6s a
semeadura. As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo e irrigadas
diariamente.

Os tratamentos para avaliacdo da inducdo de resisténcia e sintese de
enzimas de defesa foram aplicados quando as plantas atingiram o estadio V3/V4,
com 30 dias ap6s a semeadura. Os tratamentos utilizados foram biofermentados
com 5, 15, 15 e 20 dias de fermentacdo sem ou com adicdo de acucar mascavo,
extrato aquoso (EA) a 1, 5, 10 e 15% e agua destilada. Os tratamentos foram
pulverizados nas plantas, até o ponto de escorrimento.

Trés dias ap0s a aplicagcdo dos tratamentos foram coletados discos foliares
com 1,5cm de didmetro, sendo 5 discos do trifélio tratado e cinco discos do trifdlio
nao tratado de cada parcela. Os discos foliares foram acondicionados em papel
aluminio e imediatamente transferidos para caixa de isopor contendo gelo, e em
seguida transferidos para freezer e mantidos a -20 °C até a realizacdo das analises
bioguimicas.

As amostras de tecido foliar foram maceradas em 4mL de tampéao fosfato
0,01 M (pH 6,0) contendo 1% (p/p) de PVP (Polivinil-Pirrolidona), em almofariz de
porcelana (Figura 6). Os homogeneizados foram centrifugados a 14.000g durante 20
min. a 4°C. O sobrenadante obtido, considerado como extrato enzimatico, foi
utilizado para a determinacao do contetdo de proteinas e atividade enzimatica. Todo

0 material empregado foi mantido sob refrigeracao.
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Fonte: Fabio Junior Telaxka

O contetudo de proteinas totais foi determinado pelo método de Bradford
(1976). Paraisso, foram homogeneizados 600 yL de tampéo fosfato 0,01 M (pH 6,0),
200 pL do extrato enzimatico e 200 pyL de reagente de Bradford (250 mg de corante
Coomassie Brilhant Blue G-250, 125 mL de acido fosforico (H3PO4) e 125 mL de
agua destilada). A determinacdo do conteudo de proteinas foi realizada através da
leitura da absorbancia a 595 nm em espectrofotdmetro. Cada amostra foi formada
por trés réplicas. A cubeta de referéncia foi constituida de 800 pL de tampé&o fosfato
0,01 M (pH 6,0) e 200 uL do reagente. A absorbancia foi plotada em curva padréo
para proteina. Os resultados foram expressos em mg proteina*mL amostra™.

A atividade das polifenoloxidases foi determinada conforme a metodologia
proposta por Duangmal e Apenten (1999). Para tanto, o substrato para enzima foi
composto por catecol, na concentracdo de 20 mM, dissolvido em tampé&o fosfato de
potadssio 100 mM (pH 6,8). A reacdo foi conduzida misturando-se 900 uL do
substrato e 100 pL do extrato enzimatico seguida de leituras em espectrofotdmetro,
a 420 nm. As leituras foram realizadas de forma direta por um periodo de 2 min. Os
resultados foram expressos em variagdo min*mg.

A atividade de fenilalanina amonia-liase foi determinada de acordo com a
metodologia descrita por Umesha (2006), na qual 100 puL do extrato enzimatico
foram acrescidos de 400 pL de tampé&o Tris-HCI 0,025 M (pH 8,8) e 500 pL de
solucao de L-fenilalanina 0,05 M (825,9 mg diluido em 100 mL de tampao Tris-HCL
0,025 M (pH 8,8)). Incubou-se essa mistura a 40°C durante 2 h. Ao final desse

periodo adicionaram-se 60 pL de HCI 5 M para cessar a reac¢do, seguindo-se a
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leitura em espectrofotometro a 290 nm. A atividade de fenilalanina amoénia-liase
consistiu da diferenca entre a absorbancia da mistura contendo amostra e do
controle (100 pL de extrato enzimético e 900 uL de tampéo Tris-HCI 0,025 M (pH
8,8)), a qual foi plotada em curva padrdo para acido trans-cinamico e expressa em

mg de &cido trans-cinamico h™* mg proteina™.

3.7 ANALISE DOS RESULTADOS

Os resultados foram submetidos a teste de média em esquema fatorial pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. As andlises foram realizadas com auxilio do
sistema computacional ASSISTAT verséo 7.7. (SILVA; AZEVEDO, 2002).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 INDUCAO DE FASEOLINA EM FEIJOEIRO

Observa-se que o extrato aquoso (EA) de fumo-bravo, teve efeito sobre a
inducao de sintese da fitoalexina faseolina em feijoeiro, conforme demonstrado pela
Figura 7. Nota-se que com o0 aumento da concentracdo do extrato aquoso o teor de
faseolina também foi incrementado. Esse resultado mostra o potencial em induzir

fitoalexina pelo extrato de fumo-bravo.

