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RESUMO — O fumo-bravo (Solanum mauritianum) é uma espécie tipicamente pioneira, abundante na Floresta
Estacional Decidual da Mata Atlantica. Embora lhe sejam atribuidas propriedades medicinais, pouco se sabe
de seu efeito sobre doengas de plantas. Assim, esse trabalho teve por objetivo avaliar o extrato aquoso e fermentado
de S. mauritianum no controle do crestamento bacteriano comum do feijoeiro, causado pela bactéria Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli. Constituiram tratamentos o extrato aquoso nas concentragdes de 0, 1; 5; 10, 15
e 20%, bem como os fermentados de fumo-bravo com e sem a adigdo de agicar mascavo a 3% com 5, 10,
15 e 20 dias de fermentagdo. Foram realizados ensaios de atividade antimicrobiana in vitro sobre a bactéria,
indugdo da fitoalexina faseolina em hipocotilos de feijoeiro. Em plantas de feijoeiro, em casa de vegetagdo,
foi avaliada a severidade da doenga em trifélios tratados e em nao tratados. Também foram coletadas amostras
foliares 72 horas ap0s os tratamentos para determinagao da atividade de polifenoloxidase (POX) e fenilalanina
amonia-liase (FAL). Os ensaios foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado com quatro repetigdes.
O extrato aquoso induz a sintese de faseolina e os fermentados reduzem significativamente o crescimento
de X. axonopodis pv. phaseoli. O extrato aquoso e o fermentado reduzem a severidade do crestamento bacteriano
em folhas tratadas. O extrato aquoso e o fermentado reduzem a severidade do crestamento bacteriano em
folhas tratadas e induzem a atividade das enzimas POX e FAL. Os resultados indicam o potencial de derivados
de fumo-bravo na prote¢ao de plantas de feijoeiro ao crestamento bacteriano comum.

Palavras chave: controle alternativo, fenialanina amonia-liase, fitoalexinas, polifenoloxidase, Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli.

AQUEOUS AND FERMENTED EXTRACT OF Solanum mauritianum Scop FOR
Phaseolus vulgaris L. PROTECTION TO THE COMMON BACTERIAL BLIGHT

ABSTRACT — The Solanum mauritianum is a typically pioneer species, abundant in the Decidual Seasonal
Forest of the Atlantic Forest. Although medicinal properties are attributed to it, little is known of its effect
on plant diseases. Thus, the objective of this work was to evaluate the aqueous and fermented extract of S.
mauritianum in the control of the common bacterial blight of common bean, caused by the bacterium Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli. The aqueous extract was treated at concentrations of 0.1, 5; 10, 15 and 20%, as
well as the wild-type fermented with and without the addition of 3% brown sugar with 5, 10, 15 and 20 days
of fermentation. In vitro antimicrobial activity tests were carried out on the bacterium, induction of phytoalexin
phaseolin in bean hypocotyls. In common bean plants, the severity of the disease was evaluated in treated
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and untreated trifolia. Leaf samples were collected 72 hours after the treatments to determine the polyphenoloxidase
(POX) and phenylalanine ammonia-lyase activity (FAL). The trials were conducted in a completely randomized
design with four replicates. The aqueous extract induces phaseolin synthesis and the fermented ones significantly
reduce the growth of X. axonopodis pv. phaseoli. Aqueous and fermented extract reduce the severity of bacterial
blight on treated leaves. The aqueous and fermented extract reduce the severity of bacterial blight on treated
leaves and induce the activity of POX and FAL enzymes. The results indicate the potential of wild smoke
derivatives in the protection of common bean plants to common bacterial blight.

Keywords: alternative control, phenylalanine ammonia-lyase, phytoalexins, polyphenoloxidase, Xanthomonas

axonopodis pv. phaseoli.

INTRODUCAO

A cultura do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) pode
ter sua producdo comumente afetada por diversas
doencgas (Bianchini et al., 2005). Dentre os problemas
fitossanitarios do feijoeiro, o crestamento bacteriano
comum, causado pela bactéria Xanthomonas axonopodis
pv. phaseoli, representa a principal doenga bacteriana
da cultura no Brasil. E uma bacteriose que pode provocar
reducdo de 10 a 70% na produgao (Diaz, 2000). De acordo
com Vigo et al. (2009), esta é uma doenga de dificil
controle, de ocorréncia comum e que pode ser transmitida
por sementes. Além disso, ha escassez de produtos
que podem ser utilizados com eficiéncia no controle
da doencga.

