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RESUMO

Mudas de cafeeiro foram tratadas com quatro isolados de bactérias endofiticas de cafeeiro (3F - Brevibacillus choshinensis, 109G
- Bacillus megaterium, 115G - Microbacterium testaceum e 119G - Cedecea davisae), pré-selecionados como agentes de biocontrole da
ferrugem (Hemileia vastatrix), para avaliar os seus efeitos sobre a produgao de enzimas da planta relacionadas com a indugéo de resisténcia.
As endofitas foram aplicadas via suspensdo aquosa no filoplano das plantas, sendo o patéogeno inoculado trés dias depois. Sete dias apds
quantificou-se a atividade das enzimas por espectrofotometria, e decorridos mais 18 dias avaliou-se o numero de pustulas de ferrugem por
folha. Houve aumento significativo da atividade de peroxidase em plantas tratadas com as enddfitas B. choshinensis e C. davisae. Nao se
detectaram aumentos nos niveis de fenilalanina amoénio-liase e lipoxigenase, mesmo para os demais isolados. A inoculagdo com C. davisae
proporcionou as menores médias de pustulas por folha, e possivelmente possui outros mecanismos de controle, além da indugio de enzimas
de resisténcia. A detecgdo de peroxidase em folhas onde tanto o patdgeno quanto as enddfitas estavam ausentes, bem como a separagdo
espacial entre eles fornece forte evidéncia de ter havido indugdo sistémica da resisténcia.
Palavras-chave: controle bioldgico, resisténcia sistémica induzida, Coffea.

ABSTRACT
Endophytic bacteria inducing enzymes correlated to the control of coffee leaf rust (Hemileia vastatrix)

Four endophytic bacteria strains (3F - Brevibacillus choshinensis, 109G - Bacillus megaterium, 115G - Microbacterium testaceum,
and 119G - Cedecea davisae), isolated from healthy coffee plants, and screened previously as biocontrol agents of coffee leaf rust, were
assessed for their ability in producing enzymes correlated to the control of the causal agent Hemileia vastatrix. Cell suspensions of these
strains were sprayed on leaves three days before the inoculation of the pathogen. The enzymatic activities and the number of lesion per leaf
were evaluated after seven and 18 days, respectively, after inoculation. The results showed that the peroxidase activity was increased in
plants treated with B. choshinensis and C. davisae strains. On the other hand, no increase in phenylalanine ammonia-liase and lipoxygenase
activities was detected. The strains C. davisae reduced the numbers of lesions per leaf, suggesting in this case, that beside resistance
induction, others mechanisms of action probably is involved in the process. The detection of peroxidase in leaves free of the pathogen and
endophytes, as well as, the spatial separations between them, furnish strong evidence of systemic resistance induction.

Keywords: biological control, induced systemic resistance, Coffea.

INTRODUCAO
ecologica sobre os microrganismos que colonizam as

A ferrugem do cafeeiro, causada por Hemileia
vastatrix Berk et Br., incide em plantacdes de café¢ em
todas as regides do mundo, sendo a principal doenca da
cultura em nivel mundial (Zambolim et al., 2002). A doenga
compromete, em alguns casos, em mais de 50 %, a produgéo
do cafeeiro (Gree, 1993; Zambolim et al., 1997). O controle
da ferrugem ¢ baseado principalmente em aplica¢des de
fungicidas protetores e sistémicos, que sdo eficientes a
curto ou médio prazo até o surgimento de ragas resistentes
(Pereira, 1995; Zambolim ef al., 1997).

Uma alternativa de menor impacto ambiental para
o controle da ferrugem ¢ o uso de bactérias endofiticas.
A capacidade destes microrganismos de colonizarem os
tecidos internos das plantas lhes confere uma vantagem
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plantas epifiticamente, por exemplo, no sentido de que sdo
menos expostos as adversidades do ambiente. Além disso,
por ocuparem um habitat semelhante aqueles ocupados
por patdgenos, os microrganismos endofiticos apresentam
potencial para o controle biologico (Hallmann ef al., 1997).

