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Resumo: O cultivo de flores tropicais no Nordeste ocorre nas regiGes
de maior precipitagdo e umidade, favorecendo a ocorréncia de doengas
causadas por fungos, bactérias, nematoides e virus. Dentre estas se destaca
a antracnose, principalmente, pela redugdo da qualidade das inflorescéncias
para comercializa¢do. Este trabalho objetivou avaliar o efeito de indutores
de resisténcia no controle da antracnose pos-colheita em bastdo do
imperador e detectar a atividade da proteina de defesa de plantas B-1,3-
glucanase nasinflorescéncias. Osindutores foramaplicados por pulverizagéo
na inflorescéncia fechada, e 5 a 7 dias ap6s a abertura. Foram testados:
Acibenzolar-S-methyl 10 e 20g PC/100 L de agua; jasmonato 15 e 30 mg/L
de agua; Agro-mos® 100-200 mL/ 100 L de agua; Crop-Set® 100-200 mL/
100 L de &gua; Ecolife®* 100-200 mL/ 100 L de &gua; Tiofanato-metilico
50-70 g/ 100 L de &gua, e controle tratado com agua. Foram avaliadas as
dimensdes das lesbes e atividade da 3-1,3-glucanase. O isolado de Colletotrichum
gloeosporioides, foi identificado pela obtengdo de fragmento de 450 pb nareagdo
em cadeia da polimerase (PCR), utilizando os oligonucleotideos especificos
Cglnte ITS4. Houve redugdo da severidade da antracnose quando jasmonato
(2,75cm) e Crop-set® (2,90 cm) foram utilizados na maior dose, embora sem
diferir datestemunha (3,69 cm). Maior atividade de -1,3-glucanase resultou
daaplicacdo de Crop-set® (164,71) e Ecolife®* (145,93) namaior dose, e de
jasmonato (147,27) na menor dose, em relacdo a testemunha (82,69).
Termos para indexacdo: Colletotrichum gloeosporioides, controle alternativo,
flores tropicais, inducédo de resisténcia.
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EFFECT OF RESISTANCE INDUCERS ON ANTHRACNOSE
CONTROL OF THE TORCH GINGER (ETLINGERA ELATIOR)

Abstract: The cultivationof tropical flowersinthe Northeast of Brazil occurs
in regions of greater precipitation and humidity, favoring the occurrence of
diseases caused by fungi, bacteria, nematodes and viruses. Among which,
anthracnose is one of the most important, by the reduction of the quality
of the inflorescences for commercialization. The study had as objective to
evaluate the effect of resistance inducers on the control of post-harvest
anthracnose in the torch ginger and to detect the activity of the B-1,3-
glucanase plantdefense proteinininflorescences. Inducers were sprayed onto
the closed inflorescence, and 5 to 7 days after opening. The products tested
were: Acibenzolar-S-methyl 10 and 20g PC / 100 L of water; Jasmonate 15
and 30 mg/ L water; Agro-mos® 100-200 mL / 100 L water; Crop-Set® 100-
200 mL /100 L water; Ecolife® “°100-200 mL / 100 L water; 50-70 g/ 100
L of water, and water-treated control. The dimensions of lesions and p-1,3-
glucanase activity were evaluated. The isolate of Colletotrichum gloeosporioides was
identified by obtaining a 450 bp fragment in the polymerase chain reaction
(PCR), using the specific oligonucleotides Cgint and ITS4. The application
of jasmonate (2.75 cm) and Crop-set (2.90 cm, in the greater dosage, reduced
the severity of the anthracnose, however without differing from the control
(3.69 cm). Increased B-1,3-glucanase activity was observed when Crop-set®
(164.71) and Ecolife®*(145.93) were used inthe highestdose, and jasmonate
(147,27) in the lowest dose, compared with the control (82,69).

Index terms: Colletotrichum gloeosporioides, controle alternativo, flores tropicais,
inducéo de resisténcia.

INTRODUCAO

O bastéo do imperador [Etlingera elatior (Jack) R.M. Smith] é uma herbacea
ornamental, rizomatosa e robusta, da familia Zingiberaceae, que possui
inflorescéncias grandes com coloragdo vermelha, rosa ou rosa-claro. As
cultivares Red Torch, Pink Torch e Porcelana destacam-se comercialmente
em Pernambuco, como boas alternativas de investimento na agricultura,
principalmente pelo ciclo curto da cultura, que favorece o répido retorno
de capital para pequenos produtores da regido (FERRARI, 2008; LINS;
COELHO, 2004).

