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RIBEIRO, Carla Maria Cavalcanti Implicacbes da competicdo por ions ferro e
nitrogénio no controle da mancha-bacteriana do maracujazeiro. 2016. 71p.
Dissertacdo em agronomia na Universidade Federal de Roraima, Boa Vista, 2016.

RESUMO

A mancha-bacteriana do maracujazeiro constitui uma das principais doencas da
cultura, trazendo impacto significativo a producdo. Postula-se que Xanthomonas
axonopodis pv. passiflorae (Xap), agente causai da doenca, necessite de uma
densidade minima de células viaveis no filoplano para que seja capaz de causar
infeccdo. Portanto, € pressuposto que antagonistas previamente selecionados, que
demonstraram capacidade controle da doenca e de competirem por ions ferro e
fontes de nitrogénio organico, reduzam a populacdo de Xap, por meio da excluséo
prévia do patégeno. Esta premissa constituiu a hipotese testada neste trabalho. Para
tal, foram definidos; a concentracdo de unidades formadoras de colbnias capaz de
incitar o desenvolvimento da mancha-bacteriana, o efeito da competicdo por ions
ferro e por fonte de nitrogénio na populacédo residente de Xap em filoplano, assim
como na severidade da mancha-bacteriana. Com os resultados obtidos, pode-se
determinar que ions Fe foram capazes de interferir na densidade populacional de
Xap em filoplano, bem como na severidade da doenca, junto com fontes de N.
Mesmo nas situacdes onde nédo foi observada a diminuicdo da populacdo bacteriana
de Xap devido a restricdo do acesso ao ion Fe e a fonte de N, houve reducdo da
severidade da doenca. Estas informacgdes trazem como contribuicdo a possibilidade
de desenvolver novos modos de controle da doenca, seja pelo uso dos antagonistas

selecionados ou pelo uso de moléculas que ocasionem as mesmas restricdes a

esses elementos.

Palavras-chave; Bactéria. Controle bioldgico. Filoplano. Passiflora edulis f.

flavicarpa. Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae.






RIBEIRO, Carla Maria Cavalcanti Implications for competition of Fe ions and
nitrogen in controlling bacterial blight of passlonfruit. 2016. 71p. M. S.
Dissertation in agronomy - Universidade Federal de Roraima, Boa Vista, 2016.

ABSTRACT

The passionfruit bacterial blight is one of the major diseases of culture, bringing a
significant impact to production. It is postulated that Xanthomonas axonopodis pv.
passiflorae (Xap), the causative agent of the disease, requires a minimum density of
viable cells in the phylloplane to be able to cause infection. Therefore, it is assumed
that previously selected antagonists , who demonstrated ability to control the disease
and to compete for iron ions and organic nitrogen sources, reduce the population of
Xap by preemptive exclusion. This is the hypothesis to be tested in this work. On this
research was defined: the concentration of colony forming units capable of inducing
the development of bacterial spot, the effect of competition for iron ions and nitrogen
source in the resident population of Xap in phyloplan, the role of competition for iron
ions and N source in reduction of the resident population Xap phyloplan, as well as
the severity of bacterial spot. With the results obtained, it can be determined that Fe
ions were able to interfere with the population density of Xap in phyloplan and
severity of the disease, along with sources N.de how the availability of iron ions or
organic nitrogen interferes the population density of Xap in phyloplan passion fruit
and severity of the disease. Even in situations where it was observed to decrease the
bacterial load of Xap due to restricted access to the Fe ion and the source of N, a
reduction of disease severity. This information can brings the possibility of developing
new disease control methods, either by the use of selected antagonists or the use of

molecules that performs the same restrictions on these elements.

Keywords; Bacterium. Biological control. Passiflora edulis f. flavicarpa. Phylloplane.

Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae.






Figura 1 - Severidade média e periodo de incubacdo da manclia-bacteriana
em plantas de seis diferentes cultivares de maracuja infectadas por X. a. pv.
passiflorae. S. Cerrado= BRS Sol do Cerrado, G.Amarelo= BRS Gigante
Amarelo e R.Cerrado= BRS Rubi do Cerrado. Médias seguidas pela mesma
letra n&o diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.................

Figura 2- Reducdo média percentual da area foliar em plantas de seis
diferentes cultivares de maracuja infectadas por X. a. pv. passiflorae. S.
Cerrado= BRS Sol do Cerrado, G.Amarelo= BRS Gigante Amarelo e
R.Cerrado= BRS Rubi do Cerrado. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Figura 3 - Correlacdo linear entre a severidade da mancha-bacteriana do
maracuja e a reducdo da éarea foliar. Coeficiente de correlacado de Pearson; r
T 0,56 (P <O,000L) . eiieiieeiieie ettt e e b e e e e e e b ba e e e e e e e nnrbeeeeeeaann

Figura 4 - Correspondéncia entre concentracdo bacteriana (unidades
formadoras de col6nias ( ufc.mL’'? e fator de diluicdo, a partir de suspenséo
bacteriana ajustada a AbSSA0=0,15...........ccoiiiiiiiiiiiiiiiir e

Figura 5 - Relacdo entre concentracdo bacteriana em suspensdo e
severidade da mancha-bacteriana. (Tl -10® ; T2-10® ; T3-10" ufc.mL"Y)............

Figura 6 - Relacdo entre diferentes concentracbes de Xanthomonas
axonopodis pv. passiflorae (In 108, In 10® e In 10", ufc.mL”) e numero de
lesGes por folha aos 8 dias ap0s a INOCUIAGAD............euveveiiiiiiiiiie e

Figura 7 - Relacdo entre diferentes concentracbes de Xanthomonas
axonopodis pv. passiflorae (In 10®, In 10® e In 10", ufc.mL'"?) e severidade da
doenca (% de area foliar lesionada) aos 20 dias ap0s a inoculagéo....................

Figura 8 - Dinamica populacional de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae
em relacdo ao tempo. Tratamento 1. Folhas pulverizadas com solucéo obtida
através do meio 523 suplementado com 2 pM de FeM".......ccooiiiiiiiiieeiiiiiieeeeee

Figura 9 - Dinamica populacional de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae
em relacdo ao tempo. Tratamento 2: Folhas pulverizadas com solugcédo obtida
através do meio 523 ndo suplementado...........ccceeeeeeiiiiinnennn.

Figura 10 - Dinamica populacional de Xanthomonas axonopodis pv.
passiflorae em relacdo ao tempo. Tratamento 3: Folhas pulverizadas com
solucéo de pioverdina com AbS363=0,115 ........ccccciiiiiiimiiiiiirie e

Figura 11 - Dinéamica populacional de Xanthomonas axonopodis pv.
passiflorae em relacdo ao tempo. Tratamento 4: Folhas pulverizadas com
solucéo de pioverdina com ADBS363=0,231 .........ccccccirriiriiiiireiee e

Figura 12 - Efeito da pioverdina produzida pela bactéria 29RR em relacdo ao
niamero de lesbes por folha causadas pela Xanthomonas axonopodis pv.
passiflorae (Xap SPJ no maracuja gigante amarelo............cccceoiiiiiiiei e
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Figura 13 - Efeito da pioverdina produzida pela bactéria 29RR na severidade
(%) da nnancha bacteriana causada pela Xanthomonas axonopodis pv.
passiflorae (Xap SP* no maracuja gigante amarelo........ccccceeeiiiiiiiee i

Figura 14 - Dinamica populacional de Xanthomonas axonopodis pv.
passiflorae em relacdo ao tempo. Tratamento 1. Folhas pulverizadas com
Agua destilada @STETIl........ueiiiiiie e

Figura 15 - Dinamica populacional de Xanthomonas axonopodis pv.
passiflorae em relagcdo ao tempo. Tratamento 2: Folhas pulverizadas com
solugéo de 4cido L-glutAmico (1g.L"7Y) oo

Figura 16 - Dinamica populacional de Xanthomonas axonopodis pv.
passiflorae em relacdo ao tempo. Tratamento 3: Folhas pulverizadas com
solucédo obtida a partir do antagonista 18SP ......ccccccveeeiiiiiiiiiieeeeee e

Figura 17 - Dinamica populacional de Xanthomonas axonopodis pv.
passiflorae em relacdo ao tempo. Tratamento 4; Folhas pulverizadas com
solucado obtida do antagonista 18SP e &cido L-glutamico (1g.L'")..ccceeieiiiiinnnees

Figura 18 - Efeito do antagonista 18SP em relacdo ao numero de lesbes por
folha causadas pela Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (Xap SP; no
Maracuja gigante amarelO.........cc.ueeiii i

Figura 19 - Efeito do antagonista 18SP em relacdo a severidade (%) causada
pela Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (Xap SP* no maracuja gigante
=10 0= =] o SRR

Figura 20 - Comparativo do niumero de lesdes entre a testemunha (TI) e o
Tratamento com 0 antagonista 18SP (T3) ..o

Figura 21 - Comparativo do numero da severidade entre a testemunha (T1) e
0 Tratamento com 0 antagonista 18SP (T3) ...
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(ufc) e fator de diluiCAO de SUSPENSA0.....uuuuiiiiiiiiieieeeeeeeeieieccrree e e e e
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1 INTRODUCAO

O maracujazeiro € uma planta nativa do Brasil e amplamente cultivada para
fins medicinais, composicdo de formulacbes em cosméticos e, principalmente,
extracdo de suco. Dentre as espécies cultivadas, o maracujd amarelo ou azedo
{Passiflora edulis f. flavicarpa) € o mais amplamente difundido e explorado
comercialmente. Nesta cultura, algumas doencas tém impacto significativo a
producdo. Dentre elas, a mancha-bacteriana, causada pela bactéria Xanthomonas
axonopodis pv. passiflorae (Xap), € uma das mais importantes, ndo somente pelos
danos que causa, mas também pela dificuldade de controle (MELETTI, 2011).

O patogeno infecta folhas, ramos e frutos (GONCALVES; ROSATO, 2000;
HALFELD-VIEIRA; NECHET, 2006) e ocasiona a reducdo do periodo de exploracao
da cultura em campo capaz de oferecer retorno comercial (BORO et al., 2011). A
bactéria € transmitida por sementes, sendo comum a préatica dos produtores em
produzirem suas proprias mudas a partir de frutos comercializados no mercado
(NAKATANI et al., 2009). Estes fatores propiciam a sua ocon”éncia generalizada nas
mais diversas areas de cultivo.

Entre os meios de controle da doenca que poderiam ser aplicaveis em
cultivos comerciais, 0 melhoramento genético seria um dos mais promissores
(NAKATANI et al., 2009; MELETTI, 2011). Porém, em recente trabalho em que se
caracterizaram genes de maracuja amarelo diferencialmente expressos durante a
resposta de defesa a Xap, por meio de bibliotecas subtrativas de cDNA, Munhoz
(2011) concluiu que o maracujazeiro amarelo, embora possua diversos transcritos
para responder a infeccdo, estes nao sao eficientes para impedir o desenvolvimento
da bacteriose. Portanto, ndo se vislumbra ainda a disponibilidade de plantas de
maracuja azedo com niveis satisfatorios de resisténcia a doenga.

Em relacdo ao controle quimico, Franco e Takatsu (2004) verificaram que o
uso freqliente de produtos contendo ingrediente ativo a base de cobre,
tradicionalmente utilizados pelos produtores para o controle da mancha-bacteriana,
leva facilmente a selecdo de estirpes resistentes ao produto, fazendo com que estes
nao sejam eficientes. Desta forma, alternativas de controle sdo necessarias para

auxiliar no manejo da doenca.






