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RESUMO

TOMAZELI, Vanessa Nataline. Inducdo de resisténcia a doengas em morangueiro com o uso
de acibenzolar-S-metil e harpina em pré e pds-colheita. 2010. 102 f. Dissertagao (Mestrado
em Agronomia) — Programa de Pés-Graduagdo em Agronomia, Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana. Pato branco, 2010.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito dos eliciadores acibenzolar-S-metil (ASM) e da
proteina harpina em pré e pos-colheita na indugao de resisténcia a Botrytis cinerea, causador
do mofo-cinzento em morangos, e sobre outros agentes infestantes. Quatro experimentos
foram conduzidos, dois deles em pré-colheita, e outros dois em pods-colheita. No primeiro
experimento (1) em pré-colheita, conduzido em casa-de-vegetagdo, testou-se dois produtos a
base de harpina (ProAct™ 2.5 g L' com 1% do i.a., e Messenger™ 0,75 g L' com 3% do i.a)
¢ um a base de ASM (Bion® 500WG 0,5 g L' com 50% do i.a.), mais a testemunha (4gua
destilada). Apds 24 horas da segunda pulverizacdo dos tratamentos foi realizada inoculagdo
do fungo B. cinerea (10° conidios mL™"). Neste experimento foram avaliadas: produtividade,
incidéncia e severidade da mancha-de-dendrofoma, flores abortadas, incidéncia de acaros e
incidéncia de frutos com mofo-cinzento, além do teor de proteinas totais, atividade da enzima
fenilalanina amonia-liase (FAL), fendis totais e taxa de assimilagdo de CO,. No segundo
experimento (2) em pré-colheita, foram testadas doses de harpina (ProAct™ 100, 200 e 300
mg L") e de ASM (Bion® 500 WG 100, 200, 300 e 400 mg L), mais a testemunha (4gua
destilada). Apods 24 horas da primeira aplica¢do dos tratamentos foi realizada inoculacdo de B.
cinerea (10" conidios mL™"). Neste experimento foram realizadas avaliacdes para os
parametros de produtividade, incidéncia de podriddes e taxa de assimilagdo de CO,. Além
disso, apds a quarta aplicagdo dos tratamentos, foram coletados frutos para um dos
experimentos (4) em pds-colheita. Foram realizados mais dois experimentos em pos-colheita,
e o terceiro experimento (3) foi conduzido em parcelas subdivididas, com e sem ferimentos
nos frutos. Os frutos foram pulverizados com ASM (Actigar” 50WG 5,0 mg do i.a. mL™),
dois produtos comerciais contendo proteina harpina (80 mg do ia. L' - ProAct™ e
Messenger”) e uma testemunha (dgua destilada). Para o quarto experimento (4), frutos
tratados em pré-colheita com 100, 200 e 300 mg L ProAct™ (1% de harpina), e 100, 200,
300 e 400 mg L' de Bion® (50% de ASM), mais a testemunha (4dgua destilada). No
experimento 3, os tratamentos foram aplicados por meio de pulverizagdo e 12 horas apds
efetuou-se a inoculacdo do fungo B. cinerea (10° conidios mL™). Apds 48 horas da inoculagio
os frutos foram avaliados quanto a 4rea lesionada e firmeza de polpa. Foi coletada amostra do
material vegetal para anélise do teor de proteinas totais e da atividade da FAL. Os frutos do
experimento 4 foram colhidos do experimento 2, depois da quarta aplicacdo dos tratamentos.
Apbs a desinfecgio em HCI (1%) os frutos foram inoculados com o fungo B. cinerea (10°
conidios mL™) e passadas 96 horas foram avaliadas a 4rea lesionada e a firmeza da polpa. Nos
experimentos em pré-colheita foi observada indugdo de resisténcia a B. cinerea pelos
eliciadores, inclusive com efeito de doses. No experimento 1, verificou-se maior atividade da
FAL e maior acumulo de fenois totais, sendo estes parametros relacionados a reducao da
porcentagem de frutos podres e a menor incidéncia e severidade da mancha-de-dendrofoma.
Em pos-colheita, no experimento 3, houve reducao de area lesionada por B. cinera mediante
aplicacdo dos eliciadores. A atividade da fenilalanina amdnia-liase aumentou em relagdo a
testemunha e foi relacionada ao maior controle do mofo-cinzento, como também, a maior
firmeza de polpa. No experimento 4, também houve a reducdo da area lesionada, bem como o
aumento da firmeza de polpa com o aumento das doses de ambos os produtos. As doses 300 e



400 mg L' de ProAct™ e Bion®, respectivamente, apresentaram os menores valores de area
lesionada e a dosagem de 200 mg L' de ambos os produtos apresentou maior firmeza de
polpa.

Palavras-chave: cliciadores, Botrytis cinerea, Fragaria x ananassa Duch., Resisténcia
Sistémica Adquirida, Fenilalanina amonia-liase.



ABSTRACT

TOMAZELI, Vanessa Nataline. Induction of resistance to deseases in strawberry with the use
of acibenzolar-S-metil and harpin in pre and post harvest. 2010. 102 f. Dissertagao (Mestrado
em Agronomia) — Programa de Pés-Graduacdo em Agronomia, Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana. Pato branco, 2010.

The objective of this work was to evaluate the effects of elicitors acibenzolar-S-metil (ASM)
and harpin protein in pre and post harvest in the induction of resistance against Botrytis
cinerea, responsible to the gray-mold in strawberries, and about other infestent agents. Four
experiments had been led, two of them in pre harvest, and other two in post harvest. The first
experiment (1) in pre harvest, was carried out in a greenhouse. It was tested two products
from harpin protein (ProAct™ 2,5 g L' with 1% of i.a, and Messenger” 0,75 g L with 3% of
i.a) and one from ASM (0,5 Bion® 500WG g L with 50% of i.a), more the control (distilled
water). 24 hours after the second spraying of the treatments was carried through inoculation of
B. cinerea (10° conidia mL™). To this experiment we had also been evaluated: productivity,
incidence and severity of the one leaf blight fungus (Dendrophoma obscurans), percentage of
aborted flowers, incidence of mites and percentage of fruits with the gray-mold, beyond the
content of total proteins, activity of the phenylalanine ammonia-lyase enzyme (PAL), total
phenols and the CO, assimilation rate. In the second experiment (2) in pre harvest, doses of
harpin (ProAct™ 100, 200 and 300 mg L) and of ASM had been tested (Bion® 500 WG
100, 200, 300 and 400 mg L"), more the control (distilled water). 24 hours after the first
application of the treatments inoculation of B. cinerea (10* conidia mL™) was carried through.
In this experiment evaluations for the productivity parameters, percentage of putrid fruits and
the CO, assimilation rate had been carried through. Besides that, after the fourth application
of the treatments, had been collected fruits for one of the experiments (4) in post harvest. Two
experiments had been led more, in post harvest, the third experiment (3) was led in subdivided
parts, with and without wounds in the fruits. The fruits had been sprayed with acibenzolar-S-
metil (Actigar® 50WG 5.0 mg of i.a. mL™), two commercial products having harpin protein
(80 mg of i.a. L' - ProAct™ e Messenger™) and one control (distilled water). The fruits of
experiment 4 had been harvested of experiment 2, after the fourth application of the
treatments. To the fourth experiment (4), fruits in pre harvest with 100, 200 and 300 mg L™
ProAct™ (1% of harpin), and 100, 200, 300 and 400 mg L™ of Bion® (50% of ASM), more
the control (distilled water), were evaluated in post harvest. In experiment 3, the treatments
had been applied by means of spraying and 12 hours after the B. cinerea fungus was
inoculated (10° conidia mL™). After 48 hours of the inoculation the fruits had been evaluated
as for the injured area and pulp firmness. Sample of the vegetal material was collected for
analysis of the total proteins content and the activity of the PAL. After the disinfection in HCl
(1%) the fruits had been inoculated with B. cinerea fungus (10° conidia mL™) and passed 96
hours had been evaluated the injured area and the firmness of the pulp. In the experiments in
pre harvest the induction of resistance against B. cinerea was observed by the use of elicitors,
including with effect of doses. In experiment 1, it was verified bigger activity of the PAL and
bigger accumulation of total phenols, being these parameters related to the reduction of the



percentage of rotten fruits and the smaller incidence and severity of the one leaf blight. In post
harvest, in the experiment 3, there was reduction of injured area by B. cinerea through the
application of the elicitors. Plants sprayed with the elicitors increased the activity of
phenylalanine ammonia-lyase and it was related to the biggest control of the gray mold, as
well as, the biggest pulp firmness. In experiment 4, there was also had the reduction of the
injured area, as well as the increase of the pulp firmness with the increase of the doses of both
the products. The doses of 300 and 400 mg L of ProAct™ and Bion®, respectively, had
presented the smaller values of injured area, and the dosage of 200 mg L™ of both the
products presented greater pulp firmness.

Key word: Elicitors, Botrytis cinerea, Fragaria x ananassa Duch., Systemic Acquired
Resistance, Phenylalanine Ammonia-Lyase.
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1 INTRODUCAO

O mercado consumidor mundial tem aumentado as exigéncias quanto a qualidade
dos frutos consumidos in natura, impondo aos produtores rigorosos procedimentos
fitossanitarios e, devido a conscientizagdo dos consumidores brasileiros quanto a qualidade
nutracéutica das pequenas frutas, como ¢ o caso do morango, essas exigéncias tém se refletido
também no mercado consumidor interno. Dessa forma, o produtor rural deve priorizar, em seu
sistema de producdo, alternativas biorracionais de controle de pragas e doengas, com o
principal objetivo de reduzir o uso de agrotoxicos (MATTOS, 2004).

O morango tem recebido especial atengdo, por apresentar elevados indices de
residuos de agrotoxicos (CALEGARIO, 2006). Segundo Madail et al. (2007), devido ao
aumento na demanda por alimentos saudaveis e livres de agrotoxicos, os sistemas de
producdo integrada de morangos apontam indices de rentabilidade com boas perspectivas de
exploragao pelos produtores.

As doengas das plantas sdo consideradas um dos principais entraves a producdo
agricola, ocasionando perdas econdmicas significativas, desde o cultivo até a pds-colheita,
com demanda extremamente grande por fungicidas, que, além dos problemas quanto a
presenga de residuos, também tornam o processo produtivo mais oneroso.

As tecnologias de que os produtores podem lancar mao para atender as exigéncias de
mercado sdo muitas e estdo disponiveis e passiveis de serem utilizadas, desde que
adequadamente estudadas, nas diversas cadeias produtivas. O uso de produtos de baixa
caréncia e/ou residuais tem grande potencial e vai ao encontro de sistemas produtivos
adequados a novos nichos de comercializac¢ao, reduzindo ou até mesmo eliminando os efeitos
negativos do uso de agrotoxicos. Os chamados indutores de resisténcia ou eliciadores estao
incluidos nesta linha de produtos de baixo impacto.

Diversos produtos podem ser citados como indutores de resisténcia ou eliciadores, os
quais agem estimulando a produ¢do de compostos do metabolismo secunddrio e proteinas
relacionadas a patogé€nese, responsaveis pela defesa natural dos vegetais, ndo s6 com relagao
aos patdgenos, como também aos insetos. Podem ser relacionados como produtos de agdo
indutora a proteina harpina e o acibenzolar-S-metil (DURRANT; DONG, 2004).

O potencial de utilizagdo de eliciadores em pré e pods-colheita de frutos ¢ muito
promissor na busca de produtos de melhor qualidade. Porém, devido a grande diversidade

bioldgica de que a natureza dispde, € necessario se conhecer melhor a resposta das plantas a
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esses indutores na cultura do morango e seus patossistemas, para que se possa indicar ou nao
0 uso de um ou outro indutor de resisténcia. Além disso, poucos produtos desse género sao
hoje registrados no pais. Os que existem sao para um numero reduzido de culturas. Com base
no exposto acima, considera-se de grande relevancia o estudo cientifico dos indutores de
resisténcia, como forma de contribuir com o desenvolvimento de tecnologias mais seguras e
menos tdxicas para o controle das doengas do morango.

Nesse contexto surgem alguns questionamentos: o uso dos eliciadores ¢ realmente
eficiente na indug¢do da resisténcia sist€émica adquirida em morango? ha supressao das
doencas do morangueiro com o uso dos eliciadores? qual a influéncia sobre a produtividade
de frutos de morango com o uso de eliciadores? quais mecanismos € compostos do
metabolismo primario ou secundario estariam envolvidos na indu¢ao da resisténcia sistémica
adquirida, caso esta seja constatada?

Para responder a essas questdes o presente estudo objetivou testar a proteina harpina
e o acibenzolar-S-metil aplicados nas plantas em pré-colheita, e nos frutos em pds-colheita
das cultivares Camarosa e Aromas (Fragaria x ananassa Duch.), quanto ao controle de

doencas, bem como quanto as alteragdes bioquimicas e produtividade dos frutos.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A CULTURA DO MORANGO

O morango ¢ uma planta herbacea, pertence ao género Fragaria da familia das
Rosaceas. A maioria das variedades cultivadas advém da espécie Fragaria x ananassa Duch.,
hibridizada naturalmente pelo cruzamento das espécies octaploides F. chiloensis e F.
virginiana, originarias da América. O pseudofruto ¢ constituido por um receptaculo carnudo
onde se inserem os frutos verdadeiros conhecidos por aquénios. Sua polinizac¢do ¢ alogama e
entomofila e a mé polinizagdo pode incorrer em frutos deformados (ALMEIDA, 2006). O uso
de polinizadores, como Apis melifera, em ambiente protegido reduz de forma expressiva a
ocorréncia de frutos anormais e aumenta a proporc¢ao de frutos comercializaveis (ANTUNES
etal., 2007; CALVETE et al., 2007).

A polinizacdo e a fecundagdo dos frutos sdo prejudicadas também por temperaturas
inferiores a 12 °C, embora as plantas em estadio vegetativo resistam muito bem a geadas e
temperaturas de até — 15 °C. Diferentes variedades podem exigir entre 250 a 2000 horas de
frio abaixo de 7 °C para retomar o crescimento vegetativo e o desenvolvimento floral
(ALMEIDA, 2006).

Em geral, as cultivares de morango sdo classificadas de acordo com o fotoperiodo
em cultivares de dias longos (inducdo floral com fotoperiodo indutivo/FI > 14 horas),
cultivares de dias curtos (inducdo floral com FI < 12 horas) e cultivares insensiveis ao
fotoperiodo ou de dias neutros (Indugdo floral inibida em T® > 30 °C) (ALMEIDA, 2006). O
plantio do morango ¢ recomendado entre os meses de mar¢o a maio para as variedades de dias
curtos, dependentes do fotoperiodo e da temperatura para iniciar a fase reprodutiva.
Entretanto, com o uso de novas variedades de dias neutros, ha uma tendéncia em aumentar o
periodo de producdo, pela possibilidade de realizar o plantio no periodo de primavera,
estendendo a produgdo durante o verdo (OTTO et al., 2009).

Cerca de 80% das mudas de morango cultivadas no Rio Grande do Sul sdo
importadas do Chile e Argentina, devido a baixa produtividade apresentada pelas mudas
brasileiras (OLIVEIRA; NINO; SCIVITTARO, 2005; OLIVEIRA; SCIVITTARO, 2006). A
melhor produtividade apresentada pelas mudas chilenas ¢ relacionada ao maior niimero de
horas de frio acumulado em mudas produzidas sob latitudes maiores, como ¢ o caso do Chile

e Argentina (OLIVEIRA; SCIVITTARO; FERREIRA, 2007).



20

A ¢época de colheita para cultivares de dias curtos concentra-se nos meses de julho a
setembro (CAMARGO FILHO; CAMARGQO, 2009), ¢ estende-se entre os meses de setembro
a dezembro (CANSIAN et al., 2002). Para estas, o potencial produtivo na regido sul ¢ de
aproximadamente 35 ton ha™' (CANSIAN et al., 2002; OTTO et al., 2009), o que corresponde
a aproximadamente 0,5 kg planta’ (CANSIAN et al., 2002). Para a cultivar de dias curtos
Camarosa, na regido Sul-Brasileira, produtividades variando de 0,35 kg planta” (Chapeco-
SC), 0,4 kg planta™ (Erechim-RS) a 1 kg planta” (Pelotas-RS e Passos Fundo-RS) podem ser
encontradas (CANSIAN et al., 2002; CALVETE et al., 2007; OLIVEIRA; SCIVITTARO;
FERREIRA, 2007; VERONA et al., 2007). Para a cultivar Aromas podem ser observadas
produtividades em torno de 0,21 kg planta™ em sistema de cultivo organico (VERONA et al.,
2007) a 0,8 kg planta™ em cultivo protegido (CALVETE et al., 2007). A cultivar Camarosa é
a mais plantada no Rio Grande do Sul e foi desenvolvida pela Universidade da Califérnia,
Estados Unidos da América (OLIVEIRA; NINO; SCIVITTARO, 2005).

O estande de plantas varia, usualmente, entre 55 a 74 mil plantas ha” em canteiros
com aproximadamente 1 m de largura e passagens de 0,5 m, onde o espacamento mais
utilizado ¢ o de 30 x 30 cm, com coberturas de solo variadas, com diferentes plasticos ou

materiais organicos (GROPPO; TESSARIOLI NETO; BLANCO, 1997).

2.2 IMPORTANCIA ECONOMICA

A producdao mundial de morango vem crescendo nos ultimos anos, e apresentou um
incremento de 29% no periodo de 1997 a 2006, com uma produgdo estimada em 3.908.975
toneladas numa area de 262.165 hectares em 2006. Os Estados Unidos lideram a producao de
morangos com 28% do total mundial, sendo também os maiores consumidores (FAO, 2008).

A produgao brasileira de morango ¢ de aproximadamente 100.000 toneladas anuais,
distribuidas em aproximadamente 3.500 hectares (ANTUNES; REISSER JUNIOR, 2007).
Praticamente, a totalidade da producdo brasileira ¢ destinada ao mercado interno, sendo que
70% desta ¢ destinada ao consumo in natura (MADAIL et al., 2007). No Brasil, a produgdo
de morango ocorre de maneira expressiva nos estados de Sdo Paulo, Minas Gerais, Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Espirito Santo, Rio de Janeiro e Distrito Federal
(CAMARGO FILHO; CAMARGO, 2009) e, embora seja pequena se comparada a outros

paises, encontra-se em expansdo devido ao clima favoravel e alta rentabilidade. O estado de
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Minas Gerais ¢ o maior produtor, responsavel por 33% da produgdo nacional e o estado do
Parana na posi¢do de quarto colocado contribui com 9% da produgdo brasileira (SPECHT;
BLUME, 2009).

No estado do Parana os principais polos produtivos sdo os municipios de Maringa,
Ponta Grossa, Cascavel, Londrina, Francisco Beltrdo, Campo Mourdo e Umuarama
(ARKATEN, 2010). A produtividade média paranaense ¢ de 25,2 ton/ha, e a producdo ¢
destinada ao consumo in natura e industrializagao (DIAS, 2007).

