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RESUMO

CAVALCANTI, F. R. Resisténcia induzida a Xanthomonas vesicatoria em
tomateiro e Verticillium dahliae em cacaueiro por extratos naturais:
caracterizacio bioquimica, fisiologica e purificagdo parcial de eliciadores
protéicos. 2005. 192 p. Tese (Doutorado em Fitopatologia) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG.*

A eficiéncia de extratos naturais e formulagSes comerciais sobre a
indug@o de resisténcia em plantas de tomateiro (Lycopersicon esculentum) e
cacaueiro (Theobroma cacao), infectadas, respectivamente, com Xanthomonas
vesicatoria (Xv) e Verticilium dahlliae (Vd), foi avaliada. Plantas foram
submetidas aos seguintes tratamentos: pulverizagio foliar com suspensdes
heterogéneas de quitosana, filtrados de micélio de Crinipellis perniciosa,
extratos aquosos de tecido necrético de ramos de lobeira (Solanum lycocarpum)
infectado por C. perniciosa, Acibenzolar-S-metil (ASM), Ecolife®, dentre
outros. Plantas foram pulverizadas previamente com os tratamentos e depois
inoculadas com os respectivos patogenos. Tratamentos mostraram-se efetivos na
protecdo das plantas de tomateiro ¢ cacaueiro, destacando-se ASM e extratos a
quente e a frio de pé de vassoura de lobeira. Plantas de tomate e de cacau
submetidas aos tratamentos também mostraram alteragdo da atividade de
peroxidases (POX) e oxidases de polifensis (PPO), bem como significante
aumento na deposi¢io de lignina, redugdo nos valores de fenois totais e aumento
na atividade de B-1,3-glucanases (GLU) e quitinases (QUI). Plantas de tomate
tratadas mostraram aumento na atividade de dismutases de superéxido (SOD),
catalase (CAT) e peroxidases de ascorbato (APX). As plantas de tomate nao
submetidas aos tratamentos mostraram declinio na assimilagdo de CO,, na taxa
de transpiragdo, na eficiéncia de carboxilagio e na taxa fotossintética e
apresentaram alteracdo na eficiéncia do uso de dgua e eficiéncia de carboxilagéo.
Dentre os tratamentos capazes de promover redugdo da mancha foliar em
tomate, o extrato a frio de vassoura de lobeira, foi fracionado com sulfato de
amonio e as fragSes foram entdo submetidas & cromatografia de troca cati6nica.
O pico retido em CM-celulose e o pico retido em DEAE-celulose quando
aplicados em plantas de tomate levaram ao aumento da atividade de peroxidases.

* Comité de Orientagio: Mario Liicio Vilela de Resende — UFLA (Orientador); Denilson
Ferreira de Oliveira —- DQI/UFLA.
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ABSTRACT

CAVALCANTI, F. R. Induced resistance by natural extracts in tomato
against Xanthomonas vesicatoria and cacao against Verticillium dahliae:
biochemical, physiologic characterization and partial purification of
proteic elicitors. 2005. 192 p. Tese (Doutorado em Fitopatologia) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

The efficacy of natural extracts and commercial formulations on
resistance induction of tomato (Lycopersicon esculentum) and cocoa
(Theobroma cacao) plants, infected, respectively, with Xanthomonas vesicatoria
(Xv) e Verticilium dahlliae (Vd), was evaluated. Plants were submitted to
pulverizations: chitosan suspensions, aqueous filtrates from Crinipellis
perniciosa mycelium, aqueous extracts from necrotic tissue from branches of
‘lobeira” bush (Solanum lycocarpum) infected with Crinipellis perniciosa,
Acibenzolar-S-methil (ASM), Ecolife® and others. Pulverizations with extracts
were carried before pathogen inoculations. Treatments showed efficacy on
reduction of disease progress curve. ASM and aqueous extracts from “lobeira’
showed best results. Tomato and cocoa plants submitted to treatments also
showed alteration on phenol peroxidases (POX) and polyphenol oxidases (PPO)
activities. In these plants there were increase on lignin deposition and total
phenolic compounds reduction. Expression of resistance induced by studied
treatments was evidenced also on increase of B-1,3-glucanases and chitinases
activities. ASM and aqueous extracts from ‘lobeira’ treated plants showed
increase of activities of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and
ascorbate peroxidase (APX). Significant differences between treated and not
treated plants regarding gas exchange photosynthetic indicators and chlorophyll
a fluorescence paramenter were observed. Infected not treated plants showed
decreased CO, assimilation, transpiration rate, stomatal conductance and
photosynthetic rate. Water use efficiency and carboxylation efficiency were also
strongly affected in control plants. Among the treatments that promoted
reduction of leafy spot on tomato, the aqueous cold extract from necrotic tissue
from ‘lobeira” was fractionated with ammonium sulphate and these fractions
were submitted to cation exchange chromatography. The retained peak in CM-
cellulose and the retained peak in DEAE-cellulose when applied on tomato
plants induced increase of peroxidase activities.

* Guidance Committee: Mario Lucio Vilela de Resende — UFLA (Adviser);
Denilson Ferreira de Oliveira — DQI/UFLA.



CAPITULO 1

GENERALIDADES SOBRE INDUGCAO DE RESISTENCIA E ESTRESSE
OXIDATIVO



1 INTRODUCAO GERAL

Perdas ligadas a doengas de planta sdo problemas inerentes a produgio
agricola e podem ser evidenciadas em todo mundo. O manejo corrente de
controle de doengas baseia-se no uso, muitas vezes indiscriminado, de
defensivos quimicos sobre culturas de base genética restrita. Este quadro
promove o surgimento de ragas mais agressivas de patégenos, gerando um ciclo
vicioso. No entanto, diante disso, alguns paradigmas vém sendo quebrados,
visando a sustentabilidade e eficiéncia do manejo de doengas. A adogdo de
praticas de Manejo Integrado de Pragas e Doengas (IPM) esta, cada vez mais,
sendo levada em consideragdo. O emprego da associa¢do de medidas culturais,
controle biolégico e resisténcia induzida, em complementagio ao controle
quimico, € alvo crescente de debate e aceitagdo de mercado.

Em decorréncia do processo evolutivo, plantas desenvolveram
numerosas respostas de defesa induzidas pelo ataque de patdgenos virais,
fiingicos e bacterianos; por injaria mecénica ou por estresse quimico. Dentre tais
respostas se encontram a sintese de fitoalexinas, a sintese e acumulagdo de
proteinas relacionadas a patogénese, tais como quitinases e 3-1,3-glucanases, € o
fortalecimento da parede celular pela deposigdo de lignina e glicoproteinas ricas
em hidroxiprolina (Oelofse e Dubery, 1996).

Considerando-se que novas alternativas precisam ser encontradas e
utilizadas como parte do manejo integrado, uma possibilidade poderia advir do
uso da resisténcia induzida (RI), cujo mecanismo de agdo, inespecifico, foi
desenvolvido durante a evolugdo das plantas, como resposta ao ataque de
diversos inimigos naturais. A a¢do de amplo espectro de genes de defesa
devidamente ativados poderia entdo ser somada com a ag¢do de genes de

resisténcia para proporcionar em plantas cultivadas uma resisténcia mais estavel



e duravel frente a diferentes ragas de determinado patogeno, ou mesmo, frente a
diferentes patogenos.

A RI ativa mecanismos de defesa representados por barreiras
bioquimicas e/ou estruturais, aumentando a resisténcia geral da planta (Uknes et
al., 1996). A protegdo obtida contra determinado patégeno pode ser local ou
sistémica, dependendo do intervalo de tempo entre o tratamento inicial (indutor)
e a inoculagdo do patogeno (desafiador). A sua duragio pode ser de poucos dias
a algumas semanas, ou mesmo durar todo o ciclo de vida da planta, passando
assim a funcionar como um mecanismo de defesa constitutivo (Pascholati e
Leite, 1995). Nesse sentido, a pesquisa envolvendo RI representa atualmente
uma importante fonte de dados para o desenvolvimento de novas estratégias de
manejo integrado de pragas e doengas e enriquecimento da literatura sobre
Controle de doengas.

O presente trabalho teve como objetivo investigar a eficicia de quimicos
e formulagdes naturais na protegdo de tomateiro ¢ cacaueiro desafiados,
respectivamente, por Xanthomonas vesicatoria e Verticillium dahliae. Foi
avaliada, também, a influéncia desses tratamentos em respostas fisiologicas de
indugdo de resiténcia, nessas plantas. Adicionalmente, foram conduzidas
analises preliminares da identificagdo de proteinas eliciadoras presentes em um

dos extratos naturais testados.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura do tomateiro e a mancha foliar causada por X. vesicatoria

De acordo com informagdes de dominio publico, disponiveis em
periddico da CEAGESP (2005), o tomateiro é origindrio de uma regido situada
no norte do Chile até o Equador, entre 0o Oceano Pacifico e os Andes e foi
domesticado no México, de onde foi levado para a Europa no periodo entre 1535
a 1544. Inicialmente, o tomateiro foi usado como planta ornamental, e era
considerado venenoso pelos europeus. Somente a partir do século XIX ele
passou a ser consumido como alimento e logo se difundiu pelo mundo todo, e é
hoje uma hortali¢a de grande importancia e de altissimo valor econdémico para
muitos paises. No Brasil, o tomateiro foi introduzido pelos imigrantes italianos
na virada do século XX, e desenvolveu-se rapidamente a partir da década de 70,
colocando o Brasil entre os maiores produtores mundiais. O mercado de tomate
no Brasil € caracterizado pelo giro da ordem de 1,5 bilhdo de reais, com
produgd@o de cerca de 3 milhdes de toneladas/ano e cultivo de 58 mil hectares,
envolvendo diretamente mais de 200 mil pessoas na produgao.

O tomateiro (Lycopersicum esculentum) pertence a subclasse
Sympetalae, ordem Tubiflorae, familia Solanaceae (Agarez et al., 1994). A
cultura destaca-se como bastante importante para fitopatologistas, pois apresenta
um amplo histérico de problemas fitossanitarios.

Mancha foliar bacteriana causada pela bactéria Xanthomonas vesicatoria
aparece como um fator de queda de rendimento na produgdo comercial de
tomate, especialmente em regides temperadas (Al-Dahmani et al., 2003), pois a
doenca ¢é favorecida por clima quente e imido (Martin et al., 2004). Estratégias
de controle sd3o baseadas em uma combinagdo de praticas, tais como uso de

sementes e mudas livres de patégenos e contaminantes, eliminagido de plantas



invasoras, uso de cultivares resistentes e adogo de calendério de aplicagdo de
misturas baseadas em Mancozeb e cobre (Obradovic et al., 2004). A doenca
pode se dispersar secundariamente através do salpique da agua da chuva ou de
4gua de irrigagdo mal dimensionada. Uma vez estabelecida a doenga no campo
de produgio, as estratégias de manejo da doenga disponiveis hoje séo apenas
parcialmente eficazes para o controle da mancha bacteriana (Al-Dahmani et al.,
2003).

Para a integragio dos métodos correntes no manejo da-doenga, pesquisas
envolvendo RI podem contribuir com aumento da eficiéncia das estratégias de
controle da mancha foliar bacteriana, trazendo beneficios para a cultura do

tomateiro.

2.2 A cultura do cacaueiro e a murcha de Verticillium

O cacaueiro, Theobroma cacao L. (fam. Sterculiaceae), era conhecido
como “alimento dos deuses”, na época em que Linneaus ajustou o seu nome para
o sistema binomial (Pachiolli, 2001). Muitos eventos levaram o cacaueiro a
adquirir esta elevada condigdo, contudo poucos so relatados. A grande maioria
das histérias que cercam o cacaueiro, uma planta arbérea, dotada de folhas com
limbo amplo e originria da amazénia peruana, envolvem o chocolate como
produto de suas améndoas. No entanto, além do chocolate, outros derivados do
processamento do cacau, como a manteiga, a polpa e o po, s@o utilizados pela
indistria de cosméticos e de alimentos (Purdy e Schmidt, 1996).

De acordo com a LMC International, ED&F Man, International Cocoa
Organization, a safra mundial (2000/01) produziu cerca de 2,8 milhGes de
toneladas, com uma projegdo para novas safras a partir de 2,9 milhdes de
toneladas (American Cocoa Research Institute, 2001), salientando que a Africa
ocidental detém cerca de 70% da produ¢do mundial. A Costa-do-Marfim

mantém sua posi¢do de maior produtor mundial, seguido por Gana, Nigéria e



Camarées, os quais apresentam mercados em expansdo. No Brasil, a produgio
de cacau na safra cresceu mais de 30% a partir de 2001, em relagdo a wltima
década.

O género Verticillium apresenta seis conhecidas e bem disseminadas
espécies de patdgenos capazes de infectar uma vasta gama de dicotiledéneas, em
regies temperadas e subtropicais. Caracterizam-se por ser patégenos
‘ obrigatérios de natureza hemi-biotréfica. Desse género, duas espécies, V. albo-
atrum e V. dahliae, estio ligadas ao solo, disseminando-se através da planta pelo
xilema, e primariamente associadas com murchas vasculares. V. albo-atrum e V.
dahliae constam como patdgenos envolvidos em murchas vasculares, porém
apenas V. dahliae produz microesclerédios de resisténcia (Barbara e Clewes,
2003).

Em cacaueiro, a murcha de Verticillium apresenta-se como um fator
limitante de producdo. E relatado que plantas infectadas por Vd desenvolvem
sintomas muito préximos de plantas submetidas & restrigio hidrica, tanto
fisiologica quanto morfologicamente. Epinastia, necrose e abscisdo em folhas
caracterizam o sintoma. A atividade de V. dahliae no tecido vascular de
hospedeiros inclui a oclusdo do xilema por tiloses, impedindo transporte de
dgua. As respostas similares associadas a seca ¢ Vd poderiam estar relacionadas
apenas a sinais de escassez de dgua. No entanto, efeitos toxicos propriamente
fingicos ndo podem ser isolados (Sadras et al., 2000; Pomar et al., 2004),
permanecendo alvo de pesquisa.

O manejo da Verticiliose esta fundamentado na utilizagéo da resisténcia
genética associada a medidas culturais, como uso de mudas livres do patégeno,
eliminag#o de residuos infectados, irrigagdo e adubagdo equilibradas e aplicagdo
de fungicidas sistémicos. A resisténcia induzida poderia vir a se somar a

introdu¢io de material geneticamente resistente, de modo a evitar a



disseminagdo do patogeno em Aareas isentas, lembrando que o controle da

verticiliose em cultura perene é basicamente curativo.