O cultivo do bastao do imperador, entre outras flores tropicais, em climas
quente e umidos, favorece a ocorréncia de diversas doengas que ocasionam
danos significativos nos campos de produgdo, comprometendo a qualidade
do produto. Deve-se ressaltar que 0 manejo inadequado da cultura contribui
para 0 aumento da incidéncia e severidade do problema fitossanitario,
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reduzindo a produtividade e/ou desvalorizando as flores para comercializacéo
(LINS; COELHO, 2004).

A antracnose pos-colheita causada por Colletotrichum gloeosporioides (Penz)
Sacc., um dos fungos mais estudados no Brasil, ocasiona perdas expressivas na
producdo, de varias culturas agricolas. No bastdo do imperador causa danos
nas bracteas florais, iniciando com pequenas manchas escuras que evoluem
rapidamente para uma podridao encharcada, necrose e secamento das bréacteas,
tornando as inflorescéncias impréprias para o comércio (FERRARI, 2008).0
mercado de flores ornamentais é exigente em qualidade, sendo o controle de
doencas um fator de grande importancia para o sucesso e crescimento desta
atividade (SOLOGUREN; JULIATTI, 2007). O uso de produtos fitossanitarios
em pos-colheita € restrito devido a contaminacdo por residuos quimicos e
custos elevados, sendo a resisténcia genética a melhor alternativa de controle
(NEGREIROSet. al., 2013). No entanto, devido a alta variabilidade do patégeno
e pouca disponibilidade de cultivares resistentes, € necessario buscar medidas
de controle que atendam as necessidades do produtor, e minimizem as perdas
provocadas pela antracnose.

O uso de indutores de resisténcia bidticos e abidticos € uma importante
ferramenta no manejo de doencas de plantas, com comprovada eficiéncia em
varios patossistemas estudados (GURGEL et al., 2014; JESUS, 2009;
AMARAL, 2005; CAVALCANTI, 2000). A inducéo é realizada por compostos que
ndo apresentam qualquer acdo direta sobre os microrganismos, agindo pela
ativacdo de genes de defesa da planta. Estes genes codificam mecanismos de
defesa, classificados em pré-existentes (ceras, cuticulas, parede celular,
tricomas, estbmatos, e substancias quimicas) ou induzidos (formacdo de
papila, lignificacdo da parede celular, tiloses, Pr-proteinas, e producdo de
fitoalexinas).

O presente trabalho teve como objetivos avaliar o efeito de indutores de
resisténcia no controle da antracnose pés-colheita do bastdo do imperador e
verificar aatividade da PR-proteina -1,3-glucanase nas inflorescéncias.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Doencas Pos-
colheita do Departamento de Agronomia da Universidade Federal Rural de
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Pernambuco, e em plantio comercial em Aldeia-PE.

Inflorescéncias de E. elatior com sintomas de necrose, foram coletadas,
e acondicionadas separadamente em sacos plasticos e levadas ao laboratorio
para isolamento do patdgeno. Fragmentos da regido de transi¢do da leséo,
foram retirados e desinfestados com hipoclorito de sédio (NaOCIl) a 1,5%
de cloro ativo, durante 1 a 2 minutos e, em seguida lavados duas vezes em
agua destilada esterilizada. Os fragmentos foram transferidos para placas de
Petri contendo meio batata-dextrose-agar (BDA) e incubados em condicéo
de laboratorio, durante sete dias. Ap6s obtencéo do isolado, cultura pura foi
preservada a 5°C em tubos de ensaios contendo meio BDA, para 0s estudos
subsequentes. Os postulados de Koch foram seguidos para avaliacdo da
patogenicidade do isolado fungico.

A identificacdo do patogeno foi realizada utilizando oligonucleotideos
espécie-especificos conforme metodologia proposta por Millsetal. (1992).