O morango pode ser enquadrado no grupo das pequenas frutas, as quais tém
possibilidade de alto retorno econdémico em pequenas areas € em curto espago de tempo
(PAGOT; HOFFMANN, 2006). Dessa forma, o cultivo do morango ¢ considerado promissor
e crescente devido a sua alta rentabilidade e sua importancia social, pois exige elevado
contingente de mao-de-obra (ANTUNES, 2006). Na regiao de Guarapuava/PR, a cultura foi
considerada altamente rentdvel em estudo econdmico para o cultivo do morango, sendo os
riscos de produgdo considerados baixos para o cultivo em tunel e estufa (THIMOTEO et al.,
2010). No municipio de Jandaia do Sul/PR o sistema de cultivo organico tem apresentado
resultados satisfatorios, agregacao de valor ao produto e redug¢do no custo de producao do

morango, proporcionando maior rentabilidade (WITTMAN, 2009).

2.3 DOENCAS ASSOCIADAS AO MORANGO E CONTROLE

O morango ¢ suscetivel a uma série de doengas fungicas, bacterioses e viroses que
podem ocasionar grandes perdas de produtividade. As perdas pods-colheita também sao
significativas, sendo estas provocadas por diversas injurias, desde ferimentos durante o
processo de transporte e manuseio, até podriddes pos-colheita. As podriddes pds-colheita sdo
de grande importincia econdmica, pois tornam os frutos inapropriados a comercializagao.

Dentre as doencas relacionadas ao morango em pré e pos-colheita, a principal € o
mofo cinzento causado pelo fungo Botrytis cinera, caracterizado por formar uma massa
cinzenta sobre os frutos, tornando-os inapropriados ao consumo. Esta doenga ¢ favorecida em
condi¢cdes de alta umidade relativa do ar (COSTA; VENTURA, 2006). Além disso, fungos do
género Colletotrichum também tém apresentado danos no campo, atingindo 6rgaos da planta,
tais como estoldes e folhas (Colletotrichum fragariae), caracterizando a antracnose, ¢ flores,

causando a doenca conhecida como flor-preta (Colletotrichum acutatum) (TANAKA;
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PASSOS, 2002). Os fungos do género Colletotrichum esporulam abundantemente nas lesdes
produzindo grande quantidade de indculo, facilitando assim sua disseminag@o. Os sintomas da
antracnose caracterizam-se pela necrose de pistilos e estames florais, com inicio nos
pedunculos e partindo para calice, flores e botdes. Nas folhas aparecem manchas de formas
irregulares de coloragdo marrom-escura com inicio nos bordos ou apice e espalhando-se para
o centro. Nos frutos aparecem lesdes arredondadas e deprimidas, com coloragdo castanha e de
consisténcia firme (TANAKA; BETTI; KIMATI, 2005). Em testes com diversos fungicidas
para o controle da antracnose em morangueiro foi constatado que o uso isolado dos mesmos
como forma de controle pode ndo ser eficiente, em fun¢do da alta incidéncia observada nas
plantas tratadas (KOSOSKI et al., 2001).

Dentre as manchas foliares a principal delas ¢ a mancha de micosferela, causada pelo
fungo Mycosphaerella fragaria, fase sexual do ascomiceto Ramularia tulasnei, cujos sintomas
sdo manchas arredondadas sobre o limbo foliar, de coloragdo purpura, com centro necrosado,
em estagio avancado podem inutilizar a folha e avancgar para peciolos, cabos de frutos, calices
florais e estoldes. As condi¢des oOtimas de desenvolvimento deste fungo sdo as mesmas
exigidas pela cultura do morangueiro (TANAKA; BETTI; KIMATI, 2005). Segundo mesmo
autor, as medidas de controle comumente indicadas sdo o uso de variedades resistentes, bem
como aplicacdes de fungicidas.

Outra doenga comum em morangueiro ¢ a mancha de diplocarpon causada pelo
fungo Diplocarpon earliana um ascomiceto que na fase sexual corresponde a Marsonina
fragariae ¢ muitas vezes confundida com a mancha de micosferela. E caracterizada por
manchas irregulares de cor pirpura homogénea sem o centro cinza como ocorre na mancha de
micosferela e geralmente atinge as folhas mais velhas. Temperaturas entre 20 e 25°C
favorecem a doenca. O controle ¢ o mesmo recomendado para mancha de micosferela
(TANAKA; BETTI; KIMATI, 2005).

Além disso, pode-se citar a murcha de verticillium (Verticillium albo-atrum), a
podridio da coroa e dos brotos (Rhizoctonia solani), a podriddo de phytophthora
(Phytophthora cactorum), podriddes de raizes causadas por varios patdogenos, as viroses como
a clorose marginal (Strawberry mild yellow edge virus - SMYEV), o encrespamento
(Strawberry crinkle virus - SCV), o mosqueado (virus do mosqueado), a faixa das nervuras
(Strawberry vein bandingvirus - SVBYV), ilarvirus em morangueiro (Tobaco streak virus -
TSV) e dentre as bacterioses a mancha angular (Xanthomonas fragariae) (TANAKA; BETTI;
KIMATI, 2005).
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2.3.1 Mancha-de-dendrofoma (Dendrophoma obscurans)

A mancha-de-dendrofoma ¢ de pouca importancia econdmica, pois ataca folhas
velhas apos a colheita dos frutos (TANAKA; BETTI; KIMATI, 2005). Entretanto, quando
ocorre em alta intensidade, favorecida por temperaturas elevadas, torna-se importante por
reduzir severamente a area fotossinteticamente ativa (TANAKA, 2002). A sintomatologia ¢
observada na forma de manchas necroticas em formato de V, resultado do crescimento ao
longo das nervuras; apresentam colora¢do vermelho-plrpura inicialmente e evoluem para
marrom-escuro, onde crescem picnidios negros e globosos e no interior destes encontram-se
os conidios (TANAKA; BETTI; KIMATI, 2005).

O ino6culo permanece de um cultivo para outro na forma de lesdes foliares
(TANAKA; BETTI; KIMATI, 2005). A propor¢do de folhas de morango tomadas pela
mancha-de-dendrofoma aumenta & medida que o cultivo ultrapassa o inverno e segue a

primavera, de acordo com o aumento das temperaturas (VERONA et al., 2007).

2.3.2 Mofo-cinzento (Botrytis cinerea)

O fungo B. cinerea possui um amplo espectro de agdo, atingindo diversas espécies ¢
diferentes estruturas vegetais. Essa capacidade lhe é conferida devido a presenga de algumas
importantes enzimas que atuam na degradagdo da parede celular vegetal como pectinases e
celulases (PERKOVSKAYA et al., 2004).

O sintoma mais visivel ocorre nos frutos mumificados com espessa massa micelial
de coloragdo acinzentada. O fungo ¢ extremamente favorecido por alta umidade e temperatura
entre 18° e 20°C, com dispersdo promovida pelo vento e respingos de gotas de agua
(TANAKA; BETTI; KIMATI, 2005). O fungo pode ainda permanecer estavel nas pétalas de
flores causando posterior infeccdo dos frutos (BOFF et al., 2003). Para o controle ¢
importante o uso de mudas sadias e redu¢do de fontes de indculo (TANAKA; BETTI;
KIMATI, 2005), procedendo-se a retirada de folhas velhas, doentes e secas; além disso,
espacamentos adensados, excesso de adubacdo nitrogenada e irrigagdo por aspersao sao
fatores agravantes; por outro lado, a adubagao com calcio pode reduzir a severidade (COSTA;

VENTURA, 2006).
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2.3.3 Podridao de Rhizopus (Rhizopus stolonifer Ehr.)

A podridao de Rhizopus, causada pelo fungo Rhizopus stolonifer Ehr., é a principal
doenca pds-colheita do morango, embora raramente observada no campo. Sob alta umidade as
lesdes ficam recobertas por denso micélio branco entremeado com esporangidéforos e
esporangios escuros do fungo. O fungo penetra nos frutos por meio de lesdes existentes e seus
esporos sdo disseminados com facilidade pelo ar. As temperaturas inferiores a 6°C inibem a
germinagao dos esporos (TANAKA; BETTI; KIMATI, 2005).

Para o controle desta enfermidade recomendam-se alguns tratos culturais, como a
cobertura do solo com filme pléstico evitando o contato dos frutos com o mesmo, evitar
condi¢des de alta umidade, colher os frutos em peridos do dia mais secos e evitar ferimentos
nos frutos. A aplicagdo de fungidas ¢ recomendada desde que sejam respeitados o periodo de

caréncia e o nivel de toxicidade do produto (TANAKA; BETTI; KIMATI, 2005).

2.3.4 Implicacdes do Uso de Agrotoxicos

O Brasil ¢ o maior consumidor de agrotéxicos do mundo e nesse contexto 20% do
consumo de ingrediente ativo de fungicidas ¢ destinado ao cultivo de hortaligas, o que expde
o consumidor, o ambiente e o trabalhador a contaminagao quimica, sendo necessarias medidas
que visem a oferta de alimentos ndo apenas em quantidade ou variedade, mas também no
tocante a qualidade, uma vez que a seguranga alimentar deve ter como base o consumo de
alimentos promotores da saide (ALMEIDA; CARNEIRO; VILELA, 2009).

Neste contexto, as doengas anteriormente citadas para cultura do morango sao,
normalmente, controladas por fungicidas, dentre os quais, produtos ctpricos que deixam o0s
frutos com aspecto inapropriado a comercializacdo e que, além da toxicidade, deixam
residuos (TANAKA; BETTIL, KIMATI, 2005), apresentando, ainda, certo efeito sobre
organismos benéficos como abelhas, que sdo importantes para a polinizagao e conseqiiente
producdo. Além disso, o morango ¢ citado, pela ANVISA, entre as culturas com maiores

irregularidades quanto ao uso de agrotdxicos (CAMARGO FILHO; CAMARGO, 2009).
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No relatorio do Programa de Anélise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos no
estado do Parana para cultura do morango foi constadada a presenga de agrotoxicos em todas
as amostras avaliadas e 28,6% dessas foram consideradas insatisfatorias. Durante os sete anos
de monitoramento deste programa a cultura do morango apresentou percentual de amostras
insatisfatorias vairiando de 28,6 a 89,9%, sendo ainda detectada a presenca de agrotoxicos
ndo permitidos para cultura do morango como o metamidofés, o qual apresenta alta
toxicidade aguda e neurotoxicidade (SESA, 2009).

Além dos graves problemas para satde humana e para o meio ambiente, 0o uso
continuo do mesmo principio ativo ou principios ativos com mecanismos de a¢do fungica
relativos pode ocasionar a resisténcia das doencas aos mesmos, resultado de uma ou mais
modificagdes na constituigdo genética do patdgeno, uma vez que mutagdes espontaneas
ocorrem constantemente e quanto maior for a frequéncia do tratamento com o principio ativo
maior sera o acumulo de individuos resistentes (BRENT, 1999). Em morango, segundo
Tanaka, Passos e Betty (1997), varios isolados de Colletotrichum fragariae e C. acutatum tem
apresentado resisténcia ao benomyl, considerado um dos principais fungicidas utilizados na

cultura.

2.4 INDUCAO DE RESISTENCIA

As plantas apresentam defesas naturais contra patégenos ou pragas, presentes nas
mesmas antes do aparecimento destes agentes. Entretanto, existem outros sistemas de
protecao ativados mediante tais ataques, denominados Resisténcia Sistémica Adquirida ou
Induzida, os quais sdo responsaveis pela defesa contra patdogenos e insetos. Em geral, o que
ocorre ¢ que ao ser infectada a planta ativa seus mecanismos de defesa (STICHER; MAUCH-
MANIL METRAUX, 1997). Dessa forma, ao ser atacada, ativa-se na planta uma série de
genes relacionados a defesa vegetal, responsaveis pela produgdo de compostos
antimicrobianos, bem como ativadores de proteinas relacionadas a patogénese (Proteinas-RP),
além de respostas de hipersensibilidade (DURRANT; DONG, 2004).

Os indutores de resisténcia em vegetais podem ser classificados em bioticos e
abioticos, de acordo com seu modo de agdo indutora. Indutores bidticos sdo organismos vivos,
ou partes dos mesmos, que desencadeiam processos de defesa, com agdo sistémica ou

localizada nos vegetais. Os indutores abidticos podem ser moléculas sintéticas que mimetizam
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o sinal do patdgeno, ativando genes relacionados a defesa, aumento na producdo de
metabolitos secundarios como compostos fendlicos, fitoalexinas e o acido salicilico, ou ainda
ferimentos, estresses por temperatura, radiagdo UV ou salinidade (ATHAYDE SOBRINHO;
FERREIRA; CAVALCANTI, 2005). Dentre os indutores bidticos, podem-se citar a proteina
harpina (QUI; CLAYTON, 2002a; DANNER et al., 2008), a quitosana (HAHN, 1996;
MAZARO et al., 2008), os extratos vegetais e/ou microbianos (SANTOS et al., 2007; SILVA;
PASCHOALATI; BEDENDO, 2007; YESIL-CELIKTAS et al., 2007); dentre os abioticos, o
acibenzolar-S-metil (ASM) (SILVA; PASCHOLATI; BEDENDO, 2007; DANNER et al.,
2008; MAZARO et al., 2008), kaolin (TUBAJIKA et al., 2007), o silicato de potassio
(CARRE-MISSIO et al., 2006), e o oxicloreto nitrico (DIAS; RANGEL, 2007). Alguns
desses eliciadores mimetiza o ataque de fitopatogenos, e dessa forma desencadeiam uma

cascata de sinais para indugdo de defesa (ZHANG et al., 2004).

2.4.1 Defesa Constitutiva

A defesa constitutiva ¢ determinada pela genética da planta presente na mesma
independente de situagdes de estresse, herbivoria ou patogenicidade. Esse mecanismo de
defesa ¢ caracterizado pelo teor de substancias toxicas sintetizadas pela planta como os
taninos, furanocumarinas, saponinas, glicosidios cianogénicos, 4acido cianidrico e
xantotoxinas presentes em diferentes plantas com agdo toxica para diversos géneros de
herbivoros (WITTSTOCK; GERSHENZON, 2002).

Diversos compostos de plantas tém atividade toxica sobre herbivoros ou patdogenos;
muitos deles, por si sés, sdo menos efetivos; porém, misturados, como os muitos terpenos e
alcaldides constituintes de dleos essenciais, tornam-se sinérgicos e efetivamente venenosos
(WITTSTOCK; GERSHENZON, 2002).

Essas toxinas podem ser danosas para a propria planta, porém, esta ¢ capaz de
sintetiza-las e armazena-las em locais isolados dentro da célula sem provocar danos a si
mesma (WITTSTOCK; GERSHENZON, 2002). Muitos desses compostos e 6leos essenciais
sdo armazenados em glandulas capitatas ou tricomas como, por exemplo, em Artemisia annua
(MARCHESE, 2006), ou ainda, podem ser armazenados na forma de compostos pré-
formados, isolados das enzimas que os catalisam para formas toxicas. Dessa forma, quando a

planta ¢ ferida, a enzima e seu substrato entram em contato, concluindo o processo de
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hidrélise e conferindo propriedades toxicas a herbivoria (WITTSTOCK; GERSHENZON,
2002).

Alguns compostos sdo armazenados em diferentes compartimentos e misturados
mediante ferimentos provocados por herbivoria, como &cido cianidrico liberado em Manihot
esculenta Crantz que ap6s hidrolise de glicosideos cianogénicos, € toxico a diversos animais.
Entretanto, a desidratagdo e a moagem das folhas promovem a volatilizacdo desse composto
podendo ser a planta fornecida como fonte de alimento (PENTEADO; FLORES, 2000) até
mesmo como suplemento para abelhas (PEREIRA et al., 2007). Esse fato foi demonstrado em
hipocoétilos de Phaseolus vulgaris eliciados com glucana, em que, embora o acimulo da
fitoalexina faseolidina ocorra apos a elicitagdo, foi demonstrado que este acimulo ocorre
mediante a quebra de um composto pré-formado, chamado de faseolidina glicosidio, que ¢
armazenado nesta forma conjugada em vacuolos celulares (SORIANO-RICHARDS; URIBE
SALAS; IBARRA-BARRERA, 1998).

Em geral, esses compostos toxicos sdo produtos do metabolismo secundario, e
inimeras plantas apresentam substancias particulares ou comuns entre elas: as mais comuns
sao os alcaldides em geral, terpenos e compostos fenodlicos como taninos, lignina e
furanocumarinas (HAHLBROCK; SCHEEL, 1989; BENNET; WALLSGROVE, 199%4;
FACCHINI, 2001). Sugere-se, ainda, que apds o ferimento ocorra uma desintoxicacdo das
areas proximas a ele pela producdo e liberacdo de enzimas que promovem a hidrolise
reversiva desses compostos para outros nao toxicos (WITTSTOCK; GERSHENZON, 2002).

Por outro lado, alguns organismos desenvolveram mecanismos especificos de
desintoxicacdo para as toxinas vegetais, tornando-se especializados em determinados
hospedeiros, como algumas lagartas de lepidopteros do género Papilio que sdo capazes de
metabolizar as furanocumarinas presentes em Apiaceae e Rutaceac (MA et al., 1994), bem
como fungos capazes de metabolizar as saponinas de seus hospedeiros (MORRISSEY;
OSBOURN, 1999).

A defesa constitutiva foi essencial para a adaptacdo e sobrevivéncia dos vegetais,
porém, este mecanismo possui o inconveniente de que no caso de a planta ndo ser atacada, a
mesma demandou energia para manter os niveis das toxinas em suas estruturas

(WITTSTOCK; GERSHENZON, 2002).
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2.4.2 Defesa Pré-condicionada

Além da defesa constitutiva, ha outro mecanismo de defesa conhecido como defesa
induzida ou indugdo de resisténcia, em que, a partir da infeccdo primaria de determinado
agente patogénico, a planta permanecera pré-condicionada a posteriormente resistir ao ataque
do mesmo ou de outros organismos, de maneira andloga ao sistema imunolégico dos animais,
embora por meio de mecanismos distintos (DURRANT; DONG, 2004). Agrega-se ao termo
inducdo de resisténcia, o termo resisténcia sistémica, pois a capacidade de defesa que ¢
induzida ndo atua apenas no local de infec¢do, mas também em estruturas da planta distantes
deste (STICHER; MAUCH-MANI; METRAUX, 1997; VAN LOON; BAKKER; PIETERSE,
1998).