Halfeld-Vieira et al. (2015) selecionaram bactérias de filoplano capazes de
reduzir a severidade da doenca in vivo. A competicdo por elementos essenciais ao
metabolismo bacteriano foi evidenciada como mecanismo capaz de explicar como
estes antagonistas atuam. A continuidade desse trabalho visou demonstrar como a
populacao de Xap € afetada pela competicédo.

A principal contribuicdo sera a possibilidade do desenvolvimento de novos
meios de controle da doenca, seja pelo uso dos antagonistas selecionados, seja
pelo uso de moléculas que possam desempenhar as mesmas restricbes aos
elementos que sdo objetos da competicdo como, por exemplo, o uso de taninos para
sequestro de ions ferro em filoplano (KARAMANOLI et al., 2011). Além disso, estas
informacgfes poderdo oferecer uma nova perspectiva de controle de bacterioses a
ser investigada para outros patossistemas em que, cujo patogeno, tem no filoplano o

seu sitio de infecgéo.






2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi determinar se a competicdo por fontes de
nitrogénio organico e ions ferro no filoplano pode ser aplicada como meio de

controle da mancha-bacteriana do maracujazeiro.

2.2 Objetivos especificos

Determinar a resisténcia de diferentes cultivares a mancha-bacteriana para
definir a cultivar de maracujazeiro a ser utilizada nos ensaios;

Definir a concentracdo ideal de inéculo de Xanthomonas axonopodis pv.
passiflorae capaz de iniciar o processo de infeccéo;

Definir como a restricdo de ions ferro influencia na densidade populacional do
patégeno no filoplano;

Definir como a restricdo de fontes de nitrogénio orgéanico influencia na

densidade populacional do patégeno no filoplano.






3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Aspectos gerais e importancia do maracujazeiro

O maracujazeiro € uma planta pertencente a familia Passifloraceae, da
ordem Passiflorales, que compreende 18 géneros e cerca de 630 espécies
distribuidas principalmente nas regides tropicais da América, Asia e Africa
(VANDERPLANK, 1996). A familia € representada no Brasil por apenas dois
géneros: Dilkea e Passiflora. O género Passiflora € originario da América do Sul e
tem no Centro-Norte do Brasil o maior centro de distribuicdo geografica (MEDINA et
al., 1980). Possui cerca de 530 espécies tropicais e subtropicais, das quais de 111 a
150 sdo originarias do Brasil (SOUZA; MELETTI, 1997; BRAGA, JUNQUEIRA,
2000). Destas, cerca de 60 produzem frutos com valor comercial (SCHULTZ, 1968;
MANICA, 1997).

Das Passifloras, a espécie mais cultivada € Passiflora edulis f. flavicarpa que
tem como nome vulgar, maracujd-amarelo ou maracuja-azedo, seguida
por Passiflora alata ou maracuja-doce. A espécie Passiflora edulis, conhecida como
maracuja-roxo, é muito cultivada na Australia, Africa e sudeste asiatico e no Sul do
Brasil. Estima-se que, juntas, as espécies P. edulisf. flavicarpa e P. edulis ocupem
mais de 90% da é&rea cultivada com maracuja no mundo (JUNQUEIRA et al., 2005).

Além de seu aproveitamento in natura, o maracuja é utilizado por industrias
alimenticias, farmacéuticas e de cosmeéticos, gracas ao alto valor nutritivo do fruto,
rico em vitaminas A e C, fésforo e calcio, e a presenca de substancias como
maracugina e passiflorina, utilizadas como calmante. A casca do maracuja é rica em
niacina (vitamina B3), pectina, ferro, fosforo e calcio (CORDOVA et al., 2005).

O Brasil é o maior produtor mundial de maracuja, com aproximadamente
60% da producéo total. Em segundo lugar aparece o Equador, com pouco mais de
13% e a Colébmbia em terceiro, com 5% do total da producédo do fruto (AREDESet
al.; MEZZARILA et al. 2009). No pais, a producdo de maracuja estimada é de
823.284toneladas. A éarea cultivada corresponde a 57.183hectares por ano. A
produtividade média é de 14 toneladas por hectare. (IBGE, 2014).






O maracuja amarelo representa 97% da area plantada e do volume
comercializado no Brasil. Devido a qualidade de seus frutos, estima-se que mais de
60% da producdo brasileira de maracuja amarelo seja destinada ao consumo in
natura e o restante destinado as industrias de processamento, sendo 0 suco o
principal produto (MELETTI; MAIA, 1999; LARRE et al., 2007; CLARO; MONTEIRO,
2010; ZERAIKet al., 2010).

No Brasil a producdo da fruta destaca-se a regido Nordeste (583mil
toneladas/ano). Sudeste (144 mil toneladas/ano) e Norte (50 mil toneladas/ano).Os
Estados da Bahia (381 mil toneladas/ano). Ceara (144 mil toneladas por ano) e
Espirito Santo (70 mil toneladas por ano) sdo os maiores estados brasileiros
produtores do maracuja (IBGE, 2014). Roraima ndo possui destaque na producao
nacional de maracuja, mas em contrapartida a facil comercializacdo, bem como o
clima ideal para seu cultivo, fizeram aumentar a area plantada no estado, muitas
vezes sem a devida preocupacdo com os problemas fitossanitarios, que podem
onerar ou mesmo inviabilizar a atividade (HALFELD-VIEIRA et al., 2007).

A ocorréncia de doencas constitui-se em um dos principais problemas da
passicultura, sendo comuns doencas no sistema radicular e parte aérea da planta,
provocando morte precoce, desfolhamento, retardamento na maturacdo e baixo
rendimento de polpa do fruto (VIANA et al.,, 2014).Para Junqueira et al (2005),
doencas causadas por fungos, bactérias, virus e nematoides podem afetar a
expansdo e produtividade dos cultivos do maracuja, provocando prejuizos
expressivos e levando os produtores ao uso indiscriminado de defensivos agricolas,
gue além de afetar os insetos polinizadores resultando em queda na producéo,
proporciona também problemas ambientais e consequente desequilibrio ecoldgico.

Em algumas regides do pais, doencas como a murcha-de-fusarium
{Fusarium oxysporum f.sp. passiflorae), virose do endurecimento do fruto (Passion
fruit Woodiness VirusJ, a antracnose {Colletotrichum gloeosporioides) e a bacteriose
{Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae), tém sido limitantes de producéo
(JUNQUEIRA et al.,, 2005), com destaque especial, paraa ultima, com ocorréncia
generalizada no Brasil, e de dificil controle devido & forma severa com que ocorre
sob condi¢gbes edafoclimaticas favoraveis, em clima quente e Umido (OLIVEIRA,
RUGGIERO, 1998; MIRANDA, 2004).Essas doencas exigem dedicacdo e esforgos
multidisciplinares urgentes, encontrando uma alternativa eficaz para evitar a
disseminacao desses patdégenos (SANTOS FILHO et al., 2004).






Tém sido recomendada diversas medidas para o controle da bacteriose,
como a producdo de mudas sadias, erradicacdo das por¢cdes vegetais doentes, uso
de quebra-ventos e aplicacdo de produtos com acdo bactericida. No entanto, esses
métodos tradicionais de controle ndo tém apresentado resultados satisfatorios
(MIRANDA, 2004), causando, aumento de custos ao produtor, prejuizos ao meio
ambiente e a saude humana (ALTIERI; NICHOLLS, 2000).

3.2 Mancha-bacteriana

O género Xanthomonas, predominantemente composto por espécies
fitopatogénicas, tem como habitat os tecidos vegetais e infectam plantas em todo o
planeta, afetando os principais vegetais superiores com um ou mais tipos de
doencas (STARR, 1983: MOORE et al., 1997), sendo considerado um dos maiores
géneros de bactéhas que possui associacdo com plantas. Espécies desse género
sdo responsaveis pela infeccdo de pelo menos 124 monocotiledéneas e de 268
dicotileddneas, enquanto outros membros sédo saprofitas e epifitas (MATTA, 2005).

Miranda (2004) relata que a mancha bacteriana do maracujazeiro foi descrita
pela primeira vez por Pereira em 1969, no Estado de S&o Paulo, regido de
Araraquara, que classificou a bactéria como uma nova espécie, propondo a
designacdo de Xanthomonas passiflorae. Em 1980, Dye e colaboradores
reclassificaram a bactéria, passando a denomina-la X. campestris pv. passiflorae.
Posterionnente, Goncalves e Rosato (2000), por meio de técnicas de hibridacéo
DNA-DNA, propuseram sua reclassificacdo como X. axonopodis pv. passiflorae
(Xap).

Em Roraima, a mancha-bacteriana foi verificada pela primeira vez em julho de
2005, em maracujazeiro-amarelo {Passiflora edulis f. flavicarpa) cultivado em plantio
comercial na regido do Monte Cristo, em Boa Vista. Desde entdo, tem sido
diagnosticada sistematicamente em amostras de maracuja (HALFELD-VIEIRA;
NECHET, 2006).

A Xap é uma bactéria em forma de bastonete, gram-negativa, mével por um
unico flagelo polar, sem formacédo de esporos ou capsulas, mede 0,5 x 1,5 pm e
produz um pigmento amarelo denominado xanthomonadina. E aerébia estrita e

forma caracteristicas coldnias com nuances amarelo-brilhantes, circulares.






convexas, salientes, elevadas, translicidas, bordos regulares e viscosas.
Apresentam crescimento 6timo a 27 °C. (ALMEIDA et al.,1994).

A doenca incide na parte aérea da planta, principalmente as partes tenras ou
suculentas do tecido, atingido os elementos vasculares adjacentes. Apresenta
formas de infeccdo localizada ou sistémica, que podem ou ndo ocorrer em
associacdo. A infeccdo se torna mais grave quando a planta estd exposta a altas
temperaturas e umidade, principalmente quando acontece de forma localizada,
atingindo as folhas mais novas. Porém, quando a infeccdo € sistémica, a bactéria
pode disseminar-se independente da condicdo ambiental. A mancha-bacteriana
pode inutilizar os frutos para consumo e acarretar a destruicdo total da planta
afetada (TEIXEIRA, 1994; LEITE JR., 2002; SANTOS; SANTOS FILHO,2003;
KIMATI et al., 2005).

Facilmente reconhecida, a mancha-bacteriana € caracterizada pelo
encharcamento do tecido, com coloracéo verde-escura, ao redor das manchas que
80 formam nas folhas, sendo comum o inicio do desenvolvimento das lesdes a partir
dos bordos foliares. As lesBes apresentam um rapido avanco em direcdo ao centro,
progredindo para uma gqueima severa, na maioria das vezes com halo amarelado em
torno do tecido necrosado. Com o desenvolvimento da doenca ocorre seca das
folhas e, posteriormente, desfolha, reduzindo consideravelmente a produtividade. Ao
atingir os feixes vasculares a bactéria causa infeccéo sistémica, podendo ocasionar
morte de ramos e, ocasionalmente, até a morte da propria planta (HALFELD-VIEIRA
et al., 2007). Nos frutos, a doenca se caracteriza pelo surgimento de manchas
grandes, inicialmente esverdeadas e oleosas, depois pardas, circulares e bem
delimitadas. Apesar de superficiais, essas manchas, em condi¢cbes favoraveis,
permitem que o0 patdégeno penetre na polpa, causando sua fennentacdo e
alcancando as sementes, 0 que pode causar queda de frutos e inviabilizar sua
comercializacdo (VIANA et al.,, 2003; SANTOS FILHO et al., 2004; KIMATI et al.,
2005).