O isolado de Colletotrichum foi cultivado em 150mL de Batata-dextrose
(BD) a temperatura de 25 + 2°C, sob condi¢éo de alternancia luminosa (12
horas claro/12 horas escuro), com duas agitacOes diarias, durante seis dias.
O DNA do isolado foi extraido a partir de 250 mg de miceélio de acordo
com o protocolo descrito por Faleiro et al. (2004) modificado. O DNA foi
quantificado visualmente em gel de agarose a 0,8% e corado em solucédo de
brometo de etidio a 0,05 mg/l, a partir da compara¢do com um padrédo de
DNA (Low DNA Mass Ladder, Invitrogen).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi ajustada para um volume
final de 25ul contendo 10 a 70ng de DNA gendmico, 0,25uM de cada
oligonucleotideos (Cglnt e 1TS4), 200uM de dNTPs, 1,5mM MgCl,, 1,25
U Tag DNA polimerase e 4gua ultra pura para completar o volume final. A
amplificacdo foi realizada sob as seguintes condi¢fes: um ciclo a 95°C por
5 min, 40 ciclos a 95°C por 30 seg, 65°C por 30 seg e 72°C por 1,5 min, e
um ciclo de 72°C por 5 min. Os produtos da amplificacdo foram separados
em géis de agarose a 1,5% em tampdo Tris-acetato-EDTA. A eletroforese
horizontal ocorreu a 80V até que a linha de fronte migrasse 5cm, em seguida
0 gel foi corado em solucdo de brometo de etidio a 0,5mg/l para posterior
visualizag&do dos produtos sob luz ultravioleta.

Os indutores foram pulverizados no campo, antes da colheita, nas
inflorescéncias fechadas,5 a 7 dias ap6s a abertura. Foram testadas as seguintes
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doses de cada indutor: Acibenzolar-S-methyl 10 e 20 g PC/100 litros de agua;
Jasmonato 15 e 30 mg JA/litro de &gua; Agro-mos® 100-200 mL/100 litros de
agua; Crop-Set® 100-200 mL/100 litros de agua; Ecolife®* 100-200 mL/100
litros de agua. O fungicida Tiofanato-metilico, nas doses de 50 e 70 g/100 litros
de agua, foi incluido no trabalho para efeito comparativo com os indutores. As
plantas do tratamento controle foram pulverizadas com &gua destilada
esterilizada.

Apos a colheita as inflorescéncias foram levadas para laboratorio, tratadas
com os indutores. Ferimentos, com auxilio de estilete, foram feitos em duas
bracteas da inflorescéncia e posteriormente foi realizada a inoculacdo com C.
gloeosporioides, pela deposicdo de discos de micélio contendo estruturas do
patdgeno, fixados por fita adesiva. As mesmas foram acondicionadas em
sacos plasticos Umidos por 24 horas, e mantidas em sala refrigerada 25°C. A
avaliacdo foi realizada oito dias ap6s a inoculacdo. Foram observadas as
dimensoes das lesGes, percentagem de controle, em relacdo a testemunha, e
atividade de -1,3-glucanase.

O preparo dos extratos enzimaticos consistiu na maceracdo com nitrogénio
liquido de 1,5 g de tecido das bracteas florais, 6 mL de tamp&o acetato de
sodio 20 mM, seguida de centrifugacdo a 9000 g, 4 °C, por 5 minutos. O
sobrenadante foi transferido para tubos e armazenado a —80 °C, até o uso do
extrato bruto na analise da atividade enzimatica.

A atividade de B-1,3-glucanase foi avaliada pela dosage da glicose liberada
com a hidrdlise da laminarina (TUZUN et al., 1989). Em tubos de ensaio foram
adicionados 1uL do extrato enzimético, 40 uL de tamp&o acetato de potassio
(0,2M pH 4.8) e 40 uL de laminarina (15 mg/mL), que foram incubados a 40 °C
por 1 hora. Apds o periodo de incubagdo adicionou-se 4 mL de solucédo
hidrazida do acido p hidroxibenzoico - HAPHB, aqueceu-se a 100 °C por 5
minutos, e resfriou-se em banho de gelo. As leituras espectrofotométricas
foram realizadas a 410 nm e comparadas com os padrdes de glicose. A curva
padrdo de glicose foi preparada, da mesma forma das amostras, substituindo- se
a laminarina por solugdes de glicose (0-200mg/L).

