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Apresentacao

A videira (Vitis vinifera) durante todo o seu periodo vegetativo esta sujeita a uma série de doencas,
principalmente quando cultivada em condi¢cdes climaticas favoraveis a estas. Doencas fungicas como

o mildio (Plasmopara viticola), as podriddoes cinzenta (Botrytis cinerea) e da uva madura (Colletotrichum
gloeosporioides) provocam grandes perdas na producao e, frequentemente, tornam-se fatores limitantes
ao cultivo, se medidas de controle adequadas nao forem adotadas. Convencionalmente, o controle dessas
doencas € realizado por meio de agrotéxicos que, frequentemente sao utilizados de forma indiscriminada,
afetando negativamente o meio ambiente e a salde do produtor e do consumidor.

Atualmente, a sociedade estad cada vez mais preocupada com as questdes ambientais e com o consumo de
produtos mais seguros. Esse fato vem fazendo com que o setor produtivo busque tecnologias alternativas
mais sustentaveis que reduzam ou mesmo substituam o uso de agrotéxicos na agricultura. Estas tecnologias
tém que apresentar baixa ou nenhuma toxidez, tanto ao homem quanto ao meio ambiente e que oferecam
produtos agricolas mais seguros aos consumidores. Uma tecnologia alternativa promissora muito estudada
atualmente é a inducao de resisténcia, que consiste na ativacao de respostas de defesa latentes das plantas
por meio de agentes bidticos ou abidticos.

Nesta perspectiva, a série documentos n°® 88 intitulada “Aspectos da Inducao de Resisténcia em Plantas de
Videira” apresenta em linhas gerais envolvendo os processos naturais de reconhecimento dos patdégenos
pelas plantas, a ativacao de respostas de defesa nas plantas por eliciadores e alguns resultados experimentais
pelo uso de eliciadores em videira contra alguns patégenos flngicos.

Mauro Celso Zanus
Chefe Geral da Embrapa Uva e Vinho
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Aspectos da Inducao de Resisténcia
em Plantas de Videira

Fabio Rossi Cavalcanti
Vanessa Foresti Pereira
Pedro Martins Ribeiro Junior

Introducao

Um dos principais problemas associados ao cultivo da videira (Vitis vinifera L.) é a incidéncia de doencas
de copa, a destacar-se o mildio (Plasmopara viticola) e as podridoes cinzenta (Botrytis cinerea) e da uva-
madura (Colletotrichum gloeosporioides), que causam perdas principalmente no cacho. A planta de videira
é considerada uma das principais frutiferas produzidas em todo o mundo (KELLER, 2010), e, devido ao

fato de os produtos do processamento da uva estarem fortemente associados a determinadas variedades
mais tradicionais suscetiveis a doencas (como ‘Pinot Noir’ e ‘Chardonnay’ para vinhos), o uso de copas
mais resistentes tem sua adocao limitada pelos produtores, por causa da baixa aceitacao dessas variedades
pelo mercado (JACKSON, 2008). Além disso, impdem-se cada vez mais, dentro dos sistemas de cultivo da
videira, restricoes de ordem ambiental para o uso do controle quimico por pesticidas sintéticos convencionais,
tanto por causa do aparecimento de isolados resistentes de patdgenos, que exigem esquemas cada vez
mais complicados de aplicacado de fungicidas, como devido as restricdes impostas pelas industrias ligadas a
vitivinicultura e pelos consumidores em geral.

Nesse contexto, a ativacado controlada de um sistema inato de defesa contra patégenos (ou resisténcia
basal), conservado, virtualmente, em todas as plantas superiores, apresenta-se como uma alternativa
potencial para o desenvolvimento de novas estratégias de reforco de protecao de cultivos. Tais estratégias
devem estar mais inseridas em um contexto de manejo integrado de pragas e doencas (MIP), pois as defesas
vegetais tendem a produzir convivéncia com outro organismo, e nao sua erradicacao. Embora carentes de um
sistema de defesa imunoldgico, se comparados a animais superiores, 0s vegetais possuem um vasto aparato
de defesa estrutural e bioquimico capaz de deter a invasao da maioria dos microrganismos que entram em
contato com seus tecidos e que teriam o potencial de causar danos.

A prépria topologia da célula vegetal e a constituicdo de seus tecidos favorecem uma funcéao fisica e quimica
de protecdo. Por exemplo, a parede celular priméria, constituida de celulose, hemicelulose e pectina, é uma
barreira pré-formada que dificulta a entrada de patdgenos. A parede celular pode ser reforcada pela deposicao
de lignina, no caso de formacao de parede secunddria, ou pela impregnacao por silica, cutina suberina e
ceras. Tricomas tectores ou glandulares constituem-se em estruturas morfolégicas de protecdo de plantas
(FREEMAN; BEATTIE, 2008; LAZNIEWSKA et al., 2012). Paralelamente, substancias quimicas pré-formadas
(glicosinolatos e glicosideos cianogénicos), téxicas ou potencialmente téxicas ao microrganismo podem estar
disponiveis nos tecidos ou ser modificadas ou sintetizadas, a partir do momento em gue ocorrer o contato
com um patdégeno invasor. Esses elementos quimicos, pré-formados ou induzidos, podem ser metabdlitos
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primarios, que sao moléculas envolvidas no crescimento, desenvolvimento e reproducao da planta (proteinas,
carboidratos, aminoacidos e acidos nucleicos); ou metabdlitos secundéarios, como terpenoides, fitoalexinas e
alcaloides, que sao sintetizados por um metabolismo que tenha finalidades mais especificas (MA; YAMAUJI,
2006; AHUJA et al., 2012).