A principal forma de disseminacdo deste patégeno a longa distancia é atraves
do uso de material propagativo contaminado. A semente pode veicular o patdogeno
tanto interna como externamente, sendo que a taxa de transmissao da bactéria
pelas sementes varia de 1,85% (DIAS, 1990) a 2,3 % (VILLANOVA et al., 2007).
Segundo Liberato e Costa (2001), a curta distancia, a disseminacdo da Xap ocorre

por meio de escorrimento e respingos de agua da chuva ou irrigacdo, associados ao






vento, bem como através de ferramentas, utensilios e maquinas contaminadas
(MELETTI; MAIA, 1999).

A bactéria penetra na planta através de estdmatos, hidatddios ou ferimentos,
e coloniza os espacos intercelulares do tecido foliar e vasculares. Quando séo
depositadas sobre a superficie das folhas por respingos de agua ou aerossois, as
bactérias podem morrer se ndo forem capazes de crescer epifiticamente ou
encontrarem uma abertura para adentrar na planta. Dentre as principais medidas de
controle destacam-se o uso de mudas e sementes sadias, o tratamento de sementes
em 4gua a temperatura de 50°C durante 15 minutos, poda de limpeza, uso de
guebra ventos, aplicacdo de bactericidas e uso de plantas resistentes ou tolerantes a
bacteriose (TEIXEIRA, 1994; TORRES; PONTES. 1994; KIMATI etal., 2005).

3.3 Biocontrole por meio de bactérias

A utilizacdo de microorganismos, fonnulados ou néo, para manter as populacdes
de organismos prejudiciais na agricultura em niveis aceitaveis tém se tomado cada
vez mais comum. Esse processo é denominado controle biolégico (CASTRO;
JONSSON, 1999).

O controle bioldégico surge como uma altemativa atraente para auxiliar no
controle de doencas foliares. E caracterizado por promover a reducdo da densidade
de inéculo ou atividades determinantes da doenca causada por um patdégeno, por
um ou mais organismos(COOK; BAKER, 1983). Pode ocorrer de maneira
espontanea, ou como resultado da manipulacdo de organismos pelo homem, sendo
condicionado pelo hospedeiro ou 0 meio ambiente (SOGLIO, 2004).

Agentes de controle biolégico sdo capazes de se estabelecer, colonizar e
dispersar no ecossistema (AVILA et al., 2005) além de serem uma alternativa viavel
para diminuir o potencial de indculo de patdgenos presentes no solo, sem trazer
danos ao meio ambiente (MELLO et al.,, 2007). A eficiéncia dos agentes de
biocontrole de doencas da parte aérea depende da capacidade de sobrevivéncia e
manutencdo de populacfes em alta densidade nesse ambiente (HALFELD-VIEIRA
et al., 2004). Dentre as diversas bactérias benéficas existentes na natureza, as
endofiticas, as rizobactérias e as residentes de filoplano podem vir a ser utilizadas
como agentes de biocontrole (HALFELD-VIEIRA, 2002).






Bactérias promotoras de crescimento em plantas (BPCP) ao colonizar os
tecidos das plantas, exercem um efeito benéfico no desenvolvimento e sanidade das
mesmas (KLOEPPER et al., 1980a). As BPCP atuam no controle biolégico de
doencas, como também diretamente na promocao de crescimento aumentando a
produtividade e desenvolvimento das plantas (MARIANO; ROMEIRO, 2000).

As BPCP podem exercer o controle biolégico de doencas de plantas através
de um ou mais mecanismos tais como antibiose, sideréforos, producdo de &acido
cianidrico, inducdo de resisténcia e enzimas que degradam a parede celular como
pectinase, celulase e )S-i,3-glucanase (KLOEPPER, et al, 1989), além de
parasitismo (LUZ, 1996), producdo de &cido salicilico, desencadeando a inducéo de
resisténcia (PRESS et al.,, 1997) e competicdo por acidos graxos (VAN DIRK;
NELSON, 2000).

Grande parte dos microrganismos envolvidos no controle biologico atua
através de antibiose, ocorrendo interacdo entre organismos, onde um metabalito
produzido por um deles tem efeito prejudicial sobre o outro. Também, em alguns
casos, a producdo de enzimas hidroliticas pode resultar na completa lise e
dissolucdo da estrutura celular e independe do contato fisico entre os
microrganismos (BETTIOL; GHINI, 1995).

Dentre os géneros mais utilizados em biocontrole de doencgas de plantas,
destaca-se o Bacilius com grande vantagem em relacdo a outros agentes de
biocontrole, que permite sua utilizacdo na formulacdo de produtos mais estaveis e
viaveis e, sua aplicagdo no tratamento por via foliar (BACKMAN et al.,1997,
KLOEPPER et al., 1989). Outra vantagem do género Bacilius se deve ao seu rapido
crescimento em meio liquido e incapacidade de ser patogénico a maioria das
espécies (SHODA, 2000).

Além do seu efeito direto na inibicdo do patdgeno, Hassni et al (2007), em
estudos de microganismos que inibem Fusarium oxysporum f.sp. albedinis,
constataram que isolados de Bacilius spp., Pseudomonas spp., e Rahnella aquatilis
foram capazes de induzir reagfes de defesa em plantas sem causar mortalidade de

mudas.






3.4 Bactérias do filoplano como possiveis agentes de biocontrole

A parte aérea das plantas geralmente sdo colonizadas por uma grande
variedade de bactérias, leveduras e fungos. Enquanto algumas espécies
microbianas podem ser isoladas a partir do interior dos tecidos de plantas, muitas
sdo recuperadas a partir das superficies de plantas saudaveis. O habitat aéreo
colonizado por esses microrganismos € denominado filosfera, e os habitantes sé&o
chamados de epifitas (LINDOW; BRANDI, 2003).

Postulado por Last; Deighton (1965), o termo filoplano considera a superficie
foliar, j& o termo filosfera, adotado por Last (1955) em analogia a rizosfera, € o
ambiente sob influéncia da superficie foliar. E um ambiente complexo, que sofre
variacdes intermitentes de componentes ambientais como umidade, temperatura,
incidéncia de radiacdo, ventilacdo, composicdo e quantidade de nutrientes
(ANDREWS: HIRANO, 1991; WILSON etal., 1999).

No filoplano, as comunidades microbianas séo diversas e incluem géneros
diferentes de bactérias, fungos filamentosos, leveduras, algas, protozoarios e
nematoides, embora este Ultimo menos frequente. Considerados habitantes
transitérios de superficie das folhas, os fungos filamentosos estdo presente
predominantemente como esporo, e durante a esporulacdo essas espécies e
leveduras colonizam este habitat de forma mais ativa (ANDREWS; HARRIS, 2000).
As bactérias sdo, predominantemente, os habitantes mais abundantes da filosfera.
Muitas vezes sdo encontrados nlimeros com média de 10®al0 células.cmaté 10®
células.cm'2) da folha (ANDREWS; HARRIS, 2000; BEATTIE; LINDOWN, 1995).

Em comparacdo com a maioria dos outros habitats, ha relativamente pouca
pesquisa sobre a microbiologia da filosfera (LINDOW; BRANDL, 2003). Embora
tenha havido alguma investigacdo das colbnias de flores e brotos (ANDREWS;
HARRIS, 2000; HALFELD-VIEIfRA, 2002), a maioria dos trabalhos em microbiologia
da filosfera focou em folhas, uma estrutura de planta aérea mais dominante.

As bactérias do filoplano sdo uma alternativa ainda pouco explorada,
principalmente quando comparadas as rizobactérias (LINDOW; LEVEAU, 2002) e
esta diferenca se deve, principalmente, as caracteristicas do habitat onde cada um
se encontra. Explorar suas potencialidades e investigar a maneira que podem ser

utilizadas como agentes de controle biologico de patdgenos de parte aérea, pode






trazer grandes contribuicbes no manejo de doencas (HALFELD-VIEIRA et al.2004),
ja que elas podem ser capazes de atuar por antagonismo direto contra patégenos ou
por inducdo de resisténcia (ROMEIRO, 2007), com um impacto ambiental minimo,
levando a melhoria das técnicas de cultivo e evitando perdas acentuadas por
doencas.

No filoplano, a capacidade de um antagonista atuar por competicdo de
nutrientes é maior que em outros nichos e € promovida quando ocorre sobreposicéo
das exigéncias nutricionais do antagonista e do fitopatdogeno, resultando em um
baixo nivel de coexisténcia entre os dois organismos em que um tende a excluir o
outro (WILSON; LINDOW, 1994a). E necessario destacar a importancia da
disponibilidade de certos nutrientes para a permanéncia das populacbes de
residentes no filoplano. Wilson e Lindow (1994) afirmam que a presenca de carbono
€ determinante para que haja efetiva colonizacdo das células bacterianas.

Microrganismos do filoplano podem desempenhar o controle biolégico
usando os compostos de carbono e nitrogénio, como principais recursos limitantes
para o crescimento bacteriano em folhas (WILSON; LINDOW, 1994ab; MERCIER;
LINDOW, 2000; PARANGAN-SMITH; LINDOW, 2013), para estabelecer e manter
sua prépria populacdo. Esta capacidade de exclusdo competitiva de preferéncia é
fornecida pela similaridade nutricional para fontes de carbono e nitrogénio organico
entre 0 antagonista e o agente patogénico (WILSON; LINDOW, 1994ab; DIANESE
et al., 2003).Portanto, é desejavel que bactérias residentes no filoplano utilizadas
para atuar no controle biolégico de organismos fitopatogénicos devam possuir
habilidades para competir com o0 patdogeno alvo por nutrientes e nichos,
multiplicando-se e desenvolvendo-se nas mesmas condi¢cdes ambientais ideais para
a ocorréncia da doenca (ROMEIRO, 2007).

3.5 Importancia de ions fe para o metabolismo bacteriano

O ferro (Fe) é um micronutriente essencial para plantas e microrganismos, e
de extrema importancia para as bactérias. Apenas algumas bactérias do género
Lactobacilius e a Boirelia burgdorferi ja foram apontadas como capazes de se

desenvolver e multiplicar em ambiente livre de ferro para desempenhar suas funcoes






metabdlicas utilizando, em substituicdo, ions manganés e cobalto (ANDREWS et al.,
2003; KOBAYASHI; NISHIZAWA, 2012).

Normalmente, o fen-o é utilizado como grupo prostético ou cofator de
proteinas envolvidas em funcdes de sintese de aminoacidos, fixacdo de nitrogénio,
ciclo do acido citrico, resisténcia a estresse redox e transporte de oxigénio. Também
€ utilizado em varios processos biologicos importantes, tais como a fotossintese, a
respiracdo e a biossintese da clorofila (ANDREWS et al., 2003; CHU et al., 2010;
BRAUN; HANTKE, 2011).

As bactérias podem superar a limitacdo de Fe no ambiente por meio de
agentes quelantes chamados sideréforos. Os sideréforos sdo definidos como
moléculas de baixo peso molecular em massa (<1000 Da) com elevada
especificidade e afinidade para o quelante ou ligacdo preferencial de Fe’™, seguido
pelo transporte e deposicdo de Fe dentro de células bacterianas (NEILANDS, 1995;
KREWULAK; VOGEL, 2008). Em geral, os patdgenos de plantas sdo sensiveis a
acao de sideroforos produzidos pelos antagonistas, em virtude de ndo os produzirem
ou os produzirem com menor afinidade pelo ferro. (ROMEIRO, 2007).