A busca por métodos mais sustentaveis para
protegao de plantas e de menor impacto ao ambiente
¢ a satde humana, tem levado ao desenvolvimento
de pesquisas com intuito de obter produtos naturais
eficientes no controle de doengas de plantas (Dayan
etal., 2009). Dentre esses produtos naturais, tem merecido
destaque os derivados de plantas, como os extratos
e 6leos essenciais (Kuhn et al., 2006). Esses derivados
podem atuar na protecao de plantas a doencgas por
diversos mecanismos, incluindo a agdo antimicrobiana
direta sobre o fitopatogeno (Didwania et al., 2013; Kotan
etal., 2013) ou a ativacdo de mecanismos de defesa
nas plantas (Franzener et al., 2018). A agdo tanto
antimicrobiana como indutora de mecanismos de defesa
em plantas por derivados vegetais deve-se a presenca
de compostos ativos nessas espécies, geralmente
originarios do metabolismo secundario. Entre os
mecanismos de defesa da planta que podem ser ativados
por derivados vegetais estdo as fitoalexinas (Moura
etal., 2014), que s@o compostos antimicrobianos de
baixo peso molecular sintetizados pela planta (Ahuja
etal.,2012). Entre outras respostas bioquimicas que
podem ser ativadas nas plantas em resposta ao tratamento
com agentes bidticos ou abidticos estdo as enzimas
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relacionadas a defesa vegetal, como as polifenoloxidases
¢ a fenilalanina amonia-liase (Barros et al., 2010).

Também outros derivados de plantas medicinais,
como os hidrolatos, ja tem demonstrado potencial
no controle de doengas, tanto por agdo direta sobre
os fitopatdégenos como induzindo mecanismos de
defesa em plantas (Moura et al., 2014). No entanto,
sobre alguns derivados, como os fermentados vegetais,
ainda ha poucos estudos. Ha relatos de que a
fermentac¢@o pode aumentar a atividade bioldgica
de plantas medicinais (Hussain et al., 2016) O
desenvolvimento de produtos naturais que auxiliem
no controle de doengas bacterianas assumem ainda
maior importancia devido a escassez de produtos
e as dificuldades de controle.

O fumo-bravo (Solanum mauritianum) é uma planta
pioneira e robusta, pertencente a familia das Solanaceas,
com ocorréncia bastante comum na Mata Atlantica,
na Floresta Ombrofila Mista e Densa e na Floresta
Estacional Decidual e Semidecidual (Barroso, 1991).
Embora seja uma espécie vegetal muito comum e
conhecida, as pesquisas e resultados de aplicagdes
praticas referentes ao uso de derivados dessa planta
na agricultura ainda estdo escassos. Contudo, alguns
trabalhos publicados relatam a efetividade na utilizagdo
desses materias, tais como Mdee et al. (2009) que
verificaram que o extrato de folhas e frutos de S.
mauritianum, assim como o de outras espécies,
apresentam efeito inibitério sobre alguns fungos
fitopatogénicos, e De Ledn et al. (2013) que trabalhando
com extrato fermentado de Flourensia cernua também
constaram que o fermentado apresenta atividade inibitoria
sobre Penicillium expansum and Fusarium oxysporum
(De Leon et al., 2013).

Diante disso, esse trabalho teve como objetivo
avaliar o uso de extrato aquoso e fermentados de fumo-
bravo na protecao de plantas de feijoeiro ao crestamento
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bacteriano comum, avaliando tanto o efeito sobre o
fitopatogeno como na ativagcdo de mecanismos
relacionados a defesa vegetal.

MATERIALE METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratoério de
Fitopatologia e em casa de vegetagao climatizada na
Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus Laranjeiras
do Sul — PR.