Aspectos da Resisténcia de Planta que Valem para a
Videira

Duas respostas de interacao entre qualquer planta e um parasita invasor (patégeno) podem ser observadas: i)
uma resposta compativel, quando existe desenvolvimento de lesdes e o estabelecimento de doenca; e ii) uma
interacao incompativel, que ocorre quando hd muito pouca ou nenhuma doenca. Embora um determinado
gendtipo (base de alelos que determina o fendtipo da “variedade”) de uma espécie de planta possa ser um
hospedeiro suscetivel para um determinado isolado (raca) da espécie de microrganismo patogénico, outros
gendtipos da mesma planta podem ser capazes de reconhecer o mesmo patdégeno e limitar a doenca, através
de respostas de defesa (em uma interacao incompativel), manifestando resisténcia. Portanto, a resisténcia de
planta a doengas existe como um continuo que vai desde a “imunidade”, quando hd completa auséncia de
sintomas visiveis da doenca, até uma caracteristica de “altamente suscetivel”, cujos sintomas sao resultados
visiveis de deformacdes profundas no tecido, que chegam a comprometer as fungcdes béasicas da planta
(FREEMAN; BEATTIE, 2008).

No entanto, mesmo as plantas consideradas suscetiveis a um determinado patégeno possuem potencial
biolégico para responder ao ataque, por meio de mecanismos quimicos de defesa. O que ocorre na interacao
compativel é que o microrganismo patogénico mostra uma capacidade de nao se fazer percebivel pela planta,
ao mesmo tempo em que mobiliza rapidamente ferramentas de ataque, determinantes de patogenicidade
(enzimas como celobiohidrolases, poligalacturonases etc.) e fatores de viruléncia (toxinas como AAL e
fumonisinas), os quais sao eficazes para digerir as barreiras constitutivas do tecido vegetal e construir o seu
sitio de parasitismo (MENDGEN et al., 1996). Curiosamente, genes da prépria planta também podem ser
induzidos a expressao por microrganismos patogénicos, para facilitar a sua invasao e correta construcao do
seu sitio de parasitismo. Um exemplo estudado é o do oidio em Arabidopsis, cujo agente possivelmente induz
a atividade de pectato liase (PMR6) e a sintese de calose (PMR4), visando ao amolecimento da matriz de
parede celular apds a penetracdo e ao isolamento da area colonizada pelo fungo (HOLUB; COOPER, 2004).

De modo conservado, as plantas superiores tém a capacidade de responder a estimulos quimicos, produzindo
moléculas téxicas a microrganismos invasores. Compostos sintéticos como o acido salicilico (SA), acido
2,6-dicloro-isonicotinico (INA), ésteres do acido S-metil-benzo (1,2,3)-tiadiazol-7-carbotioico (BTH), entre
outros, sdo capazes de induzir uma resposta coordenada de resisténcia sistémica adquirida (systemic
acquired resistance, SAR) na célula vegetal que esteja préxima (local) ou distante (sistémica) dos pontos

de contato com a substancia, ou com a adesao e penetracao de um patégeno (CAVALCANTI et al., 2007).
Uma resposta de SAR é caracterizada principalmente pela expressdo de genes relacionados a patogénese que
codificam PR-proteinas (pathogenesis related proteins, PRPs). Muitas PRPs manifestam atividade antifingica
direta ou outro tipo de envolvimento em um processo de defesa celular. A expressao diferencial de quitinases
(um grupo especifico de PRPs que hidrolisa a quitina da parede celular fungica) é usada para comprovar
respostas de SAR em plantas de videira inoculadas com P. viticola (BUSAM et al., 1997). Os autores também
sustentam que a expressao de genes da rota dos fenilpropanoides em videira é induzida por ativadores da
SAR e sugere uma funcao para as enzimas fenilalanina amoénia-liase (PAL), 3-O-metiltransferase do trans-
cafeoil-CoA (CCoAOMT) e estilbeno sintase (STS) dentro do sistema de defesa da planta de videira, sendo
que a CCoAOMT possivelmente esteja associada a uma modulacao positiva na pré-disposicao dos tecidos a
sintese de lignina, para o enrijecimento e reforco de paredes celulares.

Na videira, o metabolismo de fendlicos parece ter um papel importante nas respostas de defesa (KASHIF et
al., 2012). Os compostos fendlicos, livres ou poliméricos, representam uma grande classe de metabdlitos
secundarios produzidos pela planta, com uma funcéao intrinseca de defesa. Sao sintetizados na célula vegetal
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principalmente pela via do acido chiquimico e pela do malonil-CoA, e incluem uma ampla variedade de
compostos relacionados a defesa, como flavonoides, antocianinas, fitoalexinas isoflavonoides (medicarpina,
ristidina, camalexina etc.), taninos e lignina (KASHIF et al., 2010; AHUJA et al., 2012), compostos que
podem ter toxidez direta ou uma funcao de barreira para a penetracao do patégeno.

Outro tipo de resisténcia, conhecida como resisténcia sistémica induzida (induced systemic resistance, ISR),
é induzida por bactérias (do género Pseudomonas) nao patogénicas de raizes e produz aumento de resisténcia
em todas as partes da planta. Curiosamente, as respostas ISR sdo independentes do metabolismo de SA

(ou da sua aplicacdao exdégena) e da expressao de genes de PRPs, o que requer, nesse caso, a participacao

de elementos reguladores da fisiologia da planta, como o acido jasmdnico (JA) e o etileno (HEIL; BOSTOCK,
2002). Ao longo dos anos de estudos envolvendo os mais diversos patossistemas, verificou-se que respostas
de defesa envolvendo JA e etileno parecem ser mais efetivas contra organismos que produzem necroses e
injuria, como insetos, herbivoros e patégenos necrotréficos, ao contrario do parasitismo causado por fungos
biotréficos (ferrugens e oidios) (KEMEN; JONES, 2012), que parecem ser combatidos pela planta por meio de
respostas do tipo SAR (GLAZEBROOK, 2005; PIETERSE et al., 2009).