Certas espécies do género Pseudomonas produzem sideréforos que
qguelatizam o ferro, inibindo o desenvolvimento de alguns microrganismos
dependentes deste elemento para sua sobrevivéncia, incluindo fitopatdogenos. O
mecanismo para producdo de sideréforos é estimulado sob condigcbes de baixa
disponibilidade de ferro. Nesse caso, os produtores de sideroforos tém vantagem
ecologica sobre os outros, ja que o pouco ferro disponivel estaria disponivel apenas
para eles préprios, que na qualidade de produtores de sideroforos, desenvolvem um
processo especifico, ao nivel de isolado, para obtencdo do elemento e seu
transporte pelo interior da célula (HOHNADEL; MEYER, 1988).

3.6 Importancia do nitrogénio no controle bioldgico

O nitrogénio(N) € um componente importante de macromoléculas que variam
de proteinas a acidos nucleicos e que sdo essenciais para todos 0s organismos
vivos (CARROLL; SAL 2004). Para Huber e Watson (1974), formas de N sao
assimilados pelas plantas, mas podem ter efeitos opostos sobre doenca, porque eles

sdo metabolizados de forma diferente.Uma maneira em que a oferta N pode






influenciar nas interagbes planta-patégeno é através do impacto sobre a defesa da
planta (WALTERS; HEIL, 2007). Alguns autores sugerem que uma nutricdo
deficiente neste elemento desfavorece a atuacdo dos mecanismos de defesa da
planta (SNOEIJERS et al., 2000).

Estudos agrondémicos indicam que a aplicacdo de N pode ter influéncia no
desenvolvimento de doencas em plantas, no entanto levam a conclusdes
contraditorias, provavelmente por causa de diferentes requisitos para o crescimento
e sintese de metabdlitos relacionados a defesa aos organismos patogénicos.
(HUBER; WATSON, 1974; WALTERS; BINGHAM, 2007; DORDAS, 2008). Para
Fagard (2014), ha uma relacdo complexa ligando absorcdo de N e o metabolismo e
0s processos de doenca de infecgdo. Assim, embora seja claro que a disponibilidade
de N interfira no desenvolvimento da doenga, 0s mecanismos subjacentes
permanecem obscuros. Também tem sido sugerido que agentes patogénicos
biotréficos podem ter uma resposta diferente a fertilizantes nitrogenados em
comparacao com patégenos necrotréficos. O que se observa é que fertilizantes
nitrogenados geralmente aumentam a suscetibilidade das plantas a biotroficos e
diminuem a susceptibilidade das plantas a necrotréficos (SNOEIJERS et al. de 2000;
DORDAS, 2008; BALLINI et al.,2013). Um exemplo é o impacto do fornecimento de
N na suscetibilidade das plantas ao fungo Botrytis cinerea que depende da estirpe
(LECOMPTE et al.,, 2010), o que poderia explicar, em parte, as contradi¢coes
observadas na literatura quanto a efeito do nitrogénio sobre a doenca.

Pesquisa realizada por Dalsing et al. (2015) indica que a Ralstonia
solanacearum é inibida por concentracbes elevadas de NO” ou do seu produto
metabolico NO™. O nitrato influencia diretamente o crescimento de R. solanacearum,
inibindo o seu crescimento em condi¢cdes de baixo oxigénio. Em contraste, a adicao
de nitrito ndo aumentou o crescimento de R. solanacearum em qualquer nivel. De
fato, o crescimento celular foi inibido, sugerindo que, enquanto na respiracdo o NO”
contribui diretamente para o crescimento sob limitacdo de oxigénio, a desnitrificacao
s6 facilita o crescimento indiretamente, através da eliminacdo de niveis toxicos de
NO-.






4 ESTADO DA ARTE

A mancha-bacteriana, causada por Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae
(Xap),é uma doenca que ocorre em folhas e frutos (GONCALVES; ROSATO, 2000;
HALFELD-VIEIRA; NECHET, 2006). Assim como para maioria das espécies de
Xanthomonas, o agente causal € uma tipica bactéria habitante do filoplano, capaz de
sobreviver associada as plantas em fase residente, que configura uma fonte de
in6culo para o desenvolvimento da doenca (STALL et al., 1993).

Apesar de escassa comprovacao do papel epidemiologlco das populacbes
epifiticas, assume-se que essas bactérias patogénicas tém uma fase residente em
plantas sadias que precede a infeccdo, o que é desencadeado e dependente da
densidade de células viaveis no sitio infectivo (SHARON et al.,, 1982; HIRANO;
UPPER, 1983; STROMBERG, 1999). Esta relagcdo foi demonstrada para o
crestamento bacteriano comum do feijoeiro em que um numero base de 5x10®
unidades formadoras de coldnias compostas por células de Xanthomonas a. pv.
phaseoli por 20cm” de tecido foliar foram consideradas necesséarias para 0
desenvolvimento da doenca (WELLER; SAETTLER, 1980). Da mesma forma, para
X. citri pv. citri, a sobrevivéncia em fase residente e a fonnacdo de biofilme,
representam eventos importantes na fase de pré-infecgcdo e, portanto, para o
desenvolvimento do cancro-citrico (RIGANO et al., 2007).

Essas informacdes sugerem que a manutencdo de populagdes residentes do
patégeno em baixa densidade através de mecanismos diretos de antagonismo pode
resultar em uma estratégia eficaz para o controle de doencas causadas por
bactérias que apresentam fase residente prévia a infeccéo.

No contexto do controle biologico, as bactérias nativas do filoplano podem
desempenhar este papel, utilizando fontes de carbono e nitrogénio, considerados os
principais recursos limitantes & multiplicacdo de células e, portanto, ao
estabelecimento de populagbes em filoplano (WILSON; LINDOW, 1994ab;
MERCIER; LINDOW, 2000; PARANGAN-SMITH; LINDOW, 2013). Esta capacidade
de exclusdo prévia é provida pela similaridade nutricional entre o antagonista e o
patdbgeno em que, o que for menos versatil na utilizagdo de uma gama maior de

compostos além dos que sdo objeto da competicdo, tem menores chances de






estabelecer suas populacdes no filoplano (WILSON; LINDOW, 1994a; DIANESE et
al., 2003).

A semelhanca do papel das fontes de carbono e nitrogénio, a disponibilidade
de ions ferro no filoplano varia significativamente de acordo com a espécie vegetal,
ndo sendo raro haver baixa concentracdo do elemento na superficie foliar
(KARAMANOLLI; LINDOW, 2006).

Além disso, ions ferro disponiveis sdo predominantemente pouco acessiveis
na natureza, devido a sua baixa solubilidade (EXPERT; O’'BRIAN, 2012). Nesta
situacdo, a competicdo por ferro pode afetar ndo somente a multiplicacdo da
populacdo bacteriana no filoplano, mas também a modulacdo da expressao de
genes, a viruléncia ao hospedeiro, producdo de antibiéticos e outros compostos
toxicos (KARAMANOLI et al., 2011), o que implica em consequéncias na intensidade
da doenca. Para X. oryzae pv. oryzae por exemplo, em experimentos com uma
estirpe deficiente em produzir lesdes em uma cultivar suscetivel de arroz, ficou
demonstrado que a disponibilidade de ferro para o metabolismo bacteriano,
desempenhou um papel critico na viruléncia de X. oryzae pv. oryzae (CHATTERJEE;
SONTI, 2002).

Em estudo anteriormente conduzido, foi demonstrado que bactérias de
filoplano selecionadas de plantas de maracujazeiro apresentam como fatores em
comum 0 mecanismo de competicdo por ions ferro e/ou por fontes de nitrogénio
organico o que, conforme exposto, explicaria como estes antagonistas atuam na
reducdo da severidade da mancha-bacteriana incitada por Xap (HALFELD-VIEIRA et
al., 2015).

Dois antagonistas foram capazes de produzir pioverdinas, que configura
uma classe de sideréforos hidrossollveis produzidos por espécies fluorescentes de
Pseudomonas, com alta afinidade por ions Fe (MEYER, 2000; VARMA;
CHINCHOLKAR, 2007; EXPERT; 0’'BRIAN, 2012). Particularmente o antagonista
29RR (identificado previamente por sequenciamento da regido 16S como
pertencente ao género Pseudomonas) foi capaz de inibir totalmente o crescimento
de Xap por competicdo por ions ferro (HALFELD-VIEIRA et al., 2015). Também,
todos 0s antagonistas apresentaram altos indices de sobreposicdo de nicho para as
fontes de nitrogénio organico, em especial, aminoacidos, sendo o antagonista 18SP
(identificado previamente por sequenciamento da regido 16S como pertencente ao

género Arthrobacter) o que apresentou indices de sobreposi¢cdo de nicho de 100%






tanto para aminoacidos como para aminas e amidas. Por outro lado, os indices de
sobreposicdo de nicho de Xap sobre os antagonistas apresentaram valores baixos
(HALFELD-VIEIRA et al., 2015).

Desta forma, infere-se que os antagonistas sdo capazes de consumir, pelo
menos, mais de 90% das fontes de aminoacidos capazes de serem utilizadas por
Xap, podendo fazer com que nao haja fonte de N disponivel para o estabelecimento
de Xap em fase residente quando o antagonista coloniza previamente o filoplano.

Em decorréncia dos resultados obtidos, a hipotese da exclusdo prévia de
populacdes do patdgeno devido a competicdo por esses elementos foi postulada
como a responsavel pelo controle da doenca exercido por estes antagonistas. Para
comprovar essa premissa, se faz necessario demonstrar que alteracdes na
disponibilidade desses elementos interferem na densidade de células do patégeno

no filoplano, fator pressuposto como condicionante a ocorréncia da doenga.






5 METODOLOGIA

5.1 Determinacdo da resisténcia de diferentes cultivares de maracujazeiro a

mancha-bacteriana

Esta etapa foi realizada em casa de vegetacdo na Embrapa Roraima, com
temperatura programada a 28°C, variando até 2°C, irrigacdo e adubacdo conforme
recomendacdes para a cultura.. Foi avaliada a reagdo de seis cultivares de
maracujazeiro a mancha-bacteriana para se determinar qual seria utilizada nos
experimentos in vivo. Plantas das cultivares: FB 200, BRS Gigante Amarelo, BRS
Sol do Cerrado, BRS Rubi do Cerrado, IAC 275 e IAC 277 foram cultivadas em
vasos de 1L, com o substrato plantmax, sendo 1 vaso por repeticdo, por 79 dias.
Apés esse periodo foram inoculadas por pulverizagdo com uma solucdo de
Xap,ajustada, com o auxilio de espectofotdmetro, a Abss4o= 0,15, com 10 repeticdes
por tratamento. Cinco plantas de cada cultivar foram mantidas sem terem sido
inoculadas com o patégeno para serem tomados os valores de referéncia de a
serem tomados os valores de referéncia de area foliar para cada cultivar.

As plantas inoculadas foram avaliadas diariamente, determinando-se o
periodo de incubacao, a severidade aos 29 dias apés a inoculacdo. A area foliar de
cada planta, inoculada ou n&o inoculada foi determinada aos 30 dias, com auxilio de
um medidor de é&rea foliar.

A reducéo da area foliar foi calculada tomando-se o valor médio de é&rea foliar
das plantas ndo inoculadas menos o desvio padrdo obtido das 5 plantas sadias de
cada cultivar, ou seja, referente a area foliar minima estimada que deveria ter uma
planta sadia de cada respectiva cultivar (amin).