2.3 Mecanismos de defesa de plantas

As plantas apresentam uma rede de mecanismos de defesa a patogenos.
Dentre estes mecanismos existem aqueles pré-existentes e os que sdo induzidos
como resposta i infecgdo. Os mecanismos pré-existentes consistem de barreiras
fisicas e compostos pré-formados. A parede celular primdria, constituida de
celulose, hemicelulose e pectina, é uma barreira natural que dificulta a entrada
de patogenos. A parede celular pode ser reforgada pela deposigdo de lignina no
caso de formagdo de parede secundéria ou pela impregnagdo por silica, cutina
suberina e ceras. A presenc¢a de tricomas tectores ou glandulares também se
constituem em formas pré-existentes de protegao de plantas (Ride, 1983).

Além de barreiras fisicas, produtos do metabolismo primédrio e
secundario dos vegetais constituem outro importante mecanismo de defesa.
Muitos desses compostos sdo produzidos de forma constitutiva independente da
preseng¢a de patogenos, como é o caso dos taninos que s#io metabdlitos
secunddrios de baixa massa molecular (1200-1500 Da) que apresentam atividade
antibiética e agio inibitoria contra insetos (Swain, 1977). No entanto, existem
nos vegetais proteinas cujos genes tém sua expressdo regulada por sinais
liberados pelo processo de patogénese. Essas sdo as denominadas PR proteinas
(Proteinas Relacionadas a Patogénese). Sdo reconhecidas 17 familias de PR-
proteinas (Van Loon e Van Strien, 1999; Zhang et al., 1995; Wei et al., 1998;
Okushima et al., 2000). Estas proteinas que apresentam fungGes variadas podem
estar localizadas no apoplasto ou no vaciolo e podem ser induzidas por sinais
endégenos ou exdgenos a planta. Relatos na literatura demonstram que estas

proteinas tém sua sintese aumentada em casos de infecgédo por patégenos (Loon,
1999).



Além de PR-proteinas, enzimas relacionadas com a sintese de
fitoalexinas, fenilalanina aménia liase (PAL) e chalcona sintase (CHS), bem
como enzimas envolvidas com produgdio de metabélitos secundarios,
lignificagdo e deposi¢do de calose também podem ter a sintese aumentada como
resultado da infecgdo por um determinado patégeno (Hammond-Kosack e Jones,
2000).

Os processos de defesa que sio induzidos na planta envolvem trés
etapas: a percepgdo, a transducdo € a tradugdo de sinais. Os sinais percebidos por
receptores das células vegetais s@o denominados de eliciadores e apresentam
natureza bidtica ou abiética. Sdo exemplos de eliciadores abidticos ions
metilicos, moléculas orgdnicas sintetizadas em laboratério e luz UV (Pascholatti
e Leite, 1994). Os eliciadores bidticos consistem, na grande maioria, em
oligopeptideos, carboidratos, glicoproteinas ou substincias lipidicas. Estes
eliciadores bidticos sdo considerados exdgenos quando originados da parede
celular do patégeno ou endogenos quando as moléculas sao liberadas da prépria
célula vegetal (Leite et al., 1997).

Alguns modelos foram propostos para explicar o reconhecimento entre
planta e patdgeno. Entre os modelos propostos destaca-se o modelo gene-a-gene
também conhecido como hipdtese de Flor, proposta em 1942 (Hammond-
Kosack e Jones, 2000). A hipétese pressupde que para cada gene que determina
uma reagdo de resisténcia em vegetais, existe um gene correspondente no
patogeno que determina aviruléncia. Portanto, o reconhecimento do produto do
gene avr de aviruléncia do patégeno pela planta que tem o gene R, resultara na
ativag@o do sistema de defesa vegetal.

Uma vez percebido o sinal, a etapa de transdugdio consiste na
transmissdo deste sinal, que envolve mensageiros secundarios, tais como: acido
benzdico, acido salicilico, acido jasmonico e etileno. Estes compostos, ao que

tudo indica, atuam direta ou indiretamente interferindo com a expressdo de



genes que codificam para proteinas de defesa em plantas (Hammond-Kosack e
Jones, 2000).

Outros horménios vegetais, além do acido jasmdnico e do etileno
também parecem estar envolvidos, de alguma forma, com as respostas de defesa.
O 4cido abscisico, mais relacionado com respostas da planta ao estresse abittico,
sinaliza para algumas PR-proteinas como € o caso da osmotina (Loon, 1999). As
citocininas, por sua vez, parecem estar relacionadas com maior susceptibilidade
da planta ao patégeno (Buchel e Linthorst, 1999). Quanto a acdo de auxinas, foi
relatado por Noél et al. (2001) que folhas de batata infectadas com Phytophtora
infestans apresentaram uma redugio da severidade da doenca. No entanto, os
dados disponiveis sobre o efeito das auxinas como sinalizador de mecanismos de
defesa parecem contraditérios (Buchel e Linthorst, 1999).

Apbs a transducdo dos sinais estes serdo convertidos em respostas
celulares especificas que podem levar a ativagio de genes de defesa ¢ de
mecanismos de resisténcia. Os genes que codificam para enzimas envolvidas
com a sintese de fitoalexinas, em geral, sdo os primeiros a serem induzidos,
enquanto que os genes relacionados com PR-proteinas parecem ser induzidos
mais tardiamente (Cordeiro e Sa, 1999).

No caso de interagSes incompativeis entre o patégeno e o hospedeiro o
processo de sinalizagio molecular pode levar a uma resposta local e rapida,
conhecida como resposta hipersensitiva (HR). A HR apresenta-se como lesdes
necréticas no sitio de infecgdo que resultaria de um processo de morte celular
programada ou seria causada por componentes toxicos e espécies reativas de
oxigénio, liberados pela prépria célula vegetal. O estimulo gerado localmente
pode ser transduzido sistemicamente, induzindo respostas distantes do sitio de
infecgdo, levando, entéo, 4 chamada resisténcia sistémica adquirida (SAR). Esta
reposta, que tem como principal sinalizador o 4cido salicilico, leva a uma

redugdo significativa dos sintomas da doenca apés infecgdo subseqiiente de



outros patégenos (Hammond-Kosack e Jones, 2000). No entanto, 0s mecanismos
bioquimicos envolvidos com SAR ou com outros mecanismos de indugdo de
resisténcia ainda ndo foram bem elucidados.

O cariter de resisténcia, definido como a capacidade do organismo em
resistir, suprimir ou retardar os efeitos do ataque de organismos patogénicos
pode ser herdado qualitativamente ou quantitativamente. No primeiro caso,
considera-se a heranga do tipo vertical ou monogénica, onde o cariter de
. resisténcia resulta da agdo de um ou poucos genes, na grande maioria alelos
dominantes. Este tipo de resisténcia esta relacionado com a hipétese gene-a-
gene. A heranga vertical pode ser utilizada no retardo de epidemias. No entanto,
este mecanismo de resisténcia pode ser facilmente quebrado em virtude da
constante pressdo de sele¢do pela qual a populagdo de patégenos é submetida.
Dentre as virias estratégias usadas para retardar a perda da “resisténcia vertical”
(raga especifica) em uma determinada variedade destacam-se: a piramidagdo de
genes ¢ a utilizagdo de multilinhas. A resisténcia quantitativa, também
tradicionalmente conhecida como “resisténcia horizontal” (raga nio-especifica)
¢ causada pela expressdo de alelos em loci especificos. A natureza poligénica da
resisténcia horizontal é, portanto, mais dificilmente vencida pelo patégeno do
que no caso de heranga vertical (Gongalves-Vidigal e Poletine, 1999).

Em virtude da extrema complexidade dos mecanismos bioquimicos e
genéticos envolvidos na interagio planta-patogeno, a exploragdo do potencial

natural de defesa das plantas ainda é limitada.

2.4 Percepgio do patégeno

Patégenos sdo um fato ubiquo no quotidiano das espécies vivas.
Portanto, a habilidade de resistir a pressdo de parasitismo constitui uma das
chaves para o sucesso bioldgico (Taylor, 1998). Existem varias evidéncias de

sistemas de reconhecimento de invasores conservados na natureza de plantas e
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animais. Por exemplo, em um modelo gene-a-gene, genes de resisténcia a
doenca mediam o reconhecimento de componentes especificos, derivados de
patgenos (produtos de genes de aviruléncia Avr), de um modo ndo divergente
ao sistema imune animal de reconhecimento (Fluhr, 2001). Em adigao, respostas
sistémicas de resisténcia R-mediadas, em Arabidopsis, sao disparadas por uma
via de transdugdo de sinal que inclui NIMI/NPR! (gene de imunidade ndo-
induzivel/ndo-expressor de PR proteinas) (Hammond-Kosack e Parker, 2003). A
proteina NIMI/NPR1 estd relacionada a IkB, a qual regula respostas de
resisténcia em ampla gama de espécies animais (Maleck e Lawton, 1998). As
semelhancas ndo acabam ai. Convergéncia entre dominios em receptores
vegetais e dominios To/l em drosdfilas; produgdo de espécies ativas de oxigénio
(ROS) e varias outras mudangas subseqiientes a invasdo do patgeno (Taylor,

1998), salientam um trago ancestral das estratégias de defesa nas espécies vivas.

2.4.1 Barreiras fisicas _

A parede celular e a cuticula possuem importantes fungdes nos
processos vegetais contra patdgenos em potencial, uma vez que tais estruturas
representam as primeiras barreiras de defesa a serem vencidas pelos patogenos, a
fim de penetrarem e colonizarem a planta. Os varios polissacarideos presentes
na parede celular vegetal, tais como celulose, pectina e hemicelulose, podem
servir como substratos para enzimas hidroliticas, secretadas por varios patogenos
(Tugayé et al., 2000). Os oligossacarideos liberados apds degradagéo proteolitica
da parede celular podem agir como eliciadores, induzindo respostas de defesa na
planta (C6té e Hahn, 1994). Paredes celulares vegetais e o fluido apoplastico que
circunda cada célula também apresentam populagGes altamente complexas de
proteinas, tendo muitas fun¢@es nos processos de defesa/resisténcia. Em muitos
casos, 0 sucesso da planta em se defender contra o ataque de organismos

invasores é determinado pela sua habilidade em apresentar uma rapida resposta
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de defesa, muitas vezes localizada na parede celular/apoplasto (Tugayé et al.,
2000).

Recentes experimentos tém mostrado que o fendmeno de morte celular
programada, induzido por patégenos ou regulado por processos de
desenvolvimento, € controlado por sinais originados na parede celular,
envolvendo arabinogalactano-proteinas (Gao e Showalter, 1999). Ludwig e
Tenhaken (2001) identificaram uma proteina rica em asparagina (“N-rich
protein”, NPR), localizada na parede celular e fortemente induzida durante a
reagao de hipersensibilidade (HR) em soja, apds infec¢do pela bactéria P.

syringae pv. glycinea.

2.4.2 Reconhecimento e resisténcia

Resisténcia imune € encontrada em plantas portando gene ou genes de
resisténcia. A resposta € bem descrita geneticamente através do modelo gene-a-
gene, pelo qual uma proteina do patdgeno, codificada por um gene de
aviruléncia, € reconhecida por uma proteina R da planta, codificada por um gene
de resisténcia. Tal reconhecimento ligante-receptor ativa uma cascata de
mecanismos de defesa, incluindo reacao hipersensitiva (HR), no qual células
especificas do tecido, no sitio de infecgdo, morrem, limitando a disseminagdo do
patégeno (De Wit, 2002). No entanto, a falta de evidéncias para interagdes
diretas R-Avr, estimulou a proposi¢do de novos modelos de percepgdo. Um
modelo interessante € que proteinas R conferem reconhecimento apenas quando
fatores Avr estejam complexados com seu alvo de viruléncia na célula
hospedeira. Este modelo foi inicialmente proposto para explicar a fun¢do de uma
proteina R, Prf, na sinalizagdo AvrPto-Pto, mais tarde sendo referida como
modelo “guarda” (Dangl e Jones, 2001). Neste modelo, Pto € considerado como
o alvo de viruléncia de AvrPto, cujo reconhecimento € potencializado pela

proteina R em uma fun¢ado guarda, Prf (Van der Hoorn et al., 2002).
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Vérias caracteristicas foram relatadas na arquitetura de um receptor
produto de gene R. Receptores podem ser transmembrénicos ou citoplasmaticos.
Alguns dominios jé foram relatados em receptores ancorados na membrana
plasmatica, sendo bem conhecidos os LRR (leucine-rich repeat) e provaveis CC
(coiled coil), além de sinais ECS (endocytosis signal) e seqiiéncias C-terminal
PEST (Pro-Glu-Ser-Thr). Em proteinas R citoplasmaticas destacam-se as
formagdes a partir de dominios LRR-NBS (Leucine rich repeat-nucleotide
binding site). Uma revisdo relativamente atualizada da aquitetura de proteinas e
genes R e Avr ja identificados pede ser encontrada em Hammond-Kosack e
Parker (2003).

Além de receptores especificos a produtos 4vr, outros receptores podem
estar associados a uma variedade de moléculas relacionadas a microrganismos,
referidas como “eliciadores gerais”, que iniciam respostas de defesa em uma
ampla gama de espécies de planta, de uma forma raga ndo-especifica. Esses
eliciadores incluem glicoproteinas, peptideos, carboidratos e lipidios, ¢ podem
iniciar defesa compérével aquelas observadas em interagdes raga especifica
mediadas a gene R, em cultivares resistentes. Neste modelo, moléculas derivadas
de superficie de patégeno (ou de interag@o planta-patogeno) estdo associadas a
padrdes moleculares associados a patogeno (PAMPs; pathogen-associated
molecular patterns) (Heath. 2000; Niimberger e Brunner, 2002). A busca por
receptores baseados em PAMPs em plantas representa um bom escopo para
trabalhos de controle envolvendo resisténcia durivel (Hammond-Kosack e
Parker, 2003).