Outra linha de defesa, fundamental para respostas de imunidade, é a Resposta Hipersensivel (hypersensitive
response, HR), que pode ser acionada na resisténcia de ndo-hospedeiro (MYSORE; RYU, 2004; GINDRO et
al., 2012). A HR - macro ou microscoépica — pode ser caracterizada pela sinalizacdo de “suicidio” celular
nas areas de contato com um patdgeno no curso de um processo de parasitismo. Embora dramatica, se
comparada com as ferramentas acima comentadas, que compdem a resisténcia basal, a HR pode limitar

a disseminacdo do patégeno pela planta, por meio do “sacrificio” de poucas células, pois isso impediria

o desenvolvimento de novas lesoes e o fechamento do ciclo de vida do patégeno no tecido hospedeiro,

com o consequente impedimento da producéo e lancamento de conidios. E importante salientar que a HR

é rigorosamente regulada nos eventos moleculares e celulares que a caracterizam (HEATH, 1998). A HR

é uma resposta de defesa tipicamente mais especifica a uma determinada raca do patdégeno do que a uma
resisténcia basal (metabolismo de fenil-propanoides, fitoalexinas, SAR, ISR etc.), podendo ser ativada por
bactérias, fungos, virus e nematoides. Isso ocorre quando tais patégenos sintetizam e introduzem no interior
do tecido hospedeiro produtos de genes de aviruléncia raca-especificos, efetores que sdo reconhecidos pelas
células vegetais no inicio do processo de parasitismo. Em estudos com Arabidopsis, como resposta adicional
a HR, eventos de SAR mediados por SA e dependentes de luz puderam ser observados em células vizinhas e
distantes de um sitio de inoculacéao viral, com o intuito de que a planta atingisse um estado de “alerta” para o
risco de novas infeccdes em outros pontos do tecido (CHANDRA-SHEKARA et al., 2006).

Algumas proteinas vegetais essenciais para a resisténcia de ndo-hospedeiro ja foram identificadas, como, por
exemplo, uma proteina de ligacdo a membrana plasmatica de cevada (MLO), requerida para a resisténcia a
Magnaporthe grisea; proteinas de reconhecimento de parasitas (RPS4 e RPS5) em Arabidopsis, capazes de
se ligar a determinantes de aviruléncia em patovares de Pseudomonas de leguminosas; fatores de regulacao
de defesa (EDS1, SGT1b, HSP70 e HSP90), localizados no citoplasma; e uma proteina syntaxin-like (PEN1),
possivelmente envolvida no trafego de vesiculas de secrecao de substancias antimicrobianas, na defesa de
Arabidopsis e de plantas de cevada a penetracao de Blumeria graminis (oidio) (HOLUB; COOPER, 2004).

Como uma Planta Pode Perceber a Presenca de um
Microrganismo Patogénico?

Plantas possuem um evoluido sistema de “vigilancia”, capaz de perceber e reconhecer microrganismos
patogénicos para, rapidamente, coordenar defesas celulares e impedir que se estabeleca uma infeccédo. Os
patégenos secretam e entregam proteinas ativas na regidao de interface celular da planta hospedeira, que
podem tanto atuar na degradacao das barreiras constitutivas (camadas de ceras, lamela média e parede
celular), como podem ser ligantes que interagem com receptores internos a célula hospedeira ou ancorados
na membrana (VASCONSUELO; BOLAND, 2007; PANSTRUGA; DODDS, 2009). Um finissimo balanco de
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interacoes proteina-proteina do patégeno e do hospedeiro (e a rapidez com que o hospedeiro reagir com
defesa) ird determinar se o parasita serd bem-sucedido no estabelecimento das relacdes de parasitismo —
obtencao de dgua e nutrientes, em detrimento da integridade biolégica do hospedeiro — e na conclusao do
seu ciclo de vida, com producédo de estruturas vidveis de disseminacao. Ou, caso contrario, se a planta ir4
prontamente detectar o patégeno e impedir o seu estabelecimento em seus tecidos (BENT; MACKEY, 2007).

Na verdade, os eventos de reconhecimento vao além de interacbes proteina-proteina. Outros padroes de
moléculas também podem ser percebidos, como por exemplo, fragmentos de polissacarideos de parede
celular de planta (damage-associated molecular pattern, DAMP) e de fungo, que podem ser reconhecidos por
receptores de padroes moleculares associados a patégeno (microbe-associated molecular pattern, MAMP).
Isso faz sentido, pois, na luta bioquimica que se processa entre o patégeno e o hospedeiro, os produtos de
degradacao de barreiras poliméricas podem ser justamente residuos oligoméricos de parede, resultantes da
interacdo de ataque e defesa entre os dois atores vivos do parasitismo. Ao mesmo tempo, patégenos podem
secretar proteinas para “manipular” as respostas de defesa do hospedeiro, em geral, suprimindo-as parcial
ou totalmente. Essas proteinas efetoras (como a siringolina e a coronatina bacterianas) apresentam sinais
aminoterminais de secrecao que sao reconhecidos tanto por receptores do apoplasto como por receptores
internos a célula vegetal, por mecanismos ainda nao bem estabelecidos (BENT; MACKEY, 2007; BOLLER;
FELIX, 2009). De modo intrigante, por exemplo, a coronatina, uma fitotoxina secretada por P. syringae,
possui uma estrutura quimica que mimetiza a acdo de JA no sistema de defesa vegetal, em geral, regulando
negativamente respostas dependentes de SA (HOGENHOUT et al., 2009).