O percentual de reducdo da area foliar para cada planta inoculada foi
calculado pela formula: %Reducdo da area foliar= (amin - area foliar da planta
inoculada) x 100 / amin.

Os resultados foram analisados por meio de teste Tukey (p<0,05), regressao

linear e correlagéo de Pearson.






5.2 Correspondéncia entre unidades formadoras de col6nias e absorbancia

Para se estabelecer acuradamente a correspondéncia entre absorbancia e
numero de unidades formadoras de colénias (UFC), uma cultura de células do
isolado Xap Sao Paulo (SP), mantido em colecdo na Embrapa Meio Ambiente, foi
cultivada em meio 523 (KADO; HESKETT, 1970) por 48 h. Em condi¢des asseépticas,
no laboratoério de fitopatologia da Embrapa Roraima, foi preparada uma suspenséo
ajustada a 0,150 em espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 540 nm de
absorbancia (AbSs40), diluindo-se sucessivamente a metade suspensodes
subsequentes até a diluicdo 1/16. Em seguida, foram realizadas diluicdes seriadas
de cada suspensao em fator 1:10 até a diluicAo 10® Uma aliquota de 100 pL das
diluicbes 10'‘®a 10® de cada suspensao foi semeada em triplicata, em meio 523 e o
material incubado a 27 °C por 72 h. ApOs esse periodo o numero de colbnias foi
contado e entdo calculado no excel, o numero de UFC correspondente a cada

diluicdo, considerando o volume de cada suspenséo plaqueada.

5.3 Selecdo de mutante de Xapresistente a antibiotico a ser utilizado nos
ensaios in vivo

Uma suspensdo de células do isolado Xap SP, mantido em colecdo na
Embrapa Meio Ambiente, cultivada em meio 523 (KADO; HESKETT, 1970) por 48 h,
foi preparada e ajustada na concentracdo AbSs40= 0,2 no laboratério de fitopatologia
da Embrapa Roraima. Uma aliquota de 100 pL da suspensdo foi adicionada em
meio 523 contendo rifampicina, na concentracdo de 20 mg.L"* e espalhada com
auxilio de alca de Drigaiski sobre a superficie do meio. Apos incubacédo por 7 dias,
uma colbnia da bactéria resistente espontdnea ao antibiético foi repicada para o
mesmo meio contendo uma concentragcdo maior de rifampicina. O procedimento
repetiu-se sucessivamente em meio com concentracdes crescentes de rifampicina,
até que se atingiu a alta concentracdo de 200 mg.L”* do antibiético no meio
(JACQUES et al., 2005). A cultura foi mantida no meio com o antibiético nesta

concentracao por repicagem da cultura a cada 20 dias.






5.4 Determinacdo de unidades formadoras de coldnias capaz de incitar o

desenvolvimento da mancha-bacteriana

Foram cultivadas em vasos de 1L de capacidade 63 plantas de maracujazeiro
da cultivar BRS Gigante Amarelo,(uma planta por vaso), utilizando substrato
composto de solo, areia e esterco de cameiro curtido (1:1:1), com temperatura
programada a 28°C, com até 2°C de variacdo, irrigacdo e adubacdo conforme
recomendacdes para a cultura. As plantas foram mantidas em casa de vegetacao,
na Embrapa Roraima, até apresentarem 5 folhas definitivas expandidas (79 dias).
Foram preparadas suspensfes a partir de cultura do isolado Xap SP cultivada em
meio 523, mantido em colecdo na Embrapa Meio Ambiente, resistente a 200 mg.L'?
de rifampicina e ajustadas em espectrofotdbmetro para Abs540=0,150. Em seguida
foram feitas diluicbes para ajustar a concentracdo a IO™(TI), 10®(T2), e 10/(T3),
UFC.mL‘\ Um grupo de 21 plantas foi inoculado com cada suspensdo de Xap SP,
por pulverizagdo das suspensfes nas faces abaxial e adaxial, até o ponto de
escorrimento. As plantas foram mantidas em camara Umida, sacos plasticos
previamente umedecidos por 24h em casa-de-vegetacdo. Para verificacdo da
capacidade de iniciar o processo infectivo em funcéo da concentracdo de inéculo, as
plantas foram mantidas em casa-de-vegetacdo. Com a visualizacdo dos primeiros
sintomas, aos 8 dias apds a inoculacdo, desprezou-se as 2 folhas mais novas e
guantificou-se o numero de lesdes por folha nas cinco folhas seguintes de cada
planta. Cada folha foi identificada com uma fita colorida, com o intuito de ndo haver
confusdo na hora da contagem de lesbes e avaliagcdo da severidade. Aos 20 dias
ap6s a inoculagdo, realizou-se estimativa da severidade da doenca, onde foi
estabelecido uma porcentagem de severidade para cada uma das 5 folhas avaliadas
visualmente.

Os dados foram analisados por meio de regressao, utilizando-se o programa
SigmaPlot v. 12.






5.5 Efeito do sideréforo produzido por antagonista previannente selecionado na

populacéao residente de Xap em filoplano

Neste ensaio utilizou-se o isolado 29RR, mantido em colecdo na Embrapa
Meio Ambiente, pertencente ao género Pseudomonas selecionado para o controle
da mancha-bacteriana em estudo prévio. Este antagonista produz pioverdina e
apresentou capacidade em inibir totalmente o crescimento de Xap em meio de
cultura por competicéo por ions ferro (HALFELD-VIEIRA et al., 2015).

O experimento foi composto por 4 tratamentos: solu¢cdo sem suplementacéo,
apenas com a presenca do patdégeno; solucdo suplementada com 2 pM de Fe",
juntamente com a presenca do patdégeno; solucdo de pioverdina de Absss3= 0,115
com o patégeno; solucdo de pioverdina de AbS363=0,231 com o patégeno.

Plantas cultivadas conforme descrito no item 5.4. Inicialmente cultivou-se o
isolado 29RR, em tubos de ensaio, por 48h a 27°C em meio B de King (KING et al.,
1954) liquido. Foi preparado 100 mL do meio B de King (semi-solido) para cada
tratamento, contido em erienmeyer de 250 mL de capacidade. Fundiu-se o meio
semi-solido em microondas e esperou-se o frasco esfriar, incorporando entdo 1 mL
da cultura da bactéria do meio liquido e misturou-se bem antes do meio solidificar.
Os erienmeyers foram levados a incubadora por 72h a 27°C. Apés esse periodo,
foram adicionados 100 mL de agua destilada estéril no erienmeyer, levando-se para
agitador orbital, a IBO.OOOQg, por 60 min, para que os produtos difusiveis, incluindo os
sider6foros secretados nas culturas, difundissem para a agua. A difusdo da
pioverdina para agua foi verificada por fluorescéncia em camara escura com luz
ultravioleta a 375 nm. A solugdo com os produtos difusiveis foi levada em tubos para
a centrifuga. Apés centrifugacao a 10.000rpm, por 15 minutos, o0 sobrenadante foi
fitrado com membrana de nitrocelulose com poros de 0,22 pM de diametro para
eliminar as células bacterianas remanescentes. Mediu-se sua absorbancia que foi de
Abs363=0,231. Esta solucédo foi entdo diluida a metade, obtendo-se uma segunda
solucao de pioverdina, de AbS363= 0,115. Como testemunhas utilizou-se erienmeyers
contendo somente o meio de cultura, com ou sem a suplementacdo por 2 pM de
FeM preparado a partir de FeSo4 7H20(marca Synth), sem o cultivo bacteriano. Xap

Foram pulverizadas 42 plantas com o sobrenadante do isolado 29RR até o

ponto de escorrimento, sendo 21 plantas pulverizadas com a solugdo a






AbS363=0,231, e 21 com a concentracdo reduzida pela metade Abs363=0,115. As
testemunhas tiveram sua representacao por dois grupos de 21 plantas. No primeiro,
as plantas foram pulverizadas somente com a solucdo dos erienmeyers sem o
cultivo bacteriano da 29RR, contendo apenas o0 meio de cultura sem suplementacéo
de Fe™. O segundo grupo teve as plantas pulverizadas com a solucdo obtida dos
erienmeyers sem o cultivo bacteriano da 29RR, contendo somente o meio de cultura
com a suplementacao por 2 pM de FeM

No mesmo dia, apls a secagem da suspensédo sobre as folhas, inoculou-se a
suspensdo de Xap SP resistente a 200 mg.L'* de rifampicina, por pulverizagdo, em
todos os tratamentos, levando-se as plantas de imediato para camara Umida, feita
através de sacos plasticos previamente umedecidos, onde permaneceram 24 h casa
na de vegetacdo. Para o preparo da suspensdo de Xap mutante, a cultura foi
cultivada em meio 523 (KADO; HESKETT, 1970), incubada por 72 h a 27 °C e
suspensa em agua destilada, ajustando-se a concentracdo bacteriana em 540nm, na
concentracdo 10"UFC.mL"\

Ao retornarem da cé&mara Umida, uma éarea de 9 cm’'da folha basal foi
coletada com o auxilio de um furador previamente esterilizado, adicionada em
erienmeyer de 125 mL de capacidade contendo 20 mL de solucdo de cloreto de
sodio a 0,85% + 0,05% de Tween 80 e submetida a agitacdo em agitador orbital a
170 rpm por 30 min. Trés amostras de folhas para cada tratamento foram utilizadas,
constituindo cada amostra obtida de uma planta diferente, uma repeticdo. Apos
diluicao seriada, até o fator 1:10", 100 pL da suspenséo foi adicionado em uma placa
de petri com meio 523, contendo 50 ppm de ciclohexamida (2mL de uma solucao
estoque de 0,1259.50mL"”* de agua destilada estéril), e rifampicina na concentracao
de 200 mg.L'\ conforme estipulada no segundo experimento, e espalhada com
auxilio de alca de Drigaiski na superficie do meio. Apés incubacgéo por 72h a 27 °C
contou-se o numero de colbnias e foi calculado nimero de UFC por cm‘* de folha. As
amostras foram coletadas diariamente de trésplantas por tratamento, até o periodo
de 7 dias ap0s a inoculacdo com Xap (adaptado de LANNA FILHO et al., 2010). Esta
etapa foi realizada no laboratério de fitopatologia da Embrapa Roraima.

As analises estatisticas foram realizadas por meio de regressao, utilizando-se
o programa SigmaPlot v.12, Xap(MADDEN et al., 2007). As taxas de crescimento da
populacdo de Xap em funcdo do tempo foram analisadas por teste t para

comparagio entre os tratamentos.






5.6 Efeito do siderdéforo produzido por antagonista previamente selecionado na

severidade da mancha-bacteriana

Para verificar o efeito dos tratamentos na severidade da doenca, selecionou-
se 12 plantas de cada tratamento utilizados no experimento para quantificacdo da
populacdo residente de Xap SP em filoplano. Foram mantidas em casa-de-
vegetacdo na Embrapa Roraima comtemperatura programada a 28°C, com até 2°C
de variagdo,irrigacdo e adubacdo conforme recomendacdes para a cultura,
avaliadas diariamente. Com a visualizacado dos primeiros sintomas, aos 8 dias apds
a inoculacdo, desprezou-se as 2 folhas mais novas e quantificou-se o ndmero de
lesbes por folha nas cinco folhas seguintes de cada planta. Cada folha foi
identificada com uma fita colorida, com o intuito de n&o haver confusédo na hora da
contagem de lesdes e avaliacdo da severidade. Aos 19 dias apds a inoculacgéo,
realizou-se estimativa da severidade da doenca, onde foi estabelecido uma
porcentagem de severidade para cada uma das 5 folhas avaliadas visualmente.