Obtencao do fermentado e extrato aquoso de fumo-bravo

Para obtenc¢do dos preparados, folhas frescas
de fumo-bravo foram coletadas de plantas de
ocorréncia espontdnea no municipio de Laranjeiras
do Sul/PR, no periodo da manha, em agosto de 2015.
O extrato aquoso a 20% foi obtido através da trituragdo
de 100 g de folhas frescas de fumo-bravo em
liquidificador contendo 500 mL de agua destilada
por 30 segundos. Em seguida o material foi filtrado
em gaze e em papel de filtro. Para obteng¢ao de
diferentes concentragdes o extrato foi diluido em
agua destilada.

Para obtenc¢ao dos fermentados, as folhas frescas
foram pesadas e cortadas em fragmentos homogéneos
de aproximadamente 0,5 cm na propor¢ao de 100 gramas
de folha para cada 1000 mL de agua destilada. Em seguida
o material foi acondicionado em garrafas pet, capacidade
de2 L, por5,10, 15 ¢ 20 dias no escuro a 25°C, com
ou sem a adi¢do de agicar mascavo a 3%. Apds o periodo
de fermentagdo, o material foi filtrado em gaze e papel
de filtro.

Isolamento, manuten¢io e preparo do inéculo do
fitopatégeno

O isolado da fitobactéria X. axonopodis pv. phaseoli
foi obtido a partir de folhas sintomaticas de feijoeiro
naregido de Laranjeiras do Sul-PR. Esta foi cultivada
em placas de Petri contendo meio de cultura agar nutriente
(5 gpeptona; 3 g extrato de carne; 15 g agar bacterioldgico
e 1000 mL de agua destilada) e mantidas a 28°C em
escuro por 48 horas para o preparo do in6culo. A
suspensao bacteriana foi preparada em solugdo salina
(NaCl 0,85%) com concentragéo ajustada para 1 x 108
UFC mL!, com base em curva de absorbancia a 580
nm (Kuhn, 2006). A manuten¢do da bactéria por periodos
prolongados foi realizada através de inoculagao e re-
isolamento em plantas de feijoeiro.

Ensaio de atividade antimicrobiana

Para avaliacao da atividade direta dos fermentados
e dos extratos aquosos sobre X. axonopodis pv. phaseoli,
foi conduzido experimento em tubos de ensaio
(capacidade 10 mL) para o qual cada tubo recebeu
concentragdes iguais do meio caldo nutriente e os
respectivos tratamentos, totalizando o volume final
de 5 mL por tubo. Em seguida os tubos de ensaio,
contendo os tratamentos, foram autoclavados a 120
°C por 20 min. Apds os tubos atingirem temperatura
ambiente foi adicionado a cada tubo 100 iL de suspensao
bacteriana com 1 x 103 UFC (unidades formadoras de
coldnia) mL-'. Os tubos foram mantidos por 48 horas
a27°C em escuro e ap6s determinada a absorbancia
a 580 nm.

Foram avaliados os biofermentados (a 10%) com
ou sem ac¢ucar mascavo de 5, 10, 15 e 20 dias de
fermentagdo, além de extrato aquoso a0, 1, 5, 10, 15
e 20%.

Ensaio de inducio de fitoalexina

A determinagao da fitoalexina faseolina foi realizada
com base na metodologia de Dixon et al. (1983), com
algumas modificacdes. Sementes de feijoeiro da variedade
Tuiuiu foram desinfestadas em solugao de hipoclorito
de sodio 0,5% por 3 minutos. Em seguida foram lavadas
em agua destilada estéril, semeadas em areia esterilizada
por autoclavagem (120 °C por uma hora a 1 atm) e mantidas
em escuro a 24 °C durante nove dias. Apos esse periodo,
segmentos de hipocadtilos estiolados com 5 cm foram
destacados das plantulas, lavados em agua estéril e
mantidos sobre papel absorvente por 30 minutos. Quatro
segmentos de hipocoétilo (com aproximadamente 1 g)
foram colocados em cada placa de Petri contendo papel
de germinacao umedecido com agua destilada estéril.
Em seguida os tratamentos foram pulverizados sobre
os hipocotilos até ponto de escorrimento. As placas
de Petri foram tampadas e mantidas a 24 °C em escuro
por 48 h. Apos esse periodo, os hipocédtilos foram
transferidos para tubos de ensaio contendo 10 mL de
etanol 70%, mantidos a 4 °C por 48 h, e agitados por
uma hora para extragao da fitoalexina. O teor de faseolina
foi mensurado indiretamente através do espectrofotdmetro
a 280 nm.