Numerosos trabalhos, envolvendo genética e biologia molecular, revelaram que os eventos de percepcao do
patégeno podem ser agrupados em dois tipos: i) aqueles ativados por MAMPs conservados entre espécies de
um grupo microbiano; e ii) aqueles iniciados por efetores provenientes de isolados de um mesmo patégeno
ou imunidade ativada por efetor (effector-triggered immunity, ETI) (JONES; DANGL, 2006; PIETERSE et al.,
2009; DRY et al., 2010). Efetores de patdgenos sao reconhecidos por receptores de proteinas do tipo NBS-
LRR cognatos intracelulares, que sao tipicamente polimérficos entre individuos de uma mesma espécie; uma
estrutura genética complementar planta/patégeno garante a percepcao da raca de um mesmo patdgeno.
Assim, a soma de receptores NBS-LRR, em uma populacdo de hospedeiros, traduz o repertério de percepcéao
e reconhecimento em uma determinada espécie de planta, para uma determinada proteina efetora. Esse é

o fundamento biolégico de, por exemplo, linhas diferenciadoras da raca fisiolégica de um patégeno, para
uma espécie de planta hospedeira. Historicamente, genes codificando pares complementares de um efetor
do patégeno e um receptor especifico ao efetor, presente em uma populacao de planta hospedeira, sédo
designados por genes de aviruléncia (Avr) e genes de resisténcia (R), respectivamente (JONES; DANGL,
2006; BENT; MACKEY, 2007).

Diferentemente da percepcao do efetor por ETI, a capacidade de detectar uma molécula MAMP é usualmente
conservada entre individuos de uma espécie, e mesmo entre espécies de planta distantes filogeneticamente.
Como ja comentado anteriormente, MAMPs sao elicitores capazes de ser reconhecidos por receptores de
células parenquiméaticas do hospedeiro, e capazes de disparar defesas associadas a resisténcia basal da
planta — a chamada Indugéao de Resisténcia (IR). Moléculas elicitoras (elicitores) de IR ja foram demonstradas
e tém uma natureza molecular variada, incluindo glicoproteinas (criptogeina, elicitor Pgt em trigo), peptideos
(Avr9, sisteminas, flg22), proteinas (harpinas), glicolipidios (siringolidas) e oligossacarideos fragmentos de
parede celular (oligossacarideos derivados de quitina), os quais podem ser aleatoriamente encontrados em
extratos de tecido vegetal lesionado ou filtrados fingicos (CAVALCANTI et al., 2007; BOLLER; FELIX, 2009).

Inimeros trabalhos de pesquisa (exemplos em videira no tépico seguinte) ja possibilitaram evidenciar a
ativacao da SAR por meio de pulverizacdo de substancias conhecidas como “ativadores de planta”, derivadas
de elicitores. Em algumas culturas, como, por exemplo, a de hortalicas, tais substancias ja sdo adotadas

por produtores envolvidos com sistemas de cultivo que visem a minimizar o uso de pesticidas, devido a sua
facil insercao dentro das premissas de agricultura organica ou da agricultura baseada em MIP. Pacotes como
Bion® 50WG (BTH, derivado de SA, Syngenta Protecdo de Cultivos Ltd.), ProAct™ (harpina, Plant Health Care
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Inc., EUA), ChitoPlant® (formulacdo de quitosana, ChiPro GmbH, Alemanha), Auxigro® WP (formulagcdo com
GABA, Emerald BioAgriculture), dentre muitos outros, sdo exemplos de produtos ativadores de IR registrados
em paises como Estados Unidos, Europa e Australia.

No Brasil, o Bion® (BTH, derivado de SA, Syngenta) é, atualmente, o Unico produto registrado como indutor
de resisténcia em plantas contra patégenos, sendo indicado para o controle de algumas doencas nas culturas
de algodao, batata, cacau, citros, feijao, melao e tomate.

Alguns agentes de controle biolégico que podem induzir resisténcia em plantas também estado registrados
no Brasil, como o Serenade® (Bacillus subtilis QST 713, Basf SA), com resultados animadores em videira
(dados ainda nao publicados). Essa bactéria produz uma proteina (surfactina) capaz de ativar respostas de
defesa, em plantas, contra patégenos. Além do Serenade, estdo registrados, no Brasil, produtos a base de
Trichoderma, como o Quality (7. asperellum), o Tricovab (7. stromatichum) e o Trichodermil SC 1306 (7.
harzianum). Esse género de fungo é conhecido na literatura por ser capaz de induzir resisténcia em plantas.

Atualmente, no Brasil, produtos a base de nutrientes, como os fosfitos (fosfonatos ou derivados do &cido
fosforoso), estdo sendo amplamente utilizados na agricultura, pois, apesar de serem registrados como
fertilizantes foliares, aparentemente possuem modo de acado duplo no controle de doencas de plantas,
agindo diretamente sobre os patégenos e, também, indiretamente, induzindo respostas de defesa na planta
(DALIO et al., 2012). A atuacao direta dos fosfitos sobre o microrganismo patogénico ocorre pela formacéao
de poros celulares, devido a danos na membrana e na parede celular da hifa, provavelmente causados, no
caso da parede, por mudancas de transcricido em genes que codificam proteinas envolvidas na biossintese
de seus componentes e em outros pontos do metabolismo celular geral. Tais alteracbes comprometem a
morfologia, a fisiologia e a esporulacédo do fungo, interferindo no processo de parasitismo (KING et al., 2010).
O mecanismo indireto de acdo dos fosfitos ocorre justamente devido ao estimulo de mecanismos de defesa
vegetal (PANICKER; GANGADHARAN, 1999; DANIEL; GUEST, 2006).

Estao disponiveis no mercado diversas formulagctes de fosfitos indutores de resisténcia, de diversos
fabricantes, sendo que os mais comercializados sédo os fosfitos de potéassio, zinco e manganés. No entanto,
no Brasil, os fosfitos sdo usualmente registrados como fertilizantes, porque, além de atuarem com essa
finalidade, esse tipo de registro agiliza e barateia a inscricdo do produto comercial. Comparativamente, o
registro de defensivos agricolas é tdo moroso, burocratico e caro que, muitas vezes, empresas de pequeno
porte nao tém condicdes (ou interesse) de fazé-lo (Dr. Ribeiro JUnior, comunicacao pessoal).