O numero de lesdes por folha e a severidade foram analisados por meio do
proc GLM do software SAS versdo 9. As médias foram comparadas por meio do

teste Fischer-LSD a 5% de significancia.

5.7 Efeito da competicdo por fonte de N na reducdo da populacdo residente de
Xap em filoplano

Neste ensaio utilizou-se o antagonista 18SP, identificado como pertencente
ao género Arthrobacter, selecionado para o controle da mancha-bacteriana em
estudo prévio, ndo produtor de sideréforos, porém que apresentou indice de
sobreposi¢cdo de nicho de 100% quando consideradas as fontes de nitrogénio
organico e eficiéncia no controle de trés isolados distintos de Xap (HALFELD-VIEIRA
et al., 2015).

Culturas do 18SP foram cultivadas por 48 h a 27°C em meio 523 (KADO; HESKETT,
1970). 84 plantas foram cultivadas conforme descrito no item 5.4. Um grupo de 42
plantas foi pulverizado até o ponto de escorrimento com suspensado do antagonista
18SP ajustada a Aso= 0,3. A testemunha, representada por 42 plantas, foi

pulverizada somente com agua destilada estéril. As plantas foram mantidas em






camara Umida, sacos plasticos previamente umedecidos, para favorecer a
colonizagéo pelo antagonista.

Apoés 24 h, um grupo de 21 plantas colonizadas com o antagonista e outro
com agua destilada estéril foram pulverizados com uma suspensdo de éacido L-
glutdmico (Ig.L'*) da marca Sigma, até o ponto de escorrimento. O acido L-glutamico
foi determinado previamente como aminoacido capaz de ser usado tanto pelo
antagonista como por Xap (HALFELD-VIEIRA et al.,, 2015) e capaz de suprir a
demanda necessaria ao metabolismo de Xanthomonas spp. (TAO et al., 2010;
YUAN et al,, 2010), nesta concentracdo. No mesmo dia, apdés a secagem do
pulverizado com e sem a suspensdo do antagonista, foi feita a inoculacdo com Xap,
por pulverizacdo em todos os tratamentos. Para o preparo da suspenséo de Xap SP
resistente a rifampicina fez se o cultivo em meio 523 (KADO; HESKETT, 1970), com
50 ppm de ciclohexamida (2mL de uma solug¢édo estoque de 0,1259.50mL"”* de agua
destilada estéril), e rifampicina na concentracdo de 200 mgL‘\ confomrie estipulada
no segundo experimento, procedendo a incubacao por 72 h a 27°C. ApGs suspensao
em &gua destilada, a mesma foi ajustada em 540 nm & concentracdo de
IOANUFC.mL” As plantas mantiveram-se em camara Umida por 24 h e depois
permaneceram na casa-de-vegetacdo. Desta forma os tratamentos foram compostos
por plantas com ou sem antagonista e com ou sem suplementacéo por aminoacido.

Ao retornarem da cadmara Umida, uma area de 9 cm”" foi coletada, com o
auxilio de um furador previamente esterilizado, diariamente de folhas basais,
adicionando-se em erienmeyer de 125 mL de capacidade contendo 20 mL de
solugcédo de cloreto de sédio a 0,85% + 0,05% de Tween 80 e submetendo-se &
agitacdo em agitador orbital a 170 rpm por 30 min. Trés amostras de folhas de
plantas para cada tratamento foram utilizadas por dia, constituindo cada amostra
obtida de uma planta diferente, uma repeticdo. Apos diluicdo seriada, até o fator
1:10", 100 pL da suspensédo foi adicionada em meio 523, contendo 50ppm de
ciclohexamida (2 mL de uma solucéo estoque de 0,125 g.50mL"* de agua destilada
estéril), e rifampicina na concentracdo de 200 mgL‘\ conforme estipulada no
segundo experimento, e espalhada com auxilio de alca de Drigaiski na superficie do
meio. ApOs incubacdo por 72h dias a 27 °C o numero de colbnias foi contado e
calculado o numero de UFC por cm”* de folha. Coletaram-se diariamente as amostras
de 3 plantas por tratamento, até o periodo de 7 dias apds a inoculacdo com Xap
(adaptado de LANNA FILHO et al., 2010).






As analises estatisticas foram realizadas por meio de regresséo, utilizando-se
o programa SigmaPlot v.12., que estabeleceu o0 modelo e a equagdo que melhor
representa a dindmica populacional de Xap (MADDEN et al., 2007) As taxas de
crescimento da populacdo de Xap em funcdo do tempo foram analisadas por teste t

para compara(;éo entre os tratamentos.

5.8 Efeito da competicdo por fonte de N na severidade da mancha-bacteriana

Para verificar o efeito dos tratamentos na auséncia ou presenca de
suplementacdo com 1 g.L'"* de acido L-glutdmico na severidade da doenca, utilizou-
se 13 plantas de cada tratamento utilizados no experimento para quantificacdo da
populacdo residente de Xap SP em filoplano. Foram mantidas em casa-de-
vegetacdo na Embrapa Roraima com temperatura programada a 28°C, com até 2°C
de variacdo, irrigacdo e adubacdo conforme recomendacdes para a cultura,
avaliadas diariamente. Com a visualizacdo dos primeiros sintomas, aos 7 dias apos
a inoculacdo, desprezou-se as 2 folhas mais novas e quantificou-se o nimero de
lesbes por folha nas cinco folhas seguintes de cada planta. Cada folha foi
identificada com uma fita colorida, com o intuito de ndo haver confusdo na hora da
contagem de lesbGes e avaliagdo da severidade. Aos 18 dias ap0s a inoculacao,
realizou-se estimativa da severidade da doenca, onde foi estabelecido uma
porcentagem de severidade para cada uma das 5 folhas avaliadas visualmente.

O numero de lesdes por folha e a severidade foram analisados por meio do
proc GLM do software SAS versdo 9. As médias foram comparadas por meio do
teste Fischer-LSD a 5% de significancia.






6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Determinacdo da resisténcia de diferentes cultivares de maracujazeiro a

mancha-bacteriana

Nao houve diferenca estatistica entre os periodos de incubacdo da doenca
entre as seis cultivares analisadas. A cultivar BRS Rubi do Cerrado foi que
apresentou maior reducdo da éarea foliar e severidade da doenca. Por outro lado,

FB200 foi a que apresentou menores valores destas duas variaveis (Figura. 1 e 2).

Figura 1 - Severidade média e periodo de incubacdo da mancha-bacteriana em plantas de seis
diferentes cultivares de maracuja infectadas por X. a. pv. passiflorae. S. Cerrado= BRS Sol do
Cerrado, G.Amarelo= BRS Gigante Amarelo e R.Cerrado= BRS Rubi do Cerrado. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

FB200 IAC277 S. Cerrado IAC 275 G. AnwreloR. Cerrado






Figura 2-Reducdo média percentual da area foliar em plantas de seis diferentes cultivares de
maracuja infectadas por X. a. pv. passiflorae. S. Cerrado= BRS Sol do Cerrado, G.Amarelo= BRS
Gigante Amarelo e R.Cerrado= BRS Rubi do Cerrado. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

FB200 IAC277 S.cerrado IAC 275 G.Amarelo R.cerrado
Cultivares

Entre as cultivares analisadas, houve correlacdo linear moderada e positiva
entre severidade e reducédo de éarea foliar (Figura 3), tendéncia também encontrada
em trabalhos realizados por Kososki et al. (2008) e Viana et al. (2014). A cultivar
FB200 apresentou maior resisténcia a doenga. A cultivar BRS Rubi do Cerrado foi a
mais suscetivel a doenca, apresentando também a maior reducéo da area foliar. A
BRS Gigante Amarelo também apresentou alta suscetibilidade a mancha-bacteriana,
associado a um moderado nivel de desfolha, fator levado em consideracdo na
escolha da cultivar para os ensaios, evitando perda de folhas excessiva e
interferéncia nas avaliacbes a serem feitas nos experimentos subsequentes. Em
estudo avaliando a resisténcia de maracujad azedo & bacteriose, Mendes et al.(2015)
afirmou que o gendtipo BRS Gigante Amarelo mostrou-se suscetivel a bacteriose na
fase de mudas, sob casa de vegetacdo. Fuhrman et al (2014), analisando a reacao
de hibridos de Passiflora spp. a Xap concluiram que a cultivar comercial BRS
Gigante Amarelo foi a mais suscetivel a mancha-bacteriana, sendo classificada com

altamente suscetivel.






Figura 3 - Correlacéo linear entre a severidade da mancha-bacteriana do maracuja e a redugdo da
area foliar. Coeficiente de correlagédo de Pearson: r = 0,56 (p<0,0001).
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6.2 Correspondéncia entre unidades formadoras de col6énias e absorbancia

A relacgao in vitro entre nimero de unidades formadoras de coldnias (UFC) da
Xap e absorbancia pode ser observada na Tabela 1. A reta predita pela que
relaciona a concentracao bacteriana (UFC.mL") em funcéo das diluicbes a partir do

valor de absorbancia 0,15 em leitura a 540nm pode ser visualizada na Figura 6.

Tabelai-Valores observados entre unidades formadoras de coldnias (UFC) efator de diluicdo de
suspensédo

Tratamentos © N° de colbnias de Xap™
Abss40=0,15 4,28x10"
1/2 de Abss40=0,15 2,60x10®
1/4 de Abss40=0,15 5,80x10"
1/8 de AbS540=0,15 3,93x10"
1/16 de Abss40=0,15 1,40x10"

Z - Fator de diluicdo de suspenséo ajustada a AbSs40=0,150.
Y- Unidades formadoras de colbnias de Xap (UFC.mL'")






Figura 4- Correspondéncia entre concentracdo bacteriana (unidades formadoras de colbnias
(UFC/mL'™) e fator de diluigdo, a partir de suspensédo bacteriana ajustada a AbS540=0,150

Y= 5x10® X -2x10"

W= m

ON35 W

B .

Fator de diluicdo de suspenséo ajustada a AbSs4e=0,15

Os resultados mostram uma relacao linear entre absorbéncia da suspenséo e
numero de UFC encontrado, com equacgdo da reta Y = 5x10® X-2x10”, a qual
apresentou coeficiente de detemiinacdo (R") igual a 0.9686. Com o resultado obtido
foi possivel estabelecer a diluicAo necessaria a ser feita em uma suspensao
bacteriana com AbSsao= 0,15, para se atingir uma detemninada concentracdo em
UFC.mL'\ Com a definicAo da con-espondéncia de UFC.mL'“e as diluicbes foi
possivel determinar com exatiddo a concentracdo de células bactérias na
suspensdo. Esta informacao, utilizada para montar o experimento de determinacéo
de UFC capaz de incitar o desenvolvimento da mancha bacteriana, permite que em
trabalhos futuros seja utilizado ndo simplesmente a absorbancia e suas dilui¢des,

mas o numero de ufc.mL'\ o que é bem mais exato

6.3 Selecdo de mutante de Xap resistente a antibiotico utilizado nos ensaios in
vivo

A cultura bacteriana utilizada nos experimentos teve como caracteristica ser
resistente a 200 mg.L"* de rifampicina e 50 ppm de ciclohexamida. O uso dessas
substancias suprimiu o crescimento de outras bactérias e fungos, permitindo a

contagem exclusiva das colbnias de Xap em placas nos ensaios.