Em um primeiro bioensaio foi avaliado o extrato
aquoso nas concentragdes de 0, 1, 5, 10, 15 ¢ 20%.
Em outro bioensaio foram avaliados os fermentados
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na concentragao de 10%, com 0 (sem fermentagao) 5,
10, 15 e 20 dias de fermentagdo, com ou sem adigao
de agucar mascavo (3%).

Efeito protetor em plantas de feijoeiro

Para avaliar o efeito protetor do extrato aquoso
e fermentados sobre o crestamento bacteriano comum,
plantas de feijoeiro variedade Tuiuiu foram cultivadas
em vasos plasticos (capacidade de 2 litros) contendo
mistura de solo, areia e composto organico na propor¢ao
de 2:1:1, respectivamente. Em cada vaso foram semeadas
cinco sementes, sendo realizado desbaste 15 dias apos
a semeadura. As plantas foram mantidas em casa de
vegetacao e irrigadas diariamente, sob temperatura
de 25 £ 2 °C e umidade relativa de aproximadamente
70%.

Aos 60 dias ap6s a semeadura, os tratamentos
foram aplicados via aspersdo no primeiro trifélio de
cada planta. Trés dias ap6s, foi realizada a inoculagao
com suspensdo bacteriana de 1 x 108 UFC mL-! no primeiro
(tratado) e no segundo trifolio (ndo tratado). A inoculagdo
foi realizada por meio de aspersao com o indculo, sendo
estas mantidas em camara imida por 6 horas antes
e 24 horas depois da inoculagdo, com umidade relativa
de 100%.

Para a determinacao da severidade do crestamento
bacteriano comum no feijoeiro foi utilizada a escala
diagramatica adaptada por Azevedo (1997), sendo o
resultado expresso em porcentagem de area foliar
lesionada. Constituiram tratamentos fermentados com
15 dias com e sem a adi¢@o de agiicar mascavo, extrato
aquoso a 10%, com e sem a adi¢ao de aglicar mascavo,
além da testemunha agua destilada.

Avaliacao de enzimas relacionadas a defesa em plantas
de feijoeiro

Experimento nos moldes do anterior foi conduzido
para avaliar o potencial efeito indutor de enzimas
relacionadas a defesa nas plantas de feijoeiro pelos
tratamentos. Nesse caso, os tratamento foram aplicados
quando as plantas atingiram o estadio V3/V4, com 30
dias apods a semeadura. Os tratamentos utilizados foram
os fermentados com 5, 10, 15 e 20 dias de fermentacao
sem e com adi¢do de agucar mascavo, extrato aquoso
a0,1,5,10¢ 15%. Os tratamentos foram pulverizados
no primeiro trifélio das plantas até o ponto de
escorrimento.
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Trés dias ap0s a aplicag@o dos tratamentos foram
coletados discos foliares com 1,5 cm de didmetro, sendo
5 discos do primeiro trifélio (tratado) e cinco discos
do segundo trifélio (ndo tratado) de cada parcela. Os
discos foliares foram acondicionados em papel aluminio
¢ imediatamente transferidos para freezer e mantidos
a-20 °C até arealizacao das analises bioquimicas.

As amostras de tecido foliar foram maceradas em
4 mL de tampao fosfato 0,01 M (pH 6,0) contendo 1%
(p/p) de PVP (Polivinilpirrolidona), em almofariz de
porcelana. Os homogeneizados foram centrifugados
a 14.500 g durante 20 min a 4 °C. O sobrenadante obtido,
considerado como extrato enzimatico, foi utilizado para
a determinacao do contetido de proteinas e atividade
enzimatica. Todo o material empregado foi mantido sob
refrigerac@o.

A atividade das polifenoloxidases foi determinada
conforme a metodologia proposta por Duangmal e
Apenten (1999). Para tanto, o substrato para enzima
foi composto por catecol, na concentragao de 20 mM,
dissolvido em tampao fosfato de potassio 100 mM (pH
6,8). A reacao foi conduzida misturando-se 900 iL do
substrato e 100 iL do extrato enzimatico seguida de
leituras em espectrofotdmetro, a 420 nm. As leituras
foram realizadas de forma direta por um periodo de
2 min. Os resultados foram expressos em variagdo min-
'g.p.f! (grama de peso fresco).