Ha muitos relatos e controvérsias em relacdo a nomenclaturas e tipos de resisténcia
induzida. Para Kuc (2001), Resisténcia Sistémica Induzida (RSI) refere-se ao fendmeno de
resisténcia a doencas sistemicamente induzidas por infec¢des localizadas ou tratamentos com
componentes de microorganismos ou componentes organicos € inorganicos diversos.
Divididos de acordo com as respostas pertinentes em: (1) resisténcia passiva ou mediada por
ferimento onde se tém como componentes responsaveis pela defesa a cutina, glicosideos
fenolicos, fenois, quinonas, glicoalcaldides esterdis, suberina, terpenos e proteinas, e (2)
resisténcia apos a infecgdo, pela sintese de compostos como fitoalexinas, espécies reativas de
oxigénio ou radicais livres, calcio, silicatos, peroxidases, proteinas antimicrobianas e
peptideos, quitinases, [-1,3-glucanases, ribonucleases, proteases, calose, lignina,
lipoxigenases e fosfolipases. Ou seja, a RSI pode ser associada a resisténcia contra patdgenos
e insetos, uma vez que diferentes compostos metabodlicos e rotas podem resultar em diferentes
respostas bioquimicas.

Hammerschmidt (1999) subdivide a inducdo de resisténcia em duas categorias:
Resisténcia Sistémica Adquirida (RSA), desenvolvida local ou sistemicamente em resposta a
um patogeno e associada a producao de proteinas-RP mediada via acido salicilico, podendo,
ainda, ser induzida pela aplicacdo de compostos exdgenos como acido salicilico (AS) e
acibenzolar-S-metilico (ASM); e Resisténcia Sistémica Induzida (RSI), induzida
sistemicamente por bactérias da rizosfera, sinalizadas por jasmonato/etileno e sem a producao
de proteinas-RP. Essa mesma subdivisao ¢ descrita por Sticher; Mauch-Mani; Métraux
(1997). Para Walters (2009), a inducao de resisténcia pode ser expressa localmente, ou de

forma sistémica e ainda dividida em trés tipos: Resisténcia Sistémica Adquirida (RSA),
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Resisténcia Sistémica Induzida (RSI) e resisténcia induzida por ferimento. Nesse contexto, a
RSA ocorre em resposta a infecgdes patogénicas virulentas ou eliciadores que imitam o sinal
patogénico incluindo substancias quimicas como ASM e ¢ mediada pelo acaimulo de AS e
expressao de genes relacionados a patogénese. Ja RSI ¢ resultado da colonizagao radicular por
rizobactérias promotoras do crescimento mediadas pelo jasmonato e rotas sensiveis ao etileno,
enquanto a resisténcia induzida por ferimento estaria vinculada a injirias nos tecidos
ocasionadas por insetos herbivoros. Por outro lado, Sticher, Mauch-Mani ¢ Métraux (1997),
comentam que danos em folhas ocasionados por insetos também podem induzir a RSA. Ha
ainda um tipo de resposta similar a RSA, porém, restrita ao local de infec¢do, conhecida como
“Localized Acquired Resistance (LAR)” (VAN LOON; BAKKER; PIETERSE, 1998).

Mauch-mani e Métraux (1998) caracterizam a RSA como dependentes do acimulo
de acido salicilico (AS) e da expressao de genes relacionados a patogénese, enquanto a RSI
por rizobactérias independe desses fatores, concluindo que ambas sdo induzidas por diferentes
rotas. Além disso, Métraux (2001) realaciona a RSI ao acumulo e sinalizagdo por acido
jasmonico (AJ) e etileno (ET) e comenta ainda que a terminologia correta deveria ser
Resisténcia Induzida por Patogenos e Resisténcia Induzida por Rizobactérias.

Essas diferentes respostas podem ser mediadas por diferentes sinalizadores como
acido salicilico, acido jasmonico (AJ), etileno (ET), acido abscisico (ABA) e 6xido nitrico, e
muitos deles podem ser antagonicos, indicando uma capacidade da planta em, por exemplo,
distinguir uma resposta por ferimento de uma resposta por patdgeno (KUC, 2001). E
conhecido o efeito antagonico ente AS e AJ, onde o acimulo de AS estimulado pela infec¢ao
por patogeno ¢ relacionado a supressdo do sinal por AJ na defesa contra insetos herbivoros
(PIETERSE et al., 2005). Os mesmos autores comentam que ambas as formas de resisténcia
RSI (promovida por rizobactérias) € RSA (promovida pela infeccao patogénica), apresentam
um amplo espectro de a¢ao contra diversos fitopatdgenos, sobrepondo-se parcialmente, mas
também divergem, sugerindo que as respostas ativadas sejam diferentes. Os autores concluem
ainda que as duas sdo reguladas por rotas metabolicas distintas, devido a RSA ser
condicionada pelo acimulo de AS o qual ativa o gene NPR1, responsavel pela produgao de
proteinas-RP, e por este fendmeno ndo ser observado no caso da RSI que parece ser baseada
num aumento de defesa dependente de AJ e ET.

Apesar dos muitos conceitos, ¢ fato que o pré-tratamento com cepas avirulentas de
determinados microorganismos promovem uma reducdo significativa nos sintomas de

doencgas causadas por patdégenos altamente virulentos posteriormente inoculados, no que diz
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respeito ao nimero e tamanho de lesdes, indicando um marcante efeito relativo ao pré-
condicionamento das plantas (KOMBRINK; SCHMELZER, 2001).

Apesar das vantagens da defesa induzida ou pré-condicionada no tocante aos custos
energéticos, este mecanismo pode ndo ser eficiente em casos onde a planta ¢ desafiada por
patogenos altamente virulentos, ndo havendo tempo habil para desencadear um processo de
defesa (VAN LOON; BAKKER; PIETERSE, 1998; WALTERS, 2009), embora sabe-se que o
acumulo de substancias envolvidas na indu¢ao de resisténcia ¢ rapido (STICHER; MAUCH-

MANI; METRAUX, 1997; LAXALT; MUNNIK, 2002; ZHANG et al., 2004).

2.4.3 Indugao de Resisténcia a Patogenos e Insetos

A resisténcia contra patogenos a que se refere a RSA ndo surge simplesmente no
momento da infec¢do, mas ha sim a ativacdo de um mecanismo de defesa latente, no
momento em que a planta ¢ desafiada por um determinado microorganismo patogénico (VAN
LOON; BAKKER; PIETERSE, 1998). O tempo demandado para a ativagdo da RSA mediante
a sinalizagdo varia de planta para planta e com o patdgeno, sendo a duracdo efetiva da RSA e
o numero de microorganismos a que o vegetal torna-se resistente, bastante varidveis
(STICHER; MAUCH-MANI; METRAUX, 1997).

Na RSA, moléculas sinalizadoras dos agentes patogénicos ligam-se as moléculas
receptoras desencadeando reagdes como resposta de hipersensibilidade (STICHER; MAUCH-
MANI; METRAUX, 1997; VAN LOON; BAKKER; PIETERSE, 1998; DURRANT; DONG,
2004); formagao de calos, lignificagao, acimulo de compostos antimicrobianos (fitoalexinas)
e proteinas relacionadas a patogénese (proteinas-RP) (WARD et al.,, 1991; STICHER;
MAUCH-MANI; METRAUX, 1997) como sera descrito a seguir.

A reacdo de hipersensibilidade pertinente 8 RSA tem sido observada em diversos
estudos (ZHANG et al., 2004; VAN LOON; REP; PIETERSE, 2006; CHAERLE et al.,
2007), nos quais observa-se, em resposta a infec¢ao pelo patdgeno, rapida morte de algumas
células em volta do local do inicio da infec¢ao, funcionando como uma barreira fisica contra o
agente patogénico. Além disso, ha nesses locais a secrecdo de substancias sinalizadoras para
indugdo de resisténcia (ZHANG et al., 2004) e produgdo de radicais livres fortemente
envolvidos no processo de sinalizagdo antes e depois da reagdo de hipersensibilidade

(KOMBRINK; SCHMELZER, 2001). A tipica reacdo de hipersensibilidade foi observada nas
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interagdes cultura/patégeno como, por exemplo, em Phaseolus vulgaris/Colletotricum
lindemuthianum e beterraba/Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV)/ASM, com lesdao
superficial, isolada e limitada ao sitio de infeccdo (SORIANO-RICHARDS; URIBE SALAS;
IBARRA-BARRERA, 1998; BURKETOVA; STILLEROVA; FELTLOVA, 2003).

A alta produgdo de radicais livres, que ocorre juntamente com a reagdo de
hipersensibilidade, ¢ conhecida por explosdo oxidativa. A rapida morte celular ¢ resultado da
peroxidagdo de acidos graxos e lipidios causando a degradacdo da membrana. Sugere-se que
este processo seja autdonomo para cada célula, indicado por um acimulo intracelular desses
radicais livres (KOMBRINK; SCHMELZER, 2001). Diferentes eliciadores extraidos de
cultura filtrada de B. cinerea induziram o acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
em cultura celular de alho ja no primeiro minuto apos a aplicagdo, sendo dependentes da dose,
e essas EROs foram responsaveis pela sinalizacdo para subsequente resposta de defesa,
observada pela sintese de fitoalexinas que também foi dependente da dose (PERKOVSKAYA
et al., 2004).

Outras formas de barreiras também sdo observadas apos a infec¢ao patogénica, como
o caso da lignificacdo dos tecidos e formacao de papilas e calose, que agem na resisténcia
mecanica dos tecidos, impedindo a colonizagdo patogénica, além de resistir melhor a
degradacdo enzimatica provocada pela secre¢do de enzimas de diversos fungos (STICHER;
MAUCH-MANI; METRAUX, 1997).

O acumulo de AS também pode ser observado apds a infeccdo patogénica, este
composto ¢ conhecido por ativar sinais sist€émicos responsaveis pela RSA, sendo acumulado
nas folhas e no floema desencadeando processos de defesa como a propria ativacdo da
resposta de hipersensibilidade e acimulo de EROs e sintese de outros compostos
antimicrobianos ligados ao aumento da atividade da fenilalanina amonia liase (FAL)
(STICHER; MAUCH-MANI; METRAUX, 1997; MAUCH-MANI; METRAUX, 1998;
METRAUX, 2001; DURRANT; DONG, 2004; GLAZEBROOK, 2005), conhecida como a
enzima chave na biossintese dos fenilpropandides envolvidos na defesa (STICHER;
MAUCH-MANI; METRAUX, 1997).

O acumulo de AS foi observado em folhas de tabaco de uma variedade selvagem,
apos estas serem eliciadas com uma proteina isolada da secre¢do do fungo Phytophthora
boehmeriae. Comparando esta variedade com uma variedade de tabaco mutante para o nao
acumulo de AS, foi possivel observar a expressao do gene PR-1a, que codifica uma proteina-
RP, ao contrario da variedade mutante, concluindo que a resposta para RSA depende do

acumulo do AS (ZHANG et al., 2004). Pode ainda ocorrer sinalizagdo de uma planta para
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outra pela conversdo do 4cido salicilico em compostos volateis como o metil salicilato
(GLAZEBROOK, 2005).

Plantas pré-tratadas com AS apresentam maiores niveis de proteinas-RP antes da
inoculagdo do patogeno e as reagdes como a lignificacdo da parede celular aparecem apos a
infec¢do patogénica, indicando que ha um pré-condicionamento da planta para responder a
infecgdo pela expressdo de genes envolvidos na defesa como o gene-FAL (METRAUX,
2001). A aplicagao de ASM, molécula que mimetiza o AS, em plantas de pepino praticamente
nao apresentou efeitos sobre a expressao dos genes relacionados a patogénese para transcri¢ao
da peroxidase acida (POX), gene homoélogo para proteinas-RP (PR1) e do gene que codifica a
FAL (PALI). Entretanto, a subsequente inoculagdo do patéogeno virulento Colletotricum
orbiculare, promoveu a expressao dos trés genes em comparagdo ao controle sem a aplicagao
de ASM (COOLS; ISHII, 2002). Os genes relacionados a defesa somam em torno de 1% do
total, esse nimero ¢ muito inferior ao numero de potenciais patdgenos, o que significa que um
gene pode ter multiplas fungdes para defesa (MARTIN; BOGDANOVE; SESSA, 2003). Esse
fato traz certa economia genomica e fisiologica as plantas, que sdo desafiadas por milhares de
organismos patogénicos distintos (MARTIN; BOGDANOVE; SESSA, 2003).

No que se refere as proteinas-RP, estas sdo classificadas como proteinas nao
detectadas nos tecidos sadios e que sdo induzidas e incrementadas nos tecidos apos infec¢ao
por um ou mais patdgenos, porém, podem estar presentes em Orgdos de reserva, como
sementes, raizes e frutos, antes da infecc¢ao, conferindo protecdo aos mesmos (VAN LOON;
REP; PIETERSE, 2006).

As quitinases e 3-1,3-glucanases estdo entre as proteinas-RP mais conhecidas. Elas
atuam na degradacdo da quitina e glucana, respectivamente, presentes na parede celular de
muitos fungos patogénicos, ou mesmo nematdides e insetos no caso das quitinases. Além
disso, a combinagdo de ambas ¢ muito mais efetiva na degradacdo da parede celular
microbiana (VAN LOON; REP; PIETERSE, 2006). Mazaro (2007) observou, em morango, o
aumento na atividade dessas enzimas ap6s aplica¢do de quitosana e ASM, 120 h e 168 h apos
o tratamento, para quitinases e¢ [-1,3-glucanases, respectivamente. Em raizes de beterraba,
Burketova; Stillerova; Feltlova (2003) também observaram acimulo de quitinases e -1,3-
glucanases em tecidos infectados pelo virus BNY VYV, pelo seu vetor Polimixia betae e tecidos
tratados com ASM, ao contrario do que foi observado em tecidos sadios, indicando que ndo se
trata de um processo de defesa constitutiva. Além das enzimas referidas, algumas
endoproteinases também podem atuar na degradagdo da parede celular de patogenos. As

peroxidases podem atuar reforcando a parede celular vegetal catalizando a lignificacdo e
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algumas proteinas com atividade de superoxido dismutase podem liberar o perdxido de
hidrogénio, atuando como antimicrobiano e ainda podem sinalizar mecanismos de defesa
(VAN LOON; REP; PIETERSE, 2006).

Alguns processos de transdugdo de sinal para estas e outras respostas sdo sugeridos,
dentre estes algumas enzimas que catalizam mensageiros secundérios e podem ser apontadas
como parte de rotas de transducdo de sinais, como as fosfolipases (LAXALT; MUNNIK,
2002). Os fosfolipidios constituem a maioria dos componentes estruturais de membranas e
sugere-se que também estejam envolvidos no processo de sinalizagdo que nela inicia, quando
a planta reconhece o patdgeno e as moléculas derivadas deste ligam-se a receptores protéicos,
ativando a sinalizagdo que desencadeia o processo de defesa, resultando na expressdo de
genes que codificam proteinas-RP, fosfolipases, envolvidas na transducao de sinais
secundarios, € a FAL (LAXALT; MUNNIK, 2002).

As moléculas presentes nos microorganismos patogénicos que sdo reconhecidas
pelos receptores sdo normalmente polissacarideos, como as glucanas e quitosanas,
polipeptideos e glicoproteinas presentes na parede celular micelial, inclusive em algumas
bactérias simbiontes como Bradyrhizobium japonicum. Para diferentes moléculas eliciadoras
pode haver receptores especificos que garantem maior eficiéncia na defesa (HAHN, 1996),
sendo esta vantagem seletiva o ponto chave da RSA na sobrevivéncia das plantas (STICHER;
MAUCH-MANI; METRAUX, 1997).

Além da defesa induzida contra patdgenos, as plantas apresentam um tipo de defesa
induzida contra insetos, em que a mesma reconhece substancias eliciadoras presentes em sua
saliva, ou mesmo liberadas no momento da oviposicdo, e ao ser elicitada por tais substancias,
a planta libera compostos volateis capazes de atrair predadores inclusive para os ovos do

inseto que a desafiou (KESSLER; BALDWIN, 2002).

2.4.4 Metabolitos Secundarios e Fenilalanina Amonia-liase (EC 4.3.1.24)

Na rota do acido chiquimico sdo produzidos os aminoacidos aromaticos triptofano,
fenilalanina e tirosina (VERMERRIS; NICHOLSON, 2006). A enzima FAL atua sobre a
fenilalanina removendo o grupamento amdnia, convertendo-a para acido cindmico e a partir

deste sao formados diversos compostos fendlicos envolvidos em mecanismos de defesa, tais
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como lignina, flavonoides (antocianinas), fitoalexinas e o acido salicilico (EMILIANI et al.,
2009; VERMERRIS; NICHOLSON, 2006).

A atividade da FAL pode ser regulada por diversos fatores, e embora presente
constitutivamente nos tecidos vegetais, ¢ aumentada mediante a maioria das infecgdoes (VAN
LOON; REP; PIETERSE, 2006). Extratos de patdégenos, como o fungo Fusarium oxisporum e
Phytophthora cactorum, usados como eliciadores, aumentam a atividade da FAL
(ORSOMANDO et al., 2003; BROETTO et al., 2005). A alta concentragao de ET nos tecidos
promovida pela aplicagdo de acido abscisico (ABA) aumenta a atividade da FAL em frutos de
morango na pos-colheita, melhorando sua coloracdo pelo aciimulo de antocianinas (JIANG;
JOYCE, 2003). Por outro lado, a baixa concentracdo do ET em atmosfera controlada com alta
concentracdo de CO, ndo influencia na atividade desta enzima em frutos de cherimoya
(ASSIS et al., 2001), assim como a aplicagdao do inibidor de etileno 1-metil-ciclopropeno (1-
MCP) em frutos de pera em pos-colheita, reduz a atividade da FAL (MACLEAN et al., 2007).
A FAL também responde a estresses originados pela radiacdo ultravioleta (UV), baixos niveis
nutricionais (DIXON; PAIVA, 1995) e estresse hidrico (OH; TRICK; RAJASHEKAR, 2009).

Adaptacdes importantes ocorreram nas plantas primitivas para que estas
sobrevivessem ao ambiente indspito que era o planeta Terra. A chave para essas adaptagdes e
para a formagdo dos nossos ecossistemas sofisticados foi o surgimento de vias metabdlicas
secundarias, dentre elas, a via dos fenilpropandides ou compostos fenolicos, mediados pela
FAL, foi fundamental (EMILIANI et al., 2009). Estes compostos ja foram rotulados como
lixo metabolico; entretanto, hoje sdo conhecidas fungdes de defesa das plantas contra
salinidade, estresse hidrico, radiagdo UV, pragas e doencas, denominados compostos do
metabolismo secundario (EMILIANI et al.,, 2009), como a lignina, furanocumarinas,
fitoalexinas e o dacido salicilico, produtos da rota dos fenilpropandides derivados da
fenilalanina (STICHER; MAUCH-MANI; METRAUX, 1997).

A lignina ¢ fundamental para vascularizacdo do xilema e rigidez do caule
(EMILIANT et al., 2009). Em cultura de calos de Linun austriacum, o uso dos eliciadores
manana, [-1,3-glucano e ancimidol induziram rotas de biossintese que promoveram o
acumulo de lignina (VARDAPETYAN et al., 2003), assim como os eliciadores quitosana e
extrato micelial de Fusarium induziram ao acimulo de lignina em raizes de tomateiro
reforcando a parede celular, que foi relacionado ao aumento na atividade da FAL (MANDAL;
MITRA, 2007).