O mutante espontdaneo de Xap SP resistente a rifampicina mostrou
estabilidade para resisténcia ao antibiotico, além de apresentar crescimento em
meio 523 e causar doencas em plantas de maracujazeiro. Resultados semelhantes
foram encontradas para mutantes AadRif de Acidovorax avenae subsp. citrulli
(SILVA et al., 2006) e Pseudomonas syringae pv. syringae, P. syringae pv. tomato e
P. viridiflava (MARIANO, MCCARTER, 1991 a, b; 1993).

6.4 Determinacdo de unidades formadoras de colbnias capaz de incitar o
desenvolvimento da mancha-bacteriana

Embora todas as concentracbes de UFC testadas tenham mostrado
capacidade de incitar o desenvolvimento da mancha-bacteriana (Figura 5), os
resultados indicam que a concentracdo minima da suspensdo bacteriana que ira
fazer com que a populacédo adicionada na suspensao em folha seja capaz de iniciar
0 processo de infeccao é de 1,0 x 10® UFC.mL"\ Os resultados corroboram com
trabalhos realizados por Kosoviski (2008) e Viana (2014),que utilizaram
concentracdo de 1,0 x 10® UFC.mL'\ e por Mendes (2015) a concentracdo de
1,0x10® UFC.mL"" de Xap confirmando a incitacdo da doenca em seus experimentos
com as concentracdes utilizadas.

A concentragdo de 1,0x 100 UFC.mL" incitou a doenca de forma a
proporcionar, pelo menos, uma lesdo por folha e uma severidade acima de 1%
(Figura 6 e 7). Esse fator foi determinante para escolha dessa concentracdo para as
inoculagdes, para que houvesse um valor de severidade minimo de 1% ao usar essa

concentracdo na inoculacgéo.






Figura 5; Relacdo entre concentragcdo bacteriana em suspensédo e severidade da mancha-bacteriana.
(T1 - 10®; T2-10® : T3-10~"UFC.mr )

Figura 6- Relacdo entre diferentes concentracdes de Xanthomonas axonopodispv. passiflorae (In
10 , In 10®e In 10", UFC.mL"") e nimero de lesdes por folha aos 8 dias apds a inoculagéo.

y = 1.4111X -6.8973

LN (Unidades formadoras de colbnias.mL—"






Figura 7 - Relacdo entre diferentes concentracbes de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (In
10, In 10® e In 10n, UFC.mL") e severidade da doenca (% de area foliar lesionada) aos 20 dias ap6s

a inoculacao.

y - 0.55X -2.7243
R* - 0.8536

140
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6.5 Efeito do sideroforo produzido por antagonista previamente selecionado na
populacéo residente de Xap em fiioplano

Para Chaves (2013), uma das formas mais eficientes para captacado de ferro
extracelular encontrada por bactérias se da através da sintese de sideroforos,
moléculas de baixo peso molecular, que apresentam alta afinidade por ions ferro. A
competicdo por ferro indica ser um fator de importancia, j& que este é essencial e
importante ao metabolismo bacteriano, e sua baixa disponibilidade pode ser um fator
limitante para o crescimento de bactérias antagonistas e fitopatogénicas.

Os dados mostraram que, na auséncia do antagonista, as colbnias do
patébgeno se desenvolveram normalmente, em meio suplementado ou nao por
sulfato ferroso, T1 e T2, respectivamente (Figura 8 e 9), apresentando baixas taxas
de declinio para suas popula¢bes bacterianas (Tabela 2). No meio suplementado
(Figura 8), inoculou-se um grande numero de bactérias. O fiioplano ndo apresentou
recursos disponiveis para suprir a necessidade de toda a populacéo residente, o que
provavelmente ocasionou uma reducdo mais severa ha populacdo nos 4 primeiros
dias, voltando a se estabelecer em seguida. No meio ndo suplementado (Figura 9),

as bactérias conseguem manter sua populacdo em desenvolvimento normal por um






maior periodo de dias. A suplementacao por ions ferro ndo influenciou o crescimento
de colbnias de Xap, indicando que o siderdforo é a molécula responsavel pela
reducdo de Xap, através da competicdo por ferro, conforme observado nos
tratamentos 3 e 4 (Figura 10 e 11). Nestes tratamentos foi possivel observar a
competicdo da pioverdina diretamente com a Xap pela captacéo do ferro disponivel.
A medida que o Fe ia sendo indisponibilizado, a cultura bacteriana ia diminuindo seu
crescimento (Figura 10). Na presenca de uma solu¢cdo mais concentrada de
pioverdina (Figura 11), ndo foi possivel a Xap obter o ion Fe e aumentar sua
populacdo no filoplano, apresentando uma taxa de declinio de sua populacdo maior
gue os outros tratamentos que ainda apresentavam alguma disponibilidade deste

jon.

Figura 8 - Dindmica populacional de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae em relagdo ao tempo.
Tratamento 1: Folhas pulverizadas com solucdo aquosa obtida através do meio 523 suplementado
com 2 pM de Fe™™
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—_
PR w1 N 0o O

R

‘ 4
Dias Dias

(a) (b)

(a) Dados observados e modulados ( (b) Dados preditos linearizados pelo uso do Ln.
Unidades formadoras de colbnias por 100 p L foram transformadas para Ln (UFC.100 p L'").






Figura 9 - DinAmica populacional de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae em relacdo ao tempo.
Tratamento 2: Folhas pulverizadas com solugdo aquosa obtida através do meio 523 nédo
suplementado.
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(a) Dados observados (~ e modulados ( i|, (b) Dados preditos linearizados pelo uso do Ln.
Unidades formadoras de colbnias por 100 p L foram transformadas para Ln (UFC.100 p L™).

Tabela 2 - Contraste entre taxas de declinio da densidade populacional de Xap resultante dos
tratamentos observados, de acordo com o teste t (tukey) a 5% e 1%,em que se verificou a
competicdo por siderdéforo.

Taxa de declinio: T1-0,767; T2=-0,3415;T3=-0,9955;T4= - 7,9939

T1-T2 -1,4280252 T2-T3 3,0747477* T3-T4 10,3147754**
T1-T3 0,7773414 T2-T4 11,2497014**
T1-T4 10,1809516"

Valores tabelados t: 5%*= 2,57 1%**=4,03. Os contrastes entre os tratamentos T2-T3; T2-T4 e T3-T4
diferiram entre si segundo o teste t, a 1% de significancia.
(T1) Plantas inoculadas com Xap + solugdo aquosa de meio B de King (testemunha 1); (T2) Plantas
inoculadas com Xap + solugdo aquosa de meio B de King suplementado por 2pM de Fe*?; (T3)
Plantas inoculadas com Xap + solug¢é@o aquosa de pioverdina (Abs363=0,115); (T4) Plantas inoculadas
com Xap + solugcédo aquosa de pioverdina (Abs363=0,231).






Figura 10 - Dinamica populacional de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae em relagdo ao tempo.
Tratamento 3: Folhas pulverizadas com solugédo aquosa de pioverdina comAbS363=0,115

y = J2606.7933*EXP(".995yX) y»4).9955x+10J2

wWEO<m

Dias Dias

(a) (b)

(a) Dados observados ( 4) e modulados ( ™ (b) Dados preditos linearizados pelo uso do Ln.
Unidades formadoras de colbnias por 100 p L foram transformadas para Ln (UFC.100 p L").

Figura 11 - Dindmica populacional de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae em relacdo ao tempo.
Tratamento 4: Folhas pulverizadas com solugé@o aquosa de pioverdina com AbS363=0,231
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(a) Dados observados (~ e modulados ( ~ (b) Dados preditos linearizados pelo uso do Ln.
Unidades formadoras de colénias por 100 p L foram transformadas para Ln (UFC.100 p L.

O tratamento 3, com a segunda maior taxa de declinio (td=-0,9955),

provavelmente interferiu de alguma forma, através da pioverdina, no processo






infectivo da Xap, no entanto nao diferiu do tratamento 1(td=-0,767), de fornna que
estes tratamentos ndo reduziram de fonna significativa a populacdo do patégeno. No
tratamento 4, com maior concentracdo de pioverdina, foi apresentada a maior taxa
de declinio da populacdo bacteriana (td=-7,9939), reduzindo a populacédo de Xap e
diferenciando-se dos demais tratamentos analisados.

Diversos trabalhos mostram que a excrecdo de sideréforos por bactérias pode
inibir o estabelecimento de patdgenos de plantas, decorrentes do sequestro do ferro
do meio ambiente. A competicdo por ferro, mediada pela producéo de sideroforos, é
considerada como um mecanismo importante no biocontrole de patdégenos
(WELLER, 1998; BENEDUZI et al., 2012). Exemplos de bactérias com esta atividade
incluem Pseudomonas putida e P. aeruginosa, que inibem o crescimento dos
patégenos de Fusarium oxysporum e Pythium, respectivamente (VANDENDERGH,;
GONZALEZ, 1984; BUYSENS et al.,, 1995). Hafeld-Vieira et al. (2015) observaram
em estudos realizados previamente, que o sideréforo produzido pelo antagonista
29RR inibiu totalmente o0 crescimento Xap em uma condicdo de baixa
disponibilidade de ferro. Ao contrario dos fitopatbgenos microbianos, as plantas nédo
sdo prejudicadas com a deplecéo de ferro pelas bactérias produtoras de sideréforos.
Algumas podem até capturar o complexo ferro-sideréforo bacteriano, transportando-
o0 e disponibilizando feno para suas células (CROWLEY et al., 1988).

Em condi¢cbes altamente competitivas, a capacidade de adquirir ferro via
sider6foros pode determinar o resultado de competicdo para diferentes fontes de
carbono disponiveis (CROWLEY, 2006). Entre a maioria dos sideré6foros estudados,
os produzidos por Pseudomonas sdo conhecidos pela sua elevada afinidade pelo
fon férrico. A pioverdina, por exemplo, pode inibir o crescimento de bactérias e
fungos que apresentam sideréforos com menor afinidade ao elemento em meios in
vitro pobres em ferro (KLOEPPER et al. 1980a).

Para a Xanthomonas oryzae pv. oryzae, estudo realizado por Chatterjee e
Sonti (2002), utilizando duas bactérias do filoplano selecionadas demonstraram que
a disponibilidade de ferro desempenha um papel critico no metabolismo da Xap, ja
gue as duas bactérias do filoplano foram capazes de produzir pioverdinas, inibindo
significativamente o desenvolvimento de coldnias de Xap.

O sideroforo produzido pela bactéria P. putida foi capaz de suprimir Fusarium

oxysporum em solo deficiente em ferro. Esta supressdo foi perdida quando foi






adicionada fonte de ferro no solo, uma condicdo que reduz a necessidade de
producado de quelantes por micoorganismos (KLOEPPER et. al., 1980b).

6.6 Efeito do siderdforo produzido por antagonista previamente selecionado na
severidade da mancha-bacteriana

Os resultados mostram que houve diferenca significativa do efeito do
sider6foro produzido por antagonista no numero de lesdes (Figura 12) e na
severidade (Figura 13) da mancha-bacteriana em folhas de maracujazeiro BRS
Gigante Amarelo previamente tratadas, quando comparadas as folhas
correspondentes nas plantas testemunhas indicando eficiéncia da pioverdina no

controle do patogeno.

Figura 12 - Efeito da pioverdina produzida pela bactéria 29RR em relacdo ao numero de lesdes por
folha causadas pela Xanthomonas axonopodis pv. passifiorae(Xap SPj no maracuja BRS Gigante
Amarelo.