Um dos modos de agdo relacionados a bactérias
endofiticas é a ativagdo dos mecanismos de defesa das
plantas (van Loon et al., 1998), conhecida como resisténcia
sistémica induzida (RSI). Benhamou ez al. (1996) observaram
que nas raizes de plantulas de ervilha originadas de sementes
microbiolizadas com o endofita Bacillus pumilus Meyer &
Gottheil (strain SE34) o crescimento de Fusarium oxysporum
f.sp. pisi Snyder & Hansen ficou restrito a epiderme e ao
cortex externo. Por outro lado, nas ndo microbiolizadas o
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fungo cresceu abundamentemente nos tecidos, inclusive no
vascular. Nas raizes microbiolizadas com o endofita foram
observadas reagdes do hospedeiro tais como, aumento da
espessura das paredes celulares de células epidérmicas e
corticais, assim como aposigdes proximas aos sitios de
infeccdo, essas ricas em calose e compostos fenolicos.

Diversas enzimas estdo relacionadas com a resisténcia
induzida, como peroxidase, polifenoloxidase, fenilalanina
amonia-liase, lipoxigenase, -1,3-glucanase e quitinase (Ye
etal.,1990;Kochetral.,1992; Schneider & Ullrich, 1994; van
Loon, 1997). Quitinases e (-1,3-glucanases (proteinas PR
- pathogenesis-related) tém atividade antifungica sinérgica
e estdo relacionadas a rota de SAR, “systemic acquired
resistance”, que tem o 4acido salicilico como molécula
sinalizadora, e é desencadeada por patdgenos necrotizantes
¢ indutores quimicos (van Loon ef al., 1994).

De maneira geral, a atua¢do dessas enzimas esta
relacionada com a atividade antimicrobiana direta na
presenca de perdxidos de hidrogénio e compostos fenolicos,
e na lignificagdo celular (Ride, 1975; Klessig & Malamy,
1994). A lignificagdo pode contribuir para a resisténcia de
diferentes maneiras, embora pouco se saiba sobre seu papel
naresisténcia induzida. Em primeiro lugar podem incorporar
lignina na parede celular da planta, fazendo-a mais resistente
a degradacdo pelo arsenal enzimatico do patdégeno ou a
penetragdo mecanica. Células lignificadas também podem
constituir uma barreira prevenindo o livre movimento de
nutrientes, interferindo na nutri¢do do patdgeno. Precursores
de lignina podem exercer efeito toéxico sobre o patogeno,
ou podem se ligar a parede celular fingica, fazendo-a mais
rigida e impermeéavel (Hammerschmidt ez al., 1982).

O presente trabalho teve por objetivos verificar em
mudas de café tratadas com bactérias endofitas, previamente
selecionadas como promissores agentes de biocontrole de H.
vastatrix, o aumento da atividade de peroxidase, fenilalanina
amonia-liase e lipoxigenase, bem como uma possivel relagio
com a redugdo da severidade da ferrugem.

MATERIAL E METODOS

Aplicacio das bactérias endéfitas e inoculacio com
Hemileia vastatrix

Os testes foram realizados com quatro bactérias
endofitas de cafeeiro, identificadas pelos codigos 3F
[Brevibacillus choshinensis (Takagi et al.) Shida et al.),
109G (Bacillus megaterium de Bary), 115G [ Microbacterium
testaceum (Komagata & lizuka) Takeuchi & Hatano] e 119G
(Cedecea davisae Grimont et al.), provenientes da colegdo
de culturas do Laboratorio de Microbiologia Ambiental
da Embrapa Meio Ambiente, e selecionadas em ensaios
anteriores como bons agentes de controle bioldgico da
ferrugem (Bettiol et al., 2004). As bactérias foram cultivadas
em meio triptona de soja agar (TSA) (7,5 g NaCl; 2,5 g
Peptona de Soja; 7,5 g Triptona, 1000 mL Agua Destilada), a
28 °C. Os isolados foram aplicados as plantas apds 24 horas
de crescimento no meio.
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Suspensdes aquosas das bactérias enddfitas (10% ufc
mL") foram pulverizadas manualmente em duas folhas,
sendo uma do segundo e outra do terceiro pares de folhas,
contados do apice para a base, de cada muda de cafeeiro ¢
as plantas foram mantidas em cdmara imida por 12 horas a
22 °C, quando foram transportadas para um telado. Apos 72
h, as outras duas folhas dos mesmos pares de folhas foram
inoculadas com uma suspensio aquosa de urediniosporos (2,0
mg mL") de H. vastatrix, coletados de folhas lesionadas de
cafeeiro minutos antes da inoculagdo das mudas com auxilio
de um coletor de esporos acoplado a um compressor de 1,0
HP. A inoculag@o foi realizada por meio de um atomizador
acoplado a0 mesmo compressor. As plantas foram mantidas
em camara umida (UR 100 %), no escuro, por 24 h a 22 °C,
e a seguir transferidas para o telado.