Como a Planta de Videira Pode Responder a Elicitacao?

A maioria dos trabalhos em videira envolvendo IR usa, geralmente, os modelos do mildio (P. viticola) e
podriddo cinzenta do cacho (B. cinerea) para estudos de IR. Pulverizacdes de pré-colheita em bagas de
cachos de ‘Merlot’, com BTH (0,3 mM), demonstraram eficacia na contencado da podriddo cinzenta em até,
aproximadamente, 40% dos casos (IRITI et al., 2004). Os autores observaram, por métodos envolvendo
CLAE (HPLC), aumento na deposicao de antocianinas, em particular trés tipos de malvidina glicosilada,
correlacionados com o aumento da protecao do cacho.

O acido B-aminobutirico (BABA, um aminoéacido nao proteico) induziu resisténcia ao mildio na cultivar
Chasselas (HAMIDUZZAMAN et al., 2005). Neste trabalho, os autores compararam o desempenho do BABA
com outros indutores sintéticos, como JA, BTH e ABA, preocupando-se em elucidar pontos do metabolismo
envolvido na defesa, por expressao de genes marcadores e por estudos de inibicdo que mostraram supressao
da defesa mediada a BABA e JA por 2-deoxi-D-glicose (DDG), um inibidor da sintese de calose.

Em experimentos envolvendo sulfato de -1,3 glucana (sulfato de laminarina, PS3), um elicitor de reacdes
de defesa em Arabidopsis e fumo, foi demonstrada uma eficiéncia do MAMP na protecao de plantas



14 | Aspectos da Inducdo de Resisténcia em Plantas de Videira

altamente suscetiveis de ‘Marselan’ ao mildio, em condicdes de casa de vegetacado. Junto da protecéo,
foram evidenciados aumentos nos teores de H,O,, na expresséo de genes relacionados a defesa e a
deposicao de calose e fendlicos nos sitios de infeccdo. Neste trabalho, os autores também usam inibidores
para marcar as rotas de defesa eficazes. Novamente, a inibicdo da sintase da calose por DDG quebra a
defesa ativada por um elicitor, no caso, o PS3, assim como a inibicao de lipoxigenase (LOX), por acido
5,8,11,14-eicosatetraenoico (ETYA). De modo contrério, a inibicdo da PAL por acido 2-aminoindano-2-
fosfénico (AIP) ndo afetou a resposta de defesa e o indice de esporulacao pbéde atingir o mesmo nivel

do controle positivo, apenas pulverizado por PS3 (TROUVELOT et al., 2008). Experimentos mostrando

a capacidade de oligoglucuronanas nativas e sulfatadas, como moléculas elicitoras, foram conduzidos

recentemente num sistema videira x podridao cinzenta (CAILLOT et al., 2012).

Em outro trabalho, uma solucdo de oligogalacturonideos (OGA) vegetais, com grau de polimerizacdo médio
de 11, ativou respostas de defesa em plantulas de videira ‘Chardonnay’ cultivadas em meio MS modificado
e em suspenséo de células. Foram realizadas determinacdes cinéticas de geracéo de H,0, e monitoramento
da expressao diferencial de nove genes associados a defesa, inclusive de PRPs. Ensaios de inibicdo da
explosao oxidativa mediada a NADPH oxidase e de quinases de proteinas também foram conduzidos para
elucidar pontos estratégicos da ativacao de defesa, no metabolismo da planta. Os autores verificaram que
OGA é capaz de elicitar diversas rotas de defesa que sdo mais eficientes, porém, apenas quando reacdes
de explosao oxidativa nao sao inibidas (AZIZ et al., 2004). Acimulo de resveratrol e expressao de genes
associados a biossintese de estilbenos foram verificados em culturas de células de V. vinifera, da cultivar
Monastrell, a partir de efeitos combinados de ativacdo de defesa promovidos por ciclodextrinas e metil
jasmonato (MeJA) (LIJAVETZKY et al., 2008).

Substancias derivadas de quitina, como a quitosana, sdo capazes de inibir a germinacédo de conidios e o
crescimento micelial de B. cinerea. Testes em plantulas cultivadas in vitro com uma emulsao coloidal de
quitosana em gel, misturada ao meio nutriente, tiveram um efeito estimulante para o desenvolvimento da
planta, com parametros fotossintéticos, e reduziram o desenvolvimento de B. cinerea. A quitosana em gel
causou alteracoes citoldgicas sobre a hifa do patégeno. Aplicacoes foliares sobre as plantulas também
causaram reducao significativa na severidade de podriddo cinzenta, por IR (AIT BARKA et al., 2004). Em
outro trabalho, um composto heterogéneo de quitosana (Armour-Zen®, Botry-Zen Ltd — Nova Zelandia),
utilizado como tratamento foliar, mostrou alta eficiéncia na reducédo de didametro de lesdes de podridao
cinzenta (acima de 85%), em uvas ‘Chardonnay’. Em experimentos de campo, o composto mostrou
desempenho intermediario entre o cultivo desprotegido e o uso de fungicidas, em cultivares Chardonnay e
Sauvignon Blanc (REGLINSKI et al., 2010).

E pertinente lembrar que a atividade antifingica da quitosana segue uma correspondéncia com suas
caracteristicas fisicas e quimicas, como peso molecular (tamanho do polimero), grau de deacetilacao, pH
da solucao e o alvo biolégico (XU et al., 2007; ROMANAZZI et al., 2009). Adicionalmente as propriedades
elicitoras da quitosana, um trabalho relata uma propriedade elicitora do sulfato de cobre em videira, no
controle da podridao cinzenta e do mildio (AZIZ et al., 2006).