2.4.3 Eliciadores
Varias classes de compostos estruturalmente distintos, como
oligossacarideos, moléculas lipofilicas, glicoproteinas e peptideos tém sido

demonstrados agir como sinais quimicos que sdo percebidos pelas plantas e
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induzem elementos envolvidos na resposta de defesa. Estas moléculas
sinalizadoras, também referidas como eliciadores, podem ser classificadas como
exogenas, quando oriundas do patégeno invasor, ou enddgenas, quando
provenientes da propria planta, em decorréncia do ataque do patdgeno (Coté e
Hahn, 1994; Shibuya et al., 2001). Oligossacarideos derivados da degradacio de
polissacarideos presentes na parede celular de plantas ou fungos constituem uma
classe de eliciadores bem caracterizados que, em alguns casos, podem induzir
respostas de defesa em concentragdes muito baixas (Shibuya et al., 2001).

Estudos desenvolvidos para avaliar a agdo de eliciadores na indugio de
respostas de resisténcia a patogenos, em geral, utilizam suspensdes celulares e
cultura de tecidos vegetais. Esse sistema apresenta controle relativamente facil
em relag@o ao estagio de desenvolvimento, é homogéneo, e a aplicagdo direta de
eliciadores resulta em uma exposi¢ado mais uniforme as células do que quando se
utiliza tecidos mais complexos. Suspensdes celulares ndo representam um
sistema que ocorra naturalmente nem a heterogeneidade da estrutura celular
presente em organismos multicelulares. Entretanto, estudos revelam que
respostas de defesa em suspensdes celulares, induzidas por eliciadores, sdo
similares aquelas detectadas em tecidos vegetais intactos, induzidas por infecgdo
fungica (Batz et al., 1998).

A resisténcia induzida em plantas pode ser ativada por uma série de
substancias, entre as quais, o acido salicilico e seus andlogos figuram como
algumas das mais importantes. O 4cido salicilico (AS) foi o primeiro composto
produzido por plantas a ter sua atividade como indutor de resisténcia sistémica
adquirida (SAR) demonstrada. Posteriormente, um analogo de AS, acido 2.6
dicloroisonicotinico (INA) foi o primeiro composto sintético a ativar SAR.
Entretanto, tanto AS como INA sdo fitotoxicos para a maioria das plantas
cultivadas e, portanto, ndao possuem potencial para serem usados comercialmente

como protetores de plantas. Outro andlogo do AS, o éster S-metil do acido



benzo-(1,2,3)-tiadiazole-7 carbotidico (ASM), um composto do grupo
benzotiadiazole, comportou-se como ativador potente de SAR, possibilitando a
protegio em condigdes de campo, contra um amplo espectro de patogenos em
diversos cultivos (Gorlach et al., 1996). O ASM ¢, até o momento, 0 inico
indutor de SAR liberado para o uso-comercial e acredita-se que seja o primeiro
representante de uma nova geragdo de protetores de plantas eficientes na
indugio de resisténcia (Lyon e Newton, 1997).

No caso do cacaueiro, alguns eliciadores de origem biética tém sido
utilizados eficazmente para induzir resisténcia a Phytophthora spp. (Ibarra et al.,
1985) e ao virus do inchamento dos rimulos ou CSSV (Hughes e Ollenu, 1994),
na Africa. No Brasil, Resende e Bezerra (1996) relataram a inducéo de reacdo de
hipersensibilidade em cacaueiro inoculado com C. perniciosa proveniente de
Solanum stipulaceum. Cavalcanti et al. (2000), relataram a indugdo de
resisténcia em mudas de cacau a Verticillium dahliae, ap6s uma pré-inoculagdo
com Crinipellis perniciosa seguida pela remogio do meristema apical das
mudas.

O desempenho de um eliciador certamente pode ser melhorado, ou
mesmo estabilizado, se associado a outros indutores de resisténcia, ou mesmo a
micronutrientes que podem funcionar como cofatores de vdrias enzimas
envolvidas na sintese de compostos fenélicos ou terpendides, comprovadamente
importantes substincias de defesa do cacaueiro (Aguilar e Resende, 2000).

Estudos recentes tém enfocado o modo de agdo bioquimico de produtos
sintetizados em laboratério a partir do 4cido salicilico, caracterizados como
ativadores de resisténcia de plantas, principalmente o ASM (Moraes, 1998;
Morris et al., 1998). Geralmente essa indugdo ocorre pela ativagdo de genes que
codificam uma série de proteinas relacionadas & patogénese e enzimas

envolvidas na sintese de fitoalexinas e lignina, como fenilalanina amonia-liase
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(PAL), cinamil-dlcool desidrogenase (CAD), além de polifenoloxidases e

peroxidases (Reglinski et al., 1997).

2.4.4 Custos

De acordo com Purrington (2000), quando genétipos de planta possuem
relativamente baixo rendimento na auséncia de pestes, € assumido que sua
performance baixa seja explicada pelo dreno energético envolvendo a
' sustentabilidade de defesa quimica e estrutural. A partir dai, varias ramificacdes
de tipos de custos da resisténcia (e indugdo de resisténcia) podem ser abordadas:
(i) Custos genéticos, sdo efeitos pleiotropicos negativos, gerados pela heranca de
resisténcia, em detrimento da produtividade; (ii) Custos de alocag@o, resultam da
alocagdo energética para resisténcia, em prejuizo da produtividade e capacidade
reprodutiva; (iii) Custos de autotoxidez, derivados dos efeitos negativos da
resisténcia no metabolismo da prdpria planta; (ij) Custos de oportunidade,
propensdo aumentada a desvios metabélicos e susceptibilidade a modificagGes
externas. (Ex. absor¢do de nutrientes); (j) Custos ecolégicos, resultam de efeitos
negativos na interacio da planta com o ambiente (Heil, 2002).

Em contrapartida a0 melhoramento convencional de plantas, o nimero
de genes de resisténcia clonados e plantas transformadas deverdo crescer
dramaticamente, posto que s3o muitas as vantagens potenciais de material
transgénico no ganho e herdabilidade de resisténcia a herbicidas, insetos e

microrganismos (Purrington, 2000).

2.5 Proteinas relacionadas a patogénese

A interagfo entre células vegetais e fungos fitopatogénicos desencadeia
diferentes mecanismos de defesa pela planta por meio do reconhecimento de
eliciadores de natureza bidtica ou abidtica por receptores da célula vegetal. Estes

mecanismos envolvem a produgdo de PR-proteinas (Davis et al., 1993).

16



As PR-P’s (Pathogenesis Related Proteins) representam um grupo de
proteinas bastante amplo, que engloba familias de proteinas com caracteristicas
variadas (quitinases, glucanases, lisozimas, peroxidases, ribonucleases, proteinas
transferidoras de lipidios, tioninas, permatinas, dentre outras), mas com o fato
em comum de estarem todas relacionadas aos processos de defesa durante a
patogénese e serem geralmente utilizadas como marcadores de resisténcia
sistémica adquirida (SAR), apresentando dessa forma, potencial para serem
exploradas nos programas de indugdo de protegdo de plantas (Van Loon e Van
Strien, 1999).

A maioria das PR-P’s tem sua sintese ativada e/ou potencializada por
indutores de resisténcia e conferem resisténcia de amplo espectro contra
patégenos. A avaliagdo temporal da expressio de PR-P’s em plantas tratadas
com indutores quimicos é um excelente indicativo do efeito protetor desses
produtos e da durabilidade desse efeito. Portanto, a determinagéo temporal do
aparecimento de PR-P’s também possibilita estabelecer um cronograma para
recomendagdo de aplicaq:io de produtos indutores de resisténcia em plantas. A
identificacd@o e caracterizagdo das proteinas de defesa do tipo PR-P’s expressas e
a determinagdo do padrio de expressdo temporal destas apés a indugdo de
resisténcia, em comparagdo com o padrio normal de expressio de proteinas
durante a patogénese, é um passo importante para a racionalizagdo das
estratégias de utilizagdo de produtos indutores de resisténcia no controle de
doengas de plantas.

Dentre as PR-proteinas conhecidas, o estudo das enzimas quitinase e -
1,3-glucanase tem especial interesse para a compreensdo da interagdo entre
plantas e fungos. As quitinases (EC 3.2.1.14) atuam hidrolisando a quitina que ¢
um polimero de p-1,4-N-acetil-glicosamina constituinte da parede de
ascomicetos (Chlan e Bourgeois, 2001), enquanto as B-1,3-glucanases (EC

3.2.1.6) atuam hidrolisando B-glucanos, oligossacarideos com ligagdes do tipo

17



B-1,6, e B-1,3-glicosil, também constituintes da parede celular de fungos (Chung
etal., 1997).

Isoformas de quitinases e de [3-1,3-glucanases diferem quanto a massa
molecular, ponto isoelétrico e localizagdo celular (Linthorst, 1991). Apenas
isoformas especificas destas enzimas exibem atividade antifingica (Rohini e
Rao, 2001).

Varios agentes quimicos estdo direta ou indiretamente envolvidos com a
regulagdo de genes relacionadas com a biossintese de PR-proteinas. Genes que
codificam para quitinases, por exemplo, tém sua expressdo induzida por etileno
(Boller et al., 1983), por acido salicilico (Derckel et al., 1996) e por metil
jasmonato (Sano et al., 1996). Enquanto que o acimulo de f3-1,3-glucanases
requer etileno e é reduzida por a¢do de auxina e citocinina e acido abscisico
(Rezzonico et al., 1998).

O estudo da expressao dos genes para quitinases e [B-1,3-glucanases,
bem como de peptideos (tioninas) e outras proteinas com propriedades
antifiingicas (proteinas transportadoras de lipideos — LTPs, taumatinas, napinas e
heveina), tem tornado possivel a obtengdo de plantas geneticamente
modificadas, apresentando maior grau de resisténcia a uma determinada espécie
de fungo (Chung et al., 1997; Melchers e Stuiver, 2000). A estratégia mais
utilizada, no entanto, tem sido a expressdo conjunta de genes para quitinases e 3-
1,3-glucanases, em um fenémeno de sinergia.

As peroxidases (EC 1.11.1.7) de planta sdo glicoproteinas que contém
um grupamento heme em sua estrutura e possuem a fung¢do bésica de catalisar a
oxidagdo do peroxido de hidrogénio a partir de numerosas espécies de substratos
organicos e inorgdnicos, tais como citocromo ¢, nitrito, ascorbato, indol-aminas
e outros (Zamocky et al., 2001). As peroxidases ocorrem e_m numerosas
isoformas tanto em animais como em plantas. Metabolismo da auxina,

biossintese de etileno, formagdo de lignina, respiragdo, processos intermediados



por luz, defesa da planta contra patogenos, crescimento e senescéncia sio alguns
exemplos de processos fisiologicos nos quais existe a participagio de
peroxidases de plantas (Datta e Muthukrishnan, 1999).

Segundo Sreenivasulu et al. (1999), o aumento da produgdo de ROS €
responsivel pela peroxida¢gio de membranas lipidicas ¢ o grau de dano
peroxidativo é controlado por um sistema enzimatico antioxidativo composto
por peroxidases. A atividade das peroxidases é frequentemente aumentada em
resposta aos estresses, sendo a prote¢do celular contra reagdes oxidativas uma
das principais fungbes da enzima (Cakmak e Horst, 1991). A oxidagdo dos
alcoois hidroxicindmicos, precursores imediatos da lignina, é catalisada por
peroxidases, resultando na produgdo de radicais fenoxi-mesoméricos que reagem
espontaneamente durante a deposi¢io de lignina na parede celular (Peixoto,
1998). As maiores atividades de peroxidases dcidas sdo detectadas na parede
celular, sendo que a parede primaria representa a matriz sobre a qual ocorre a
lignificagdo (Gaspar et al. 1985).

A fenilalanina amoénia liase (PAL, EC 4.3.1.5) € uma importante enzima,
componente indireto do mecanismo de defesa da planta. Esta enzima ¢
responsivel pela conversio da fenilalanina, proveniente da rota do dcido
shikimico, em 4cido frans-cindmico, o qual representa um primeiro
fenilpropandide-chave nas vias de sintese de lignina e acido salicilico (Sarma et
al., 1998; El-Shora, 2002). Além de fitoalexinas, a PAL participa, entdo, da
sintese de compostos fendlicos que estdo diretamente envolvidos na defesa da
planta contra o ataque de patégenos, podenso participar tanto em defesa local,
quanto na defesa sistémica vegetal (Hammond-Kosack e Jones, 2000).

Oxidases de polifendis (PPO) s@o conhecidas também como oxidases de
catecol, fenolases, ou o-difenol oxidoredutase (EC 1.10.3.1). Esta glicoproteina
catalisa a oxidag@o de o-difendis a o-diquinonas, assim como a o-hidroxilagdo de

monofenois. Oxidases de polifenéis normalmente possuem uma taxa muito alta
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de conversdo de difenois para monofendis (Vaughn ¢ Duke, 1984). Quanto a
enzima possui uma caracteristica p-difenol dioxidoredutase, é conhecida
também como lacase. A capacidade desta enzima em catalisar a producio de
quinonas toxicas a insetos e patogenos fez os pesquisadores acreditarem estar
esta enzima envolvida em processos .de defesa contra microrganismos e
parasitas, a partir de rompimento de tecido celular (Vaughn e Duke, 1984).
Evidéncias recentes apontam as lacases de p-difendis como funcionais na
. polimerizagdo de mondmeros de lignina, dividindo esta fungdo com as
peroxidases de fendis (Mayer e Staples, 2002).

Tanto a PAL quanto a PPO ndo sdo classificadas como sendo PR
proteinas, em sentido conceitual. No entanto, essas enzimas estéio bem relatadas

em fungdes relacionadas a defesa de planta contra microrganismos ¢ insetos.

2.6 O papel paradoxal do oxigénio na interag¢io planta-patégeno

Uma das grandes contradi¢Ges da realizagdo da vida reside no fato de
que a molécula que sustenta a bioquimica dos seres aerébicos, o oxigénio, ndo
apenas € fundamentalmente essencial para o metabolismo energético e a
respira¢do, mas também é causa de muitas doengas e condi¢Ges degenerativas
(Marx, 1985; Scandalios, 1993). Em humanos, s@o conhecidos exemplos de
desordem metabdlica envolvendo formas reduzidas de oxigénio, tais como
cincer, artrite e disfungbes nervosas. Essas formas de oxigénio também sdo
responsaveis por disfungGes em plantas cultivadas induzidas por estresses
diversos (Maxwell et al., 1999).