Aos 25 dias apds a inoculagdo procedeu-se as
contagens do numero de lesdes nas folhas inoculadas e
calculou-se o nimero médio de pustulas por folha por
tratamento. Utilizaram-se plantas com oito pares de folhas.
Plantas tratadas com agua e inoculadas compuseram o
controle. O experimento foi montado no delineamento
inteiramente casualizado com seis repeti¢cdes (vasos com
duas plantas) para cada tratamento. As médias dos numeros
de lesdes por folha dos tratamentos foram comparadas pelo
teste Tukey (a = 0,05).

Ensaio de detecciio da atividade enzimatica

A deteccdo enzimatica deu-se via extrato foliar.
Para isso, sete dias apds a inoculagdo, folhas de cafeeiro
do primeiro e quinto pares de folhas das duas plantas
que compuseram cada repeticdo, do dpice para a base,
foram coletadas para preparo do extrato. As folhas foram
armazenadas sob nitrogénio liquido, e acondicionadas a —80
°C para posterior preparo do extrato vegetal, segundo Lanna
et al. (1996).

As amostras de tecido vegetal, cerca de 1,0 g de peso
fresco, foram trituradas em nitrogénio liquido, utilizando
almofariz e pistilo. O pd obtido foi macerado por 30
segundos em 3,0 mL de tampdo fosfato de sddio 50 mM, pH
6,5, adicionado de polivinilpirrolidona 1 % (p v'") e fluoreto
de fenilmetilsulfonila (PMSF) 1 mM (tamp@o de extragdo),
com posterior centrifugacdo em 20.000 g por 25 min a 4 °C.
Os sobrenadantes foram utilizados para as determinagdes
das atividades de lipoxigenase, peroxidase e fenilalanina
amonia-liase, e para as dosagens de proteina total,
mantendo-os em banho de gelo. Seis repeti¢des (extratos)
por tratamento foram analisadas para todas as enzimas, e as
médias comparadas pelo teste Tukey (o = 0,05).

O teste de Bradford (1976) foi empregado para a
quantificagdo do contetido total de proteinas nas amostras.
Para tanto, foram adicionados a cada 0,1 mL de amostra,
1,0 mL do reagente de Bradford, e realizada a leitura de
absorbancia a 595 nm, apo6s dois minutos de reagdo. A
concentragdo de proteinas de cada amostra, expressa em
termos de equivalentes pg de albumina de soro bovino
(BSA) por 0,1 mL de amostra (pg proteina 0,1 mL") foi
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determinada utilizando-se curva padrao de concentragdes de
BSA variando de 0 a 100 pug 0,1 mL-".

O aumento da atividade de lipoxigenase (LOX) foi
detectado segundo metodologia descrita por Axelrod et al.
(1981), através do aumento da absorbancia a 234 nm pela
formacdo de um sistema de ligagdes duplas conjugadas no
hidroperoxido formado, utilizando acido linol€ico (linoleato
de sédio 10 mM, pH 9,0) como substrato. A mistura de
reacdo consistiu de 1,0 mL de tampao fosfato de soédio 50
mM, pH 6,0, 20 puL do substrato e 10 uL do extrato vegetal.
As leituras foram realizadas em espectrofotometro entre 30
s ¢ 10 min e 30 s da reagdo, a temperatura ambiente (25 °C).
A velocidade de formacdo dos produtos (V) foi calculada
pelaequagdo V'=AA,, /¢.1. At utilizando o coeficiente de
extingdo molar (&) dos hidroperdxidos para o acido linoléico
de 25.000 M cm™' (Axelrod et al., 1981), o caminho 6tico (I)
de 1,0 cm e o tempo de reagdo (At) de 10 min. Os resultados
finais de atividade enzimatica foram expressos em pmol de
produto formado min' mg proteina™'.

A atividade da peroxidase foi determinada a
30 °C através do método espectrofotométrico direto
(Hammerschmidt ez al., 1982). A mistura de rea¢do consistiu
de 1019 pL de uma solucdo contendo guaiacol, perdxido de
hidrogénio e tampao fosfato de sdédio (125 pL guaiacol +
153 pL perdxido de hidrogénio em 50 mL de tampao fosfato
de sodio 10 mM, pH 6,0) e 1 pL do extrato vegetal. A reagéo
foi incubada em banho maria e foram realizadas leituras de
absorbancia a 30 s e depois em 15 min e 30 s. Os resultados
foram expressos em A unidades de absorbancia min' mg
proteina’'.