A atividade de fenilalanina amonia-liase foi
determinada de acordo com a metodologia descrita
por Umesha (2006), na qual 100 pnL do extrato enzimatico
foram acrescidos de 400 puL de tampao Tris-HC1 0,025
M (pH 8,8) e 500 pL de solugao de L-fenilalanina 0,05
M (825,9 mg diluido em 100 mL de tampao Tris-HCL 0,025
M (pH 8,8)). Incubou-se essa mistura a 40 °C durante
2 h. Ao final desse periodo adicionaram-se 60 nL. de HCI
5 M para cessar a reagdo, seguindo-se a leitura em
espectrofotdmetro a 290 nm. A atividade de fenilalanina
amoOnia-liase consistiu da diferenca entre a absorbancia
da mistura contendo amostra e do controle (100 nL de
extrato enzimatico e 900 pL de tampao Tris-HC1 0,025 M
(pH 8.,8)), a qual foi plotada em curva padrao para acido
trans-cindmico. Os resultados foram expressos em microg
de acido trans-cinamico h! g.p.f! (gramas de peso fresco).

Analise dos resultados

Os resultados foram submetidos a analise de
variancia e teste de Tukey a 5% de probabilidade para
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dados qualitativos e analise de regressdo para os
diferentes tempos e concentragoes utilizadas. As analises
foram realizadas com auxilio do sistema computacional
ASSISTAT versao 7.7. (Silva & Azevedo, 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Atividade antibacteriana sobre X. axonopodis pv.
phaseoli

O extrato aquoso de S. mauritianum apresentou
efeito quadratico sobre a bactéria X. axonopodis pv.
phaseoli (Figura 1A). Pela equagao de regresséo, o
ponto de maxima foi observado na concentragao de
15,7%, indicando que houve incremento no
desenvolvimento da bactéria em relagdo as menores
concentragdes. O extrato aquoso de plantas podem
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Figura 1 - Desenvolvimento de Xanthomonas axonopodis
pv. phaseoli sob diferentes concentragdes
do extrato aquoso (A) e de biofermentados
de fumo-bravo a 10% com e sem a adi¢do de
acucar mascavo (B).

apresentar grande diversidade de compostos e com
diferentes atividades bioldgicas, incluindo
antimicrobianos, antioxidantes e mesmo estimulantes.
Assim, é possivel que o resultado das concentragdes
e interagdes entre esses compostos contribua para
que o derivado vegetal possa apresentar maior ou
menor efeito em diferentes concentragdes.

No caso do uso dos fermentados de fumo-bravo
os resultados foram mais expressivos, havendo inibi¢ao
total do desenvolvimento microbiano a partir de cinco
dias de fermenta¢do quando incorporado agiicar mascavo
a 3%, e a partir de 10 dias quando nao houve a
incorporacao de agucar (Figura 1B). Esse resultado
demonstra o potencial da fermentagdo do extrato de
fumo-bravo para potencializar o efeito inibitorio sobre
a bactéria. A incorporac¢ao do agucar mascavo a 3%
possivelmente acelerou o processo fermentativo,
permitindo maior efeito antimicrobiano ap6s 5 dias de
fermentag@o. Incremento em propriedades farmacologicas
e terapéuticas de plantas medicinais pela fermentacao
também ja tem sido relatadas na literatura (Hussain
etal.,2016).

Embora o potencial de extratos e 6leos essenciais
de plantas, principalmente medicinais, tem sido estudados
nos ultimos anos no controle fitossanitario (Kotan
etal., 2013; Franzener et al., 2018), ainda sao poucas
as informacgdes sobre o uso de fermentados vegetais.
Como exemplo, Mdee et al. (2009) verificaram que extrato
de algumas espécies vegetais de ocorréncia espontanea,
incluindo S. mauritianum, promoveram efeito inibitério
sobre alguns fungos fitopatogénicos. Também De Ledn
etal. (2013) verificaram que o fermentado do extrato
aquoso de Flourensia cernua apresentou atividade
inibitéria sobre os fungos Penicillium expansum e
Fusarium oxysporum.