2.6.1 Reacdes de hipersensibilidade (HR)

Sistemas vivos desenvolveram mecanismos de defesa que utilizam
espécies reativas de oxigénio (ROS). Destas espécies, a formagdo de peroxido de

hidrogénio, superoxido e dxido nitrico sio amplamente encontrados em
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metabolismo de plantas. Geragio de ROS ¢é considerada um evento inicial que
influencia a interagio planta-patogeno, recebendo atribuigdes como: ataque
oxidativo direto sobre o patégeno, envolvimento na bioquimica de refor¢o de
parede celular, promogdo de morte celular programada (mediada a ROS) em
fenémeno HR e indugdo de expressio de genes (Bolwell, 1999).

A resposta hipersensitiva caracteriza a formacao de lesGes necréticas no
sitio de infecgdio, acabando por dificultar o espalhamento do microrganismo
invasor no tecido do hospedeiro (Richael e Gilchrist, 1999). A HR ja foi
evidenciada em respostas de planta a virus, bactérias, fungos, nematdides e
mesmo insetos (De Wit, 1997). Similarmente ao que é observado na a¢do de
macr6fagos durante a resposte imune de animais, um dos eventos iniciais da HR
é a acumulagio de intermediarios ROS e 6xido nitrico (NO) (Delledone et al.,
2002). A sintese dessas espécies ocorre principalmente pela ativagio de NADPH
e NADH oxidases da membrana plasmatica (Bolwell, 1999). Foi evidenciado
que o balango H,0,/NO ¢é necessario para o disparo de morte celular programada
(PCD), que por sua vez é a base da HR mediada a ROS (Neill et al., 2602).
Contudo, existem evidéncias de que PCD de HRs também pode acontecer sem a
participagdo direta de ROS, mas sim pela expressio de proteases cisteinicas ou
outros mecanismos similares a apoptose (Bolwell, 1999).

De qualquer forma ROS podem receber uma atribuigdo favoravel, em
um contexto de defesa inicial envolvendo principalmente resisténcia raca
especifica. O perdxido de hidrogénio, por exemplo, participa positivamente de
vérias atribuigdes metabélicas na fisiologia da planta: sinalizagdo sistémica,
processos de PCD mediados a H,O,, fechamento estomatico mediado por H,0; e
ABA, metabolismo do gravitropismo radicular, sinalizagio a downstream e
expressio de genes (Neill et al., 2002). No entanto, a dindmica altamente

regulada de ROS, em especial do H;O,, pode ser desbalanceada por forgas
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estressantes diversas, influenciando a distribuicio endogena dessas espécies

reativas e motivando a injuria oxidativa.

2.6.2 Estresse oxidativo

O radical superdxido (O;) pode agir como oxidante e como redutor:
pode oxidar enxofre, dcido ascérbico ou NADPH; pode reduzir o citocromo ¢ e
ions metalicos. A reacdo de dismutagdo levando a formagio de peréxido de
hidrogénio (H;0,) e oxigénio (O,) pode ocorrer espontaneamente ou ser
catalisada pela enzima superéxido dismutase (Grant e Loake, 2000; Breusegem
et al,, 2001). Em sua forma protonada (pKa = 4,8) o superéxido pode originar
um radical peridroxila (OOH’) que é um forte oxidante, mas sua relevincia
biolégica € provavelmente menor devido a sua baixa concentragdo em pH
fisiologico (Gebicki e Bielsi, 1981). A reducgo univalente do superéxido produz
peroxido de hidrogénio que ndo é um radical livre devido a todos seus elétrons
estarem emparelhados. Foyer e Noctor (2000) relatam que o perdxido de
hidrogénio € notével devido a sua permeabilidade entre as membranas, por isso
mesmo nao consegue ser compartimentalizado pela célula.

A redugdo do oxigénio a forma de superdxido, per6xido de hidrogénio e
radicais hidroxila é o mecanismo principal de ativagdo de oxigénio na maioria
dos sistemas biologicos. Contudo, em plantas fotossintéticas, a formacgio de
oxigénio ativo pelos fotossistemas tem importincia fundamental. O oxigénio
ativado € frequentemente produzido como um componente de um metabolismo
que permite reagdes quimicas complexas, tais como a oxidag#o dos xenobidticos
ou a polimerizagao da lignina (Scandalios, 1993; Peixoto, 1998; Dionisio-Sese e
Tobita, 1998; Datta e Muthukrishnan, 1999). No entanto, em outras situagGes, o
oxigénio ativado é produzido por meio de distirbios enziméticos 6u em sistemas
de transporte de elétrons, como resultado de pertubagdes no metabolismo

causadas por estresse quimico ou ambiental (Zhu, 2001). Em decorréncia disso,
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surge um desbalango oxidativo, o qual, por sua vez, caracteriza o estresse
oxidativo, manifetando-se no aumento do fendmeno de degradagdo oxidativa de
macromoléculas constituintes da célula, perturbando o funcionamento e, muitas

vezes, levando ao colapso celular.

2.6.3 Mecanismos antioxidantes enzimaticos e néio enzimaticos

De acordo com Del Rio et al., (1998) e Polle (2001), o ciclo do
ascorbato-glutationa (Halliwell-Asada) é uma via eficiente de células de planta
que dispdem de H,0, em determinados compartimentos onde este metabélito é
produzido e ndo existe catalase presente. Este ciclo faz uso dos antioxidantes
ndo enzimaticos como o ascorbato e a glutationa em uma série de reagles
catalisadas por quatro enzimas antioxidativas, e estd bem demonstrado em
cloroplastos, citossol e mitocondrias de nédulos radiculares (Polle, 2001). Em
peroxissomos e mitocondrias purificadas a partir de folhas de ervilha, a presenga
de todas as enzimas do ciclo ja foi relatada (Jiménez et al., 1997). As quatro
enzimas, peroxidase. de ascorbato (APX), redutase de monodeidroascorbato
(MDHAR), redutase de deidroascorbato (DHAR) e redutase de glutationa (GR)
foram evidenciadas em peroxissomos. Da mesma forma, em peroxissomos e
mitocondrias, a presenga de ascorbato e glutationa e suas formas oxidadas,
deidroascorbato e GSSH (dois residuos de glutationa, um tripeptideo, ligados
por ponte dissulfeto), respectivamente, foram identificados por HPLC (Jiménez
etal., 1997).

Peroxidases de ascorbato (APX, EC 1.11.1.11) pertencem a uma familia
de enzimas que eliminam peréxido de hidrogénio as custas de ascorbato,
formado durante os processos bioquimicos normais ou durante a imposi¢do de
estresses bidticos a planta, como infecgfio por patogenos (Burhenne e Gregersen,

2000; Venisse et al., 2002), ou estresses abidticos, como toxidez quimica e
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choque osmético causado por salinidade ou restri¢do hidrica (Peixoto et al.,

1999). APXs atuam catalisando a reagdo:
2 ascorbato + H,0, — 2 monodeidroascorbato (MDA) + 2 H,0

Uma caracteristica importante desta enzima ¢ a alta especificidade para
o dcido ascérbico como doador de elétrons (Nakano e Asada, 1981). O ascorbato
oxidado na reagdo de eliminagdo do H,0, catalisada pelas POXs ¢ regenerado
através do ciclo do ascorbato-glutationa (Jiménez et al., 1997). Atividade de
APXs pode estar correlacionadas positivamente ao mecanismo de defesa da
planta, dada sua capacidade de atuar em um mecanismo de alivio oxidativo
(Mittler e Zilinskas, 1993; Peixoto et al., 1999).

Dismutases de superéxido (SOD, EC 1.15.1.1) sio amplamente
conhecidas por catalisar a dismutagfio de superéxido, na formagdo de peréxido

de hidrogénio e oxigénio (Grant e Loake, 2000; Breusegem et al., 2001).
O,y +0y +2H —» H,0, + 0,

Evidenciada em praticamente todos os organismos aerébios e na maioria
dos compartimentos subcelulares que produzem oxigénio ativado, senso todos,
tem-se assumido que a SOD possui uma fungdo central na defesa do organismo
contra estresse oxidativo (Scandalios, 1993; Borsani et al,, 2001; Martinez et al,
2001; Polle, 2001).

Existem trés tipos distintos de SOD, classificadas com base em seu
cofator metilico: cobre/zinco (Cu/Zn — SOD); manganés (Mn-SOD) ¢ o ferro
(Fe-SOD), sendo os trés tipos isoenzimas (Bannister et al, 1987). Essas
isoenzimas podem ser separadas por eletroforese nativa em gel de poliacrilamida

e sua atividade detectada por revelagdo negativa com base na sua sensibilidade
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a0 KCN e/ou ao superdxido. Existem distingdes entre as isoenzimas, como, por
exemplo, a afinidade com substratos: a Mn-SOD ¢ resistente ao KCN e ao H;0,,
enquanto que a Cu/Zn-SOD ¢ sensivel a ambas. Fe-SOD ¢ resistente ao KCN e
sensivel ao H,0,. Também se distinguem pela distribuicdo subcelular.
Peroxissomos e glioxissomos mostraram conter atividade Cu/Zn-SOD ¢ Mn-
SOD (Del Rio et al., 1998; Hernandez et al., 2001). Foi encontrada em
apoplastos de folhas de Hordeum vulgare e Avena sativa presenga néo apenas de
atividade SOD, mas também CAT e enzimas antioxidativas do ciclo do
ascorbato-glutationa (Hernandez et al., 2001).

A catalase (CAT, EC 1.11.1.6) é uma enzima contendo um grupamento
heme em sua estrutura que catalisa a dismutagfio do perdxido de hidrogénio em
4gua e oxigénio (Zamocky et al., 2001). A enzima ¢ encontrada em todos os
eucariotos aerébios e ¢ muito importante na remoggo do peroxido de hidrogénio
produzido nos peroxissomos e glioxissomos pelas oxidases envolvidas na B-
oxidagdio de acidos graxos, nas reagGes do glioxilato (fotorrespiragdo) e no
catabolismo das purinas (Breusegem et al., 2001). A catalase foi uma das
primeiras enzimas a ser isolada em seu estado altamente purificado. Todas as
formas de catalase sdo tetraméricas com massas moleculares que podem exceder
220KDa. Miiltiplas formas de catalase tém sido descritas em muitas espécies de
plantas (Peixoto, 1998). Breusegem et al. (2001) sugerem serem as catalases as
principais enzimas de remogdo de H;O, em plantas.

A catalase pode utilizar o perdxido de hidrogénio (H,O;) tanto como um
aceptor como um doador de elétrons, resultando oxigénio e d4gua como produtos
finais. As catalases podem ser inibidas por é4cido salicilico (Dat et al., 1998) e

luz, ou também por degradagéo (Peixoto, 1998).
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CAPITULO 2

EFICACIA COMPARATIVA DE QUIMICOS E FORMULACOES
NATURAIS NAS REPOSTAS DE DEFESA DO TOMATEIRO CONTRA
A MANCHA FOLIAR BACTERIANA
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1 RESUMO

CAVALCANTIL F. R. Eficacia comparativa de quimicos e formula¢Ges naturais
nas respostas de defesa do tomateiro contra a mancha foliar bacteriana.
In: . Resisténcia induzida a Xanthomonas vesicatoria em tomateiro e
Verticillium dahliae em cacaueiro por extratos naturais: caracterizacio
bioquimica, fisiologica e purificacdo parcial de eliciadores protéicos. 2005.
Cap. 2, p. 37-91. Tese (Doutorado em Fitopatologia) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG.*

Foi avaliada a eficiéncia de uma suspensio de quitosana (‘20% MCp’),
bem como um filtrado aquoso (‘30% CPA’) provenientes de micélio de
Crinipellis perniciosa, e extratos aquosos a quente (‘30% VLA’) e a frio (‘30%
VLAF?) de tecido necrético de ramos de lobeira, S. lycocarpum, infectados por
C. perniciosa, bem como seu tecido sadio (*30% FLO”), na proteg¢ao de plantas
de tomate infectado por Xanthomonas vesicatoria. As plantas foram
pulverizadas com acibenzolar-S-metil (0,2 mg ASM mL™"); com uma
formulagdo proveniente de polpa citrica, conhecida como Ecolife® (5 mL L™);
silicato de potassio (1,5 mL L"); um extrato aquoso a quente de folhas de café
infectadas por Hemileia vastatrix; e uma fragdo parcialmente deacetilada de
quitina, a partir de carapaga de caranguejo (SIGMA). Em experimento de
quantificacdo de doenga, pulverizagdo prévia dos extratos testados causou
reducio na severidade da mancha foliar, sendo que ‘20% MCp’, 30% VLAF’,
Ecolife® e ‘30% VLA’ mostraram respostas significativas, atingindo 87%, 86%,
80% e 64% da performance do ASM, respectivamente. Mudanga do padrdo de
atividade de peroxidases (POX) e oxidases de polifendis (PPO), iniciadas apds
poucas horas das pulverizagdes, foi evidente, com os valores mantendo-se
elevados até aproximadamente 9 dias. Simultaneamente a queda na atividade de
fenilalanina amoénia liases (PAL) 3 dias apds as pulverizagdes (DAP), plantas
tratadas mostraram significante aumento na deposi¢@o de lignina e redugao nos
valores de fendis totais, aos 9 e 12 DAP. Exposicao das plantas aos tratamentos
também acarretou aumento na atividade de 3-1,3-glucanases (GLU) e quitinases
(QUI), iniciadas apos as primeiras horas, mantendo-se em niveis mais altos que
o controle até 9 e 12 DAP. Neste trabalho, foi sugerido que o aumento nas
atividades de enzimas relacionadas a patogénese ¢ deposicao induzida de lignina
poderiam estar associados a redugdo na severidade da mancha foliar, em plantas
pulverizadas previamente com 0s extratos naturais.

* Comité de Orientag@o: Mario Lucio Vilela de Resende — UFLA (Orientador); Denilson
Ferreira de Oliveira — DQI/UFLA.