Talvez visando a uma estratégia baseada em reciclagem, subprodutos da indUstria farmacéutica e cosmética
ja foram utilizados em estudos de ativacao de plantas. Ramnolipideos biossurfactantes, considerados
MAMPs, produzidos por bactérias da espécie Pseudomonas aeruginosa, tiveram efeito protetivo em cultivo
in vitro de videira, tanto como ativadores de uma resposta semelhante a HR, como por acao inibidora de
germinacao de conidios de B. cinerea (VARNIER et al., 2009).

Extratos e filtrados miceliais e vegetais também ja foram avaliados. Por exemplo, extratos de micélio
liofilizado de Penicillium chrysogenum (PEN) ja foram evidenciados para proteger varias culturas de patégenos
variados. Os MAMPs extraidos de PEN foram relatados a controlar oidio e mildio da videira, por meio de
ativacao de IR, jd que ndo possuiram atividade antifungica, a despeito de relatos de uma fitotoxidez em
amostras mais concentradas (THUERIG et al., 2006). Um curioso trabalho, aproveitando o micélio de um
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patégeno muito importante da videira — o ascomiceto mitospdrico Phaeomoniella chlamydospora (Pch),
associado a doenca de Petri e esca da videira —, foi conduzido para testar a capacidade de inducao de
resisténcia de MAMPs contidos na biomassa fungica autoclavada, em culturas de células de V. vinifera, da
cultivar Vinhao. Foram verificados aumentos significativos de fendélicos apds a elicitacao com Pch, e mesmo
um dramatico aumento de aproximadamente vinte vezes nos teores de estilbenos (viniferina), com evidéncias
de explosao oxidativa e aumento na expressao de genes associados a defesa (LIMA et al., 2012).

Agentes de biocontrole também podem ativar respostas de defesa, além do peculiar efeito de antibiose/
competicao sobre um patégeno. Em ensaios experimentais, foi evidenciada a participacao de uma raca
T39 de Trichoderma harzianum no controle de B. cinerea (em Arabidopsis) e P. viticola (em videira), por
meio da ativacao de metabolismos de defesa dependentes de etileno e JA, caracterizando uma resposta
de ISR independente de SA (KOROLEV et al., 2008; PERAZZOLLI et al., 2011). Bactérias como Pantoea
agglomerans, Bacilus subtilis, Acinetobacter Iwoffii e Pseudomonas fluorescens ja foram relatadas como
passiveis de percepcdo pela planta e ativacdo de defesas da videira, por meio de biossintese de estilbenos
(trans-resveratrol e trans-e-viniferina), explosao oxidativa e defesas associadas a ISR (VERHAGEN et al.,
2011).

Um trabalho bastante citado aborda a capacidade de reprogramacao metabdlica, em termos de andlise de
transcritos por tecnologia GeneChip, de duas espécies de Vitis, V. aestivalis (‘Norton’, resistente) e V.
vinifera (‘Cabernet Sauvignon’, susceptivel), inoculadas com o fungo do oidio, Erysiphe necator (FUNG et
al., 2008). O estudo revela que a resisténcia ao oidio evidentemente nao esta relacionada a ativacao da
resisténcia basal em videira, pois, contraditoriamente ao fenétipo, apds a inoculacado das plantas, foi relatada,
entre O a 48 horas apds a inoculacao, a ativacdo da expressao de seiscentos e vinte e cinco transcritos
(dentre eles EDS1, PR-1, PR-10, entre outras insercdes associadas a IR) em ‘Cabernet sauvignon’, contra
apenas trés da variedade resistente, ‘Norton’. Possivelmente, a ineficacia das respostas de defesa de V.
vinifera esteja associada a mobilizacdo insuficientemente rapida da resisténcia basal, apds a inoculacao

do patégeno, o que impede que a IR funcione de modo a dificultar o processo do parasitismo do fungo e,
ato-continuo, reduzir o progresso da infeccao. Porém, nesse trabalho, vislumbrou-se a capacidade de uma
variedade susceptivel de aclimatar uma resposta geral de IR, cujo potencial biolégico pode ser utilizado por
meio de elicitores, antecipadamente a infeccao.

Alguns Indicadores Experimentais de IR em Videira
Realizados pela Equipe

Com base em estudos preliminares, foi conduzido um trabalho que compara a eficacia da ativacao de
respostas de defesa inata (resisténcia basal) em planta de videira, de um extrato aquoso de tecido radicular
de videira, densamente infectado pelo fungo causador do pé preto, Cylindrocarpon destructans (EPP), na
maéaxima concentracao possivel (25% m/v), e uma suspensao finamente dividida de quitina deacetilada e
deproteinizada de Aspergillus niger (QASP, 20% p/v).

Na génese dos tratamentos, sugeriu-se hipoteticamente que os mesmos tivessem uma quantidade
biologicamente ativa de MAMPs soluveis, subprodutos de um processo agudo de parasitismo (o caso do EPP)
e da presenca de quitina deacetilada da parede celular de A. niger.

Para os experimentos de casa de vegetacao, rebrotas de sessenta dias de V. vinifera ‘Cabernet-Sauvignon’
foram pulverizadas até o ponto de escorrimento com EPP, BTH (0,2 g L"), fosfito de potassio comercial
(controle positivo, 200 mL 100 L") e 4gua destilada (controle negativo). Dois dias depois, folhas das plantas
foram pulverizadas da mesma maneira com uma suspensédo de 10° esporangios mL' de P. viticola. As plantas
foram imediatamente transportadas para uma camara de incubacdo regulada para 23-28°C e 95-100%

de %UR, e arranjadas em blocos casualizados com trés blocos e parcela experimental de seis plantas por
repeticao.
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O progresso dos sintomas (Fig. 1) foi avaliado durante quarenta dias apds a inoculacdo (DAI). Paralelamente,
em laboratério, o talo e esporangios/conidios de P. viticola e B. cinerea foram expostos as substancias
testadas para determinacao de atividade antimicrobiana direta. Foi verificado, ao fim do monitoramento,

que os tratamentos BTH, EPP (Fig. 2) e QASP (AACPD = 741,9) produziram niveis intermediarios, porém,
significativos, de reducao de progresso do mildio. Nenhuma das substancias testadas apresentou efeito
antifdngico sobre a germinacao de esporangios e conidios, tampouco afetou o crescimento micelial de B.
cinerea. A despeito de sua promissora acao na ativacao de defesas da célula hospedeira (mais evidéncias a
frente), o EPP, como veiculo de MAMPs, perfaz um tratamento protétipo, ndo estando pronto para o seu uso
na agricultura. Isso porque o EPP ainda possui uma fungao ativa como fonte de inéculo de C. destructans.