Figura 7 - Teor de faseolina em feijoeiro com uso de extrato aquoso (EA) de fumo-

bravo em diferentes concentragoes.
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Fonte: Fabio Junior Telaxka

Nao foram encontrados trabalhos na literatura com a utilizagcdo de EA de
fumo-bravo sobre a inducédo de faseolina em feijoeiro. No entanto, ha trabalhos com
a utilizacdo de extratos de outras plantas, ou mesmo com outros tipos de indutores,
0s quais demonstram resultados positivos sobre a inducédo de faseolina no feijoeiro.
Brand et al. (2010) avaliaram o efeito de extratos aquosos autoclavados e ndo
autoclavados de alecrim sobre a producéo de faseolina no feijoeiro, e notaram que

0S extratos ndo autoclavados sdo mais efetivos na sua inducdo. Também foi
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relatada a atividade de preparados homeopaticos de C. citriodora na inducdo da
fitoalexina faseolina em hipocatilos de feijoeiro (OLIVEIRA et al., 2011).

Avaliou-se que ndo houve diferenca entre os tempos de fermentacdo nem
entre a presenca e auséncia de agucar mascavo nos biofermentados de fumo-bravo

a 10% sobre a producao da fitoalexina faseolina do feijoeiro (Figura 8).

Figura 8 - Teor de faseolina em feijoeiro por biofermentados de fumo-bravo com e

sem a adi¢éo de agucar mascavo em diferentes tempos de fermentacao.
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Fonte: Fabio Junior Telaxka

4.2 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA SOBRE X. axonopodis pv. phaseoli

Os biofermentados de fumo-bravo demonstraram ter efeito antimicrobiano
direto sobre a X. axonopodis pv. phaseoli. Observa-se que com o avan¢o do tempo

de fermentacdo, ocorreu maior efeito inibitorio sobre a bactéria (Figura 9).
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Figura 9 - Efeito antibacteriano dos biofermentados de fumo-bravo com e sem a
adicao de acUcar mascavo sobre X. axonopodis pv. phaseoli.
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Fonte: Fabio Junior Telaxka

Para os testes de efeito direto sobre a X. axonopodis pv. phaseoli com o uso
dos biofermentados de fumo-bravo com aglUcar mascavo a 3%, este demonstrou
efeito inibitorio total da bactéria a partir do quinto dia de fermentac&o, demonstrando
gue o acUcar potencializa o efeito do fermentado sobre a bactéria como pode ser
observado na Figura 9. Ja o biofermentado sem acuUcar inibiu totalmente o
crescimento bacteriano a partir de 10 dias de fermentacéo.

Estes resultados corroboram com os resultados obtidos por Nascimento,
Pensera e Sartori (2014), onde observaram inibicdo de 100% do crescimento
micelial de S. sclerotiorum avaliado ao 14° dia, com a utilizagao de fermentados das
plantas erva-de-passarinho (S. flexicaulis) e fumo-bravo (S. mauritanum), sendo
utilizadas na concentracéo de 20% e, submetidos a fermentacao por 15 dias.

No entanto, Nascimento, Pensera e Sartori (2014), relatam que tanto a
concentracdo do fermentado de fumo-bravo quanto o tempo de fermentacdo, néo
tiveram efeito sobre o crescimento micelial de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici
do tomateiro, avaliado ao 14 dia apés aplicacdo dos tratamentos. Na testemunha
obteve-se uma absorbancia média de 0,702 nm, enquanto que, a partir do décimo
dia de fermentacdo os dados observados se manterdo préximos a zero,

demonstrando quase total inibicdo do crescimento da X. axonopodis pv. phaseoli.



34

O EA nas concentracdes de 1%; 5%; 10%; 15% e 20% sem adi¢cdo de acUcar
mascavo ndo demonstraram ter efeito sobre a X. axonopodis pv. phaseoli, e sim
estimularam o crescimento da bactéria (Figura 10). Esse efeito estimulante deve-se
possivelmente a nutrientes presentes no extrato e a auséncia ou baixa concentracao
de compostos antibacterianos. A equacdo quadratica indica que o estimulo no
crescimento foi maior na concentracdo de 15%, e a partir dai tende a reduzir esse

efeito.