2 ABSTRACT

CAVALCANTI, F. R. Comparative efficacy of chemicals and natural
formulations on tomato defence responses against bacterial leaf spot. In:____
Resisténcia induzida a Xanthomonas vesicatoria em tomateiro e Verticillium
dahliae em cacaueiro por extratos naturais: caracterizagio bioquimica,
fisiolégica e purificagio parcial de eliciadores protéicos. 2005. Cap. 2, p. 37-
91. Tese (Doutorado em Fitopatologia) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG. *

The efficacy to plant protection of chitosan suspension ("20% MCp’) as
well as aqueous filtrate ('30% CPA’) from Crinipellis perniciosa mycelium, and
heat aqueous extracts from flour of dry healthy ("30% FLO") or infected necrotic
tissue ("30% VLA’) from branches of "lobeira’ (Solanum lycocarpum) bush was
evaluated in tomato against 4-day subsequent challenge with a virulent
Xanthomonas vesicatoria strain. The potential of chemicals and natural
treatments to reduce bacterial leaf spot in susceptible tomato plants also was
investigated. Plants were sprayed with acibenzolar-S-methil (0.2 mg ASM/mL);
Ecolife® (5 mL/L); potassium silicate (1.5 mL/L); an aqueous extract from
rusted coffee leaves and a partially deacetylated fraction of chitin from crab
shells. In disease assessment experiment, foliar pulverization of extracts caused
some kind of results in terms of decrease of lesion severity, however only "20%
MCp’ and "30% VLA’ showed significant responses reaching 87 and 63% of
ASM performance on protection against Xv leaf spot, respectively. ASM and
Ecolife® treatments showed best results, reaching 49,3% and 39,2% of
performance on protection against Xv leaf spot, respectively. Expression of
resistance induced by natural extracts was patent on increase of peroxidases
(POX) and polyphenol oxidases (PPO) started just in early hours after
pulverizations carry on until approximately 9 and 12 days. Aside to slight
decrease of phenylalanine ammonia-lyase activity PAL 3 days afterwards, "20%
MCp’ and “30% VLA’ treated plants showed significant increase on lignin
deposition and decline of total phenolic compounds at 9 and 12 days after
treatment. Expression of resistance induced by studied treatments was evidenced
also on increase of 3-1,3- glucanases (GLU) and chitinases (CHI) activities, in
early hours after pulverizations keep up afterwards until 9 and 12 days. In this
work, we suppose that increased POX might result in lignification and thus be
associated with defense against Xv leaf spot, so as GLU and CHI activities.

* Guidance Committee: Mario Licio Vilela de Resende — UFLA (Adviser); Denilson
Ferreira de Oliveira - DQI/UFLA.
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3 INTRODUCAO

O Tomate, Lycopersicon esculentum, é uma planta grandemente afetada
por Xanthomonas vesicatoria, o agente bacteriano da mancha foliar. Redugdo de
produtividade causada pela mancha foliar bacteriana ¢é freqiientemente

encontrada no sudeste do Brasil, em areas de produgio mais imidas, sendo mais
| uma limitagdo em uma cultura ja problematica. Interagdes planta-patogeno sio
mediadas por uma rede complexa de eventos moleculares e citolégicos que
eventualmente determinam o grau de susceptibilidade e resisténcia (Benhamou e
Bélanger, 1998). As plantas possuem muitas barreiras pré-formadas, mas
também podem ativar resisténcia de ndo hospedeiro, e resisténcias raga
especifica e raga ndo especifica. Ativagdo de respostas locais podem também
induzir resisténcia sistémica, que protegem tecidos contra o subseqiiente ataque
de ampla variedade de patdgenos (Hammond-Kosack e Parker, 2003). A
resisténcia induzida é persistente e ndo especifica para um patogeno. Uma das
categorias de resisténcia induzida (RI) é a Resisténcia Sistémica Adquirida
(SAR) e desempenha uma fungdo central na resisténcia 4 doenga. SAR
desenvolve-se tanto localmente quanto sistemicamente em resposta ao ataque de
um patégeno e ¢é associada com um aumento na atividade de enzimas, como
quitinases (CHI, EC 3.2.1.14), B-1,3-glucanases (GLU, EC 3.2.1.6), peroxidases
(POX; EC 1.11.1.7), outras proteinas relacionadas a patogénese, acimulo de
fitoalexinas e deposicdo de lignina (Durrant e Dong, 2004). Além disso, o
reforgo de parede celular com deposicdio de derivados de lignina (Anterola e
Lewis, 2002) ¢ aumento da atividade de enzimas envolvidas em vias
metabélicas, como fenilalanina aménia liase (PAL, EC 4.3.1.5) (He et al., 2002)
e oxidases de polifendis (PPO, 1.10.3.2) (Mayer e Staples, 2002) podem

40



naturalmente estar presentes em um evento de SAR mutuamente ao acimulo de
acido salicilico (Durrant e Dong, 2004).

Avangos na pesquisa tém aumentado a nogdo de que fatores exdgenos
poderiam afetar substancialmente a fisiologia do hospedeiro, levando a um
contra-ataque rapido e coordenado em plantas expressando susceptibilidade.
Compostos sintéticos, como o ASM (éster S-metil do acido benzo-(1,2,3)-
tiadiazole-7-carbotidico), parecem atuar similarmente ao icido salicilico e
também induz SAR contra bactérias, fungos e virus (Cole, 1999; Anfoka, 2000;
Resende et al., 2002). Uma ativagdo similar do sistema de defesa de planta tem
ocorrido mediante aplicago exdgena de quitosana, ou certos quimicos, tais
como, acido 2,6 dicloro isonicotinico (INA); acido B-aminobutirico (BABA) e
metil-jasmonato (MeJA) (Hwang et al., 1997, Benhamou e Bélanger, 1998).
Além de quimicos e eliciadores especificos, uma variedade de trabalhos tem
demonstrado que plantas reconhecem compostos derivados da superficie celular
de microrganismos, o qual induzem respostas de defesa em ambas plantas
hospedeiras e nﬁo' hospedeiras. Estes incluem, peptideos, carboidratos,
glicoproteinas e lipidios (Niimberger e Brunner, 2002). Além disso, PR-
proteinas e poligalactoranases de patogenos podem hidrolisar substratos da
parede celular do patogeno ou hospedeiro, causando eliciagdo indireta pela
liberagdo de produtos eliciadores ndo especificos, no ambiente apoplastico (Van
Loon, 1997). Ha relatos do controle satisfatério de doengas de plantas com o
uso de silicato de potéssio. Chérif e Bélanger (1992), verificaram a redugédo da
~ podridio em raizes causada por Pythium ultimum em pepino, sem no entanto
confirmar o aumento de produtividade. Da mesma forma, pulverizagdes de
silicato de potassio aumentaram o periodo de laténcia de Sphaeroteca fuliginea,
retardando a formagéo de lesGes em meldo almiscarado (Menzies et al., 1992).

Neste trabalho, foi investigada a eficiéncia de quimicos, de formulagdo

natural (comercialmente conhecida como Ecolife®) e de extratos naturais na
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protegdo do tomate contra a mancha foliar causada por Xanthomonas
vesicatoria, através de pulverizagdo foliar, antes da inoculag@o com o patdgeno.

Os Tratamentos experimentais foram ASM; Ecolife® (uma formulagio
natural derivada de polpa citrica); silicato de potassio (K,SiO;); quitosana
extraida de carapaga de caranguejo (SIGMA) e de micélio de Crinipellis
perniciosa; extratos aquosos de tecido sadio e necrético de Solanum
lycocarpum, infectado por C. perniciosa, ¢ de tecido foliar de cafeeiro
densamente infectado por Hemileia vastatrix. Na composigéo dos extratos, foi
hipotetizada a obtengdo de uma suspensio heterogénea de eliciadores, tais como
derivados de quitina de biomassa fingica e particulas constituintes de tecido
doente, incluindo numerosas macromoléculas solubilizadas. Adicionalmente,
marcadores fisiologicos de indugdo de resisténcia, tais como enzimas
relacionadas & defesa (PPO e PAL), PR-proteinas (POX, GLU e CHI), deposigéo
de lignina, fendlicos totais ¢ pigmentos fotossintéticos foram avaliados nos

tratamentos mais eficientes para redugdo de progresso de doenga.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal e condi¢des de crescimento

Em experimentos de protegdo de planta, conduzidos em casa de
vegetagdo, plantulas de tomateiro cv. Santa Kruz Kada, susceptiveis & mancha
foliar causada por Xanthomonas versicatoria (Xv), foram mantidas em
recipientes de 3L em substrato composto de areia, matéria orgédnica seca e
vermiculita (2:1:1). O experimento, neste caso, foi delineado em DBC, com 5
blocos, sendo considerado como unidade experimental, 1 recipiente contendo 4
plantas.

Para experimentos de coleta de tecido foliar fresco, sementes de tomate,
cv. Santa Cruz Kada, foram imersas em EtOH 1% v/v e hipoclorito de sédio
0,1% v/v, por 1 minuto, e entdio lavadas com agua destilada e germinadas em
recipientes de 400mL, contendo areia textura média exaustivamente lavada e
esterilizada. Apés emergéncia, as plantulas foram regadas diariamente com 1/10
da solugdo nutritiva de Hoagland (Hoagland € Arnon, 1950). As plantas foram
mantidas em casa de vegetagdo com média de temperatura dia/noite de 3 1/24°C,
umidade relativa de 43/85%, fotoperiodo de 12 horas, aproximadamente, ¢ uma
média de densidade maxima de fluxo de fétons de 310-400 pmol m? s,
medidos ao nivel da planta (IRGA modelo LCA-4, Hoddesdon, UK). O
experimento foi instalado em DBC, com 3 blocos e 1 unidade experimental com

um recipiente de 400 mL, contendo 1 inica planta.

4.2 Descric¢do dos tratamentos
ASM foi fornecido como 50% de ingrediente ativo em uma formulagdo
comercial em grinulo seco. Para pulverizagdes foliares, um volume suficiente de

uma solugdo foi completado com dgua destilada para uma concentragio final de
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0.2 mg ASM mL™. Ecolife®, um produto comercial originado de polpa citrica,
foi fornecido por Quinabra S.A. (Quimica Natural Brasileira, Sdo José dos
Campos, SP, Brasil), como uma formulagdo aquosa, contendo polifendis,
flavonodides, fitoalexinas e acidos organicos diluidos. A dose escolhida foi
baseada tanto na recomendagdo do .fabricante, quanto em pré-ensaios
envolvendo diluigGes em série, sendo fixada em 1,5 mL Ecolife® L', em um
volume suficiente para as pulverizages completado com dgua destilada. Silicato
Ide potassio soluvel (K,SiOs) foi fornecido por Quinabra S.A. e um volume
suficiente para pulverizagdes foi ajustado em dose de 5 mL K,SiO; L™, apés pré-
ensaios similares aos feitos com Ecolife®.

Filtrado aquoso de Crinipellis perniciosa (‘30% CPA’) foi obtido a
partir do cultivo de micélio. A partir de uma cultura axénica dessa espécie foi
repicado um disco da cultura para uma solug¢@o nutritiva composta por batata,
dextrose e agua estéril (2:0,2:10 m/m/v), onde foi deixado, sob agitagdo
constante de 100 rpm em agitador orbital. Ap6s 15 dias, 60 g da biomassa obtida
foram filtrados a vacuo em sistema-funil de Buchner com papel Whatman n°1
acoplado a um kitazato, para separagdo grosseira do caldo nutriente. Em seguida
a biomassa foi exaustivamente lavada, ressuspensa em 200 mL de agua destilada
e transferida para um baldo de 1000 mL, onde recebeu tratamento térmico de
100°C durante 1 hora em refluxo. Apds o resfriamento, o micélio foi, em
condi¢cGes assépticas, novamente filtrado e a fase liquida coletada.
Imediatamente a amostra foi congelada em freezer —20°C para uso experimental.

FragGes heterogéneas de quitosana provenientes de micélio de
Crinipellis perniciosa ‘20% MCp’ obtidas da 2° filtragdo do item anterior foram
separadas e secas ao ar, em condigdes refrigeradas e assépticas. Em seguida
receberam o tratamento para extragdo de quitosana sugerido por Synowiecki e
Al-Khateeb (1997), simplificado. 20 g de massa fingica foram misturados a

NaOH 2% em proporgdo 1:30 (p/v) e tratados termicamente por 2 h a 90°C para
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deproteinizagio. Em seguida o sistema foi centrifugado a 4000 x g por 15
minutos, sendo o sobrenadante descartado. O material entio recebeu lavagem
exaustiva até equilibrar-se o pH em 7,0. Em seguida o material obtido foi pesado
e misturado a uma solugio de acido acético 10% na proporg¢do de 1:40 (p/v),
sendo o sistema deixado a 60°C durante 6 horas, para a extragio de quitosana. O
material foi novamente filrado e exaustivamente lavado até pH 7,0.
Imediatamente apds, a biomassa tratada foi transferida para um misturador com
4gua destilada q.s.p. 1:5 (p/v), onde permaneceu sob condi¢do de desintegrago
até a obtengdo de uma suspensdo finamente dividida. A amostra foi entdo
acondicionada em freezer -20°C para uso experimental.

Tecido caulinar de lobeira (S. Iycocarpum), arbusto hospedeiro silvestre
de C. perniciosa, densamente infectado e necrosado por este fungo, foi coletado
para secagem a 60°C por 24 horas e posterior trituragio seguido de moagem. O
sintoma de interesse produzido pela interagio patogeno-hospedeiro foi
caracterizado pelo superbrotamento de ramos e entrenés, hiperplasia e
hipertrofia celular, caracterizando ‘vassoura-de-bruxa’, em seu estigio de
‘vassoura seca’. O poé obtido do tecido necrosado foi armazenado sob
refrigeracdo a 4°C.

P6 de vassoura de lobeira, totalizando 120 g, foi dividido em 8 aliquotas
de 15 g, com cada aliquota sendo ressuspensa em aproximadamente 50 mL de
agua em erlenmeyer de 250 mL. Os erlenmeyers foram entio dispostos em
agitador orbital, onde sofreram agitagio de 130 rpm durante 5 horas. Em
seguida, o extrato foi filtrados a vacuo em sistema funil com novelo de algoddo
acoplado a um kitazato, para separagdo dos residuos. Por fim, a amostra foi
congelada em freezer -20°C para uso experimental, com o tratamento sendo
denominado "30% VLAF". )

P6 de vassoura de lobeira, totalizando aproximadamente 90 g, foi

ressuspenso em 300 mL de 4gua destilada e transferido para um baldo
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volumétrico de 1 L. O conjunto recebeu tratamento térmico de 100°C durante 1
h, em refluxo. Apos resfriamento, o extrato foi filtrado a vacuo em sistema funil
com novelo de algoddo acoplado a um kitazato, para separagdo dos residuos.
Apés o resfriamento, a amostra foi congelada em freezer -20°C para uso
experimental, com o tratamento sendo denominado "30% VLA’. Todo o
processo de obten¢do de pd seco foi conduzido utilizando-se também tecido
sadio de ramos de lobeira, sendo o extrato aquoso, obtido da mesma forma que
30% VLA’, denominado ‘30% FLO",

Tecido foliar de cafeeiro (Coffea arabica), densamente infectado com
Hemileia vastatrix, foi coletado para secagem a 60°C por 12 horas e posterior
trituragdo, seguido de moagem. O sintoma de interesse produzido pela interag@o
patdgeno-hospedeiro foi caracterizado pela formagao de pustulas pela agregacio
de uredinios e urediniésporos na face abaxial do limbo foliar. Em média foram
selecionadas folhas com aproximadamente 40% de area total tomada por
pastulas da ferrugem do cafeeiro. O p6 obtido do tecido foi armazenado sob
refrigeragdo a 4°C.