A atividade de fenilalanina amonia-liase (PAL) foi
determinada de acordo com método descrito por Pascholati
et al. (1986) com pequenas modificacdes, por medida
espectrofotométrica direta, pela conversao de L-fenilalanina
para acido cinamico a 290 nm a 37 °C, no intervalo entre 30
s ¢ 5 min e 30 s apos o inicio da reagdo. A mistura da reagdo
continha 10 pL do extrato foliar ¢ 1000 uL de uma solugéo
0,2 % de L-fenilalanina. A cubeta referéncia continha 10 pL
de tampdo de extra¢do ¢ 1000 uL de uma solugdo 0,2 % de
L-fenilalanina. As varia¢des (A) das leituras de absorbancia
foram plotadas em curva padrdo para acido cindmico ¢ os
resultados foram expressos como atividade especifica: nmol
acido cindmico min™' mg proteina.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre as bactérias endofitas testadas apenas o
isolado 119G proporcionou valores significativos de reducao
da severidade da ferrugem, apresentando niveis de controle
acima de 60 % nas mudas tratadas com esta endoéfita (Tabela
1). Cabe ressaltar que foi mantido o intervalo 6timo de
72 horas entre a aplicagdo das bactérias endofiticas e a
inoculagio do patégeno, conforme estabelecido por Bettiol
et al. (2004) em testes primarios de selecdo dos endofitas.
Embora haja uma consideravel diferenca entre o teste inicial
de selecdo, feito em discos de folhas, e o ensaio realizado
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neste trabalho, a manutengdo do intervalo de aplicagdo
certamente contribuiu para os resultados obtidos.

Este intervalo longo garantiu aos antagonistas uma
vantagem de adaptacdo, pois houve tempo para colonizagdo
epifitica, bem como dos sitios de infeccdo (Hallmann et
al., 1997). Uma vez na folha pré-colonizada com a bactéria
endofitica, os urediniosporos de H. vastatrix podem ter tido,
em primeiro lugar, sua germinagdo inibida por provaveis
substancias antimicrobianas secretadas com propriedades de
inibir sua germinagdo (Shiomi ef al., 2006). Posteriormente,
se houvesse germinagdo, o fungo encontraria a competicao
por espago e sitios de infec¢ao, no caso os estomatos (Levy &
Carmeli, 1995; Godoy et al., 1997; Hallmann et al., 1997).

Embora tenha sido menos eficaz do que a bactéria
endofitica 3F nos testes de selecdo em discos de folhas
(Bettiol et al., 2004), o isolado 119G mostrou-se como
o mais eficaz no teste em mudas, o que se verificou pelo
menor nimero de lesdes por folha. Este resultado pode ser
explicado considerando as diferencas existentes entre os
testes realizados, no que se refere as condigdes gerais de
ambiente em que os endofitas atuaram. Nos testes em discos
de folhas, as variaveis climaticas, como luz, temperatura e
umidade s@o controladas, o que facilita o estabelecimento
dos antagonistas. No ensaio com as mudas, a exposi¢ao as
variagdes de temperatura e umidade, principalmente, foi um
desafio a mais para as bactérias endofiticas colonizarem o
filoplano e, possivelmente, os tecidos internos.

Os maiores niveis de atividade enzimatica foram
detectados em mudas tratadas com a bactéria endofita 3F
(Tabela 1), com valores acima do controle ¢ dos demais
endofitas testados, embora ndo houvesse diferencga
significativa para lipoxigenase e fenilalanina amonia-liase.
J& para peroxidase, a diferenga nos niveis da enzima foi de
quase 100 % comparado ao controle, nas plantas tratadas
com as endofitas 3F e 119G.

A enzima peroxidase geralmente estd associada
com o aumento de lignificacdo das paredes celulares
(Hammerschmidt ez al., 1982). Segundo Birecka ez al.
(1975), a presenga extracelular de peroxidase estimulada
durante o ataque de patogenos e/ou indugéo de resisténcia, e
sua afinidade por substratos envolvidos na lignificagdo, bem
como sua capacidade de formar peréxidos de hidrogénio, a
tornam envolvida com processos de formacdo de barreiras
fisicas que limitam o crescimento de patogenos. Van Loon
& Callow (1983) postulam que os produtos da peroxidase
na presenga de um hidrogénio doador podem ter efeito
antimicrobiano e antiviral.