Tratamentos

(T1) Plantas inoculadas com Xap + solugdo aquosa de meio B de King (testemunha 1); (T2) Plantas
inoculadas com Xap + solucdo aquosa de meio B de King suplementado por 2 ~JM de Fe*?; (T3)

Plantas inoculadas com Xap + solucdo aquosa de pioverdina (AbS363=0,115); (T4) Plantas inoculadas
com Xap + solugdo aquosa de pioverdina (Abs363=0,231).






Figura 13 - Efeito da pioverdina produzida pela bactéria 29RR na severidade (%) da mancha
bacteriana causada pela Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (Xap SPJ no maracuja BRS
Gigante Amarelo.

Tl T2 T3 T4
Tratamentos

(T1) Plantas inoculadas com Xap + solugdo aquosa de meio B de King (testemunha 1); (T2) Plantas
inoculadas com Xap + solucdo aquosa de meio B de King suplementado por 2 pM de Fe*
(T3)Piantas inoculadas com Xap + solucdo aquosa de pioverdina (Abs363=0,115); (T4) Plantas
inoculadas com Xap + solugcdo aquosa de pioverdina (AbS363=0,231).

Em estudos realizados por Hafeld-Vieiraet al. (2015), constataram que o
sideréforo € a molécula responsavel pela inibicdo do crescimento do patdgeno, pois
guando cultivou-se o0 antagonista em meio com suplementacdo de Ferro, este
apresentou reducdo significativa na sua capacidade de inibicdo da Xap em
comparacao a quando foi cultivado em meio n&o suplementado.

Com os resultados obtidos, notou-se claramente a capacidade dos
tratamentos 3 e 4 em reduzirem de forma significativamente a severidade da doenca
guando comparado com as testemunhas. Resultados semelhantes foram
encontrados por Tortora et al. (2011), onde sideroforos produzidos por Azospirilium
brasilense mostrou in vitro atividade antagbnica a Colletotrichum acutatum, agente
causal da antracnose. Além disso, uma reducdo dos sintomas da doenca foi
observada em plantas de morango (Fragaria vesca) previamente inoculadas com A.

brasilense.






6.7 Efeito da competicdo por fonte de N na reducdo da populacédo residente de

Xap em filoplano

Para N, o teste Tukey mostrou ndo haver diferenca entre as taxas de declinio
das populacdes bacterianas testadas sob efeito do nitrogénio (Tabela 3), nao
registrando reducéo significativa na populacdo do patdégeno nos tratamentos
analisados. Ou seja, a competicdo por N ndo modificou a densidade populacional do
patdgeno. Observa-se claramente um padrdo de crescimento bastante semelhante
em todos os tratamentos analisados (Figuras 14, 15 16 e 17). O antagonista 18SP e
a fonte de &cido L-glutdmico ndo foram capazes de estimular ou inibir o
desenvolvimento das colbnias de Xap residentes no filoplano.

No meio suplementado sem a presenca do antagonista (Figura 15), observa-
se o declinio normal da populacédo bacteriana, com um discreto aumento aos 7 dias

apos a inoculacgéo.

Tabela 3 - Contraste entre taxas de declinio da densidade populacional de Xap resultante dos
tratamentos observados, de acordo com o teste t (tukey) a 5% e 1%, em que se verificou a
competicdo por nitrogénio.

Taxa de declinio:T1= 0,8052; T2= 0,5396; 13=0,6189; T4= 0,6158.

T1-T2 -0,6680042  T2-T3 0,1737357 T3-T4 -0,0068319
T1-T3 -0,4707745 T2-T4 0,1673311
T1-T4 -0,4800858

Valores tabelados t: 5%*= 2,57 1%**=4,03. Nenhum contraste entre tratamentos diferiu segundo o
teste t.

(T1) Plantas inoculadas com Xanthomonas axonapodis pv. passiflorae\ (T2) Plantas inoculadas com
Xanthomonas axonapodis pv. passiflorae e acido L-glutamico; (T3) Plantas inoculadas com
Xanthomonas axonapodis pv. passiflorae e a antagonista 18SP; (T4) Plantas inoculadas com
Xanthomonas axonapodis pv. passiflorae, acido L-glutdamico e o antagonista 18SP.






Figura 14- Dindmica populacional de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae em relacdo ao tempo.

Tratamento 1: Folhas pulverizadas com agua destilada estéril.
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Figura 15- Dindmica populacional de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae em relagdo ao tempo.
Tratamento 2: Folhas pulverizadas com solucéo de acido L-glutamico (Ig.L™’) .
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Unidades formadoras de coldnias por 100 p L foram transformadas para Ln (UFC.100 p L'N.






Figura 16 - Dinamica populacional de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae em relagcdo ao tempo.
Tratamento 3: Folhas pulverizadas com solucdo obtida a partir do antagonista 18SP.
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Figura 17 - Dindmica populacional de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae em relagdo ao tempo.
Tratamento 4; Folhas pulverizadas com solucdo obtida do antagonista 18SP e acido L-glutamico
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6.8 Efeito da competicdo por fonte de N no numero de lesGes e na severidade

da mancha-bacteriana

Embora o uso do nitrogénio nédo tenha interferido na densidade populacional
do patdgeno, os resultados indicam que a competicdo por esse elemento interferiu
de alguma fonna no processo infectivo da Xap, ocasionando a reducdo do numero
de lesdes (Figurasl18 e 19) e, consequentemente, severidade da doenca (Figuras 20

e21).

Figura 18 - Efeito do antagonista 18SP em relacdo ao numero de lesBes por folha causadas pela
Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (Xap SPJ no maracuja BRS Gigante Amarelo.

T2 T3
Tratamentos

(T1)Plantas inoculadas com Xanthomonas axonapodis pv. passiflorae] (T2) Plantas inoculadas com
Xanthomonas axonapodis pv. passiflorae e acido L-glutdamico; (T3) Plantas inoculadas com
Xanthomonas axonapodis pv. passiflorae e a antagonista 18SP; (T4) Plantas inoculadas com
Xanthomonas axonapodis pv. passiflorae, acido L-glutamico e o antagonista 18SP.






Figura 19 - Comparativo do nimero de lesdes entre a testemunha (TIl) e o Tratamento com o

antagonista 18SP (T3)

Figura 20 - Efeito do antagonista 18SP em relacdo a severidade (%) causada por Xanthomonas
axonopodis pv. passiflorae (Xap SPJ no maracuja BRS Gigante Amarelo.

16,000

3-14,000

Tl Tratamentos T4

(T1) Plantas inoculadas com Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae-, (T2) Plantas inoculadas com
Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae e &cido L-glutdamico; (T3) Plantas inoculadas com
Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae e a antagonista 18SP; (T4) Xanthomonas axonopodis pv.

passiflorae, acido L-glutamico e o antagonista 18SP.






Figura 21 - Comparativo da severidade entre a testemunha (T1) e o Tratamento com o antagonista
18SP (T3)

No tratamento 2, para o parametro namero de lesdes por folha, foi observado
gue o acido L-glutdmico se acumulou em alguns locais especificos, podendo ter
interferido no processo de infec¢do, reduzindo assim, o namero de sitios infectivos
de Xap no filoplano.

No experimento, o uso do antagonista 18SP foi capaz de diminuir o ndmero
de lesBes e a severidade nas plantas (tratamento 3), embora 0 numero de coldnias
ndo tenha apresentado reducdo. No Tratamento 4, a antagonista 18SP
provavelmente consumiu parte do substrato na superficie do filoplano, reduzindo o
efeito deste composto sobre a Xap.

Os valores de severidade de T2, que nado diferiram significativamente da
testemunha, indicam que o filoplano de maracuja € capaz de prover uma aliquota
minima necessaria para o patdgeno se estabelecer e causar infec¢cdo. Nesse caso, a
severidade ndo diferiu da testemunha, provavelmente pelo acumulo do &cido L-
glutdmico em alguns locais especificos, modificando o potencial osmoético na folha a
ponto de interferir no processo de infeccdo, mesmo que a populagédo da Xap tenha
se mantido a mesma dos outros tratamentos.

As plantas inoculadas com Xap e que foram tratadas apenas com o
antagonista 18SP (T3), em meio sem suplementacdo de fonte de nitrogénio,

apresentaram uma severidade mais baixa da doengca quando comparadas aos






demais tratamentos, permitindo atribuir a reducdo da severidade da mancha-
bacteriana pelo antagonista 18SP.

Verificou-se que no T4, o efeito acido L-glutamico eliminou a capacidade de
controle exercida pelo antagonista 18SP nao reduzindo a severidade da mancha-
bacteriana. O efeito da competicdo se tornou evidente, ja que ao adicionar o acido L
glutdmico a severidade sobe a niveis intermediarios entre a testemunha e os demais
tratamentos. O maior valor de severidade no T4 em relacdo a T3 deve ter ocorrido
porque a 18 SP foi mais uma a consumir esta molécula, reduzindo a quantidade dela
e melhorando a condicdo para Xap infectar. Como ainda havia disponibilidade deste
elemento para Xap e 18SP se desenvolverem bem, o efeito pronunciado da 18SP na
reducdo da severidade foi reduzido.

Embora ndo tenha havido reducdo da populacdo residente de Xap em
filoplano, constatou-se que de alguma forma a competicdo pela fonte de N interfere
no processo de infeccdo, uma vez que na auséncia da suplementagcdo por fonte de
C e N ou presenca do agente de biocontrole houve reducdo na severidade da
doenca. Dietrich et al. (2004), obtiveram resultados onde concluiram que embora
seja claro que a limitagcdo de N tem um impacto na defesa da planta, ainda é dificil
descrever este efeito.

Snoeijers et al. (2000) afirmam que o suprimento de N pode afetar interacdes
planta-patogeno atravées de um efeito sobre a viruléncia do patdgeno. Vérios
processos infecciosos sdo modulados por alterac6es na disponibilidade de N in vitro.
Por exemplo, o desenvolvimento da forma filamentosa do basidiomiceto Ustilago
maydis, que é um pré-requisito para a infeccdo de plantas, € estimulada pela
caréncia de N (HORST et al., 2012).

Analisando o impacto do crescimento em condi¢des de limitacdo de N sobre a
suscetibilidade do género Arabidopsis a Erwinia amylovora e ao fungo Bortrytis
cinerea, Fagard et al. (2014) constataram que a limitagcdo de N reduz a resisténcia
de Arabidopsis a Erwinia amylovora, corroborando com resultados obtidos por
Moreau et al.(2012), onde observaram que a resisténcia de Arabidopsis a Erwinia
amylovora é um processo ativo e sugere-se que este processo de defesa é
fortemente afetado pela disponibilidade de N. Por outro lado, a limitacdo de N reduz
a susceptibilidade de Arabidopsis a Bortrytis cinerea.






7. CONCLUSOES

Os resultados suportam a hipotese de que a competicdo entre Xap e
bactérias do filoplano por compostos de ferro e nitrogénio em filoplano é o
mecanismo responsavel pela capacidade das bactérias antagonistas em controlar a
mancha-bacteriana do maracujazeiro.

Mesmo nas situacdes onde ndo foi observada a diminuicdo da populacéo
bacteriana de Xap devido a restricdo do acesso ao ion Fe e a fonte de N e C, houve
a reducdo da severidade da doenga.

A caréncia de ions Fe pode limitar as condi¢des ideais para a colonizagdo do
filoplano por Xap.

A restricdo de ions Fe para o patdgeno através dos sideréforos pode reduzir a
populacédo de Xap no filoplano.

A competicao por fonte de nitrogénio nao interferiu na populacao residente de

Xap no filoplano.
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