Uma aliquota de 80 g do pd obtido foi ressuspenso, incubada em 270
mL de metanol (MeOH) P.A., aproximadamente, e deixada em repouso por 48
horas. Em seguida o sistema sofreu filtragdo, onde procedeu-se a coleta do
filtrado metandlico e recondug¢do do residuo a uma nova re-extragao por mais 48
horas. Os filtrados coletados foram transferidos para bal6es volumétricos de 250
mL e imediatamente submetidos a secagem do solvente por evaporagao mediada
a evaporador rotatorio, em temperatura e rotagdo constantes de 30°C e 50 rpm,
respectivamente. Apos a secagem do solvente, o precipitado foi ressuspenso em
300mL de 4gua destilada, homogeneizada em uma suspensao finamente dividida
e congelada em freezer -20°C para uso experimental, com a amostra sendo

denominado "30% EFID".
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Preparagdo de material para desprendimento fisico de quitosana foi
obtida seguindo a metodologia recomendada por Hortois e Lineback (1965),
com significativas modificagGes. Quitina comercial de carapaga de caranguejo
(SIGMA) foi deacetilada parcialmente. Aproximadamente, 15 g foram
ressuspensos em 215 mL de NaOH 5N. A mistura foi aquecida a 100°C por 6
horas, resfriada e lavada com agua destilada até pH 7,0. O material obtido foi
seco ao ar e levado ao contato com uma solugdo de HCI 0,5 N por 10 minutos.
Novamente, a mistura foi lavada com 4gua destilada até pH 7,0. Por fim a massa
foi transferida para um misturador com 4gua destilada q.s.p 1:15 (p/v), onde
permaneceu sob condigdo de desintegragdo até a obtengdo de uma suspensdo
finamente dividida, cerca de 15 minutos. A amostra foi entdo acondicionada em
freezer -20°C para uso experimental, sendo denominada ‘7% Quitosana’

(percentagem, neste caso, referindo-se & proporgdo de exposicdo a NaOH).

4.3 Toxidez direta sobre o patégeno, manutengio e inoculagiio do isolado
Um isolado virulento de Xanthomonas vesicatoria foi mantido em agar
dextrose-nutriente (NYA), em uma cdmara regulada em 4°C apds isolamento a
partir de material infectado e ulterior confirmagao por testes quimicos. Inoculo
foi preparado a partir de células situadas na fase log inicial, as quais foram
obtidas pelo crescimento do isolado em um meio nutriente de levedura, incubado
a 26°C em um agitador orbital ajustado para 200 rpm, por 12 h. Bactérias foram
entio concentradas por centrifugagdo (2x, cada qual a 3000g por 5 min), e
ressuspensas em agua estéril. A concentragio foi ajustada pela diluicdo da
suspensdo com ODsy fixada em 0.20 (10® ufc mL"). 50 mL da suspensdo
ajustada foram atomizadas em folhas de plantas de tomate com 15 dias da
semeadura, até o ponto de escorrimento. Imediatamente plantas foram

transferidas para uma cimara de incubagéo com 33/30°C e 95/100 % de umidade
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relativa, onde permaneceram por 12 h. Em seguida as plantas foram
transportadas de volta a casa de vegetacao.

Para os ensaios de inibigdo in vitro de crescimento de Xv, extratos
naturais, quimicos e formulagGes comerciais estudados, na presenga de sulfato
de estreptomicina 1000 ppm e agua estéril (respectivamente, controles — e +),
foram filtrados com uma membrana Millipore de 0.22 pm e submetidos ao teste,
seguindo uma metodologia de Samy et al. (1999), adaptada. Discos de papel de
filtro de 6 mm de didmetro foram embebidos (2x) com 20uL de cada tratamento
e, seguindo-se de secagem, foram transferidos para um meio MBI (Kado e
Heskett, 1970) sélido em placa de Petri, previamente inoculado com o isolado
virulento de Xv, em suspensdo ajustada para ODss = 0.20. Halos de inibi¢éo
concéntricos foram avaliados ap6s 48 h de incubagdo em camara de crescimento

ajustada para 28°C, com fotoperiodo de 12 h.

4.4 Quantificaciio de doenga e coleta de material fresco

Para medi¢io e quantificagdio da eficiéncia na protegio de planta dos
extratos testados, foi adaptada uma escala de doenga baseada em Sidhu e
Webster (1977). Plantas de tomate cv. Santa Cruz Kada com 15 dias da
semeadura foram pulverizadas com os tratamentos estudados até o ponto de
escorrimento, as 18:00 horas. Apos 4 dias todas as plantas, pulverizadas com os
tratamentos e pulverizadas com agua destilada (testemunha-controle), foram
inoculadas com uma suspensdo bacteriana de X. vesicatoria e avaliadas ao longo
de 3, 6, 9, 12, 15 e 20 dias apds inoculagéo (DAI). Severidade de doenga foi
quantificada por meio de andlise visual convertidlo em percentagem de
severidade, seguindo uma escala (1-4) de area lesionada: 1, lesSes presentes em
0-25 % de area foliar; 2, lesags presentes em 26-50 % de area foliar; 3, lesGes
presentes em 51-75 % de drea foliar; 4, >76 % de area coberta por manchas

foliares. O calculo da Area Abaixo da Curva de Progresso de Doenga (AACPD)
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se deu por meio da seguinte formula: AACPD = Z ((Yi+Y;1)/2)(tin — 1), onde Y
representa a intensidade da doenga, t o tempo ¢ i o nimero de avaliagSes no
tempo (Campbell e Madden, 1990). Protegéo de planta foi estimada pela relago:
(1-x/y), onde x representa AACPD das plantas tratadas e y, AACPD dos
controles (Li et al., 1996). O experimento foi conduzido duas vezes.

Em outro esquema experimental, plantas de tomateiro cv. Santa Cruz
Kada, 15 dias ap6s semeadura, foram pulverizadas com ‘20% MCp’; ‘30%
VLA’; Ecolife® (1,5 mL L") e ASM (0,2 mg mL™") até o ponto de escorrimento.
Plantas tratadas e testemunhas pulverizadas com 4gua (controle) foram coletadas
em 1, 4, 8, 12, 24 e 48 horas ap6s pulverizagSes (HAP), continuando em 3, 6,9 ¢
12 dias apds as pulverizagdes (DAP). Tratamentos pulverizados e inoculados
foram coletados somente em 6, 9 e 12 DAP. A inoculagdo com a suspensdo de
Xv foi conduzida 4 DAP em plantas tratadas e testemunhas pulverizadas com
agua destilada. Antes de cada coleta, as 9:00 h, as plantas foram transferidas
para uma cimara ajustada para 27°C, 75% de umidade relativa e 230 umol m?s
! de densidade de fluxo de fotons, por 1 hora. Em seguida, as folhas foram
coletadas, homogeneizadas e amostradas, congeladas em nitrogénio liquido e

imediatamente utilizadas para determinagdes bioquimicas.

4.5 Determinagdes enzimaticas

Material foliar foi homogeneizado por meio de almofariz e pistilo em 3
mL de tampdo acetato de sédio 50 mM pH 5,2 contendo EDTA 0,1 mM durante
5 minutos, sobre um banho de gelo. Apés filtragio em pano de trama fina, a
solugdo foi centrifugada a 13000 x g por 15 min e o sobrenadante foi usado
como fonte enzimatica. Todos os passos foram executados em 0-4°C. Proteina
soluvel contida nos extratos foi aferida pelo ensaio de Bradford (1976), usando

um padrio de albumina sérica bovina (BSA).
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A atividade de peroxidases de guaiacol foi determinada pela adigdo de
25uL do extrato enzimatico ajustado para 2 mL de uma solugdo contendo
acetato de sédio 50 mM pH 5,2, guaiacol 20mM e peréxido de hidrogénio 20
mM. Apés incubagdo em 30°C por 10 min, a absorbancia foi medida a 480 nm
(Urbanek et al., 1991). Uma unidade POX foi expressa como variagdo de 1
ODsso por miligrama de proteina soliivel por minuto (A480nm mgP” min™).
Atividade de oxidases de polifendis foi determinada pela adi¢do de SOuL do
extrato enzimatico ajustado para 3 mL de uma solugdo contendo 100 mM de
tampio fosfato de potéssio pH 6,5 e pirocatecol 25 mM. Apds 10 min a 30°C, foi
medido o acréscimo da absorbancia a 410 nm (Gauillard et al., 1993). Uma
atividade PPO foi expressa pela variagdo de 1 OD;yo por miligrama de proteina
soluvel por minuto (A410nm mgP? min™). A atividade de fenilalanina aménia
liases foi determinada seguindo método adaptado por Mori et al. (2001). 200 uL
do extrato enzimatico, previamente dialisado por aproximadamente 16 h contra
tampdo Tris-HCl 100mM, pH 8,8, foram misturados a uma solugdo contendo
200pL de fenilalanina 40 mM, 20uL de B-mercaptoetanol SO0mM e 480uL de
Tris-HCl 100 mM, pH 8,8. Apés incubagdio a 30°C por 1 h, a reagdo foi
interrompida com a adi¢éo de 100 uL de HCI 6 N e a absorbancia a 290 nm foi
medida. A quantidade de acido trams-cindmico formado foi dosado por
comparagdo com uma curva padrdo (0,01-0,1 pg de acido frans-cindmico mL™),
e valores foram convertidos e expressos em pKat mgP. Atividade de quitinases
foi determinada pela adi¢@o de 70 pL do extrato enzimatico ajustado para 310
uL de uma solugdo contendo acetato de sodio 50 mM pH 5,2 e 60 nL de CM-
Chitin-RBV (2 mg mL™), um substrato especifico para quitinase fornecido por
LOEWE Biochemica GmbH, em micro-placas de 96 cavidades (96-wells, 350
uL cavities). Apés incubag#io a 35°C por 80 min, as amostras foram acidificadas
com 50 pL de HCI 0,5 N, resfriadas em banho de gelo por 10 min e
centrifugadas (1450 x g por 10 min). Uma aliquota de 210 pL do sobrenadante
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de cada amostra foi transferida para uma nova micro-placa para leitura em 492
nm em um leitor EIA-compativel (Wirth e Wolf, 1990). A atividade de B-1,3-
glucanases foi medida seguindo modo analogo, apenas trocando o substrato para
CM-Curdlan-RBB (4 mg mL"'; LOEWE Biochemica GmbH) ¢ modificando a
aliquota do extrato enzimético para 100 pL (deduzindo o volume do tampao
acetato a fim de ajustar o volume final de 310 pL por cavidade). Para promover
agdio hidrolitica de B-1,3-glucanase foi adotado um tempo de incubaggo de 35°C
por 100 min. Amostras foram entdo medidas fotometricamente em filtro de 620
nm de um leitor EIA. Todos os ensaios foram conduzidos em triplicatas.

Eletroforese em gel de poliacrilamida, em condigdes nativas, foi
ensaiada de acordo com Laemmli (1970), usando-se um gel de separagdo de 12,5
% sobreposto por um gel de empilhamento de 5 %. Extratos enziméticos foram
preparados em presenga de azul de bromofenol e glicerol, sendo centrifugados
em spin antes da corrida. Um volume referente a um valor fixo de 5 pg de
proteina de cada amostra foi adicionado aos pogos do gel de empilhamento. Para
revelagdo de atividade quitindsica no gel, glicol-quitina 0,01 % (m/v) foi
misturado ao gel de separagdo dos ensaios, deduzindo-se o valor referente da
solugio no volume da agua Milli-Q usada. Apés a corrida, o gel foi submergido
em calcofliior branco M2R diluido em Tris-HC1 0,5 N, pH 8,9 por 5 min ¢, em
seguida, lavado exaustivamente. Finalmente, o gel foi incubado a 38°C por 12 h
antes do registro fotografico por exposigdo a UV. Perfis eletroforéticos foram
apresentados em forma negativa, com a atividade litica aparecendo em bandas
" escuras (Trudel e Asselin, 1989).

Para revelagdo de peroxidases, ao fim da corrida eletroforética, o gel foi
merguthado em 20mL de uma solugio consistindo de diaminobenzidina (10mg),
tampdo Tris-HCI 2M, pH 8,3 (1,0mL), peréxido de hidrogénio 30% (0,02mL) e
dgua Milli-Q (q.s.p. 20,0mL). Apés o aparecimento das bandas, a reagdo foi

interrompida por sucessivas lavagens com dgua destilada. Esse tipo de revelaggo
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teve por objetivo revelar as bandas protéicas com atividade peroxidasica, pela

metodologia de Towbin et al. (1979), adaptada.

4.6 Determinacio de fenois totais, lignina e pigmentos

Determinagdo colorimétrica de fendis totais foi baseada no
procedimento de Spanos e Wrolstad (1990). 100 pL do extrato bruto foram
adicionados em tubos a uma solug¢do contendo 900 uL de agua destilada, 5 mL
do reagente Folin-Ciocalteau diluido 1:10 (v/v) e 4 mL de Na,CO; 7,5 % (p/v).
Os tubos foram entdo agitados e incubados por 1 h. A absorbancia da solugdo foi
medida em 765 nm e a quantificagao foi baseada em uma curva padrao (100,
200, 300, 400 e 500 mg L de tirosina) preparada em seguida ao ensaio. Valores
foram convertidos e expressos em pg mg” de MF.