Figura 10. Efeito antibacteriano de extrato aquoso (EA) de fumo-bravo em diferentes
concentracdes sobre X. axonopodis pv. phaseoli.
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Fonte: Fabio Junior Telaxka

Né&o foram encontrados na literatura trabalhos realizados com EA de fumo-
bravo, mas outros autores utilizando extratos de plantas observaram efeito positivo
sobre patégenos, como foi verificado por Piva (2013), que o extrato de canola
macerado na concentracdo de 12% foi eficiente na reducdo de mais de 50% de
incidéncia e mais de 90% da severidade da doenca do oidio no pepineiro.

Ferreira (2013) testou extratos de folhas de erva cidreira e de sementes de
graviola e observou efeito inibitorio do crescimento micelial do patogeno C.

gloeosporioides, agente causal da antracnose do mamoeiro.
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4.3 EFEITO PROTETOR EM PLANTAS DE FEIJOEIRO

Conforme a Tabela 1 houve diferenca na severidade do crestamento
bacteriano entre os tratamentos somente em trifélios tratados. Na testemunha agua
a area necrosada da folha teve a maior média de severidade, com 10,6% do limbo
foliar danificado.

Os tratamentos que propiciaram menor severidade da doenca foram o extrato
aquoso a 10% e o biofermentado de fumo-bravo com 15 dias de fermentacéao,
ambos com agucar mascavo a 3%. A média de severidade no primeiro trifdlio foi de
1 e 3 %, respectivamente. Os resultados demonstram possiveis efeitos dos
tratamentos sobre a inducédo de mecanismos de defesa da planta, com a ativacéo de
enzimas relacionadas a protecdo vegetal a agentes fitopatogénicos, mostrando-se
serem eficientes no controle da bactéria in vivo.

Estes valores demonstram que o agucar aumentou o efeito antibacteriano.

Tabela 1. Médias da severidade do crestamento bacteriano comum do feijoeiro (X.

axonopodis pv. phaseoli).

Médias (%)

Tratamentos 13 trifolio 22 trifolio
H20 10,6aA 1,8aB
EA 10% sem acUcar 2,6bcA laA
Fermentado sem acucar por 15 dias 6,6abA 2aB
EA 10% com agucar 1cA 0,4aA
Fermentado com agucar 15 dias 3bcA 1,2aA

As médias seguidas pela mesma letra, mintsculas na coluna e maiasculas na linha,
nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Observa-se que para a 12 folha trifoliada do feijoeiro a severidade do
crestamento bacteriano comum foi maior para os tratamentos agua e biofermentado
de fumo-bravo por 15 dias sem adicdo acUcar mascavo, enquanto que O0S

tratamentos EA a 10% com e sem a adicdo de acUcar mascavo e o biofermentado
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de 15 dias com acucar nao se diferiram estatisticamente pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade. N&o houve diferenca entre os tratamentos para a 22 folha trifoliada.

Quanto aos trifdlios, para os tratamentos EA a 10% com e sem a adicdo de
acucar mascavo e o biofermentado de 15 dias com aguUcar mascavo nao ocorreu
diferenca estatistica da severidade do crestamento bacteriano comum entre o
primeiro e o segundo trifélio do feijoeiro.

Nao foram encontrados trabalhos com a utlizacdo de fumo-bravo e
guantificacdo da severidade do crestamento bacteriano comum do feijoeiro, no
entanto, ja ha estudos com outros produtos e substancias com este propodsito.
Reducdo da severidade da doenca em até 47% foi encontrada por Viecelli e
Moerschbéacher (2013) quando aplicado manganés via foliar no feijoeiro no estagio
V2 e comparando com as testemunhas agua, bactericida Agrimicina (50 mgi.a.L-1)
e acibenzolar-S-metil (75 mgi.a. L-1).

Toillier et al. (2010) obtiveram in vivo resultados que indicaram o potencial de
extratos de basidiocarpos de P. sanguineus para o controle de X. axonopodis pv.
phaseoli em feijoeiro, com reducdo média de 56% na severidade, 0 que pode ter
ocorrido tanto por atividade antimicrobiana direta quanto por inducéo de resisténcia,
envolvendo principalmente a ativagdo das enzimas de defesa vegetal peroxidase e
polifenoloxidase.