As fitoalexinas sdo compostos do metabolismo secundario de baixo peso molecular

envolvidos na defesa, com agdo antimicrobiana, acumulados apos a infeccdo ou eliciagdo
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(HAMMERSCHIMIDT, 1999) e os flavondides sdo importantes para a biologia reprodutiva,
pois sdo as substincias responsaveis pela coloracdo de flores e frutos fundamentais para
atracdo de polinizadores e dispersores; além disso, conferem protecdo contra os raios UV,
uma vez que apresentam acao antioxidante (EMILIANI et al., 2009).

O processo metabolico responsavel pela producdo de energia celular, chamado de
oxidacdo, também leva a producdo de radicais livres. O excesso destes no organismo,
conhecido por estresse oxidativo, ¢ a causa de diversas doencas degenerativas em seres
humanos, como o cancer (AMES; GOLD; WILET, 1995; ADEGOKE et al., 1998). Alguns
polifendis comuns, principalmente em vinhos tintos, sdo conhecidos pela capacidade
antioxidante que trazem inumeros beneficios a saude humana, inclusive na prevencdo e
inibicao de tumores (SOLEAS et al., 1997). O resveratrol ¢ o mais conhecido dos polifenois e
sua concentracao em vinhos oriundos de uvas vermelhas ¢ significativamente superior aqueles
oriundos de uvas brancas (SOLEAS et al., 1997). Alguns estudos tém demonstrado a
capacidade antioxidativa do resveratrol (SHIGEMATSU et al., 2003; IACOPINI et al., 2008).
As EROs estdao normalmente envolvidas em injurias renais. O resveratrol ¢ capaz de reduzir
estas EROs, como a peroxida¢ao lipidica, promovendo a supressdo do processo inflamatdrio
(SOARES et al., 2007). Frutos nativos do bioma Cerrado também apresentam altos teores de
compostos fendlicos e possuem excelente capacidade de sequestrar radicais livres (ROESLER
et al., 2007). As frutas vermelhas, em geral, inclui-se ai o morango, sdo conhecidas pela
atividade anticancerigena, devido a presenca de flavonodides, principalmente a antocianina
(WARGOVICH, 2006). Além do cancer, outras doencas de carater degenerativo podem ser
prevenidas pelo consumo de alimentos ricos em antocianinas, como catarata, glaucoma,
retinopatia diabética e ateroesclerose, atuando também no sistema nervoso, vasos e artérias
(HENRIQUES et al., 2004). Extratos de frutos de diferentes cultivares de morango reduziram
a proliferacao celular em relagdo ao controle, ¢ a maior atividade antioxidante ocorreu na
cultivar Earliglow, a qual também apresentou o maior teor de fendis totais (MEYERS et al.,
2003). Esta cultivar também apresentou maior conteudo de antocianinas e atividade
antioxidante em estudo que testou diferentes espécies de frutas vermelhas e cultivares de
morango, na qual também foi possivel observar incremento no acumulo de antocianina com a
gradual maturacao dos frutos (WANG; LIN, 2000).

Essas diferencas no conteido de antocianinas podem ser usadas na distingdo de
variedades de morango e na escolha de variedades em fun¢do do maior teor de antocianinas

(CALVETE et al., 2008) e, ocasionalmente, maior capacidade antioxidante.
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2.4.5 Harpina e a Defesa Vegetal

A proteina harpina ¢ de ocorréncia natural em diversas bactérias de acdo patogénica
em plantas e foi, inicialmente, isolada da bactéria Erwinia amylovora. Esta proteina tem agao
confirmada na induc¢ao a RSA, além de promover o acimulo de biomassa na planta (WEI et
al., 1992; LESTER; BUBENHEIM; ROCHER, 2002; QUI; CLAYTON, 2002a). A proteina
harpina pode ser associada a diversos vegetais, com grande potencial na ativa¢do de
resisténcia sob diferentes aspectos e niveis de eficiéncia.

O produto comercial Messenger”, a base de proteina harpina, foi desenvolvido pela
EDEN Bioscience, ndo ¢ toxico e degrada facilmente apos a aplicacdo, sendo a harpina
considerada indutor de resisténcia biotico, classificada como um isolado avirulento
(ROCHER; BAUER; QUI, 2002; U.S. ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY,
2002).

Os frutos, mesmo apos a colheita, continuam com o metabolismo ativo e desta forma
a aplicacgdo de eliciadores pode ter efeito desejavel no controle pos-colheita de patdogenos. A
aplicagdo pos-colheita de Messenger” inibiu o desenvolvimento de doengas e contribuiu para
conservagdo dos frutos, inclusive de morangos (ROCHER; BAUER; QUI, 2002). Os
tratamentos de cerejas em pré e pos-colheita reduziram a incidéncia de doencas de ocorréncia
natural comparado ao uso de Messenger” apenas em pré ou em pos-colheita, ou ao ndo uso do
produto (QUI; CLAYTON, 2002b). Verificou-se um maior acimulo de acido salicilico com o
uso do Messenger”™, porém, este ndo é o unico mecanismo de defesa desencadeado pelo
produto, sendo o mesmo responsavel pela ativagdo de outros mecanismos (HUTCHEON;
ROCHER; QUI, 2002). Segundo Rocher, Bauer ¢ Qui (2002), para framboesa, o tratamento
com Messenger”, comparado a plantas ndo tratadas, permitiu antecipada maturagdo, com
frutos mais uniformes, além de incremento na produtividade devido ao maior niimero de
frutos, caracteristicas estas desejaveis para comercializacao. Esses mesmos resultados foram
observados em tomate, morango e uva, nos quais foi constatado aumento na atividade
fotossintética, promovendo a florag¢ao antecipada (ROCHER; BAUER; QUI, 2002).

Outro produto comercial a base de proteina harpina é o ProAct™™, o qual contém em
sua formulagdo, uma sequéncia de quatro fragmentos da referida proteina, isolados de trés
bactérias, Erwinia amylovora, Ralstonia solanacearum e Pseudomonas seringae; sao eles

harpinN, harpinW, popA e harpinZ, respectivamente. Os dois primeiros sdo isolados de
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Erwinia amylovora e sdo produzidos através da inser¢do de fragmentos de DNA dessas trés
bactérias em Escherichia coli, ¢ seu modo de acdo ¢ considerado nao toxico (U.S.
ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2005).

Em frutos de pessegueiro tratados com proteina harpina houve redugdo na area
lesionada por Monilinia fructicola, com eficiéncia de controle estimada em 39,8% para o
produto Messenger” e 31,5% com o uso do produto Por Act®, associada ao incremento na
atividade da FAL, bem como ao acimulo de compostos fenolicos nos tecidos para ambos os

produtos (DANNER et al., 2008).

2.4.6 Acilbenzolar-S-metil e a Defesa Vegetal

Os produtos a base de acilbenzolar-S-metil (ASM) funcionam como indutores de
resisténcia abiodticos de baixa toxicidade para organismos nao-alvo. O ASM tem apresentado
resposta significativa na inducdo da RSA, através da ativagdo de genes de resisténcia em
plantas de tabaco, tomate, pepino, trigo e Arabidopsis thaliana, a diversos agentes
patogénicos, como Pseudomonas syringae pv 'tomate', Peronospora parasitica, Blumeria
graminis f. sp. tritici € Tobaco mosaic virus (TMV) (FRIEDRICH et al., 1996; GORLACH et
al., 1996; LAWTON et al., 1996, ATHAYDE SOBRINHO; FERREIRA; CAVALCANTI,
2005). O mecanismo de acdo do composto estaria relacionado ao acimulo de compostos
fendlicos nos locais onde houve ferimento causado por agentes patogénicos (ATHAYDE
SOBRINHO; FERREIRA; CAVALCANTI, 2005), como ¢ o caso do acido salicilico (VAN
LOON; BAKKER; PIETERSE, 1998; METRAUX, 2001; DURRANT; DONG, 2004), sendo
0o ASM uma molécula sintética que mimetiza a agdo sinalizadora do AS.

Os dados de literatura indicam uma réapida a¢do e degradacao do ASM. Entretanto,
pode ser observado em cacaueiro um periodo de acdo do ASM de 15 dias apos sua aplicacao
nas plantas, periodo considerado longo, € muito mais importante que a propria dosagem
utilizada (CAVALCANTI; RESENDE, 2004). Para a cultura do morango, o ASM foi
relacionado a reducdo da intensidade do mofo-cinzento, causado por Botrytis cinerea, nos
frutos (TERRY; JOYCE, 2000; MAZARO et. al., 2008). Em pos-colheita de pessegueiro,
Danner et al. (2008) constataram reducao na intensidade da podridao-parda (Monilinia

fructicola) em péssegos tratados com ASM. Para podriddes pos-colheita de mamoes, causadas
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por Lasiodiplodia sp. e Fusarium sp., o tratamento a base de ASM promoveu redugdo de 50
% na incidéncia da doenca nos frutos (DANTAS et al., 2004).

O ASM aplicado em cafeeiro susceptivel a Hemileia vastatrix, induz a RSA
conferindo prote¢do as plantas, e, aplicado in vitro sobre o fungo, ndo interfere na germinagao
de esporos e formagdo de apressorios, evidenciando, dessa forma, que o produto ndo possui
acdo antimicrobiana direta (GUZZO et al., 2001).

O Actigard® 50WG e o Bion® 500 WG, ambos da empresa Syngenta, sdo produtos
comerciais a base de ASM, cuja composicdo ¢ de 50% do referido i.a, ndo apresentando
qualquer efeito direto sobre os organismos alvo, atuando especificamente na indugdo de
resisténcia nos vegetais de forma sistémica, podendo ser aplicados via solo ou pulverizag¢des
foliares. Nao foi comprovada toxicidade significativa em uma bateria de testes com cobaias,
tratando-se, portanto, de um produto seguro, indicado principalmente para o manejo integrado
de doencas (MAPA, 2008). No Brasil, este produto ¢ registrado para as culturas de algodao,
batata, cacau (mudas), citros (mudas), feijao, meldo e tomate (MAPA, 2008).

Em nosso pais, as pesquisas com eliciadores para cultura do morango sao ainda
escassas ¢ normalmente restritas a aplicagdes em pré-colheita. Dessa forma, ha grande
demanda por testes também na 4rea de pds-colheita, visto a importancia da producdo de

morangos no pais.
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3 CAPITULO I - ELICIADORES EM PRE-COLHEITA
3.1 INTRODUCAO

A produgdo brasileira de morango (Fragaria x ananassa Duch.) encontra-se em
expansdo devido, principalmente, a alta rentabilidade por unidade de area que a cultura
proporciona, sendo uma boa opgao para diversificagao de pequenas propriedades.

Por esse motivo, especial atencao deve ser dada a forma de controle de doengas nesta
cultura, uma vez que o morango ¢ citado entre as culturas com maiores irregularidades quanto
ao uso de agrotoxicos (CAMARGO FILHO; CAMARGO, 2009). Dentre as doencas de
ocorréncia em pré-colheita, o mofo cinzento causado pelo fungo Botritys cinerea encontra-se
entre as mais importantes. Esta doenca ¢ favorecida em condi¢des de alta umidade relativa do
ar (COSTA; VENTURA, 2006). Nao obstante, a mancha-de-dendrofoma provocada pelo
fungo Dendrophoma obscurans, embora ndo esteja presente na lista das doengas de maior
importancia econdmica, pode tornar-se importante em condi¢des de temperaturas elevadas,
quando, em alta severidade, destr6i a folhagem, reduzindo a area fotossinteticamente ativa
(TANAKA, 2002).

Os eliciadores sao conhecidos por promover a ativa¢do de mecanismos de defesa em
plantas contra diversos patogenos e insetos. A inducdo ocorre quando moléculas sinalizadoras
dos agentes patogénicos ou dos eliciadores ligam-se as moléculas receptoras na planta ou
fruto, desencadeando, a partir dai, diferentes respostas, como a hipersensibilidade, na qual as
células adjacentes a lesdo coalescem (DURRANT; DONG, 2004), além da formacao de calos,
lignificagdo, acimulo de acido salicilico (AS) e producao de fitoalexinas (WARD et al., 1991;
GOELLNER; CONRATH, 2008). A partir da infec¢do primaria de determinado agente
patogénico, rizobactérias ou pulverizagdo com eliciadores quimicos, a planta sera pré-
condicionada a indugdo de resisténcia (DURRANT; DONG, 2004; GOELLNER;
CONRATH, 2008).

O indutor de resisténcia acibenzolar-S-metil (ASM), conhecido por mimetizar o
efeito indutor do AS, tem sido estudado em diversas espécies, com promocao na inducao de
resisténcia para tabaco (FRIEDRICH et al., 1996; LAMONDIA, 2009), tomate
(HACISALIHOGLU et al.,, 2007, MALOLEPSZA, 2006), cacau (CAVALCANTI
RESENDE, 2004), melao (SALES JUNIOR; PONTES FILHO; NUNES, 2007), pimenta
(BAYSAL; TURGUT; MAO, 2005), manga (CAZORLA et al., 2006) e pé€ssego (DANNER

et al., 2008). Em morango, o ASM apresentou eficiéncia na reducdo da incidéncia e
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severidade da mancha-de-micosferela, incidéncia de flor-preta e incidéncia da mancha-de-
dendrofoma; o eliciador ainda foi relacionado ao aumento da producdo de compostos do
metabolismo secundario (MAZARO, 2007). O ASM também foi eficiente contra a bacteriose
causada pela Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli em feijao e o controle foi associado a
atividade de diversas enzimas envolvidas na indugdo de resisténcia (KUHN, 2007). Com
plantas de trigo em hidroponia, Heil et al. (2000) obtiveram crescimento mais rapido e maior
acumulo de biomassa em plantas nao tratadas com ASM do que aquelas tratadas. Esse efeito
se tornou visivel 3 a 4 semanas apds a aplicacdo dos tratamentos; em campo, os resultados
seguiram a mesma tendéncia tanto para biomassa de parte aérea quanto de raizes. Por outro
lado, Marchese (2006), embora tenha observado incrementos na taxa de assimilacdo de CO;
com aplicagcdo de ASM e harpina em Artemisia annua, nao observou acumulo de biomassa
em relacdo as plantas controle.

A proteina harpina, presente em algumas bactérias fitopatogénicas como Erwinia
amilovora também ¢ conhecida pela sua acdo indutora de resisténcia. Em Arabidopsis,
embora tenha ocorrido indugdo de resisténcia, ficou claro que o acuimulo do AS nao € o tnico
sinal envolvido na indugdo (DONG et al., 1999). Para Hutcheon, Rocher e Qui (2002), além
de uma rota de sinalizagdo por AS, a proteina harpina pode ainda induzir a resisténcia por
uma via de sinalizacdo dependente de acido jamonico/etileno. A proteina harpina tem
apresentado acdo indutora em espécies como morango, tomate, uva (ROCHER; BAUER;
QUI, 2002), cerejas (QUI; CLAYTON, 2002a) e péssegos (DANNER et al., 2008). Além da
acdo na inducdo de resisténcia, a harpina tem sido associada a maior atividade fotossintética
(MARCHESE, 2006), promovendo o acumulo de biomassa (ROCHER; BAUER; QUI, 2002).

No Brasil poucos sdo os estudos com eliciadores para cultura do morango,
necessitando de maiores informacgdes pertinentes aos efeitos sobre diversos fitopatogenos,
produtividade, atividade fotossintética, e o efeito de diferentes eliciadores e suas respectivas
dosagens. Neste sentido, o presente estudo teve por objetivo comparar os eliciadores harpina e
ASM, aplicados em pré-colheita, sobre a indugdo de resisténcia contra as doengas do morango
causadas por B. cinerea e D. obscurans, bem como verificar seus efeitos sobre o metabolismo

das plantas por meio de andlises bioquimicas.
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3.2 MATERIAL E METODOS

Os testes pré-colheita em morango (Fragaria x ananassa Duch.) foram realizados
através de dois experimentos. O primeiro experimento foi conduzido do dia 29/04 a
10/09/2009 em casa-de-vegetagdo (Figura 01A), com temperaturas programadas, variando
entre 13° e 28 °C. O segundo experimento foi conduzido do dia 01/07 a 10/10/2009 em estufa
pléstica (Figura 01B) sob temperatura média de 20°C. Tanto a casa-de-vegetacdo quanto a
estufa estdo localizadas no Campus Pato Branco, da Universidade Tecnologica Federal do

Parana, latitude 26°11°50” S e longitude 52°41°26”W (UTFPR).
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Figura 01 — Condugdo dos experimentos em casa-de-vegetacao (A) e em estufa plastica (B). UTFPR, 2009.

3.2.1 Experimento 1
3.2.1.1 Condugao das plantas

O delineamento experimental para o primeiro experimento foi o de blocos ao acaso
com trés repeticoes € quatro tratamentos (4x3), sendo cada unidade experimental constituida
por 16 vasos com uma planta cada, da cultivar Camarosa importadas do Chile. Destas plantas,
seis foram destinadas a avaliagdes de produtividade e incidéncia de podriddoes nos frutos,
cinco plantas para avaliagdes de incidéncia e severidade da mancha-de-dendrofoma e mais
cinco plantas para coleta de folhas para andlises bioquimicas. O croqui pode ser visualizado

no APENDICE A. O substrato para plantio foi constituido de mistura de solo, humus e
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vermiculita (6:3:1), apresentando as seguintes condi¢des nutricionais: 73,71 g dm™ MO;
86,04 mg dm’ P; 2,80 cmol, dm’ K; 5,77 cmol, dm’ Ca; 4,40 cmol, dm’ Mg; V% 77,16;
CTC=16,81; e pH (CaCl,) 5,2.

No dia 29/04/2009 foi realizado o transplante das mudas para os vasos (volume 4,5
L), os quais permaneceram em casa-de-vegetacdo sob irrigacdo por aspersdo, realizada
sempre que o solo se apresentava seco (a cada dois dias, aproximadamente). Antes do inicio
da aplicagdo dos tratamentos foram realizadas duas pulverizacdes de fungicida com o intuito
de manter as plantas sadias: a primeira aplicagdo foi com o fungicida Azoxistrobin na
dosagem de 175 mg L™, 15 dias apés o plantio (DAP), ¢ a segunda aplicacdo foi com o
fungicida Cercobin na dosagem de 700 mg L™, 33 DAP. Além disso, foi aplicado o inseticida

Conect na dosagem de 2 mL L™ para o controle de pulgdes aos 111 DAP.

3.2.1.2 Tratamentos

Os tratamentos foram constituidos por trés produtos comerciais, dois deles da
empresa Eden Bioscience tendo como principio ativo a proteina harpina, sendo estes
Messenger” (3% i.a.) na dosagem de 750 mg L' e ProAct™ (1% i.a.) na dosagem de 2,5 g L~
! um produto a base de ASM, sendo este o Bion® 500WG da empresa Syngenta na dosagem
de 500 mg L' do produto, ¢ uma testemunha (dgua destilada). Ao todo, foram cinco
aplicagdes dos tratamentos, realizadas a cada quinze dias, iniciando aos 61 DAP.