Para quantificagdo de lignina foi utilizado o ensaio de Monties (1989),
com modificagdes. Uma aliquota de 0,2 mg de tecido foliar fresco foi
homogeneizada e incubada com acetona PA 85% por 48 h, e centrifugado 7500
X g por 15 min. O sobrenadante pigmentado foi separado do precipitado e as
absorbancias (ODgs7, ODgss, ODyss) referentes a determinag@o de pigmentos
foram medidas. O precipitado foi seco e incubado com 5 mL de éacido
tioglicélico (SIGMA) em HCI 2 N 1:10 (v/v) durante 4 h. Amostras foram entao
centrifugadas 7500 x g por 15 min duas vezes e os sobrenadantes foram
transferidos para novos tubos onde receberam 200 uL de HCI 10 N. Apés o
banho de gelo de 4 h e uma centrifugagdo de 7500 x g por 30 min, o pellet
obtido foi homogeneizado em 5 mL de NaOH 0,5 N e a absorbancia a 280 nm
foi medida. Quantidade de derivados TGA (lignina 4cido-soluvel) formada foi
medida pela comparagdgo com uma curva padrio (0,01-0,1 mg éter 2-
hidroxipropilico mL™") e valores foram convertidos e expressos em pg mg" MF.
Pigmentos extraidos por acetona PA 85 % foram calculados usando equagdes

encontradas em Knudson et al. (1977), com resultados em pg mL™": Clorofila a =

Ln
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(13,7 x ODgss) — (5,76 x ODgsy). Clorofila b = (25,8 x ODeq7) — (7,6 x ODgsa).
Carotendides = (4,75 x ODyss) — ((Cl. a + Cl. b) x 0,226). Todos os ensaios

foram conduzidos em duplicata.

4.7 Delineamento experimental e métodos estatisticos

Delineamento em blocos casualizados foi utilizado nos experimentos de
quantificagiio de doenga e experimentos de época de coleta de material vegetal,
envolvendo plantas tratadas (pulverizadas), plantas tratadas e inoculadas;
testemunhas (controles) pulverizadas com agua e pulverizadas com agua ¢
inoculadas. Estatistica descritiva, andlise de varidncia, testes F e Tukey ao nivel
de significancia de 5 % foram conduzidos utilizando-se o procedimento general
linear model (GLM) do SAS (Statistical Analysis System Inc., Cary, NC, USA).
Quando efeitos de tratamentos foram diferentes (P<0,05), médias foram
separadas pelo teste t de Student, com o auxilio do SISVAR (© Daniel Furtado

Ferreira, 2003), aos niveis de significanciade 0,1, 1 e 5 %.
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5 RESULTADOS

Dados nas Figs. 1 e 2 mostram o progresso de doenca das plantas
tratadas em comparac@o com as testemunhas (controles) pulverizadas com agua
e inoculadas, juntamente ao valor de Area Abaixo da Curva de Progresso de

Doenc¢a (AACPD), sumarizado a partir de 6 avaliagdes.

A OCoentrole  @30% EFID B O Controle 8 K4Si04 (1.5mUL)

% seweridade

3 L:] 9 12 15 20

c OControle  E7% Quitosana D OCentrole  @30% CPA

% seweridade

FIGURA 1. Eficicia de A. ‘30% EFID’, B. K,Si0; (1,5 mL L"), C. *7 % Quitosana’ e D. ‘30%
CPA’, na reducdo de AACPD da mancha foliar causada por X. vesicatoria em
tomate ¢v. Santa Cruz Kada, aos 3, 6, 9, 12, 15 e 20 DAL Asteriscos referem-se a
diferengas significativas a (*) P=0,05, (**) P=0,01 ¢ (***) P=0,001 entre controle
e tratamentos, de acordo com teste t de Student (LSD).
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% seweridade

E OControle @ 30% VLAF F O Controle @ Ecolife® (5mLL)
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FIGURA 2. Eficacia de A. ASM (0,2 mg mL™), B. ‘30% FLO’, C. ‘30% VLA’,
D. 20% MCp’, E. ‘30% VLAF’ e F. Ecolife® (5 mL L") na
reducdo de AACPD da mancha foliar causada por X. vesicatoria em
tomate cv. Santa Cruz Kada, aos 3, 6, 9, 12, 15 e 20 DAL
Asteriscos referem-se a diferengas significativas a (*) P=0,05, (**)
P=0,01 e (***) P=0,001 entre controle e tratamentos, de acordo
com teste t de Student (LSD).
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Todos os tratamentos escolhidos causaram maior ou menor redugdo de

severidade da doenga nas plantas testadas, em relacdo ao controle pulverizado

com égua e inoculado. Sintomas de mancha foliar causados pelo isolado Xv

tornaram-se visiveis nas plantas controle cerca de 48 horas apds a inoculacio.

De uma maneira geral, todas as curvas de progresso estacionaram a partir de 9

DAI e nenhum valor de severidade atingiu 40 % em média.
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FIGURA 3. Percentagem de protegdo do tomateiro contra mancha foliar causada

por Xv, apos 20 DAI e 6 avaliagoes. % de protegio foi obtida a partir
dos valores de AACPD de cada tratamento, de acordo com Li et al.
(1996). Colunas com as mesmas letras ndo apresentam diferenca
significativa pelo teste de Tukey (P=0,05).

ASM (0,2 mg mL™") exibiu a melhor performance em termos de prote¢do

de planta, 49,3 %, com um reduzido valor de AACPD (283,42-adim.). “20%
MCp’, ‘30% VLAF’, Ecolife® e ‘30% VLA’ também mostraram respostas

significativas, atingindo cerca de 87%, 86%, 80% e 64% da performance do



ASM, respectivamente (Fig. 3). Embora revelando uma redugo firme no nivel
de severidade da doenga, os demais tratamentos ndo incorreram em vultoso valor
de protegdo de planta, permanecendo em patamares menores de eficiéncia de
reducdo de progresso de doenga. Silicato de potassio e ‘7% Quitosana’
mostraram controle significativo de doenga nos iltimos 4 pontos, obtendo
respectivamente 60 % e 47 % da performance do ASM.

Ecolife® e ‘30% EFID’ promoveram inibigdo in vitro do crescimento de
colénias de Xv em meio de cultura, formando halos de inibigio, em experimento
controlado por sulfato de estreptomicina na concentragiio de 1000ppm (Tabela
1). Halos atingiram respectivamente 13,8 e 9,3 mm, diferindo significativamente

do controle bactericida, entretanto.

TABELA 1. Efeitos in vitro de quimicos, extratos naturais e formulagdes
naturais sobre o crescimento radial de Xv. Halos concéntricos ao disco foram
avaliados apds 48 h de incubagdo a 28°C em cimara com fotoperiodo de 12 h

' Tratamento Halo de inibigio (mm)
Estreptomicina 1000 ppm 20,8+ 0,83 a
Agua destilada 0,0+0,0
Ecolife® (5 mL L") 13,8+ 0,43 b
ASM (0,2 mg mL™) 0,0+0,0

’30 % FLO’ 0,0 + 0,0

30 % VLA’ 0,0 £ 0,0

30 % VLAF’ 0,0 £0,0

*20 % MCp’ 0,0 0,0

’30 % EFID’ 93+0,41 ¢
K»SiOs (5 mL L) 0,0+0,0

“7 % Quitosana’ 0,0+£0,0

30 % CPA’ 0,0+0,0

' Valores com as mesmas letras ndo diferem significativamente, de acordo com
o teste de Tukey (P=0,05).
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Vale salientar que, comparativamente, os extratos aquosos (tanto a frio
quanto a quente; 30 % VLAF’ e ’30 % VLA’) provenientes do po6 de tecido
necrosado “vassoura” de S. lycocarpum promoveram uma significativa maior
eficiéncia na redugdo de progresso de doenca que seus correspondentes
provenientes de pd de tecido sadio (30 % FLO’).

Ganho de altura em copa e aciimulo de massa fresca da parte aérea aos
20 DAP de plantas tratadas e inoculadas, e controles puverizados com agua e
" inoculados foram observados como expressao de crescimento vegetativo. Em
termos de acumulo de massa, houve diferencas significativas entre os

tratamentos (Fig. 4).

120 4

- 9623 84.9a 94.1a 90.9a 87.7a
: E o 76.9ab75.7ab73 7ab 72 8ab

R ; 48.3b

g MF {4 copas)”

N
& o & a
C,O ﬂ_-,@\ z@‘e o ok
o oo N
+? Q“QZ\ A Q,bo

FIGURA 4. Massas frescas de quatro copas coletadas de plantas tratadas e
inoculadas e controles pulverizados com agua e inoculados aos 20
DAI e 35 dias apds a semeadura. Colunas com as mesmas letras
nao apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey
(P=0,05).
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FIGURA 5. Ganho diério de altura de copa dos tomateiros cv. Santa Kruz Kada pulverizados com quimicos e extratos

naturais previamente a inoculagéio com Xv. Registros de mudanga de altura de copa foram relatados aos 3, 6,
9, 12, 15 ¢ 20 DAL Barras de erros indicam o desvio padrio.



Com relag¢@o ao ganho de altura em copa (Fig. 5), plantas expostas aos
tratamentos estudados nao mostraram diferengas significativas, em comparagao
com os controles pulverizados com agua e inoculados, a exce¢@ao das plantas
tratadas com Ecolife®, que revelaram um significativo atraso no crescimento
relativo em cm dia” (Fig. 5F). Foi observada uma proeminente curvatura de
caule, em varias repeti¢oes de plantas tratadas com Ecolife®. Apesar disso, ndo
foi observado sintoma de fitotoxidez em folhas. Importante lembrar que a dose
escolhida foi avaliada a partir de pré-ensaios, onde foi verificada a inexisténcia
de sintoma de fitotoxidez. Ainda, a dose escolhida ndo divergiu da
recomendacdo do fabricante. Plantas tratadas por ASM, ‘7 % Quitosana’ e
K,Si0; (Figs. 5A, 5H e 51) mostraram um discreto aumento (ndo significativo)
na taxa de crescimento, em relagdo aos controles pulverizados com agua e
inoculados. Plantas tratadas com extratos de lobeira ('30% VLA, "30% VLAF’,
30% FLO’) revelaram um retardamento leve do crescimento (Figs. 5B, 5C e
5E), sem necessariamente se refletir no ganho de massa da parte aérea.

Aumento das atividades de enzimas relacionadas a patogénese em folhas
de tomate cv. Santa Cruz Kada foi associada com a expressdo de resisténcia
induzida por 20 % MCp’, 30 % VLA’, Ecolife® ¢ ASM. Considerando os
estagios iniciais das respostas enzimdticas, atividade de POX teve um relevante
aumento logo ap6s 1| HAP em plantas pulverizadas com ASM, atingindo cerca
de 2,1 vezes o valor do controle pulverizado com agua, mantendo o nivel nas
avaliagdes seguintes (Fig. 6E). Ecolife® promoveu um aumento progressivo na
atividade de POX, atingindo 3,9 vezes o controle em 24 HAP, no entanto, com
aumento a partir de 8 HAP, antes de um leve declinio (Fig 6B). Plantas
pulverizadas com "20 % MCp’ e ’30 % VLA’ também promoveram aumento na
atividade de POX, nas primeiras horas de acompanhamento, mostrando
manuten¢do da diferenga positiva em relagao ao controle pulverizado com agua

cerca de 3,2 vezes o controle (Figs. 6A e 6C) .
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FIGURA 6. Estagios iniciais de atividade de peroxidases de guaiacol (POX) em
folhas de tomateiro susceptivel a Xv, apds tratamentos com A. *30
% VLA’, B. Ecolife®, C. ’20 % MCp’, D. inoculagdo com Xv e E.
ASM. Respostas enzimaticas foram avaliadas 1, 4, 8, 12, 24 e 48
HAP. Barras de erros indicam o desvio padréo.
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FIGURA 7. Estagios iniciais de atividade de oxidases de polifendis (PPO) em
folhas de tomateiro susceptivel a Xv, apés tratamentos com A. 30
% VLA’, B. Ecolife®, C. ’20 % MCp’, D. inoculagio com Xv e E.
ASM. Respostas enzimaticas foram avaliadas 1, 4, 8, 12, 24 e 48
HAP. Barras de erros indicam o desvio padrio.
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Plantas foram inoculadas com o isolado Xv no instante da aplicagdo dos
tratamentos e as respostas de POX nas folhas dessas plantas curiosamente nio
revelaram diferencas entre elas e o controle (Fig 6D), tampouco em relagdo as
atividades de PPO (Fig 7D). Plantas tratadas com ASM néo revelaram acimulo
de atividades de PPO como observado em valores de atividade POX, exceto em
4 ¢ 24 HAP (Fig 7E). Plantas tratadas com Ecolife® mostraram significativa
tendéncia de aumento nas atividades de PPO foliares apés 4 HAP, a despeito de
um valor ndo significativo em 12 HAP (Fig. 7B). Embora ndo tdo significativa,
’20 % MCp’ e *30 % VLA’ revelaram uma tendéncia de atividade PPO maior do
que os controles pulverizados com agua, com as respostas induzidas pela
primeira assemelhando-se as respostas de Ecolife® (Figs. 7A e 7C).

Aumentos de B-1,3-glucanases (GLU) e quitinases (CHI), nos estagios
iniciais apés pulverizagdo dos tratamentos sobre as folhas, foram também
associados com reducdo de progresso de doenga, evidenciada nas plantas
tratadas com os extratos e formulagGes estudadas. Plantas pulverizadas com os
tratamentos responderam significativamente com aumento na atividade de CHI
com um incremento evidenciado ja em | HAP, manfendo—se cerca de 1,5 vezes o
patamar das plantas controle pulverizadas com agua (Fig. 8). Plantas inoculadas
com Xv no momento da pulverizagio dos tratamentos confirmaram a
manutengdo de uma tendéncia similar a dos controles (Fig. 8D), apenas com
uma discreta diferenca significativa em 8 e 12 HAP com relagdo aos controles
pulverizados com agua, considerando diferenga significativa desvios de uma
média que ndo se sobreponham em desvio referente a outra média. Plantas
tratadas com *30 % VLA’ revelaram aumento significativo de atividade de GLU,
sustentando a tendéncia nas primeiras HAP (Fig. 9A), incluindo um discreto
pico em 12 HAP, quando os valores atingem aproximadamente duas vezes o

nivel de atividade de GLU dos controles pulverizados com agua.
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FIGURA 8. Estigios iniciais de atividade de quitinases (CHI) em folhas de
tomateiro susceptivel a Xv, apos tratamentos com A.’30 % VLA,
B. Ecolife®, C. *20 % MCp’, D. inoculagdo com Xv ¢ E. ASM.
Respostas enzimaticas foram avaliadas 1, 4, 8, 12, 24 ¢ 48 HAP.
Barras de erros indicam o desvio padro.
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FIGURA 9. Estagios iniciais de atividade de 3-1,3-glucanases (GLU) em folhas
de tomateiro susceptivel a Xv, apds tratamentos com A. "30 %
VLA’, B. Ecolife®, C. "20 % MCp’, D. inoculagdao com Xv e E.
ASM. Respostas enzimaticas foram avaliadas 1, 4, 8, 12, 24 e 48
HAP. Barras de erros indicam o desvio padrao.