Segundo Stenzel et al. (1985, a resisténcia induzida
afeta fungos biotrdficos ao nivel celular, ou seja, ndo afeta
a germinagdo dos urediniosporos, no caso das ferrugens,
¢ a forma¢do do apressério. Ja a formacdo do haustério
primario ¢ o nimero de colonias subseqiientes, em plantas
expressando algum tipo de resisténcia é menor. Além do
efeito toxico dos produtos da peroxidase sobre o patégeno,
as alteragdes celulares decorrentes do evento da lignificagdo,
desencadeado pela enzima, podem inibir os processos de

51



H.S.A. Silva et al.

TABELA 1 - Severidade da ferrugem do cafeeiro ¢ atividade de lipoxigenase
(LOX), fenilalanina amoénia-liase (PAL) e peroxidase em mudas tratadas com
bactérias endofitas

Tratamento Ndmero médio de lesdes LOX' PAL?  Peroxidase’
por folha

119G 2,1 a* 0,13 a 350 a 89,0 a
3F 42 b 0,18 a 38,0 a 96,0 a
115G 48 b 0,14 a 36,0 a 58,0 b
109G 49 b 0,15a 290 a 54,0 b
Controle 55 b 0,13 a 320 a 50,0 b
cv? 153 6.2 5.2 5.9

* Valores seguidos de mesma letra na coluna nao diferem pelo teste Tukey (p > 0,05).
! Resultado expresso em pmol de produto formado . min™' . mg proteina™;

> Resultado expresso A unidades de absorbancia . min' . mg proteina’';

* Resultado expresso em nmol 4cido cindmico . min' . mg proteina™';

4 Coeficiente de variagdo (%).

transporte entre membranas, tanto das células vegetais
quanto do agente causal. Isso impede que os processos de
nutricdo do fungo ocorram normalmente limitando o seu
crescimento e, conseqiientemente, seus danos a planta.

Nesse trabalho ndo se estudou a presenca de -
1,3-glucanase e quitinase (PRPs - “pathogenesis related
proteins”) que também sdo marcadoras de resisténcia
induzida. Segundo Sticher et al. (1997), proteinas PR sdo
mecanismos de defesa relacionados a SAR, envolvendo
a rota do acido salicilico como molécula sinalizadora, e
desencadeados por exposi¢do prévia da planta a isolados
fitopatogénicos avirulentos, moléculas quimicas, tratamentos
fisicos ou ataque de insetos.

Diferentemente, a aplicagdio de microrganismos
saprofitas, sejam eles rizosféricos, epifitas ou enddfitas,
desencadeia o processo de resisténcia sistémica induzida
(ISR — induced systemic resistance) via moléculas de
jasminatos e etileno, com aumento da atividade de peroxidase,
lipoxigenase, fenilalanina amonia-liase e polifenoloxidase, e
em raros casos se confirma a producdo de proteinas PR (van
Loon, 1997). Com base nisso é que se procurou detectar
neste trabalho apenas as enzimas ligadas a ISR.

No trabalho de Guzzo e Martins (1996) verificou-
se que uma formulagdo comercial a base de Bacillus
thuringiensis, Berliner induziu aumento da atividade de f-
1,3-glucanase e quitinase em cafeeiro, contra H. vastatrix,
de forma sistémica. Porém, os autores ndo discutem a
possibilidade de algum componente da formulagéo ter atuado
como um indutor quimico de resisténcia, ativando a rota de
SAR. Os enddfitas 3F e 119G provavelmente desencadearam
a rota de ISR, mediada por jasminatos e etileno, uma vez
que se detectou o aumento da atividade de peroxidase,
como foi demonstrado por varios trabalhos referentes a
indugdo de resisténcia (Tuzun & Kloepper, 1995; Sticher et
al., 1997; van Loon, 1997; Pieterse et al., 1998; van Loon
et al., 1998; Pieterse & van Loon, 1999). Contudo, ndo se
tem a inten¢do aqui de excluir a possibilidade dos isolados
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testados induzirem o aumento das PR proteinas, via rota de
SAR, uma vez que fendmenos bioldgicos geralmente nio
obedecem a regras fixas. E o caso de se estudar e comprovar
essa hipotese.