As coletas de materiais vegetais para analises bioquimicas foram realizadas as 24
horas antes da primeira aplicagao dos tratamentos (60 DAP) e 24, 48 e 72 horas apos a
primeira aplicacdao, bem como 24 horas antes da segunda aplicag¢do dos tratamentos (75 DAP),
e 24, 48 e 72 horas depois da segunda aplicagdo. Os materiais vegetais coletados foram
embrulhados em papel-aluminio e imediatamente congelados em nitrogénio liquido a -180 °C
¢ armazenados a -40 °C.

Apo6s 24 horas da segunda aplicagdo dos tratamentos, foi realizada a inoculagdo do
fungo B. cinerea na concentragio de 10° conidios mL™. O indculo foi isolado a partir de
frutos doentes, e cultivado em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) mantido em estufa
incubadora tipo B.O.D. a 25 °C e fotoperiodo de 12 horas durante 15 dias. Os conidios foram
retirados através de pincel imido e diluidos em agua destilada, efetuando-se posteriormente a

contagem dos conidios para ajuste da suspensdo, com auxilio da cdmara de Neubauer, onde
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foi feita a contagem em quatro quadrantes, e os dados obtidos, submetidos a seguinte

equacio: N° de conidios mL™ = (N° total de conidios/N° de quadrantes contados) x 10000.

3.2.1.3 Avaliagdes

As avaliagdes de produtividade foram realizadas em um grupo de seis plantas por
parcela. Duas vezes por semana eram colhidos os frutos sadios, procedendo-se a contagem e
pesagem dos mesmos. A partir desses valores, obteve-se o numero de frutos comercializaveis
por planta (NFC), a massa dos frutos comercializaveis por planta (MFC) e a massa média dos
frutos comercializdveis (MMC). No total foram realizadas dezenove avaliagdes de
produtividade, iniciadas aos 68 DAP e encerradas aos 130 DAP. Nessas mesmas avaliagdes
também foi observado o niimero de frutos com sintomas aparentes provocados pelo fungo B.
cinerea, caracterizando a incidéncia de frutos podres, sendo esta equivalente a porcentagem

de frutos tomados pelo mofo-cinzento em relacao ao total de frutos (Figura 02B).

Figura 02 — Folhas com sintomas da mancha-de-dendrofoma (A). Fruto com sintoma caracteristico do mofo-
cinzento (B). UTFPR, 2009.

A incidéncia e a severidade da mancha-de-dendrofoma (Figura 02A) de ocorréncia
natural foram avaliadas em intervalos de dez dias, iniciando-se aos 68 DAP, totalizando seis
avaliagdes encerradas aos 118 DAP. Para avaliagdo da doenga, foi utilizada escala
diagramatica especifica para cultura do morango, a qual pode ser visualizada no ANEXO A

(MAZARO et al., 2006).
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Concomitante as avaliagdes da mancha-de-dendrofoma, foram realizadas avalia¢des
da porcentagem de flores abortadas em plantas destinadas a colheita de frutos, com o intuito
de relacionéd-las a produtividade. Ao todo, foram quatro avaliagdes a cada dez dias, com inicio
aos 78 DAP e término aos 108 DAP. Além disso, aos 108 DAP foi realizada avaliagdo para
incidéncia de 4caros de ocorréncia natural, ocasido em que foram contadas, por parcela, as
plantas que continham sintomas visiveis de acaros.

Ap6s 48 horas da ultima aplicacdo dos tratamentos, aos 148 DAP, foi realizada
avaliacdo de trocas gasosas nas plantas, com auxilio de IRGA (analisador portatil de CO; a
infravemelho) modelo LI-6400x¢t da LI-COR. As condi¢des microclimaticas na camara de
medidas foram mantidas em + 26 °C de temperatura, 1300 pmol m™ s™ de PAR (Radiacio
fotossinteticamente ativa), UR 61%, e 400 ppm CO,. Foi avaliada uma folha por planta, em

trés plantas por tratamento. As folhas foram limpas e secas com papel-toalha, e nelas foram

feitas leituras em triplicata (Figura 03).

Figura 03 — Avaliacdo das trocas gasosas das plantas de morango através do analisador portatil de CO, a infra-
vermelho (IRGA). UTFPR, 2009.

Foram determinadas as proteinas totais nos tecidos vegetais, utilizando-se o teste de
Bradford (1976). A leitura foi feita em espectofotometro a 630 nm. Os resultados foram
expressos em equivalentes pug de soro-albumina bovino por mL de amostra (ug proteina mL"
b,

A quantificagdo da atividade da enzima FAL foi realizada por meio de metodologia
adaptada de Rodrigues, Bezerra Neto e Coelho (2006), em que foi macerado
aproximadamente 1 g por amostra de tecido vegetal em tampao TRIS — HCI pH 8,00 a 4 °C; o
extrato foi colocado em tubos “eppendorf” e posteriormente centrifugados a 6000 rpm durante

10 minutos a 4 °C. Coletaram-se 400 pL do sobrenadante dissolvendo-o em 800 pL do
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tampao de extragdo (TRIS — HCI pH 8,00) e 800 puL de L-fenilalanina (6 uM). A solugdo foi
homogeneizada em vortex e incubada em banho-maria durante 1 hora a 40 °C. Decorrido este
tempo, foi adicionada a cada tubo 100 pLL de HCl 5N, para cessar a atividade enzimatica.
Procedeu-se, entdo, a quantificacao do acido trans-cinamico em espectofotdometro (modelo SP
2100, da “Spectrum’) a 290 nm.

Os fenois totais foram quantificados por meio da pesagem de aproximadamente 200
mg de tecido vegetal macerados em 10 mL de acetona 70%, sobre gelo. O macerado foi
transferido para tubos “eppendorf” e estes centrifugados durante 10 minutos, a 4 °C e 3000
rpm. A partir dai, foram coletados 50 pL do sobrenadante de cada amostra e alocados em
tubos de ensaio em triplicata, e a estes foram acrescentados 450 pL de dgua destilada, 500 pL
do reagente Folin-Ciocalteu diluido (1:4) e 1,25 mL da solugdo de Na,COs a 20%. Os tubos
foram agitados em vortex para posteriormente efetuar a leitura em espectrofotdmetro a 725
nm. O teor de fenois totais foi calculado em equivalentes de tirosina, através de curva-padrao,
e expresso em fun¢do da matéria fresca (NOZELLA, 2001).

Os dados coletados foram submetidos a analise de variancia pelo teste f a 5% de
probabilidade de erro e para comparacdo de médias foi aplicado o teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro; para tanto, foi utilizado o programa de andlises estatisticas ASSISTAT

(SILVA; AZEVEDO, 2002).

3.2.2 Experimento 2
3.2.2.1 Condugdo das plantas

O delineamento experimental para o segundo experimento foi o de blocos ao acaso
com oito tratamentos e quatro repeti¢des (8x4), sendo cada bloco constituido por um canteiro
de aproximadamente 60 metros e cada unidade experimental, com aproximadamente 7,5 m,
constituida por 25 plantas da cultivar Aromas importadas da Argentina. O croqui pode ser
visualizado no APENDICE B. O preparo dos canteiros ¢ a adubagio foram realizados no més
de junho. Os canteiros de 1 m de largura e 30 cm de altura foram preparados sobre solo com
as seguintes condi¢des nutricionais, apds a realizacdo das adubagdes: 37,53 g dm’ MO; 55,16
mg dm’ P; 1,28 cmol, dm” K; 6,92 cmol, dm™ Ca; 2,54 cmol, dm™ Mg; V% 78,45; CTC =
13,69; e pH (CaCl,) 5,7.
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No dia 01/07/2009 foi realizado o transplante das mudas para os canteiros, sob
irrigacdo por aspersdo a cada dois dias. Antes do inicio da aplica¢do dos tratamentos, foram
feitas trés pulveriza¢des com o fungicida Azoxistrobin na dosagem de 300 mg L™, aos 10
DAP, 25 DAP ¢ 40 DAP, com o intuito de manter as plantas sadias e assim evitar o pré-
condicionamento das mesmas.

Os tratamentos foram constituidos por trés doses de harpina (100; 200 e 300 mg L™
de ProAct™/Eden Bioscience 1% i.a) e quatro doses de ASM (100; 200; 300 e 400 mg L™ de
Bion® 500WG/Syngenta, 50% i.a), além de um tratamento testemunha (4gua destilada). Ao
todo foram cinco aplicacdes dos tratamentos realizadas semanalmente e iniciadas aos 50
DAP.

Passadas 24 horas da primeira aplicagcdo dos tratamentos, foi realizada a inoculagdo
com 1 mL de suspensdo de conidios do fungo B. cinerea na concentra¢io de 10* conidios mL”
'. O inéculo foi isolado a partir de frutos doentes, sendo o cultivo ¢ a contagem dos esporos

conduzidos da mesma forma descrita no experimento anterior.

3.2.2.2 Avaliagdes

A avaliagdo de trocas gasosas nas plantas com o IRGA (modelo LI-6400 da LI-COR)
foi realizada 24 horas antes da primeira aplicacao dos tratamentos (49 DAP) e 24 horas apos
(51 DAP) sob as mesmas condi¢cdes microclimaticas na cdmara de medidas citadas para o
experimento 1. Para tanto foi selecionada uma folha por planta, em uma planta por
tratamento, as folhas foram limpas e secas com papel-toalha e nelas foram realizadas leituras
em triplicata (Figura 03).

As avaliacdes de produtividade NFC, MFC e MMC foram realizadas em um grupo
de 20 plantas por parcela, onde duas vezes por semana eram colhidos os frutos sadios e
maduros, procedendo-se a contagem e pesagem dos mesmos. No total, foram realizadas oito
avaliacdes de produtividade, iniciadas aos 68 DAP e encerradas aos 100 DAP. Nestas
avaliacdes também foi observado o nlimero de frutos atacados pelo mofo-cinzento em relagao
ao total de frutos.

Aos 75 DAP, 24 horas ap06s a quarta aplicacao dos produtos, os frutos colhidos foram
destinados a testes em pods-colheita, quanto a area lesionada e firmeza de polpa. O

procedimento sera descrito e discutido no capitulo 2 desta dissertagao.
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Os dados coletados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F a 5% de
probabilidade de erro e para interagcdes significativas foi aplicado teste de regressao
separadamente, para cada produto. Para tanto, foi utilizado o programa de analises estatisticas

ASSISTAT (SILVA; AZEVEDO, 2002).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No experimento 1 foi possivel observar reducdo significativa da da area abaixo da
curva de progresso da doenga (AACPD) para mancha-de-dendrofoma de ocorréncia natural
com o uso de harpina e ASM, onde o na testemunha foi de 132 e passou para 44 com
ProAct™, 30 com Messenger® e 39 com o produto Bion® (Tabela 01). Além disso, a
incidéncia de acaro foi significantemente reduzida com o uso de harpina para ambos os

produtos, ProAct™ ¢ Messenger®.

Tabela 01 — Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para mancha-de-
dendrofoma. Porcentagem de plantas com &acaros. Porcentagem de flores abortadas (FA) e
porcentagem de frutos podres (FP), em morango, cultivar Camarosa tratado com Bion®,

Messenger® e ProAct™. UTFPR, 2009.

Tratamento AACPD Acaro (%) FA (%) FP (%)
Testemunha 132 a* 20,9 a 56,4 a 29,3 a
ProAct™ 44 b 0,0 b 14,7 b 11,5 b
Messenger” 30 b 43 b 138 b 79 b
Bion® 39 b 18,8 a 173 b 11,5 b
CV% 18,5 25,9 23,57 33,1

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5%.

Esses resultados estdo de acordo com outros de diversos estudos que apontam o
ASM e a proteina harpina como eficientes eliciadores, como em plantas de pimenta em que a
reducdo dos sintomas causados por Phytophthora capsici foi de 45% com aplicacdo de ASM,
comparado a testemunha, aos sete dias apds a inoculagdao do patégeno (BAYSAL; TURGUT;
MAO, 2005). Na cultura do morango, Carré-Missio et al. (2006) constataram efeito da
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aplicagdo de ASM sobre a doenga conhecida por mancha de pestaldtia causada pelo fungo
Pestalotia longiseluta, em que a severidade foi reduzida significativamente em 85% nas
plantas inoculadas com o fungo seis dias ap6s a aplica¢do dos tratamentos, e 88% nas plantas
inoculadas aos doze dias ap0ds os tratamentos, quando comparadas as plantas testemunha. Essa
reduc¢do na severidade pelo uso do ASM foi equivalente ao controle proporcionado pelos
fungicidas Azoxystrobin e Mancozeb, comumente utilizados no controle de doencgas para
cultura do morango.

Tubajika et al. (2007) conduziram testes em videira, por dois anos, € verificaram em
média uma redugdo de 74% na incidéncia de Xylella fastidiosa na dosagem mais alta de
harpina (480 g ha™ i.a), a qual corresponde a aproximadamente dez vezes a dosagem utilizada
em nosso estudo (45 g ha™ i.a.). Em tomateiro, a incidéncia da doenga provocada pela bactéria
Ralstonia solanacearum foi reduzida de forma significativa com o uso de ASM na
concentragio de 25 pg mL™, aplicado nas plantas duas vezes antes e quatro vezes depois da
inoculacdo da bactéria (HACISALIHOGLU et al., 2007). Ainda em tomateiro, a harpina
reduziu significativamente a severidade da bactéria Xanthomonas campestris em relagao ao
controle, porém, foi menos eficiente que ASM. Entretanto, deve-se ressaltar que os
tratamentos foram aplicados nas plantas apds a inoculagdo da bactéria (OBRADOVIC et al.,
2004). Neste caso, destacamos a importancia que tem o momento adequado da aplicacdo dos
eliciadores, de preferéncia nas fases iniciais, possibilitando um pré-condicionamento das
plantas, antes que ocorra a infecgao.

Lin; Ishizaka; Ishii (2009) também observaram o controle de mildio em folhas de
plantas de pepino tratadas com ASM antes da inoculagdo do fungo, comparadas ao tratamento
controle (agua destilada), onde a severidade foi 0% localmente (nas folhas inoculadas) e 0,3
sistemicamente (na planta). Entretanto, os mesmos autores comentam que ao aplicar o ASM
depois da inoculagdo do fungo, embora tenha ocorrido reducao das infec¢des por mildio em
relagdo ao controle, os valores foram maiores aos observados nas plantas tratadas com ASM
antes da inoculacdo, sendo a severidade de 1,3% e 1,7% local e sist€émica, respectivamente,
enquanto para o controle foi observada severidade de 2,9% local e 3,4% sistémica. Estes
valores sao muito semelhantes aos encontrados no presente trabalho, no qual, mesmo tendo
sido realizadas aplica¢des de fungicidas para manter as plantas sadias antes das aplicagdes dos
tratamentos e sem a inoculagdo do fungo D. obscurans, houve reducdo significativa na
incidéncia e severidade da mancha-de-dendrofoma com a aplicagdo dos eliciadores.

Os valores encontrados para incidéncia e severidade de dendrofoma foram baixos,

fato associado a fase fenoldgica das plantas, visto que esta doenga ocorre com maior
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intensidade no inicio ¢ no final do ciclo da cultura (COSTA; VENTURA, 2006; MAZARO,
2007). Lin; Ishizaka; Ishii (2009) observaram valores de severidade altos para antracnose em
pepino, porém, com a mesma tendéncia de redugao da severidade nas plantas tratadas com
ASM antes da inoculagdo do fungo Colletotrichum orbiculare, em relagdo aquelas tratadas
depois da inoculacdo do fungo, embora nestas, também tenha ocorrido reducdo significativa
da doenca em relagdo a testemunha.

A proteina harpina e o0 ASM também foram eficientes para manter as flores sadias
(Tabela 01), em que a porcentagem de flores abortadas foi reduzida de maneira significativa:
de 56,4% na testemunha para 14,7% no tratamento ProAct™, 13,8% para Messenger® e
17,3% no tratamento Bion®. O tratamento-testemunha também apresentou maior
porcentagem de frutos podres, principalmente por B cinerea, ¢ diferiu de forma significativa
dos demais tratamentos, reduzindo de 29,3% na testemunha para 11,5%, 7,9% e 11,5% nos
tratamentos ProAct™™, Messenger® e Bion®, respectivamente (Tabela 01). Esses dois
parametros estdo relacionados, ja que a podriddo dos frutos pode ocorrer por ocasido da
presenca do inoculo latente desde o processo de polinizagdo da flor até a formacao do fruto. O
fungo B. cinerea, causador de podriddoes pos-colheita em morango, encontra-se presente em
sépalas e pétalas das flores de morango, as quais sdo importantes fontes de inoculo. Na
maioria dos casos, entre 65 a 85% dos frutos podres, a infec¢do tem inicio nas regides basais
de insercdo dos frutos as sépalas (BOFF et al., 2003). Além disso, Marchese (2006) cita que a
fase de floragdo ¢ um momento importante no desenvolvimento das plantas que buscam a
producdo de sementes para a perpetuacao da espécie, e a protecao exercida pela producao de
metabolitos secundérios nesta fenofase ¢ maior. O autor cita como exemplo o acimulo de
artemisinina durante a floragdo em Artemisia annua. Sendo assim, os eliciadores podem ter
aumentado a producao de compostos de defesa nessa importante fase da cultura do morango,
reduzindo ndo s6 o numero de flores abortadas, mas também o niimero de flores infectadas
por B. cinerea, pela diminui¢do da podridao dos frutos. Mazaro (2007) constatou a segunda
menor incidéncia de flor-preta, causada por Colletotrichum acutatum, nas plantas de morango
tratadas com ASM, ficando atras apenas do tratamento com fungicida, nao apresentando,
porém, diferenca significativa deste.

Além disso, os eliciadores podem ter agido diretamente sobre a podridao dos frutos,
ao torna-los fisica e quimicamente mais resistentes como tem sido apontado na pods-colheita
de diversos frutos submetidos a indu¢do de resisténcia por harpina, como em pimentao
(AKBUDAK et al., 2006), cereja, laranja, tomate, maga e uva (QUI; CLAYTON, 2002b), em
maca (CAPDEVILLE et al., 2008) e em péssego (DANNER et al., 2008) e por ASM, em
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morango (MAZARO et al., 2008), magas (SAUTTER et al., 2008; SPADARO; GARIBALDI;
GULLINO, 2004), tomate (OBRADOVIC et al., 2004) e em péssego (DANNER et al., 2008).

Os valores de incidéncia e severidades da mancha-de-dendrofoma para os
tratamentos a base de harpina e ASM permaneceram baixos durante todo periodo de avaliagao
e foram significativamente inferiores a testemunha, como pode ser observado nas curvas de
progresso da doencga para incidéncia (Figura 04) e severidade (Figura 05).