O efeito antimicrobiano de um produto natural
representa um importante indicador de seu potencial
no controle de determinada doencga. No entanto, ha
situagdes em que mesmo sem acao antimicrobiana direta
sobre o fitopatégeno pode haver controle da doenga,
possivelmente pela ativagao de mecanismos de defesa
vegetal (Silva et al., 2008). Também o fato de ser observada
ac¢do antimicrobiana in vitro pode ndo pode ser traduzido
em controle efetivo da doenga a campo (Kuhn et al.,
2006), possivelmente pelos diversos fatores envolvidos
nas condig¢des in vivo.
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Inducio de faseolina em feijoeiro

O extrato aquoso de fumo-bravo promoveu
incremento de faseolina em hipocotilos de feijoeiro
com o aumento na concentracao utilizadas (Figura 2A).
Esse resultado mostra o potencial em induzir essa
fitoalexina pelo extrato de fumo-bravo.

Nao foram encontrados trabalhos na literatura com
autilizacdo de extrato de fumo-bravo na indugao de faseolina
em feijoeiro. No entanto, ha trabalhos com a utilizag@o
de extratos de outras plantas, ou mesmo com outros tipos
de indutores, os quais demonstram resultados positivos
sobre a indugdo de faseolina no feijoeiro. Brand et al.
(2010) avaliaram o efeito de extratos aquosos autoclavados
enao autoclavados de alecrim sobre a produgao de faseolina
no feijoeiro, e notaram que os extratos nao autoclavados
sdo mais efetivos na sua inducao.

Quanto ao tempo de fermentagdo nao foi observada
diferenca significativa no acimulo de faseolina, tanto
com ou sem a incorpora¢do de agiicar mascavo nos
fermentados de fumo-bravo a 10% (Figura 2B).

As fitoalexinas sdo compostos antimicrobianos
produzidos pela planta como um importante mecanismo
bioquimico de defesa. As mais estudadas sdo as
deoxiantocianidinas em sorgo e a gliceolina em soja
(Ahujaetal., 2012; Moura et al., 2014), comumente
relacionadas com a redugdo na severidade de doengas
em plantas.

Efeito protetor em plantas de feijoeiro

A severidade do crestamento bacteriano nas plantas
de feijoeiro foi reduzida com a aplicagdo dos tratamentos
em relagdo a testemunha tratada apenas com agua
destilada, a qual apresentou 10,6% de area foliar
lesionada (Tabela 1). No entanto, a diferenga entre os
tratamentos foi observada somente nos trifolios tratados
(primeiro trifélio).

Os tratamentos que propiciaram menor severidade
da doenga foram o extrato aquoso a 10%, com e sem
aducdo de aguicar mascavo, ¢ o fermentado de fumo-
bravo com 15 dias de fermentagao com agiicar mascavo
a 3%. O fermentado sem agucar apresentou valores
intermediarios de severidade, ndo diferindo da testemunha
agua e do fermentado com actcar. Os resultados
demonstram efeito protetor ao crestamento bacteriano
em plantas de feijoeiro tanto pelo extrato aquoso como
pelo fermentado.
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Figura 2 - Teor de faseolina em hipocotilos de feijoeiro
tratados com diferentes concentragdes do
extrato aquoso (A) e de fermentados a 10%
(B) de fumo-bravo com ou sem adigao de agticar.

Nos segundos trifolios das plantas, que nao
receberam os tratamentos, nao foi observada diferenga
significativa entre os tratamentos e a testemunha. No
entanto, um dos resultados de maior destaque € o valor
significativamente menor da severidade da doenca na
testemunha agua no trifélio ndo tratado em relagao
ao trifélio tratado com agua. Possivelmente o fato de
ter ocorrido menor severidade da doenga em trifolios
nao tratados em relagdo aos tratados com agua destilada
nao se refere a efeito sistémico mas sim a fatores
intrinsecos da propria planta. Possivelmente contribua
para isso o fato de o segundo trifolio (ndo tratado)
ser mais jovem que o primeiro trifélio, podendo apresentar
composi¢ao distinta, como maior compostos
antimicrobianos, por exemplo.