Baldo (2008) avaliou em plantas de feijoeiro filtrados de cultura (EAF) de P.
sanguineus a 5 e 10%, observando que os mesmos reduziram 69 e 67%,
respectivamente, a severidade da X. axonopodis pv. phaseoli nas 1% folhas,
enquanto o fungicida azoxystrobin (4 g i. a. L) e Acibenzolar- S- Metil (75 mgi. a. L
) reduziram em 87 e 76%, respectivamente. Nas 2% folhas as maiores reducdes
foram observadas para extrato aquoso de Basidiocarpo (EAB) a 10% e EAF 5 e
10%, com reducdo média da severidade de 63%. Esta reducéo na severidade pode
estar associada com as enzimas peroxidase (POX), fenilalanina amonia-liase (FAL)
e B-1,3 glucanase que apresentaram alteracfes na atividade especifica, 0 que nao
foi observado para a polifenoloxidase (PFO).

Diaz et al. (2000) relataram que a severidade da doenca, avaliada com auxilio
de escala diagramética, ndo apresentou relacao linear significativa (P>0,01) com a
producdo. No entanto, observaram que a duracdo da area foliar sadia (HAD)

relacionou-se linearmente de forma significativa (P<0,01) com a produgdo nos dois
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experimentos, com a utilizacdo de duas cultivares, sendo estas a cultivar IAC-

Carioca e a cultivar Rosinha.

4.4 AVALIACAO DE ENZIMAS RELACIONADAS A DEFESA

4.4.1 Atividade da Polifenoloxidase (PFO)

O fermentado de fumo-bravo sem aclUcar ndo proporcionou aumento da
atividade da enzima polifenoloxidase (Figura 11). O tratamento interferiu
negativamente a atividade da enzima no primeiro trifélio do feijoeiro, sendo
demonstrado pela equacdo quadratica polinomial. No segundo trifélio ndo houve

diferenca entre os dias de fermentacdo do preparado.

Figura 11- Atividade da polifenoloxidase com a utilizagdo de fermentados de fumo-

bravo sem adicdo de acucar mascavo apés 72 horas nal? e 22 folha trifoliada.
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Fonte: Fabio Junior Telaxka

Portanto, o fermentado sem aguUcar mascavo a 3% n&o promoveu inducéo de
polifenoloxidase em feijoeiro. Embora ndo foram encontrados estudos com fumo-
bravo, alguns trabalhos envolvendo analises de atividade enziméatica relacionadas a
defesa vegetal contra fitopatogenos, como de Garcia (2014) onde a mesma

observou gque a suspensédo miceliada aquosa (SAM) de A. brasiliensis em diferentes
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concentracfes, acibenzolar-S-metil (ASM) e como tratamento testemunha &agua
destilada nao interferiram na atividade da polifenoloxidase (PFO).

Plantas de rucula apresentaram incremento na atividade especifica de
polifenoloxidase em relacdo ao tratamento agua quando tratadas com indutores
bidticos e inoculadas com Albugo candida (YURKIV et al., 2007). Eckstein et al.
(2007) observaram que houve inducdo da atividade especifica da polifenoloxidase
em rdcula para o mesmo patossistema quando tratadas com indutores abioticos.

O efeito do biofermentado de fumo-bravo com agucar foi positivo como indutor
da atividade da polifenoloxidase, onde se observa incremento na atividade com o
passar do tempo de fermentacdo no trifdlio tratado (Figura 12). Com 20 dias de
fermentacdo foi quando se obteve maior a atividade da polifenoloxidase. No
segundo trifélio (ndo tratado), ndo houve incremento na atividade da enzima, mas

sensivel inibicdo em periodos intermediarios de fermentacéo.

Figura 12 - Atividade da polifenoloxidase com a utilizac&o de fermentados de fumo-

bravo com adicdo acucar ap6s 72 horas na 12 e 22 folha trifoliada.
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Fonte: Fabio Junior Telaxka

Com a aplicacdo do extrato aquoso sobre as folhas do feijoeiro e analise apos
72 horas, nota-se que o mesmo teve efeito indutor na atividade da polifenloxidase no
primeiro trifélio, onde os resultados sao explicados pela equacao linear. No segundo

trifdlio (ndo submetido aos tratamentos), ndo houve incremento na atividade da
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enzima. Isso demonstra que, tanto os biofermentados quanto o extrato aquoso (EA)

de fumo-bravo possuem efeito local para inducao dessa enzima (Figura 13).