O comportamento das curvas de progresso para incidéncia e severidade da mancha-
de-dendrofoma, foi semelhante ao comportamento das curvas de progresso para incidéncia e
severidade relatadas por Mazaro (2007) para mancha de micosferela em morango, onde a
testemunha apresentou, durante todo o periodo de avaliacdo, valores superiores aos
apresentados para os indutores quitosana ¢ ASM, bem como para mancha-de-dendrofoma, em

que a testemunha também diferiu dos tratamentos com indutores, exceto nas duas ultimas

avaliagoes.
12,0 -
10,0 -
8,0 -
©
‘S
@ 6,0 -
2 g
E o’y "'o... —~ . o""o.
40 1 sannen T
P - *e
o ~~~ ..
o el Cc.
210 T Y “‘N:“...
0,0 T T T T 1
68 78 88 98 118
DAP
e Testemunha = cceecee Proact === [\Vlessenger e« Bjon

Figura 04 — Curva de progresso da incidéncia da mancha-de-dendrofoma em morango, cultivar Camarosa
tratado com Bion®, Messenger® e ProAct™. UTFPR, 2009.
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Figura 05 — Curva de progresso da severidade da mancha-de-dendrofoma em morango, cultivar Camarosa
tratado Bion®, Messenger® e ProAct™. UTFPR, 2009.

O maior nimero de frutos comercializaveis por planta foi observado no tratamento
com o produto Messenger”, diferindo significativamente da testemunha, mas nio de
ProAct™ e Bion®. Este ultimo, porém, ndo diferiu de maneira significativa da testemunha
(Tabela 02). A massa dos frutos comercializaveis por planta, bem como a massa média dos
frutos comercializaveis, ndo apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos
avaliados (Tabela 02). A produtividade observada, bem como o numero de frutos por planta,
pode ser considerada baixa em funcdo de a colheita ter sido realizada em um curto periodo de
tempo, apenas dois meses, quando ¢ sabido que o periodo produtivo para esta cultivar inicia
em julho (CAMARGO FILHO; CAMARGO, 2009) e estende-se at¢ o més de janeiro
(CANSIAN et al., 2002). Para a cultivar Camarosa, podem ser encontradas produtividades
variando entre 0,4 kg (CANSIAN et al., 2002) a 1 kg planta'1 (CALVETE et al., 2007).
Mesmo nao havendo diferenga significativa, os tratamentos com harpina apresentaram os
maiores valores para a massa média de frutos comercializaveis, acima de 9 g planta”, que,
muito embora sejam inferiores ao esperado para a cultivar Camarosa que gira em torno de 13
g planta™, podem ser considerados normais (VERONA et al., 2007).

O maior nimero de frutos comercializdveis e maior massa média de frutos

comercializaveis nos tratamentos com harpina foram correlacionados a maior atividade

fotossintética, que se mostrou maior no tratamento ProAct'™, seguido pelo tratamento
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Messenger”, os quais foram estatisticamente iguais; ja o tratamento com Bion®™ néo diferiu da

testemunha (Tabela 02).

Tabela 02 — Numero de frutos comercializaveis por planta (NFC), massa dos frutos
comercializaveis por planta (MFC), massa média dos frutos comercializaveis (MMC) e
fotossintese (FT), em morango, cultivar Camarosa tratado com Bion®, Messenger” e

ProAct™ . UTEPR, 2009.

Tratamento NFC (Frut. Planta™) MFC (g planta’) MMC (g fruto™) FT (umol CO, m?s™)

Testemunha 6,7 b 57,67 a 8,52 a 1095 b
ProAct™ 93 a 89,00 a 9,91 a 18,84 a
Messenger® 10,0 a 88,00 a 9,06 a 15,15 ab
Bion" 7,6 ab 59,67 a 7,88 a 11,06 b
CV% 10,66 18,07 10,13 11,34

*Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5%.

A proteina harpina € reconhecida como potencializadora do aumento de biomassa
(WEI et al., 1992; LESTER; BUBENHEIM; ROCHER, 2002; QUI; CLAYTON, 2002a; U.S.
ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2002; DONG et al., 2004; TUBAJIKA et
al., 2007), possivelmente promovida pela maior assimila¢ao liquida de CO,, ou seja, maior
atividade fotossintética (MARCHESE, 2006). Entretanto, a baixa atividade fotossintética na
testemunha e no tratamento Bion® estd mais atrelada & maior incidéncia e severidade da
mancha-de-dendrofoma na testemunha, bem como a alta incidéncia de acaros nesses
tratamentos (Figura 06), do que a um possivel aumento na atividade fotossintética dos
tratamentos com harpina. Hacisalihoglu et al. (2007) observaram redugdo na producao de
matéria seca de plantas de tomate tratadas e ndo tratadas com ASM, com a inoculagdao da
bactéria R. solanacearum, que foi associada de forma negativa as concentragdes de célcio,
boro e fosforo nas folhas, indicando que a redug@o de biomassa estd muito mais relacionada a
infeccdo pelo patdogeno e sua acdo degenerativa do que ao uso do indutor.

Os menores niveis de incidéncia de 4dcaros nos tratamentos com harpina podem estar
correlacionados a indugdo de resisténcia a herbivoria promovida por este eliciador, uma vez
que a harpina atua em um amplo espectro de defesa, induzindo resisténcia contra virus,
bactérias, fungos e outros estresses (U.S. ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY,
2002), ativando simultaneamente rotas de defesa dependentes de AS e 4cido

jasmonico/etileno (AJ/ET). Essa caracteristica confere a planta a capacidade de responder
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positivamente contra patdgenos e também contra insetos (STASWICK; LEHMAN, 1999),
enquanto o ASM atua apenas contra patégenos. Em estudo com videira a campo, a aplicagao
de harpina reduziu tanto as infec¢des causadas por X. fastidiosa, quanto a populagao do vetor
que a transmite (Homalodisca coagulata) (TUBAJIKA et al., 2007). Dong et al. (2004)
também observaram expressiva reducdo da incidéncia de afideos mediante aplicagdo de
harpina em Arabidopsis e relacionaram tal resposta a ativagdo de uma rota sensivel ao etileno.
Ainda com Arabidopsis, plantas mutantes para os genes nahG que impossibilita o acamulo de
AS, e NIMI que nado responde ao AS, ndo apresentaram resposta de hipersensibilidade e
ativacdo de genes para expressdo da RSA; entretanto, desenvolveram algum tipo de

resisténcia em resposta ao metil jasmonato (MJ) e ET (DONG, et al., 1999).
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Figura 06 — Incidéncia de acaro e fotossintese em plantas de morango, cultivar Camarosa, tratadas com
ProAct™, Messenger” e Bion® (A). Percentual de flores abortadas, frutos podres e nimero de frutos
comercializaveis (NFC) em morango, cultivar Camarosa, tratado com ProAct™, Messenger® e Bion"” (B).
Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ou nas colunas de mesma cor, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5%. UTFPR 2009.

As plantas dos tratamentos com harpina apresentaram maior niimero de frutos
comercializaveis em resposta a um conjunto de fatores, entre eles a maior atividade
fotossintética associada a menor incidéncia de 4caros, além de uma menor porcentagem de
flores e frutos danificados (Figura 06), que juntos traduziram-se em melhor desempenho para
este eliciador.

Porém, deve-se esclarecer quais foram os fatores metabolicos ou mecanismos que
levaram a harpina a apresentar estas melhores respostas em func¢do dos menores indices

relacionados tanto a mancha-de-dendrofoma, quanto ao B. cinerea e a presenga de acaros.
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O conteudo de proteinas totais apresentou uma tendéncia a diminuir nos tratamentos
com os eliciadores harpina e ASM, tanto nas andlises realizadas apds a primeira aplicagdo dos
tratamentos, como em relagdo aquelas realizadas depois da segunda aplicagcdo, embora nesta
ultima os valores nao tenham diferido de forma significativa (Figura 07 e 08). A condigdo
nutricional da planta pode ter influenciado essas respostas, uma vez que nao foi feita
adubacdo de cobertura. Desta forma, ao demandar substrato para a produgdo de enzimas e
compostos necessarios para a defesa, a planta pode ter realocado nutrientes para este fim,
quebrando as proteinas existentes. Os mecanismos para inducao de defesa incorrem em
custos, ou seja, alocagcdo de reservas das plantas, mesmo sendo estabelecida apenas quando
requerida, entretanto, poucos estudos tém abordado os custos dessa defesa. Devido a
habilidade das plantas em dividir os nutrientes entre crescimento e defesa, os custos desta
ultima podem ser visiveis apenas em condi¢des limitantes (HEIL, 2001). Em estudo com
batata, os niveis da enzima Rubisco diminuiram com a infec¢ao do patdégeno, bem como, com
a aplicagdo de eliciadores (LONNGEMAN, 1995). Aminodacidos liberados pela degradagao de
proteinas fotossintéticas podem ser reutilizados na sintese de proteinas de defesa, levando a
perda de clorofila e rubisco (WEIDHASE et al., 1987; REINBOTHE; MOLLENHAUER;
REINBOTHE, 1994).
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Figura 07 — Conteudo de proteinas totais 24 horas antes, e 24, 48 e 72 horas depois da primeira aplicacdo dos
tratamentos em morango, cultivar Camarosa tratado com ProAct™, Messenger”™ e Bion®. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% e CV(%) = 8,8. UTFPR, 2009.
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Figura 08 — Conteudo de proteinas totais 24 horas antes, ¢ 24, 48 ¢ 72 horas depois da segunda aplicagdo dos
tratamentos em morango, cultivar Camarosa tratado com ProAct' ", Messenger® e Bion®. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% e CV (%) = 12,4. UTFPR, 20009.

Os resultados para proteinas podem ser relacionados com a maior atividade da FAL,
que foi incrementada de forma significativa nos tratamentos com os eliciadores a base de
harpina ¢ ASM depois da primeira e segunda aplicacdo dos tratamentos (Figuras 09 e 10),
indicando que realmente pode ter ocorrido quebra de proteinas para sintese de enzimas
envolvidas nos mecanismos de defesa.

Danner et al. (2008) constaram maior atividade da FAL em frutos de péssego
tratados com harpina e ASM, assim como extratos de patdogenos tém apresentado aumentos na
atividade da FAL (ORSOMANDO et al., 2003; BROETTO et al., 2005). Maior atividade
dessa enzima também foi constatada por Baysal, Turgut e Mao (2005) em plantas de pimenta
que receberam aplicagdo de ASM, sobretudo nas plantas inoculadas com o fungo
Phytophthora capsici, mostrando que a maior atividade enzimaética resultou em incrementos
no conteudo de fenodis totais, bem como na redugdo dos sintomas causados por este fungo.

Maior expressao de genes responsaveis pela ativacao da producao de enzimas relacionadas a
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defesa, como ¢ o caso da FAL, também ¢ observada apos o tratamento com ASM, sobretudo
quando o tratamento ¢ seguido da inoculacdo do patdégeno (COOLS; ISHII, 2002). Também
no presente trabalho foram observados maiores valores para atividade da FAL, apos a

inoculagdo do patogeno B. cinerea.
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Figura 09 — Atividade da FAL 24 horas antes, e 24, 48 ¢ 72 horas depois da primeira aplicagdo dos tratamentos
em morango, cultivar Camarosa tratado com ProAct'", Messenger” e Bion"™. Médias seguidas pela mesma letra
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% ¢ CV(%) = 19,8. UTFPR, 2009.
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Figura 10 — Atividade da FAL 24 horas antes, ¢ 24, 48 ¢ 72 horas depois da segunda aplicacdo dos tratamentos
em morango, cultivar Camarosa tratado com ProAct™, Messenger” e Bion”. Médias seguidas pela mesma letra
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% e CV(%) = 13,2. UTFPR, 2009.

Analisando as figuras 09 e 10, referentes a primeira e segunda aplicacdo dos
tratamentos, respectivamente, pode-se observar que os valores para atividade da FAL apos a
primeira aplicacdo sdo inferiores aos valores relativos a segunda aplicagdo dos tratamentos,
inclusive para testemunha. Isso indica que a inoculagdo do fungo promoveu maior ativacdo de
defesas, visto que a inoculacdo de B. cinerea foi realizada somente apds a segunda aplicacio
dos tratamentos.

Além disso, pode ter ocorrido efeito cumulativo de duas aplicagdes, apds a segunda
aplicacdo dos tratamentos, uma vez que ¢ possivel ocorrer um aumento significativo nas
defesas depois de varios dias da eliciagdo. O tratamento com eliciadores quinze dias antes da
colheita de mamao garantiu niveis inferiores de incidéncia de doengas e contribuiu para
redugdo de podriddes pos-colheita (DANTAS et al., 2004). Da mesma forma em batatas, a
aplicacdo de ASM trinta dias antes da colheita foi eficiente contra Fusarium nos tubérculos

em pos-colheita (BOKSHI; JOBLING, 2000).
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A FAL ¢ a enzima chave para producdo de diversos compostos do metabolismo
secundario, responsaveis pela indugdo de resisténcia em plantas, e sua atividade tem sido
relacionada ao controle de diversas doencas de plantas (DURRANT; DONG, 2004;
STICHER; MAUCH-MANI; METRAUX, 1997), conforme os resultados obtidos neste
trabalho. Dentre os compostos relacionados a defesa, que sdo produzidos na rota metabdlica
mediada pela FAL, estdo os compostos fendlicos (VERMERRIS; NICHOLSON, 2006).

Em resposta a maior atividade da FAL, também o conteido de fendis totais
apresentou aumento apos 72 horas da pulverizacao dos eliciadores, tanto da primeira quanto
da segunda aplicagdo dos tratamentos; entretanto, apenas os produtos Messenger” e Bion®
diferiram de forma significativa da testemunha (Figuras 11 e 12). Em péssego, maior acimulo
de fenois totais foi constatado apds tratamentos com harpina ¢ ASM nas mesmas dosagens
que usamos no experimento 1 do presente trabalho (DANNER et al., 2008). Lin; Ishizaka;
Ishii (2009) observaram aumento significativo no conteiido de compostos fenolicos aos oito e
nove dias ap0s a aplicagdo de ASM em plantas de pepino, que correspondem a um e dois dias
apo6s a inoculacao do fungo Colletotrichum orbiculare. Em plantas de pimenta tratadas com
ASM, inoculadas e ndo inoculadas com Phytophthora capsici, também houve aumento
significativo na concentragdo de fenois totais em comparagdo a testemunha com e sem
inoculacdo do patégeno. Além disso, maiores incrementos no conteudo de fenois totais foram
observados nas plantas inoculadas (BAYSAL; TURGUT; MAO, 2005), indicando a maior
indugdo de defesas quando a planta realmente necessita. Esse fato pode ser interessante do

ponto de vista do custo/beneficio da inducao de resisténcia.
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tratamentos em morango, cultivar Camarosa tratado com ProAct™, Messenger” e Bion®. Médias seguidas pela
mesma letra mintscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% e CV(%) = 12,5. UTFPR, 2009.

Sendo assim, a redu¢do nos indices de incidéncia e severidade da mancha-de-
dendrofoma, bem como das flores abortadas, do mofo-cinzento ¢ dos acaros, foi intermediada
pela aplicagdo dos eliciadores harpina e ASM, os quais ativaram a rota de resposta para
inducdo de resisténcia que envolve maior atividade da FAL, a qual possibilitou o acimulo de
compostos fenolicos, conhecidos por seu potencial de defesa contra patéogenos, insetos e
demais estresses ambientais.

No experimento 2, os tratamentos com diferentes doses de harpina e ASM nao
diferiram significativamente da testemunha para as variaveis NFC, MFC e MMC de frutos
comercializaveis (Tabela 03). Assim como no experimento 1, a producdo por planta foi
relativamente baixa, em funcao do curto periodo de avalizagao para essas variaveis, que foi de
apenas dois meses. Entretanto, os valores encontrados para a massa média dos frutos
comercializaveis, acima de 14 g fruto™, foram muito bons. Verona et al. (2007) encontraram

para a cultivar Aromas, massa média de 13,85 g fruto”, no municipio de Chapec6-SC, onde
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esta cultivar apresentou os melhores resultados para 0o MMC de frutos, comparada a outras
cultivares, dentre elas, a Camarosa.

Para a variavel porcentagem de frutos podres, em que o fungo B. cinerea foi o mais
expressivo, apenas as doses mais baixas de harpina e ASM nao diferiram da testemunha

(Tabela 03).

Tabela 03 — Numero de frutos comercializaveis por planta (NFC), massa dos frutos
comercializaveis por planta (MFC), massa média dos frutos comercializaveis (MMC) e sobre
a incidéncia de frutos podres (FP), em morango, cultivar Aromas tratado com ProAct™ e

Bion®. UTFPR, 2009.

Tratamento NFC MFC MMC FP

(doses em mg LY (frut. Planta™) (g planta™) (g fruto™) (%)

Testemunha 0 5,25a 70,75 a 15,66 a 26,05 a
ProAct™ 100 550a 67,98 a 1424 a 19,82 ab
ProAct™ 200 550a 70,75 a 14,78 a 17,53 b
ProAct™ 300 5,68 a 70,50 a 14,34 a 17,30 b
Bion" 100 5,18 a 64,95 a 14,55 a 18,80 ab
Bion" 200 6,25 a 77,20 a 14,42 a 15,58 b
Bion" 300 5,90 a 76,23 a 15,06 a 15,63 b
Bion" 400 5,63 a 70,33 a 14,52 a 14,70 b
CV% 15,4 14,6 9,8 18,8

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5%.

Os tratamentos nao diferiram significativamente quanto a atividade fotossintética 24
horas ap6s a primeira aplicagdo dos eliciadores, e isso se refletiu na produtividade, a qual
também ndo apresentou diferencgas significativas para a variavel massa média por tratamento
(Tabela 04). Esse resultado discorda com dados obtidos no experimento 1 e por Marchese
(2006) em Atemisia annua, onde houve aumento na taxa de assimilacao de CO,, depois de 24
horas da aplicagdo, tanto de harpina, quanto de ASM. O mesmo autor relata que o aumento da
fotossintese nao refletiu em aumento de biomassa, provavelmente pelo aumento da respiracao
que deve ter ocorrido concomitantemente ao aumento da fotossintese. E preciso ressaltar que
no experimento 01, a fotossintese aumentou significativamente 48 horas apos a pulverizacao
com os eliciadores, ¢ no experimento 02 a fotossintese foi mensurada 24 horas apos a
pulverizacdo. Esses resultados sugerem que para ocorrer o efeito significativo dos eliciadores

(principalmente harpina) na assimilagdo de CO, , € necessario um tempo maior que 24 horas.
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Tabela 04 — Fotossintese 24 horas antes e 24 horas depois da primeira aplicagdo dos
tratamentos (FT) e massa média de frutos comercializaveis por tratamento (MMF), em

morango, cultivar Aromas tratado com ProAct™ e Bion®. UTFPR, 2009.