Fig. 1. Plantas de videira da cultivar Cabernet Sauvignon, com rebrotas de quarenta e cinco dias, foram pulverizadas com EPP (25%,
p/v), BTH (0,2 g/L) e 4gua destilada (Ctrl-). Dois dias depois, as plantas foram inoculadas com uma suspenséo de 10° esporangios
mL"'de P. viticola. Sintomas do progresso de doenca foram verificados 20 DAI. A) planta a esquerda, Ctrl-; a direita, BTH; B) planta a

esquerda, Ctrl-; a direita, EPP.
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Fig. 2. Influéncia do BTH (A) e EPP (B) sobre o progresso do mildio em folhas da cultivar Cabernet Sauvignon, até trinta e trés DAI.
As substancias BTH e EPP, Fitofés (Ctrl +) e dgua destilada (Ctrl-) foram pulverizadas sobre as folhas dois dias antes da inoculagéo.
Para avaliacdo de severidade, foi utilizada a mesma escala adotada por Pereira et al. (2012). Letras minusculas ao lado dos valores de

AACPD, dentro das caixas, representam diferencas significativas pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Respostas de expressao do gene da sintase do estilbeno (VvStSy) e da B 1,3-glucanase (VvPR2), entre O e
72 horas ap0s pulverizacdo (HAP), obtidas por RT-gPCR associado ao método 244Ct para determinacéao de
expressodes relativas, com o gene da B-actina como referéncia, mostraram um répido e discreto incremento de
respostas do gene da estilbeno sintase (STS), a seis e doze HAP, caindo logo apés (Fig. 3). Para o gene da
PR-2, ndo foram observadas diferencas significativas, dentro do intervalo estudado, considerando-se que as
respostas da expressao génica aos tratamentos BTH e EPP foram muito similares. Duas enzimas associadas a
formacao da lignina (polimero de derivados fenil-propanoides) foram observadas. Atividades de peroxidase

de guaiacol (GPX) mostraram queda, a partir de doze HAP, com leve recuperagao em setenta e dois HAP, em
folhas tratadas com ambas as substancias (Fig. 4A). Niveis de atividade polifenoloxidases (PPO, difenolase),
de modo contrario, aumentaram significativamente a seis e doze HAP, com oscilacao entre vinte e quatro

e setenta e dois HAP, para folhas expostas a EPP e BTH (Fig 4B). Resultados foram confirmados em
zimogramas em géis de poliacrilamida (dados ndao mostrados).
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Fig. 3. Respostas de expressdo do gene VvStSy da sintase do estilbeno (STS) entre O e 72 horas apds pulverizagdes (HAP) com BTH e
EPP, em folhas da cultivar Cabernet Sauvignon. Expressdes relativas foram calculadas pelo método 24, tendo como gene de referéncia
VVACT, para normalizacdo dos valores de expressédo. Testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis (P < 0,01) foram usados para avaliar o

efeito da pulverizacdo das substancias sobre as respostas transcricionais.
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Fig. 4. Atividades de peroxidases (GPX), A, e polifenoloxidases (PPO), B, em folhas de videira da cultivar Merlot. Respostas enzimaticas

foram avaliadas 6, 12, 24 e 72 horas apods pulverizacdes (HAP) com BTH e EPP. Barras de erros indicam o desvio padrao da média.
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Com relacao ao teor de lignificacao em folhas a setenta e duas HAP, tanto amostras tratadas com BTH
quanto com EPP mostraram uma resposta de acumulo de lignina (Fig. 5), com queda no nivel de fendis
sollveis totais, o que indica uma resposta de enrijecimento de parede. Em plantas, os processos de
lignificagao estao principalmente associados a atividade de peroxidases, que oxidam alcodis derivados
fenilpropanoides para formar subunidades de lignina que se acoplam também por agcao da enzima (PASSARDI
et al., 2005). No entanto, relatos do papel de peroxidases de videira em processos envolvendo estresse
fisiolégico, ou em resposta a elicitores, sdo relativamente inconclusivos (BARCELO et al., 2003). Assim,
vislumbra-se, possivelmente, uma maior participacao da polifenoloxidase de videira na montagem inicial de
subunidades de lignina (MAYER; STAPLES, 2002).
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Fig. 5. Efeito de EPP (25% p/v) e BTH (0,2 g L") sobre a deposicdo de derivados do acido tioglicélico (lignina) em tecidos foliares de
videira, da cultivar Merlot, 72 horas apds pulverizagdes (HAP).