A escolha de uma data fixa, sete dias apos a
inoculagdo, para a coleta do material vegetal e a analise
da presenca das enzimas pode ter contribuido para a ndo
deteccdo do aumento da atividade de PAL e lipoxigenase,
e ter favorecido a observagdo da atividade da peroxidase.
Bhattacharya & Ward (1988) reportam que na fase de
estabelecimento de um patdgeno nos tecidos do hospedeiro,
PAL geralmente aumenta sua atividade. Ainda, segundo
Podile & Laxmi (1998), os maiores niveis de atividade desta
enzima acontecem em torno de 24 horas apos o inicio da
infeccdo. Deste modo, ndo se descarta a possibilidade de ter
havido picos de atividade de PAL nos dois primeiros dias
apos a inoculagdo. Ja o aumento da atividade de peroxidase,
geralmente esta associado com estadios mais tardios do
processo de infec¢do (Hammerschmidt ez al., 1982). Essa
linha de raciocinio pode explicar o fato do isolado 119G
ter reduzido a severidade da ferrugem significativamente.
Aventa-se a hipdtese da mesma ter induzido a atividade de
outras enzimas de defesa, além da peroxidase, diferentemente
da endofita 3F, que mesmo proporcionando aumento
nos niveis dessa enzima ndo contribuiu para redugdo da
severidade da ferrugem.

Os resultados de atividade de peroxidase do presente
trabalho estdo de acordo com o Podile & Laxmi (1998), que
verificaram aumento nos niveis da enzima em plantas de
ervilhaca tratadas com Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn,
com 6timo aos sete dias apds inoculd-las com Fusarium
udum Butler. Assim, estudos sobre a cinética da atividade
das enzimas devem ser conduzidos de modo a cobrir todas
as possibilidades de detecgdo do ponto 6timo de atividade,
uma vez que o apice de atividade para uma enzima pode
ocorrer em um momento diferente do de outra (van Loon et
al., 1998).
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Steiner & Schonbeck (1995) propuseram sete
critérios basicos para se investigar se a resisténcia exibida
por uma planta foi realmente induzida ou ocorreu devido
a outros fatores, que, de alguma forma, contribuiram para
reduzir a incidéncia e, ou, severidade da doenga. Trés desses
critérios podem ser verificados no presente trabalho.

O primeiro diz respeito a necessidade de um intervalo
de tempo entre a exposi¢do da planta ao agente indutor, e
a expressdo da resisténcia. O intervalo de 72 horas entre
a aplicagcdo dos isolados endofiticos e a inoculagdo do
patdgeno, conforme recomendaram Bettiol ez al. (2004) para
otimo desempenho dos isolados pode agora ser entendido,
julgando-se a possibilidade da resisténcia sist€émica induzida
ter acontecido nos testes iniciais de selecdo dos agentes de
biocontrole.

Outro critério leva em consideragdo o fato da
sistemicidade da resposta de resisténcia gerada nas plantas
tratadas com as endofitas 3F e 119G. A detecgao das enzimas
se deu em folhas onde tanto as bactérias antagonistas quanto
0 patégeno ndo estavam presentes, ja que as analises foram
realizadas nos extratos das folhas do primeiro e quinto
pares de folhas, enquanto os organismos foram aplicados no
segundo e terceiros pares de folhas.

Por ultimo, a separacdo espacial que existiu entre
as bactérias antagonistas e o patdogeno, uma vez que foram
aplicados em folhas do mesmo par, porém distintas, e
culminou com aredugdo dos sintomas da ferrugem, descartaa
possibilidade de ter havido agdo direta das enddfitas sobre H.
vastatrix. Isso leva a crer que de fato as bactérias endofiticas
3F e 119G possam estar induzindo resisténcia sist€émica, uma
vez que o carater sistémico é uma caracteristica inerente a
este fendmeno bioldgico, além do aumento da atividade das
enzimas verificadas neste trabalho, que normalmente sio
utilizadas como marcadores de resisténcia induzida (Sticher
et al., 1997; van Loon et al., 1998; Tuzun, 2001).

Nao ha estudos conclusivos a respeito de inducdo
de resisténcia sistémica em oOrgdos vegetais destacados.
Logo, o bom desempenho da endoéfita 119G reduzindo a
severidade da ferrugem neste teste, em comparag¢do com o0s
testes preliminares de selecdo em discos de folhas (Bettiol
et al., 2004), pode estar associado ao fato de que este
isolado possua mais de um mecanismo de a¢do. Um direto,
que se manifestou nos testes em discos de folhas, podendo
ser a competigdo por espago ¢ nutriente ou a inibi¢do da
germinacdo dos urediniosporos e, o outro, indireto, sob
a forma da inducdo da resisténcia. Pode acontecer desta
enddfita ter seu desempenho como biocontrolador da
ferrugem aumentado, caso seja aplicada em toda a planta,
atuando direta e indiretamente.
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