O delineamento foi inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 6
(indutores/fungicida) x 2 (doses), com cinco repeti¢Ges por tratamento. Cada
repeticdo foi representada por uma haste com duas brécteas inoculadas. Os
dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo
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teste de Duncan a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A identificacdo de C. gloeosporioides como agente causal da antracnose em
bracteas de E. elatior foi confirmada pela obtencao de um fragmento de 450
pb resultante da amplificagdo com os oligonucleotideos Cglint e ITS4
(MILLS et al., 1992). Também Barguil et al. (2009), trabalhando com 35
isolados de Colletotrichum obtidos de anturio (10), heliconia (13) e bastéo do
imperador (12), utilizando PCR com o0s mesmos oligonucleotideos
verificaram que apenas dois isolados de antdrio, ndo eram C.
gloeosporioides.

Na avaliacdo da severidade da antracnose, ndo se observou diferencas
significativas entre os tratamentos (Tabela 1). Os indutores Jasmonato e
Crop-Set®, na maior dose, reduziram a severidade da doenca em 25,5% e
21,4%, respectivamente. Robaina (2013) verificaram, em frutos de morango
tratados com metil jasmonato (MeJa), reducgéo da severidade da antracnose.
De acordo com o autor, é possivel que o MelJa tenha atuado positivamente
no controle da antracnose através da ativacdo de mecanismos de defesa,
como por exemplo, de enzimas relacionadas a patogénese. Gurgel et al.
(2014) indicaram o uso do indutor Jasmonato no manejo da antracnose em
heliconia, que promoveu 38,09% de controle da doenga. Segundo Jin et al.
(2009), o tratamento de péssegos em pds-colheita com Mela (1 mM) por
24 h, reduziu a incidéncia e severidade e aumentou a resisténcia dos frutos
inoculados com os patdgenos P. expansum, B. cinerea e R. stolonifer. Zhu; Tian
(2012) observaram que a aplicacdo de MeJA reduziu o tamanho das lesdes da
podriddo cinzenta em tomate (Botrytiscinerea).

Rosaetal. (2007) verificaram reducdo da severidade do mildio da videira
de até 37,46%, utilizando os indutores Crop-Set e Agro-mos, em mistura (0,3
mL/L; 1 mL/L). Da mesma forma, Gurgel et al. (2014), observaram que o
Crop-set (200 mL/100L) reduziu as lesGes antracnose em helicbnia em
25,7%. Silva et al. (2007) avaliando o efeito dos indutores Agro-Mos (0, 1 e
2 mL/L), Crop-Set (0, 2 e 5 mL/L) e Ecolife 40 (0,75 e 1,25 mL/L) sobre o
desenvolvimento de dois isolados de Penicillium sclerotigenum T.Yamam., em
tberas de inhame, observaram que apenas o Crop-Set reduziu da severidade
da doenca.

De maneira geral, considerando as avaliagdes do diametro da lesdo, ndo
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Tabela 1. — Severidade da antracnose em inflorescéncias de Etlingera elatior tratadas com
indutores de resisténcia e inoculadas com Colletotrichum gloeosporioides, avaliada pelo diametro

da les&o.
Indutor Dose{lOOL de Di?metro Reducéo da severidade
agua lesdo (cm) da doenca' (%)
D1
Acibenzolar-S-methyl 10g 3,95a 0,0
Jasmonato 0,15mg 3,88a 0,0
Agro-mos® 100 mL 3,86 a 0,0
Crop-Set® 100 mL 3,36 a 8,94
Ecolife 100 mL 3,94 a 0,0
Tiofanato-metilico 50g 2,98 a 19,24
Testemunha - 3,69 a -
D2
Acibenzolar-S-methyl 20g 3,93 a 0,0
Jasmonato 0,30mg 2,75 ab 25,47
Agro-mos® 200 mL 3,60 ab 2,44
Crop-Set® 200 mL 2,90 ab 21,40
Ecolife 200 mL 3,24 ab 12,19
Tiofanato-metilico 709 2,30a 37,67
Testemunha - 3,69 a -

CV (%) 26,37

!Calculada de acordo com Edginton et al. (1971).
2Meédias de cinco repeti¢des. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente (P=0,05), pelo teste
de Ducan.