Tratamento FT 24 h antes FT 24 h depois (umol MMF
(doses em mg L) (umol CO, m”s™) CO,m?’s™) (g tratamento™)
Testemunha 0 17,36 a 16,58 a 1627,6 a
ProAct™ 100 18,55 a 17,44 a 1563,3 a
ProAct™ 200 17,66 a 17,29 a 1627,7 a
ProAct™ 300 17,28 a 16,60 a 1621,8 a
Bion® 100 18,48 a 17,69 a 14930 a
Bion" 200 17,57 a 16,34 a 17753 a
Bion® 300 1832 a 1625 a 17542 a
Bion" 400 18,16 a 16,93 a 1617,5 a
CV% 5,77 4,85 15,63

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5%. * ndo calculado.

As diferentes doses de harpina agiram reduzindo a porcentagem de frutos podres
com regressdo quadratica significativa pelo teste F 5% (Figura 13). Da mesma forma, para
doses de ASM houve redugdo para essa varidvel com regressao linear significativa pelo teste
F 5% (Figura 13). Hutcheon, Rocher ¢ Qui (2002) observaram indu¢do de resisténcia a
Pseudomonas syringae pv. tomato, mediante a aplicagdo de harpina em plantas de tomate, em
concentracio equivalente a menor dose utilizada no presente trabalho (1 mg L' do i.a).
Tubajika et al. (2007) também observaram efeito de doses de harpina sobre a reducao da
incidéncia de X. fastidiosa em videira. Por outro lado, extratos protéicos de diversas bactérias
gram-positivas com a¢do comprovadamente semelhante a proteina harpina, aplicadas em
baixas concentracdes, ndo apresentaram efeitos sobre respostas de hipersensibilidade ou
ativacdo da Resisténcia Sistémica Adquirida (RSA) em folhas de Mirabilis jalapa
(ALARCON et al., 1998).

Para ASM, foi observada expressiva redugdo nas lesdes causadas por Erwinia
amilovora em macieiras, em resposta ao aumento nas concentragdes de ASM, sendo
observada redugdo ja a partir da menor dose (50 mg L' i.a.) que corresponde 4 menor dose
utilizada no presente trabalho; a melhor dose observada em macieira foi de 350 mg L™ do i.a.,
e ¢ muito superior 4 nossa maior dose, que foi de 200 mg L do i.a. ou 400 mg L do produto
Bion® (MAXSON-STEIN et al., 2002). Essa redugio na éarea lesionada em funcio da
aplicacdo de ASM em plantas de macieira foi associada ao aumento na expressao de genes

relacionados a patogénese, €, a0 mesmo tempo, a aplicagdo do eliciador sobre a bactéria E.
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amilovora in vitro, ndo promoveu controle algum, indicando que a agdo sobre a doenga nas
plantas ocorreu exclusivamente pela indugdo da RSA.

Embora a incidéncia de frutos podres tenha reduzido em funcdo das doses de
harpina, ainda sdo necessarios estudos com doses mais altas deste eliciador em morango, para
definir o ponto de maxima eficiéncia técnica (MET), uma vez que ao calcular este valor, a
variavel X (tratamentos) ficou fora dos limites de variagdo, sendo superior a maior dose.
Além disso, outros autores tém encontrado resultados significativos com dosagens superiores
as usadas no presente estudo (DONG et al., 2004; TUBAJIKA et al., 2007), inclusive nos
demais experimentos aqui descritos, em que a dosagem para o produto ProAct™ no
experimento 1 foi de 2,5 g L™ (25 mg L do i.a), oito vezes mais que a maior dosagem
utilizada no experimento 2 (300 mg L' ou 3 mg L' do i.a), apresentando resultados
satisfatorios para o controle de podriddes pds-colheita causadas neste caso, principalmente,
por B. cinerea.

Da mesma forma, podemos concluir que, para ASM, outras dosagens poderiam ser

testadas para definir a dose correta para cultura do morango, no controle de B. cinerea.
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Figura 13 — Incidéncia de frutos podres em morango, cultivar Aromas tratados com harpina (ProAct'™ -
Regressdo significativa pelo teste F 5% para equagdo quadratica com CV%=9,1) e ASM (Bion" - Regressio
significativa pelo teste F 5% para equagao linear com CV%=22,9). UTFPR, 2009.
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3.4 CONCLUSOES

Conclui-se por fim que os eliciadores harpina ¢ ASM apresentam grande potencial
para uso em pré-colheita de morango, uma vez que os mesmos reduziram a incidéncia de
enfermidades como mancha-de-dendrofoma, podridao de frutos, flores abortadas e no caso da
harpina também a incidéncia de 4caros, sendo, portanto, uma alternativa interessante para
produtores de morango organico ou mesmo para serem usados no manejo integrado de pragas

e doencas, reduzindo o uso de agrotoxico.
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4 CAPITULO II - ELICIADORES POS-COLHEITA

4.1 INTRODUCAO

O morango (Fragaria x ananassa Duch.) € suscetivel a diversas doengas fungicas e
dentre estas, as podridoes pos-colheita sdo de relevante importancia econdmica, pois tornam
os frutos inapropriados a comercializagdo. Diversas injurias provocadas nos frutos os tornam
mais suscetiveis ao ataque das podriddes pds-colheita (DURIGAN; MATTIUZ; DURIGAN,
2005; FISCHER et al., 2007).

Das doengas relacionadas ao morango, em pds-colheita, a principal ¢ a podridao de
Rhizopus causada pelo fungo Rhizopus stolonifer Ehr., o qual forma uma densa massa de
micélio branco nos frutos em condi¢des de alta umidade e temperatura (TANAKA; BETTI;
KIMATI, 2005) e o mofo-cinzento causado pelo fungo Botritys cinerea, caracterizado por
formar uma massa cinzenta sobre os frutos, tornando-os inapropriados ao consumo (COSTA;
VENTURA, 2006).

O controle ¢ normalmente efetuado por meio de fungicidas, principalmente produtos
cupricos que depreciam os frutos quanto ao aspecto, além de deixar residual (TANAKA;
BETTI; KIMATI, 2005), apresentando, também, efeito negativo sobre organismos benéficos
como abelhas, importantes para a polinizacdo e producdo. Esses efeitos negativos podem ser
minimizados ou até eliminados com o uso de alguns produtos de maior seguranga que vém
apresentando resultados satisfatorios, denominados eliciadores ou indutores de resisténcia.

A proteina harpina € um eliciador bidtico presente em diversas bactérias patogénicas
e tem acdo confirmada na indugdo de resisténcia, além de promover o aumento da taxa
assimilatéria de CO, (MARCHESE, 2006) e o acumulo de biomassa em algumas plantas
(WEI et al., 1992; LESTER; BUBENHEIM; ROCHER, 2002; QUI; CLAYTON, 2002a). Em
frutos de pessegueiro tratados com harpina houve reducdo na érea lesionada por Monilinia
fructicola, estimada em 39,8% para o produto Messenger” e 31,5% com o uso do produto
ProAct™, ambos a base de harpina. Tal redugio foi associada ao incremento na atividade da
fenilalanina amonia-liase (FAL) (DANNER et al., 2008), enzima chave na sintese de
compostos fenolicos de acao antibidtica, além da sintese da lignina, responsavel pela maior
resisténcia fisica dos tecidos.

Outro eliciador sintético, o acibenzolar-S-metil (ASM), funciona como indutor de

resisténcia abiodtico de baixa toxicidade para organismos ndo alvos. O ASM tem apresentado
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resposta significativa na indugdo da Resisténcia Sistémica Adquirida (RSA), através da
ativacdo de genes de resisténcia em diversas espécies (FRIEDRICH et al., 1996; GORLACH
et al., 1996; LAWTON et al., 1996; ATHAYDE SOBRINHO; FERREIRA; CAVALCANTI,
2005). O ASM foi relacionado a redugdo da intensidade do mofo-cinzento, causado por B.
cinerea em frutos de morango (TERRY; JOYCE, 2000; MAZARO et al., 2008).

A literatura brasileira referente ao uso de eliciadores com a cultura do morango ¢
recente, ¢ basicamente restrita a pré-colheita. Além disso, a exigéncia pelos chamados “food
safety” ou alimentos seguros € crescente, sobretudo para grandes importadores, como a Unido
Européia, que exigem garantias sobre a qualidade e seguran¢a dos alimentos durante toda sua
cadeia produtiva. E no caso do morango, que apresenta elevados indices de residuos de
agrotoxicos (SESA, 2009), ha grande demanda por maiores estudos com uso de produtos mais
seguros na area de pds-colheita.

Devido aos entraves ocasionados pelas podriddes em pos-colheita na cultura do
morango o presente trabalho objetivou testar dois produtos constituidos de proteina harpina
(Messenger” e ProAct™) e um & base de ASM (ActiGard® 50 WG) aplicados em pos-
colheita, bem como diferentes doses de harpina (ProAct™) e ASM (Bion® 500WG) aplicados
em pré-colheita, sobre a inducdo de resisténcia ao mofo-cinzento causado por B. cinerea, em

pos-colheita de morango.

4.2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Bioquimica e Fisiologia
Vegetal da UTFPR, Campus Pato Branco. O experimento 1, foi realizado em outubro de
2008, com morango (Fragaria x ananassa Duch.) da cultivar Camarosa adquiridos no
municipio de Palmas/PR, obtidos de plantas sob cultivo organico, em estufa pléstica e tratadas
apenas com Supermagro (produzido no local); o experimento 2, foi conduzido em setembro
de 2009, com frutos da cultivar Aromas, obtidos de experimento com doses dos indutores
harpina e ASM aplicados em pré-colheita, sendo esses tratamentos avaliados nos frutos em
pos-colheita.

O delineamento experimental do experimento 1 foi constituido por um esquema
bifatorial (2x4), inteiramente casualizado, com trés repetigdes, sendo as unidades

experimentais constituidas por bandejas plasticas com tampas, cada qual com 12 frutos de
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tamanho uniforme (Figura 14A). Os tratamentos foram constituidos por morangos com e sem
ferimentos, tratados com trés eliciadores, dois deles a base de proteina harpina e um a base de
ASM, considerando-se como testemunha a aplicagdo de agua destilada e esterilizada. O
croqui pode ser visualizado no APENDICE C.

Os frutos foram colhidos no ponto de maturagdo e transportados para o laboratdrio
em caixas de papeldo, selecionando-se aqueles mais uniformes em relacdo ao tamanho,
firmeza, cor e auséncia de injurias ou doencas. Os frutos passaram por uma desinfecc¢ao, por
meio da imersdo em solu¢do de hipoclorito de sodio (0,1% cloro ativo) durante 30 segundos,
procedendo-se a lavagem em &4gua destilada e esterilizada, e secagem sob temperatura

ambiente durante 10 minutos.
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Figura 14 — Condugdo dos experimentos 1 (A) e 2 (B) em pds-colheita. UTFPR, 2008/2009.

Os frutos foram divididos em dois grupos: um, com ferimento mecanico realizado
por perfurador de 0,5 mm de didmetro, na por¢ao equatorial com duas inser¢des em faces
opostas do fruto, a uma profundidade de 3 mm; e outro, sem ferimento.

Os tratamentos foram aplicados em seguida, usando-se a proteina harpina na
dosagem de 80 mg L' do ingrediente ativo dos produtos comerciais Messenger” (3% do i.a.)
e ProAct™ (1% do i.a.), ambos obtidos da empresa Eden Bioscience, ¢ o produto comercial
ActiGard® 50 WG (50% do i.a.) & base de ASM, obtido da empresa Syngenta, utilizando a
dosagem de 5 mg do ia. mL"'. A testemunha foi pulverizada com 4gua destilada e
esterilizada. As pulverizacdes foram realizadas com auxilio de borrifadores, utilizando-se um
para cada tratamento, com 1 mL fruto™ da solucdo de cada produto.

Os frutos foram acondicionados em bandejas plasticas forradas com papel-toalha

umedecido; cada fruto foi colocado sobre uma tampa de garrafa pet (30 mm de didmetro e 10
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mm de altura) evitando, desta forma, o contato direto com a umidade. As bandejas
permaneceram no laboratorio sob temperatura ambiente (média 22°C).

Apo6s 12 horas da aplicagdao dos eliciadores, foi procedida a inoculagdo nos frutos
com 1 mL da suspensdo de conidios do fungo B. cinerea, na concentragdo ajustada para 10’
conidios mL™.

Os inoculos de ambos os experimentos em pos-colheita foram isolados de frutos
doentes e cultivados em meio de cultura BDA mantido em estufa incubadora tipo B.O.D. a
25° C e fotoperiodo de 12 horas, durante 15 dias. Os conidios foram retirados através de
pincel umido e diluidos em agua destilada efetuando-se, posteriormente, sua contagem para
ajuste da suspensdo com auxilio da cdmara de Neubauer. A contagem foi feita em quatro
quadrantes e os dados obtidos, submetidos a seguinte equagao:

N° de conidios mL™" = (N° total de conidios/N° de quadrantes contados) x 10000.

Os frutos permaneceram sob condi¢des de temperatura ambiente (média 22°C) e,
apds 48 horas (assim que os sintomas de podriddo manifestaram-se), foram realizadas as
avaliacdes de incidéncia, area lesionada e firmeza de polpa. Posteriormente, foram coletadas
amostras de tecido retiradas de areas adjacentes as lesdes, as quais foram armazenadas em
nitrogénio liquido (- 180° C) para a determinagdo da atividade da FAL.

No experimento 2 foi avaliado o efeito dos tratamentos aplicados em pré-colheita
sobre a indugdo de resisténcia dos frutos na pos-colheita. Os frutos, provenientes de
experimento conduzido em canteiros sob estufa no delineamento experimental de blocos
casualizados (8x4) com oito tratamentos e quatro repeti¢des, foram colhidos 24 horas apds a
quarta aplica¢do dos tratamentos (75 dias apds o plantio), constituidos por trés doses de
harpina (100; 200 ¢ 300 mg L' de ProAct™/Eden Bioscience 1% i.a.) e quatro doses de ASM
(100; 200; 300 e 400 mg L' de Bion® 500WG/Syngenta, 50% i.a.), além de um tratamento
testemunha (agua destilada). O croqui pode ser visualizado no APENDICE D.

Os frutos colhidos foram devidamente identificados com referéncia ao tratamento
recebido em campo e levados ao Laboratério de Bioquimica e Fisiologia Vegetal da UTFPR,
onde foram lavados em solucdo de hipoclorito de sddio (5% cloro ativo) durante 30 segundos
e enxaguados em agua destilada. O experimento pods-colheita foi implantado no dia
15/09/2009, em bandejas plasticas, cada qual com 6 frutos, constituindo uma unidade
experimental. O delineamento foi o inteiramente casualizado, mantendo-se os 8 tratamentos
realizados a campo, porém, com trés repeticoes (8x3) por falta de frutos oriundos do ensaio
em pré-colheita (Figura 14B). As bandejas foram forradas com papel-toalha umedecido e os

frutos alocados sobre tampas de garrafa pet. Em seguida, foi realizada a inoculag¢do dos frutos
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com 1 mL fruto™ da solugdo de conidios do fungo B. cinerea na concentragio de 10° conidios
mL", com auxilio de borrifadores. Os frutos permaneceram sob temperatura ambiente (média
22°C) e passadas 96 horas da inoculagdao do fungo (assim que os sintomas de podridao
manifestaram-se), foram avaliados quanto a area lesionada e firmeza de polpa.

A érea lesionada foi determinada com auxilio de paquimetro digital, medindo-se
quatro raios perpendiculares entre si, a partir do centro de cada lesdo, obtendo-se um raio
médio, medida usada para o calculo de 4rea da circunferéncia (A= nr?).

A firmeza de polpa foi quantificada por meio de um Penetrometro TR (Modelo Fruit
Test 327), com ponteira de 8 mm e os resultados expressos em Newtons (N).

A concentragdo de proteinas nos extratos foi determinada pela metodologia descrita
por Bradford (1976), com soro-albumina bovina como padrdo. A quantificacdo da atividade
da FAL foi realizada por meio de metodologia descrita por Rodrigues, Bezerra Neto e Coelho
(20006).

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia no programa estatistico
ASSISTAT (SILVA; AZEVEDO, 2002) e a comparagdao de médias das variaveis
dependentes, através do teste de Tukey a P<0,05 de probabilidade de erro para os dados do
primeiro experimento ¢ de analise de regressdo para os dados do segundo experimento. Os

dados referentes a area lesionada do experimento 4 foram transformados para arco seno (

JX/100).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No experimento 3 foi observada presenca de dois importantes fungos causadores de
podriddes nos frutos em pos-colheita, foram eles Rhizopus stolonifer € B. cinerea, este ultimo
apresentou na fase inicial de colonizacao uma coloracdo mais clara proxima ao branco (Figura
15). A incidéncia de podriddes foi de 97,2% no tratamento testemunha e reduziu para 51,4%
nos frutos que receberam o tratamento com Messenger® e 63,9% nos tratamentos ProAct™ e
Actigard® (Tabela 05). Os frutos colonizados pelo fungo R. stolonifer, embora ndo tenham
sido inoculados com o mesmo, estavam completamente tomados no momento da avaliagao,

sendo a area lesionada avaliada apenas para B. cinerea, o qual foi préviamente inoculado. A
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reducdo na incidéncia de podriddes pods-colheita em morango com o uso de eliciadores

também foi observada por Mazaro (2007), dentre eles o ASM.

Figura 15 — Incidéncia de podriddes em frutos de morango tratados com Actigard” (A), ProAct™ (B) e
Messenger® (C), comparados a Testemunha (D). UTFPR, 2008.

Tabela 05. Area lesionada por Botrytis cinerea em frutos de morango (Fragaria x ananassa
Duch.) da cultivar Camarosa tratados, em pos-colheita, com Actigard®, Messenger” e

ProAct™ e inoculados com B. cinerea. UTFPR, 2008.

Produto Incidéncia de Area Lesionada (cm?) Eficiéncia de controle
Podridaes (%) (%)

Testemunha 972 a 1,37b -

ProAct™ 63,9b 0,36 a 67,36 a

Messenger® 51,4b 0,20 a 81,85a

Actigard® 639b 0,43 a 68,85 a

Com Ferimento 70,8 a 0,64 a 84,69 a

Sem Ferimento 67,3 a 0,54 a 60,68 a

CV % 23,76 35,16 26,76

Meédias seguidas de letras distintas, na coluna, diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05). CV = Coeficiente de

Variagao.

* Nio calculado.
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Os frutos com ferimento mecdnico ndo apresentaram diferenga significativa em
relacdo aos frutos sadios para a variavel area lesionada e para atividade da FAL; entretanto,
para a variavel firmeza de polpa, os frutos sem ferimento apresentaram maior firmeza quando
comparados aos demais (Figura 16B), provavelmente porque os frutos feridos apresentam
maior degradacdo das paredes. Segundo Mattiuz e Durigan (2001), injurias mecéanicas em
goiabeira provocaram o extravasamento do suco celular em fun¢do dos ferimentos, expondo a
area ferida a acdo enzimatica e oxidagdo, afetando desta forma, a firmeza de polpa dos frutos.