Figura 13 - Atividade da polifenoloxidase com a utilizagéo de extrato aquoso (EA) de

fumo-bravo apés 72 horas na 12 (tratada) e 22 (né&o tratada) folha trifoliada.
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Fonte: Fabio Junior Telaxka
4.4.2 Atividade da Fenilalanina amdnia-liase (FAL)

Os biofermentados de fumo-bravo sem a adicdo de agucar mascavo
promoveram efeito indutor sobre a atividade da enzima fenilalanina aménia-liase de
forma mais significativa no primeiro trifélio, sendo que os resultados sédo explicados
pela equacéo linear (Figura 14), indicando aumento na atividade com aumento nos
dias de fermentacdo. Observa-se também incremento da atividade enzimatica para o

segundo trifdlio com maior atividade enzimatica para o biofermentado de 10 dias.
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Figura 14 - Atividade da fenialanina amonia-liase com a utilizacdo de fermentados de

fumo-bravo sem acuUcar apds 72 horas na 12 e 22 folha trifoliada.
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Com a adicdo de acucar mascavo no bhiofermentado ocorreu aumento na

atividade da fenilalanina amoénia-liase tanto para o primeiro quanto para o segundo

trifdlio (Figura 15). Para o segundo trifolio os biofermetados mais eficientes na

inducdo da atividade enzimatica da fenilalanina aménia-liase foram os de 10 e 15

dias de fermentacdo, demonstrando resultado semelhante ao biofermentado sem a

adicao de acUcar mascavo.
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Figura 15 - Atividade da fenialanina amonia-liasecom a utilizagao de fermentados de

fumo-bravo com adic&o de aclcar mascavo apos 72 horas na 12 e 22 folha trifoliada.
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Fonte: Fabio Junior Telaxka

O extrato aquoso também demonstrou ter efeito sobre a atividade da enzima,
sendo que no primeiro trifdlio a atividade foi linear, ou seja, aumentou com o
aumento da concentracdo do extrato. No segundo trifdlio as concentragcdes que
induziram a atividade da enzima foram as de 5 e 10%, sendo que a partir desta
concentracdo houve uma diminuicdo da atividade da enzima (Figura 16). Esses
resultados reforcam o efeito indutor de fenilalanina amoénia-liase pelo extrato de
fumo-bravo, tanto de forma local e também sistémica, pela atividade também sobre
folnas nado tratadas. Esse aspecto torna-se muito importante uma vez que essa
enzima esta relacionada as mais importantes rotas de mecanismos de defesa das
plantas.
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Figura 16 - Atividade da fenilalanina amoénia-liase com a utilizac&o de extrato aquoso

(EA) de fumo-bravo ap6s 72 horas na 12 e 22 folha trifoliada.
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Fonte: Fabio Junior Telaxka

Na literatura ndo foram encontrados trabalhos que utilizaram extratos aquosos
ou biofermentados de fumo-bravo na inducdo da atividade enzimatica. Porém em
meio ao fenbmeno da inducédo de resisténcia, a FAL € uma das enzimas mais
estudadas (KUHN, 2007). Ao trabalhar com arroz induzido com Pseudomonas
fluorenscens contra X. oryzae pv. oryza, Vidhysekaram et al. (2001) observaram
reducdo na severidade da mancha bacteriana em 85% associado ao aumento da
atividade da FAL.

Com Acido Salicilico (AS), Galias et al. (2004) induziram resisténcia em
feijoeiro e observaram reducao da multiplicacdo do virus do mosaico branco do trevo
(WCIMV), bem como aumento na expressdo da FAL. No entanto, ha trabalhos que
relatam ndo terem observado alteracdes na atividade da FAL, como Silva et al.
(2004) induzindo resisténcia em tomateiro com Bacillus cereus através do
tratamento de sementes. Porém observaram que a atividade da enzima peroxidase

tinha sido elevada em dez vezes.
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5 CONCLUSAO

O extrato aquoso de fumo-bravo induziu a sintese de faseolina em hipocotilos
de feijoeiro, conforme aumento na concentragdo do extrato. Ja os biofermentados
nado induziram faseolina independentemente da forma e tempo de preparo.

Os biofermentados apresentaram efeito antibacteriano sobre X. axonopodis
pv. phaseoli. J4 0 extrato aquoso estimulou a multiplicacéo bacteriana.

Os biofermentados com adicdo de agcUcar mascavo e 0 extrato aquoso
reduziram a severidade do crestamento bacteriano em folhas de feijoeiro tratadas.

O extrato aquoso e os biofermentados de 15 e 20 dias com aguUcar mascavo
induziram a enzima polifenoloxidase de forma local. Esses derivados de fumo-bravo
também induziram a enzima fenilalanina amonia-liase de forma sistémica,
demonstrando o potencial em ativar 0 metabolismo secundario e defesas de plantas

de feijoeiro.
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