Fosfitos

Em ensaios de campo, conduzidos no Nucleo Tecnolégico da Epamig, em Caldas, MG, foram avaliadas duas
formulacoes de fosfitos de potassio para protecao de plantas de videira, da cultivar Merlot, contra o mildio,
sendo a produtividade associada ao esquema de protecao e paradmetros fisico-quimico de uvas (PEREIRA et
al., 2012). Na safra de 2010/2011, foi observado um aumento na produtividade de parcelas protegidas por
fosfito de potéssio (PhiB, 340 g P,O, L'"; 240 g K,0 L"), que passou de 0,16 para 1,93 Kg, um aumento de
3,47 vezes (Fig. 6). Nessas areas protegidas por aplicacao de PhiB, na dose de 2,1 g P205 L', da diluicdo 6,0
mL L', foi observada, na safra de 2010/2011, a reducdo de 60% na area abaixo da curva de progresso da
severidade do mildio (AACPSD) (Fig. 6). Outras varidveis importantes foram alteradas por aplicacdo de PhiB,
como a massa média de cachos, que promoveu um aumento de 2,45 vezes de um valor transformado de raiz
quadrada (de 18,0 para 47,4 g cacho', aumento nominal de quase seis vezes) com relacdo a testemunha. Os
sélidos sollveis totais medidos nos mostos das uvas colhidas na safra de 2010/2011 nao sofreram grande
alteracao pela imposicao do tratamento com PhiB (Fig. 6).

Com o objetivo de evidenciar a acao do PhiB como ativador de respostas metabdlicas de defesa da célula
hospedeira, um outro ensaio foi conduzido em condicdes de casa de vegetacao, usando-se mudas de trés
meses de idade, da cultivar Merlot, enxertadas sobre porta-enxerto 1103P, clone 519. Foram utilizadas
duas formulacdes de fosfito de potassio aplicadas na dose de 6 mL L, a primeira formulagao (Phi A)
contendo 280 g L' de K,0 e 420 g L de P,O,, e a segunda (Phi B) contendo 240 g L' de K,0 e 340 g L"
de P,O,, além do BTH na dose de 0,4 g L' e de uma testemunha sem pulverizacdo. No experimento, foram
monitorados o efeito desses produtos na severidade da doenca, na liberacdo de zoésporos de esporéngios

de P. viticola, e a atividade das enzimas peroxidase de guaicol (POX), polifenoloxidase (PPO), quitinase
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(CHI) e B-1,3-glucanase (GLU), além dos teores de fendis sollveis totais e de lignina nos tecidos foliares das
mudas de videira. Os teores de fendis sollveis totais ndo foram influenciados pelos tratamentos com fosfitos
de potassio e BTH, em nenhuma das épocas avaliadas. Entretanto, aos 13 DAP das mudas com o BTH,
inoculadas e nao inoculadas com P. viticola, e em plantas tratadas com PhiB, observou-se um aumento nos
teores de lignina. Paralelamente, PhiB induziu aumentos de 1,53, 1,52 e 1,71 vezes na atividade (UA mg P
min' dia™') enzimatica de PPO, POX e CHI em tecidos foliares, respectivamente, em comparacéo as respostas
das testemunhas (Fig. 6). Essas evidéncias sustentam um papel do PhiB como indutor de respostas de defesa
vegetal em ‘Merlot’.

Solidos Soluveis totais
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PPO Produtividade
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Fig. 6. Perfis representando razdes entre as respostas das diversas varidveis estudadas para o tratamento com fosfito de potéassio (PhiB,
340 g P,0, L'"; 240 g K,0 L") e amostras controle (Ctrl) provenientes de plantas de videira testemunhas da cultivar “Merlot”, admitidas
em um nivel de referéncia 1,00. As varidveis avaliadas em parcelas experimentais na Epamig Uva e Vinho, na safra de 2010/2011,
foram: solidos soltveis totais de mosto (°Brix); massa de cachos (g); produtividade (kg parcela™); e area abaixo da curva de progresso do
mildio (AACPSD). Ensaios em casa-de-vegetacao forneceram amostras para andlises de enzimas do metabolismo de defesa da planta, a
partir de folhas de videira da cultivar Merlot. As enzimas estudadas foram peroxidase (POX), polifenoloxidases (PPO), quitinases (CHI) e
[-1,3-glucanases (GLU), cujas atividades foram definidas como UA mg P min™ dia'. Asteriscos (*) indicam diferencas significativas (P

< 0,05), pelos testes de Scott-Knott e Dunnett.
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Consideracodes Finais

A inducdo de resisténcia vegetal é, essencialmente, um evento bioquimico.

A agricultura que utilize intensamente defensivos acaba por impor uma maior pressao de selecao de
patégenos resistentes ao principio ativo. Esses individuos, por sua vez, voltam a concluir seus ciclos de vida
e a ter habilidade de buscar a quebra de resisténcia em plantas cultivadas que sejam seus hospedeiros, o que
dificulta o controle da doenca.

Diante disso, a busca por métodos alternativos de controle de doencas de plantas, baseados na ativacao
de respostas de defesa vegetal, vem se tornando cada vez mais interessante e frequente, e essa evolugcao
é incentivada pelo consumidor, que possui a voz para demandar uma maior qualidade e seguranca dos
alimentos.

Produtos capazes de induzir resisténcia vegetal surgem, de forma promissora, como uma alternativa
sustentavel a alguns defensivos tradicionalmente utilizados. Esses produtos ou compostos, além de
reforcarem a protecao de plantas contra patégenos, apresentam, em geral, baixa ou nenhuma toxidez ao
ambiente e aos seres humanos.

A inducéao de resisténcia em plantas tem potencial para ser uma medida complementar para o controle de
doencas da videira. A IR tem, provavelmente, um bom potencial para compor esquemas de manejo integrado
de doencas na cultura da videira, aliada a outras medidas de protecao de planta em sistemas organicos ou
convencionais.

Pesquisas envolvendo inducao de resisténcia em videira jd apresentam um lastro consideravel de resultados
convertidos em pacotes de protecao envolvendo IR. Alguns ja sdo aplicados na vitivinicultura com resultados
satisfatérios, como acontece com o caso dos fosfitos. No entanto, é evidente o vasto campo ainda em aberto
no que tange a descoberta de novas moléculas ativas e mecanismos de ativacado de rotas de defesa celular,
em plantas de videira.
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