foi observado uma resposta significativa da planta a aplicacdo dos indutores.
Resultados similares foram observados em plantas tratadas com Acibenzolar- S-
methyl, para o controle da antracnose em bracteas florais de helicnia
(GURGEL et al., 2014), e em folhas de Heliconia psittacorum cv. Golden
Torch (OLIVEIRA; COELHO, 2005). Moura et al. (2012) ndo constataram
menor incidéncia de podriddo pés-colheita em frutos de manga tratados com
indutores de resisténcia, entre eles o Acibenzolar-S-methyl na dose 0,3 g/10L.
Resultados contrarios foram obtidos por Nascimento et al. (2008), em que 0
indutor Acibenzolar-S-methyl (0,1 g/L) demonstrou um controle eficiente da
podrid&o peduncular e antracnose, causadas por C. gloeosporioides, em frutos de
mamoeiro, promovendo aos doze dias de inoculacdo nota igual a 1,00 (plantas
com auséncia de lesdes e ou pouquissimas lesbes cloréticas), enquanto a
testemunha obteve nota 3,2 (lesdes com 25% de severidade).
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A atividade de B-1,3-glucanase foi expressa constitutivamente através dos
indutores, com maior atividade desta enzima, de acordo com o tratamento
utilizado, com diferencas significativas, com exce¢do do Agro-mos®.

As inflorescéncias apresentaram maior atividade enzimatica quando
Jasmonato foi aplicado na menor dose, Crop-set na maior dose, e Ecolife
nas duas doses, diferindo dos demais tratamentos e testemunhas (Tabela 2).
Estudos mostram a eficiéncia de Jasmonato, Crop-set e Ecolife em induzir
protecdo contra patégenos em varios hospedeiros, atraves do acimulo de
B-1,3-glucanase (CAVALCANTI et al., 2006; LIMA FILHO, 2008;
GUIMARAES et al., 2010). Sdo enzimas que hidrolisam ligaces glicosidicas
do tipo B-1,3 presentes em B-D-glucanas, liberando glucose como produto
principal (BAUERMEISTER et al., 2010). Estas hidrolases tem acao direta
sobre os componentes (1,3)-B-glucano e quitina da parede celular de fungos
(STANGARLIN et al., 2011).

Tabela2. — Atividade de B-1,3-glucanase em inflorescéncias de Etlingera elatior, tratadas
indutores de resisténcia e inoculadas com Colletotrichum gloeosporioides.

B-1,3-glucanase*

Indutor Dose/100L de agua mg glicose protimin™
D1
Jasmonato 0,15 mg 147,27 a
Ecolife 100 mL 145,87 a
Acibenzolar-S-methyl 10¢ 118,42 b
Crop-Set® 100 mL 109,33 b
Tiofanato-metilico 509 98,60 bc
Agro-mos® 100 mL 85,15 bc
Testemunha+patégeno - 78,19 bc
Testemunha absoluta - 82,69 bc
D2
Crop-Set® 200 mL 164,71 a
Ecolife 200 mL 145,93 a
Acibenzolar-S-methyl 10¢ 107,36 b
Jasmonato 0,30 mg 123,21 b
Agro-mos® 200 mL 94,89 ¢
Tiofanato-metilico 709 91,65 ¢
Testemunha+patégeno - 78,19 ¢
Testemunha absoluta - 82,69 c

CV (%) 34,21

*Médias de cinco repeticOes. Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem significativamente (P=0,05), pelo teste
de Ducan.
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Na resisténcia induzida, por agentes externos, ocorre a ativagcdo de genes
envolvidosemdiversasrespostasdedefesa, entreelasoacimulodeproteinas- PR
como peroxidases, quitinases e B-1,3-glucanases (IURKIV et al., 2006), e
aumento na atividade de B-1,3-glucana sintase (STADNIK; BUCHENAUER,
2000). As glucanases(PR-2) séo proteinas de defesa das plantas e desempenham um
importante papel no processo de inducéo de resisténcia (VAN LOON; VAN
STRIEN, 1999). Estudos mostraram que a super expressdo de genes de
quitinases e glucanases em plantas, tem aumentado a resisténcia dessas
plantas a patogenos (VAN LOON et al., 2006).

De acordo com os resultados obtidos, € possivel o uso dos indutores de
resisténcia, Jasmonato e Crop-Set, em conjunto com outras praticas utilizadas no
manejo da antracnose em E. elatior, para obter um eficaz controle da doenca.
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