Ainda pouco se sabe sobre o efeito de derivados
de fumo-bravo na protecdo de plantas. Devido a
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Tabela 1 - Médias da severidade do crestamento bacteriano comum do feijoeiro (X. axonopodis pv. phaseoli)

Tratamentos

Severidade (%)

Agua destilada

EA 10% sem agtcar

Fermentado sem agtcar por 15 dias
EA 10% com agucar

Fermentado com agucar por 15 dias

1° trifolio 2°¢ trifolio

10,6 aA 1,8 aB
2,6 bcA 1 aA
6,6 abA 2 aB
1 cA 0,4 aA
3 bcA 1,2 aA

Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.

importancia do crestamento bacteriano comum no
feijoeiro, outras alternativas ja foram avaliadas e
demonstraram efeitos promissores. Um exemplo é o
trabalho desenvolvido por Silva et al. (2008) em que
observaram o controle bioldégico de X. axonopodis
pv. phaseoli por um isolado de Pseudomonas. Nesse
trabalho os autores verificaram o controle da doenca
mesmo sem haver a inibi¢do direta do fitopatdgeno,
sugerindo, nesse caso, o envolvimento de indugao
de resisténcia. Esse efeito possivelmente ajuda a explicar
o fato de o extrato aquoso de S. mauritianum néo ter
promovido efeito inibitorio sobre X. axonopodis pv.
phaseoli mas ter reduzido a severidade da doenga.

Reducio da severidade do crestamento bacteriano
comum em até 47% foi encontrada por Viecelli e
Moerschbécher (2013) quando aplicado manganés via
foliar no feijoeiro no estagio V2 e comparando com
as testemunhas agua, bactericida Agrimicina (50 mg
i.a.L!) e acibenzolar-S-metil (75 mgi.a. L!). Diaz et
al. (2000) também relataram que a severidade da doenga
ndo apresenta relacdo linear significativa com a produgao,
no entanto, observaram que a duracgdo da area foliar
sadia relacionou-se linearmente de forma significativa
(Pd”0,01) com a producdo em duas diferentes variedades.
Reducao na severidade do crestamento bacteriano comum
em feijoeiro também foi observado por Vigo et al. (2009)
avaliando 6leos essenciais e tinturas de outras espécies
vegetais, também sugerindo o envolvimento de
mecanismos de defesa vegetal ativados em fungdo dos
tratamentos.

Atividade da polifenoloxidases e fenilalanina amoénia-liase

O fermentado de fumo-bravo sem agticar nao
proporcionou aumento da atividade da enzima
polifenoloxidases (Figura 3A). O tratamento promoveu
reducdo na atividade da enzima no primeiro trifélio
do feijoeiro nos tempos intermediarios de fermentagao,

sendo demonstrado pela equag¢do quadratica. No
segundo trifolio ndo houve diferenca entre os dias
de fermentagdo do preparado para atividade dessa
enzima.

Quando utilizado o biofermentado de fumo-bravo
com agucar foi observado efeito quadratico tanto em
trifolios tratados como nao tratados, havendo redugao
na atividade em tempos de fermentagao intermediarios
e aumento na atividade dessa enzima nos maiores tempos
de fermentacao. O fermentado com 20 dias de fermentacao
em folhas tratadas promoveu incremento de até 276%
na atividade da enzima em relacdo ao tratamento sem
fermentacao (0). Ja em trifélios ndo tratados ndo houve
aumento na atividade de polifenoloxidases em relagao
ao tratamento sem fermentagdo (Figura 3 B).

Com a aplicacao do extrato aquoso sobre as folhas
do feijoeiro e analise apds 72 horas, houve efeito indutor
na atividade da polifenoloxidases em trif6lios tratados
(Figura 3 C).

Esses resultados evidenciam que tanto o extrato
aquoso como o fermentado possuem compostos
indutores da sintese dessa enzima em folhas de feijoeiro.
No entanto, essa atividade indutora se restringe ao
efeito local, ndo apresentando efeito sist€émico em folhas
ndo tratadas. As polifenoloxidases envolvem a degradagédo
oxidativa de compostos fenolicos levando a
polimerizacao de quinonas (Barros et al., 2010), assim
a sua indugao torna-se importante para defesa vegetal.
Em feijoeiro essa enzima também ja foi associada a
reducgdo na severidade da antracnose causada pelo
fungo Colletotrichum lindemuthianum (Campos et
al., 2004) bem como do crestamento bacteriano comum
(Vigo et al., 2009).