Para a varidvel area lesionada, houve reducao significativa (p < 0,01) da mesma para
os trés eliciadores em relagdo a testemunha (Figura 16A), sendo que o Messenger” apresentou
menor 4rea lesionada, seguido de ProAct™ e Actigard®, os quais ndo diferiram

estatisticamente entre si.
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Figura 16 - Area lesionada por Botrytis cinerea; firmeza de polpa (N) e atividade enzimatica da FAL em frutos
de morango, cultivar Camarosa, tratados com Messenger”, ProAct'™ e Actigard” (A). Area lesionada por B.
cinerea ¢ firmeza de polpa (N) em frutos de morango com ¢ sem ferimento (B). Médias seguidas por letras
distintas diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). UTFPR, 2008.

Houve uma eficiéncia de controle de 86,09 %, 75,01 % e 65,45 %, respectivamente,
para os trés produtos em comparagdo a testemunha (Tabela 05). Corroborando com os
resultados desta investigagdao, Akbudak et al. (2006) verificaram menor incidéncia de frutos
podres de pimentdo tratados com a proteina harpina e desafiados com B. cinerea,
apresentando uma redugdo significativa nos frutos de descarte. O tratamento de frutos de
cereja em pos-colheita com harpina reduziu a incidéncia de podriddes nos frutos em 51%

(QUI; CLAYTON, 2002b). Nesse mesmo trabalho foram observadas, com o uso de harpina,
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reducdes significativas na incidéncia de B. cinerea, em frutos de laranja, tomate, uva e maga,
com valores de 47%, 44%, 43% e 72%, respectivamente. Capdeville et al. (2008) relatam o
efeito da harpina sobre a colonizacdao e esporulagao de Penicillium expansum em frutos de
maca que foi atrasada em 24 e 72 horas, respectivamente, em relagdo a testemunha, estando
tal fendmeno relacionado ao aumento de tanino nos vacuolos e deposicdo de compostos
estruturais de parede nas células da epiderme dos frutos tratados.

A pulverizagdo com ASM reduziu as infecgdes causadas por B. cinerea em pos-
colheita de morangos de forma efetiva, tanto quanto a aplica¢dao de fungicidas (MAZARO et
al., 2008). Em magas, a aplicagdo de ASM nao reduziu a doenga conhecida por “podridao da
Gala” causada por P. expansum durante sete meses de armazenamento a - 0,5 °C, entretanto,
induziu a maior producdo da fitoalexina trans-resveratrol (SAUTTER et al., 2008). Ainda
com magcas, em outro estudo, observou-se a reducao de 41,9% da podridao causada por P.
expansum com a aplicagdo de ASM combinado com o agente de biocontrole BIO 126
(Metschnikowia pulcherrima), enquanto que para B. cinerea houve reducdo de 14,8% no
diametro das lesdes, em frutos tratados apenas com ASM (SPADARO; GARIBALDI;
GULLINO, 2004).

Os resultados encontrados neste trabalho para a variavel area lesionada indicam que
houve indugdo de resisténcia sistémica para todos os eliciadores utilizados, com um provavel
acimulo do 4cido salicilico (AS) nos tecidos, devido ao aumento da atividade da FAL (Figura
16A e Tabela 06). O AS ¢ conhecido por ativar sinais sistémicos responsaveis pela RSA,
desencadeando o processo de defesa com ativagdo da resposta de hipersensibilidade, bem
como a producdo de compostos antimicrobianos (DURRANT; DONG, 2004). No caso do
ASM, esta ¢ uma molécula semelhante ao AS, ¢ atua como sinalizador, mimetizando a acao
deste.

Na avaliacdo referente a firmeza de polpa, foram constatados valores maiores de
firmeza nos frutos tratados com os eliciadores (Tabela 06), mantendo-se a tendéncia
observada para area lesionada, demonstrando que o ataque gradativo da doenga afetou a
firmeza dos frutos (Figura 16A).

A atividade da FAL foi superior nos tratamentos submetidos a pulverizagdo com os
eliciadores, comparados & testemunha. Todavia, apenas o ProAct'™ diferiu de forma
significativa (P<0,01) da testemunha (Tabela 06). Assim, foi possivel observar no tratamento
com ProAct™ maior atividade da FAL, seguido de Actigard® e Messenger®, quando
comparados a testemunha. A redugdo da area lesionada por B. cinerea esta relacionada a

maior atividade da FAL (Figura 16A). Tal evento deve-se ao pré-condicionamento dos
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agentes de inducdo sobre os frutos que mantém seu sistema de defesa ativo mesmo apos a
colheita e que sdo acionados mais fortemente apos serem desafiados pelo fitopatdgeno
(GOELLNER; CONRATH, 2008). Stadnik; Buchenauer (2000) observaram um incremento
de 78 % na atividade da FAL em folhas de trigo submetidas ao tratamento com ASM e
desafiadas com Blumeria graminis 15 dias apds a aplicagdo dos tratamentos, quando
comparadas ao tratamento controle, sem a aplicagdo de ASM, formando substancias
importantes para a defesa contra patégenos. Broetto et al. (2005), estudando o efeito eliciador
da parede celular hidrolisada do fungo fitopatogénico Fusarium oxysporum em diferentes
concentragdes sobre cultura de células de feijdo, observaram aumento da atividade FAL em

quatro cultivares testadas.

Tabela 06. Firmeza de polpa e atividade da enzima fenilalanina amoénia-liase (FAL) em frutos
de morango (Fragaria x ananassa Duch.) da cultivar Camarosa tratados, em pds-colheita,

com Actigard®, Messenger” e ProAct™ e inoculados com Botrytis cinerea. UTFPR, 2008.

Produto Firmeza de Polpa (N) FAL(Uabs min™ mg proteina” x 107)
Testemunha 6,35Db 5,54b

ProAct™ 9,28 ab 757 a

Messenger” 11,07 a 6,17 ab

Actigard ® 7,15 ab 6,24 ab

Com Ferimento 7,16 b 6,21 a

Sem Ferimento 9,76 a 6,55 a

CV % 31,5 13,6

M¢édias seguidas de letras distintas, na coluna, diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05). CV = Coeficiente de
Variacgao.

No experimento 4, em pds-colheita, avaliou-se o efeito de diferentes dosagens de
harpina e ASM aplicados em pré-colheita sobre a incidéncia de podriddes, area lesionada e a
firmeza de polpa dos frutos em pds-colheita. Nao houve diferenca estatistica significativa
entre ostratamentos para incidéncia de podriddes em fun¢do de que o numero de frutos
avaliados foi bastante reduzido. Entretanto, para o produto Bion® houve significancia para
regressdo linear para incidéncia de podriddes, tendo sido observada apenas a presenca do
fungo B. cinerea (Figura 17). Ambos os produtos ProAct™ e Bion® apresentaram redugéo
significativa da area lesionada por B. cinerea em todas as dosagens testadas e nao foi
constatada presenca de outros microorganismos causadores de podriddes pds-colheita (Figura

18). Cao; Jiang (2006), estudando o efeito da aplicagdo de ASM em plantas de pera, durante o
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desenvolvimento dos frutos, com inoculacdo dos fungos apos a colheita e esterilizagdo dos
mesmos, também observaram a reducao da area lesionada de 42,7 e 23,4% para P. expansum
e Alternaria alternata, respectivamente. Os autores sugerem ainda, que a redugdo das
infeccdes esteja diretamente relacionada ao aumento da atividade de enzimas envolvidas nos
mecanismos de defesa da planta, como a FAL, que foi incrementada em 84,3% nos frutos de
pera tratados com ASM, em comparacdo a testemunha (dgua destilada), tendo efeito direto na
producao de fitoalexinas e compostos fenodlicos como a lignina, além das enzimas
responsaveis pela producao das proteinas-RP, como as quitinases e f-1-3-glucanases. Mazaro
et al. (2008), apds 20 aplicagcdes de ASM em pré-colheita de morango com inoculagdo de B.
cinerea em pré e pos-colheita, observaram uma redu¢do na incidéncia de podridoes em pds-
colheita , que passou de 57,5% no tratamento-testemunha, para 35% com o uso de ASM na
concentragdo de 0,0025%, a qual é muito inferior 4 menor dose de ASM (100 mg L™ de
Bion® ou 5% i.a) utilizada no presente trabalho, onde observa-se uma redu¢do de 72,7% na
area lesionada por B. cinerea com apenas quatro aplicagdes . Os mesmos autores sugerem,
ainda, que a reducdo na ocorréncia de podriddes pos-colheita, em morango, pelo ASM pode
estar relacionada a expressao de proteinas-RP que hidrolisam os polimeros de quitina e

glucana da parede celular do fungo.
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Figura 17 — Incidéncia de podriddes em frutos de morango, cultivar Aromas tratados com ASM (Bion" -
Regressio significativa pelo teste F a 5% para equagdo linear com CV%=25) e harpina (ProAct™ — Regressio
ndo significativa pelo teste F5% com CV%=28,2). UTFPR, 2009.. UTFPR, 2009.
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Figura 18 - Area lesionada por B. cinerea em frutos de morango, cultivar Aromas tratados com harpina
(ProAct™) e ASM (Bion"). Regressao significativa pelo teste F a 5% para equagdo quadratica para ambos os
produtos (CV%=23,6 Bion" e CV%=8,2 ProAct™). UTFPR, 2009.. UTFPR, 2009.

Houve reducao de 84,9%, 82,4% e 89,9% da area lesionada para as dosagens de 300
mg L de ProAct™ e de Bion®, e 400 mg L' de Bion®, respectivamente, sendo estas as
maiores dosagens e as mais eficientes no controle da doenga, pois ndo diferiram entre si
(»<0,05) (Tabela 07). Em experimento com meldes, as doses mais altas de ASM (25 e 50 g
ha™', que sdo equivalentes as doses de 100 ¢ 200 mg L' de Bion® do presente trabalho),
aplicados nas plantas a campo apresentaram eficiéncia de controle de 65,6% e 65%,
respectivamente, sobre a mancha-aquosa do meloeiro (Acidovorax avenae subsp. citrulli) em
relacdo a testemunha (SALES JUNIOR et al., 2007), semelhante aos resultados obtidos no
presente experimento, em que as doses correspondentes (100 ¢ 200 mg L' de Bion®)

apresentaram uma eficiéncia de controle de 72,7% e 78,3%, respectivamente (Tabela 07).
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Tabela 07. Area lesionada por Botrytis cinerea, eficiéncia de controle e firmeza de polpa em
frutos de morango (Fragaria x ananassa Duch.) da cultivar Aromas tratados, em pré-colheita,

com diferentes doses de Bion® e ProAct™ e inoculados com B. cinerea. UTFPR, 2009.

Tratamento (mg L")  Area Lesionada (cm?)  Eficiéncia de controle (%) Firmeza Polpa (N)
Testemunha 0 4,04 a - ¥ 99 b
ProAct™ 100 1,61 b 60,19 a 14,9 ab
ProAct™ 200 0,92 be 77,29 a 19,2 a
ProAct™ 300 0,55 bc 86,46 a 172 a
Bion" 100 1,01 be 74,98 a 17,1 a
Bion" 200 0,70 be 82,66 a 17,6 a
Bion® 300 0,59 be 85,46 a 174 a
Bion" 400 0,38 ¢ 90,59 a 15,6 ab
CV% 20,22 18,38 13,7
Meédias seguidas de letras distintas, na coluna, diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05). CV = Coeficiente de
Variagao.

*Nao calculado.

Poucos sdo os dados correspondentes a proteina harpina, aplicada em pré-colheita em
diferentes doses, ¢ os efeitos avaliados em pods-colheita de morango, para area lesionada.
Entretanto, Tubajika et al. (2007) observaram em videiras tratadas com diferentes doses de
harpina, reducdo de 26%, 63% ¢ 74% para as dosagens de 160, 320 e¢ 480 mg ha,
respectivamente, da injlria causada pela bactéria Xylella fastidiosa, porém, estas dosagens sao
muito superiores aquelas utilizadas neste experimento, onde a maior dose corresponde a 7,5 g
ha™' do i.a. Qui; Clayton (2002b) verificaram que o tratamento de cerejeiras com harpina, em
pré e pos-colheita combinadas, permitiu reducdo de 75 % na incidéncia de doencas de
ocorréncia natural nos frutos.

Nesse sentido, fica evidenciada a atuacdo dos eliciadores na redugdo da podridao
pos-colheita causada por B. cinerea, mesmo aplicados em pré-colheita, sendo que tal efeito
pode estar relacionado a ativacdo de multiplas respostas de defesa, dentre elas, a ativacdo de
enzimas associadas a tolerancia ao estresse oxidativo, desencadeando a producdo de
metabolitos secundarios como as fitoalexinas e a sintese de um grupo de proteinas-RP
(LAWRENCE et. al., 2000).

Para a varidvel firmeza de polpa, como no experimento 1 deste capitulo, houve no
experimento 2 um aumento da firmeza dos frutos com a aplicacdo dos eliciadores,
caracterizando um efeito dos produtos aplicados na pré-colheita sobre os frutos depois de

colhidos, aumentando significativamente a firmeza da polpa conforme o aumento das doses
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(Figura 19). Para ambos os produtos, ProAct™ e Bion®, a dose de 200 mg L' apresentou o

melhor resultado referente a varidvel firmeza de polpa (Tabela 07).
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Figura 19 - Firmeza de polpa (N) em frutos de morango, cultivar Aromas tratados com harpina (ProAct'™) e
ASM (Bion®™). Regressio significativa pelo teste F a 5% para equagdo quadritica para ambos os produtos
(CV%=14,8 Bion® e CV%=14 ProAct™). UTFPR, 2009.. UTFPR, 2009.

Resultados semelhantes foram obtidos por Mazaro et al. (2008), com o uso de
quitosana, um polissacarideo obtido da desacetilagdo da quitina e de acdo na indugdo de
resisténcia, a qual promoveu o aumento da firmeza de polpa de morangos em pods-colheita a
medida que se aumentou a concentragao do eliciador. Esta maior firmeza observada nos frutos
tratados com eliciadores pode estar relacionada, tanto ao aumento de firmeza pela producao
de fendis sintetizados a partir da acdo da FAL, quanto a reducdo de firmeza decorrente da
degradacao oxidativa provocada pelas lesdes de B. cinerea na testemunha, uma vez que nao
se tem um comparativo com a firmeza dos frutos antes da aplicagdo dos tratamentos, bem
como da inoculacdo do fungo, visto que esta ndo foi quantificada. Em cultura de calos de
Linun austriacum, a aplicagdo de eliciadores promotores da atividade da FAL aumentou
significativamente a biossintese de ligninas (VARDAPETYAN et al., 2003).

Fazendo-se uma breve comparagdo entre os dois experimentos realizados em pos-
colheita, pdde-se constatar que no experimento 3, com frutos da cultivar Camarosa obtidos de
produtor organico onde o tratamento principal foi a aplicagdo, nas plantas, do composto
Supermagro de producao caseira, a avaliagdo das podriddes iniciou as 48 horas apods a

implantacdo do experimento com alta incidéncia de podriddes, inclusive de R. stolonifer que
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ndo havia sido previamente inoculado, enquanto no experimento 4, em que os frutos da
cultivar Aromas haviam recebido quatro aplicagdes com os tratamentos eliciadores em pré-
colheita, o inicio da avaliagdo ocorreu as 96 horas apds a implantacdo do experimento e
apenas o fungo B. cinerea pdde ser observado. Este fato revela a importancia da aplicagdo
destes eliciadores ainda em pré-colheita, uma vez que o inicio dos sintomas de podridoes
ocorreu com o dobro de tempo nos frutos tratados em pré-colheita com ASM e harpina,
embora também possa haver um efeito de variedades, sendo, portanto, a cultivar Camarosa

mais susceptivel a podriddoes em pos-colheita.

4.4 CONCLUSOES

Os resultados encontrados no presente estudo indicam a potencialidade dos
eliciadores aqui testados como indutores de resisténcia em pds-colheita de morango, podendo
ser um recurso importante no manejo pos-colheita para esta cultura, sobretudo por se tratar de
produtos de baixa toxicidade, e os morangos apresentarem grande fragilidade ao serem
manuseados e transportados. Entretanto, ha necessidade de maiores estudos acerca de
eleiciadores relacionados a outros patogenos, a outras condigdes ambientais e variedades, para

que se possa recomenda-los com maior seguranca.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os indutores de resisténcia, proteina harpina e acibenzolar-S-metil, demonstraram
em todos os experimentos realizados, uma efetiva atividade na indugdo de resisténcia contra o
mofo-cinzento, causado pelo fungo B. cinerea nos frutos, tanto nas aplicagdes realizadas em
pré, quanto em poés-colheita, inclusive com efeito de doses sobre esse parametro. A maior
atividade da FAL nas plantas possibilitou maior acimulo de fendis totais, conhecidos por sua
acdo antimicrobiana, importante mecanismo da RSA. Sendo esse, portanto, um dos principais
fatores envolvidos na indu¢ao de resisténcia observada para cultura do morango.

Além da indugdo de resisténcia contra B. cinerea, observou-se efeito positivo da
harpina ¢ ASM sobre a redugdo da incidéncia e severidade da mancha-de-dendrofoma e
nimero de flores abortadas, e, no caso da harpina, ainda houve efeito na redugdo da
incidéncia de acaros, indicando que este eliciador atua ndo apenas contra patdgenos, mas
também contra herbivoria, como citam diversos estudos.

Uma maior taxa de assimilacio de CO,, ¢ indiretamente, maior atividade
fotossintética foi observada nos tratamentos com harpina, que também ¢ conhecida como
promotora do acimulo de biomassa. No presente trabalho, essa maior taxa de assimilagdo de
CO; foi relacionada a manutencdo de uma boa sanidade das plantas e, consequentemente,
resultando em maior numero de frutos por planta. Porém, ndo afetou a massa dos frutos
comercializaveis, tanto nos testes com diferentes produtos, quanto nos testes com doses.

Sendo assim, consideramos que os eliciadores testados, sobretudo a harpina,
apresentam excelente potencial na indugdo de resisténcia, com boas possibilidades de serem
levados a campo para o manejo de doengas e até mesmo de herbivoria em morango, cultura
conhecida pelos altos indices de agrotdoxicos demandados para que se mantenha uma
produtividade economicamente viavel. Esses eliciadores podem, ainda, ser utilizados em
programas de manejo integrado de pragas e doengas, ou cultivos organicos, pois ndo
apresentam toxicidade e nem risco de resisténcia por parte dos agentes patogénicos, visto que
agem no metabolismo da planta e ndo diretamente sobre estes organismos. Finalmente,
consideramos que maiores estudos sdo necessarios quanto a dosagens, uma vez que nao
obtivemos uma recomendagdo conclusiva, como também, quanto a outros agentes infestantes
da cultura estudada, visto que verificamos possibilidades de inducdo de resisténcia contra

herbivoria.
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ANEXOS

ANEXO A — Escala diagramatica para mancha-de-dendrofoma em morangueiro.

GO

0.9 % 29% 9.1 %
252 % 533% 79.5 %

Fonte: Mazaro et al., 2005.