Quanto a atividade da enzima fenilalanina amodnia-
liase, os fermentados de fumo-bravo, tanto sem (Figura
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4A) como com (Figura 4B) a adi¢do de agicar mascavo
promoveram alteragdes na atividade dessa enzima. Os
fermentados com maior tempo de fermentagao (20 dias)
promoveram maior atividade de fenilalanina amonia-
liase em folhas tratadas. Ja no segundo trifolio (nao
tratado) houve efeito quadratico com indugdo dessa
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Figura 3 - Atividade da polifenoloxidase com a utiliza¢do
de fermentados sem (A) e com (B) adigao de
aglcar mascavo, ou uso de extrato aquoso
(C) de fumo-bravo ap6s 72 horas na 1 e 2°
folha trifoliada. ns: ndo significativo.
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enzima em tempos intermediarios de fermentacao, tanto
com como sem a adi¢do de agucar (3%).

Quando foram utilizadas diferentes concentragdes
do extrato aquoso de fumo-bravo houve aumento linear
significativo na atividade de fenilalanina amodnia-liase
com o aumento na concentragao do extrato em trifolios
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que receberam os tratamentos (Figura 4C). Ja em trifolios
ndo tratados também houve incremento na atividade
dessa enzima mas em concentra¢des intermediarias,
tendo ponto de maxima na concentragao de 7,8% do
extrato. Os resultados obtidos demonstram que tanto
o fermentado como o extrato aquoso possuem
compostos com efeito indutor dessa enzima, tanto em
folhas tratadas como em folhas nao tratadas, indicando
potencial efeito sistémico. No entanto, efeito indutor
em folhas nao tratadas foram observados somente em
concentragdes ou tempos de fermentacao intermediarias,
para o extrato aquoso ¢ fermentados, respectivamente.

Os resultados obtidos com aumento na atividade
da fenilalanina amonia-liase sao importantes indicadores
do potencial efeito indutor de resisténcia em plantas
de feijoeiro pelo extrato e fermentado de fumo-bravo,
uma vez que essa enzima possui uma papel muito
importante na ramificagdo do metabolismo primario para
formacao de metabolitos secundarios em plantas. Alguns
trabalhos ja tem relacionado o aumento na atividade
da fenilalanina amoénia-liase com a redug@o na severidade
de doengas. Ao trabalhar com arroz induzido com
Pseudomonas fluorenscens contra Xanthomonas oryzae
pv.oryza, Vidhyasekaram et al. (2001) observaram redugao
na severidade da mancha bacteriana em 85% associado
ao aumento da atividade da fenilalanina amonia-liase.
O potencial efeito indutor de polifenoloxidases e
fenilalanina amodnia-liase ja foi relatado em diferentes
culturas por derivados vegetais de outras espécies
(Vigo et al., 2009; Franzener et al., 2018).

Considerando a importancia das polifenoloxidases
e de fenilalanina amdnia-liase na defesa vegetal e a
inducao das mesmas pelo extrato aquoso e fermentado
de fumo-bravo, os resultados sugerem que a protegao
de plantas de feijoeiro ao crestamento bacteriano comum
por esses derivados vegetais envolve também a indugdo
de resisténcia nas plantas.

CONCLUSOES

O extrato aquoso de fumo-bravo induz a sintese
de faseolina em hipocotilos de feijoeiro, conforme
aumento na concentragao do extrato. Ja os fermentados
nao induzem faseolina independentemente da forma
e tempo de preparo.

Os fermentados apresentam efeito antibacteriano
sobre X. axonopodis pv. phaseoli, o que ja ndo ocorreu
com uso do extrato aquoso. Os fermentados e o extrato

aquoso reduzem a severidade do crestamento bacteriano
em folhas de feijoeiro bem como promovem incremento
na atividade de polifenoloxidases (de forma local) e
fenilalanina amonia-liase (de forma sistémica), indicando
potencial efeito indutor de resisténcia nas plantas.
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