65


danielle
New Stamp

danielle
New Stamp


Um valor acentuado de atividade GLU foi observado logo

1 HAP em plantas tratadas com Ecolife® e "20 % MCp’ (Figs. 9B e 9C). Em
ambos tratamentos, mesmo com valores acima do patamar dos controles, houve
um decremento na atividade GLU até 24 HAP, seguido de uma recuperagdo na
atividade da enzima. Plantas tratadas com ASM mostraram significativo
incremento e leve oscilagdo nas primeiras 48 HAP, com relacdo a atividade
GLU (Fig. 9E). Novamente, plantas inoculadas com Xv no ato das pulverizagdes

mostraram um patamar de atividade enzimadtica equivalente ao dos controles

pulverizados com agua (Fig. 9D).
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FIGURA 10. Atividade de peroxidases de guaiacol (POX) em folhas de tomate
susceptivel, apos tratamentos com A. *30 % VLA’, B. Ecolife®, C.
20 % MCp’, D. ASM. Setas indicam inoculagdo com Xv em 4
DAP. Respostas enzimaticas foram avaliadas 3 (apenas plantas

tratadas), 6, 9 e 12 DAP. Barras de erros indicam o desvio padrao.
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Em reacdo ao pré-tratamento com quimicos, extratos e formulagdes
naturais ao longo do periodo de avaliagao em dias (Figs. 10-14), a atividade de
POX de ambas plantas tratadas, e tratadas e inoculadas (apés inoculagdo em 4
DAP), mostraram uma tendéncia de maior acimulo, significativo ou ndo, em
relacio aos controles pulverizados com agua, e pulverizados com égua e
inoculados (Fig. 10). Plantas pulverizadas com ASM mantiveram o patamar
elevado de atividade POX encontrado no tempo horario, somente iniciando
decréscimo apds 9 DAP (Fig. 10D). Nesse meio-tempo, a diferenga entre plantas
tratadas com ASM e controles chegaram a atingir cerca de 4 vezes. Em Plantas
tratadas com Ecolife® foi evidenciado um discreto aumento da atividade de
POX ap6s decréscimo em 24 HAP, mantendo-se até a redug@o final de atividade
ap6s 9 DAP (Fig. 10B). Plantas tratadas com ’20 % MCp’ e 30 % VLA’
mostraram tendéncias parecidas, sendo que a primeira mostrou maior aumento
de atividade POX, em relacio a segunda e em relag@o aos controles pulverizados
com 4gua, e pulverizados com agua e inoculados (Figs. 10A e 10C). Em todos
os tratamentos estudados, respostas das plantas tratadas, e tratadas e inoculadas
mostraram patamares superiores (com médias significativas e ndo significativas)
aos dos controles pulverizados com dgua, e pulverizados com agua e inoculados,
levando-se em consideragdo todas as enzimas relacionadas a patogénese
estudadas (Figs. 10, 11, 12, 13 e 14).

Levando-se em consideracdo a atividade PPO, ao longo do periodo de
avaliagdo em dias, a despeito do pico de atividade das plantas tratadas com
ASM, e tratadas e inoculadas, em 9 DAP, todos os tratamentos induziram
respostas comparaveis a POX, sem, contudo, apresentar muitos pontos com
diferengas significativas (Fig. 11). Um patente decréscimo na incrementada
atividade de PAL ao longo de 3, 6, 9 e 12 DAP foi revelado em folhas de plantas
pulverizadas com '20 % MCp’, "30 % VLA’, Ecolife® e ASM (Fig. 14). No

entanto, plantas tratadas com ASM mostraram uma maior propensio a
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estabilizar valores de PAL em patamares elevados, com discreta queda ao longo
das coletas (Fig. 14D).
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FIGURA 11. Atividade de oxidases de polifenéis (PPO) em folhas de tomate
susceptivel, apds tratamentos com A. 30 % VLA’, B. Ecolife®, C.
20 % MCp’, D. ASM. Setas indicam inoculagdo com Xv em 4
DAP. Respostas enzimaticas foram avaliadas 3 (apenas plantas
tratadas), 6, 9 e 12 DAP. Barras de erros indicam o desvio padrio.

Em resposta aos pré-tratamentos com quimicos, extratos e formulagdes
naturais, ao longo do periodo de avaliagdo em dias, resultados de atividade de

CHI e GLU, plantas de tomateiro susceptivel mostraram uma tendéncia similar
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na dindmica de atividade de CHI e GLU entre plantas tratadas, tratadas e

inoculadas, controles pulverizados com agua, e pulverizados com agua e

inoculados. Plantas tratadas, e tratadas e inoculadas confirmaram uma tendéncia

de aumento da atividades de ambas enzimas, sem diferir, no entanto,

significativamente, na grande maioria dos pontos estudados (Figs. 12 e 13).

Esses resultados reforgam a hipétese de que os quimicos, extratos naturais e

formulagdes naturais causaram algum tipo de ativagdo / sintese de novo sobre as

enzimas relacionadas & patogénese estudadas.
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FIGURA 12. Atividade de quitinases (CHI) em folhas de tomate susceptivel,

apés tratamentos com A. *30 % VLA’, B. Ecolife®, C. "20 %
MCp’, D. ASM. Setas indicam inoculagdo com Xv em 4 DAP.
Respostas enzimaticas foram avaliadas 3 (apenas plantas tratadas),
6,9 e 12 DAP. Barras de erros indicam o desvio padrao.
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Acumulagio de derivados TGA (lignina 4cido-soluvel e polimeros
lignin-like) em plantas de tomateiro pulverizadas com dgua (testemunha sadia),
pulverizadas com agua e inoculadas (controle), tratadas, e tratadas e inoculadas
foi determinada em 9 e 12 DAP (Tabela 2). Basicamente, as tendéncias
cumulativas seguiram um padrdo similar. Em 9 DAP, plantas tratadas com 30
% VLA’ mostraram valores de depésito de lignina atingindo cerca de duas vezes
os controles pulverizados com égua, seguidos por *20 % MCp’ mais inoculagdo,
'30 % VLA’ mais inoculagio, Ecolife® mais inoculagio ¢ ASM. Testemunhas
pulverizadas com d4gua (sadia) e pulverizadas com &gua e inoculadas

acumularam menor teor de lignina a 9 DAP, comparativamente.
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FIGURA 13. Atividade de $-1,3-glucanases (GLU) em folhas de tomate susceptivel, apés tratamentos com A.
*30 % VLA’, B. Ecolife®, C. *20 % MCp’, D. ASM. Setas indicam inoculagio com Xv em 4
DAP. Respostas enziméticas foram avaliadas 3 (apenas plantas tratadas), 6, 9 e 12
DAP. Barras de erros indicam o desvio padrio.
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Semelhante tendéncia foi evidenciada a 12 DAP nas plantas analisadas,
a despeito de um intrigante resultado mostrado por plantas controle pulverizadas
com é4gua e inoculadas, que acumularam cerca de 110 % do teor de lignina
registrado em plantas tratadas com ASM. O tratamento baseado em extrato
aquoso de pé de tecido obtido de vassoura-de-bruxa mostrou um significativo

resultado de indugdo de lignificagio de tecido foliar (Tabela 2).
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FIGURA 14. Atividade de fenilalanina aménia liases (PAL) em folhas de tomate
susceptivel, apés tratamentos com A. *30 % VLA’, B. Ecolife®, C.
20 % MCp’, D. ASM. Setas indicam inoculagio com Xv em 4
DAP. Respostas enzimaticas foram avaliadas 3 (apenas plantas
tratadas), 6, 9 e 12 DAP. Barras de erros indicam o desvio padrao.
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Com relagdo ao conteiido de fendis totais, houve um extensivo declinio
nos valores das plantas tratadas com todos as formulagGes testadas. Tanto a 9
quanto a 12 DAP, conteiido de fendis totais em folhas de plantas pulverizadas
com os extratos naturais estudados situou-se entre os maiores valores das

testemunhas, e os menores valores de plantas Ecolife® e ASM.
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TABELA 2. Efeitos de quimicos, extratos ¢ formulagdes naturais sobre a deposigdo de lignina (derivados
TGA) e conteiildo de fendis totais em folhas de plantas de tomateiro cv. Santa Cruz Kada
coletadas a 9 e 12 DAP. Efeitos de quimicos, extratos e formulagdes naturais sobre o teor de
pigmentos fotossintéticos em folhas, a 12 DAP

Lignina (ug 10” mg" FW) Fendis tt (pg 10" mg™ FW) Pigmentos fotossintéticos (ug mL™)

Clorof. A Clorof. B Carotendides
* Dias ap6s pulverizagdes (DAP)

! Tratamentos 9 12 9 12 12 12 12
Sadia 260£030b 3,75+0,09b 0,85+0,05ab 1,03+0,12ab 7,50+0,05b 3,70+ 0,32¢ 1,27 1 0,04ab
Controle 3,06+0,74ab 4,821+0,77ab 0,951 0,13a 1,23+0,11a 8,70+ 1,67ab 7,201+0,58ab 1,32+0,03ab
20% MCp 3,39+ 0,05ab 4,20+£0,97ab 0,75+,03abc 0,87 £0,06ab 9,90+ 1,46ab 4,92+0,79bc 1,49 10,092
20%MCp+Xv 4,021+0,36ab 547+0,56ab 0,86+0,05bc 0,8710,15ab 10,4+0,07ab 5,80+ 0,78bc 1,40 £ 0,04ab
30% VLA 4,17+022a 4,53+0,11ab 0,67+0,05bc 1,06+0,02ab 10,6+0,47ab 6,21 1£0,01abc 1,38 +£0,02ab
30% VLA+Xv 3,84+047ab 6,0210,07a 0,66+0,07bc 0,90+0,08ab 11,920,052 8,700,032 1,14 £ 0,24ab
Ecolife® 327+032ab 396+041a 0,60+£0,0ibc 0,74 £0,12b 10,30£1,07a 5,11 £0,54ab 1,40+0,03a
Ecolife® + Xv 3,83+£0242 4,48+0,50a 049+0,12c 0,81+0,03b 880+0,59a 4,22 0,12b 1,291+ 0,01a
ASM (02mg/mL) 3,43+0,22ab 4,06+0,11b 0,58+0,0lbc 0,794+0,02b 9,301 1,90ab 4,71£0,94bc 1,131£0,01b
ASM + Xv 3,39+0,74ab 4,39+0,11ab 0,54 +0,07c__ 0,83 +0,06ab 10,8+ 1,87ab 5,61+ 1,23bc 1,34+ 0,03ab

T Tratamentos foram pulverizados nas folhas 15 dias ap6s semeadura e plantas foram inoculadas com isolado
virulento de Xv 4 DAP.
2 Colunas com as mesmas letras ndo apresentam diferenga significativa pelo teste de Tukey (P=0,05).



Plantas tratadas com 30 % VLA’ e inoculadas mostraram pouco maior
teor de clorofila a e significativo maior teor de clorofila b, comparativamente
aos outros tratamentos. De um modo geral, as plantas pulverizadas por quimicos,
extratos e formulagGes naturais tenderam a manter um teor de clorofilas maior
do que nas testemunhas pulverizadas com 4gua, e controles pulverizados com
dgua e inoculadas. O mesmo ndo pode ser afirmado em relagio a manutengao
dos teores de carotendides, ja que as plantas infectadas e sadias revelaram muito
pouca diferenga entre seus teores. Mesmo assim, plantas tratadas com ASM,
curiosamente, mostraram baixos teores de carotendides em 12 DAP (Tabela 2).

Revelagdo em gel de enzimas relacionadas a patogénese de CHI (Fig.
15) e POX (Fig. 16), confirmou aumento de atividade especifica em plantas
submetidas aos tratamentos estudados. Nenhuma isoforma discrepante foi
evidenciada em plantas *20 % MCp’, 30 % VLA’, Ecolife® e ASM.

FIGURA 15. Eletroforese em condigdes nativas revelando isoformas de quitinases (CHI)
em plantas de tomateiro pulverizadas com 30 % VLA’. Quantidade de
proteina por pogo: 15 pg. Tempos foram esquematizados, 3 DAP (sadia e
tratada); 6 ¢ 9 DAP (sadia, controle inoculado, tratada, e tratada e
inoculada).
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FIGURA 16. Eletroforese em condigdes nativas revelando isoformas de
peroxidases (POX) em plantas de tomateiro pulverizadas com A.
*20 % MCp’ e B. ASM (0,2 mg mL™). Quantidade de proteina por
pogo: 15 pg. Tempos foram esquematizados 3, 6, 9 e 12 DAP
(sadia e tratada, ndo inoculada). Setas indicam isoformas ativas de
peroxidases.
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Géis revelando atividade POX de amostras enzimaticas provenientes de
plantas tratadas com "20 % MCp’, ’30 % VLA’ e Ecolife® mostraram um perfil
de bandas semelhante, com a revelagdo de 4 isoformas ativas. A Fig. 16 mostra
um perfil eletroforético de amostras *20 % MCp’, como ilustrago. Amostras de
plantas tratadas com ASM mostraram um perfil de bandas com possivelmente 5
isoformas ativas. Com relagdo ao padrio de isoformas CHI, todos os tratamentos
revelaram 2 isoformas marcantes e 4 discretas, com menor massa molecular
(Fig. 15). Densidade de zonas liticas reveladas levemente comprova os
resultados das atividades colorimétricas realizadas sobre as amostras de plantas
coletadas em ambas as enzimas trabalhadas em gel. Curiosamente, em repetidas
ocorréncias, foi relatado o aparecimento de isoformas discretas de quitinase em
plantas pulverizadas com 4gua, em contraste com as tratadas, e tratadas e
inoculadas. Figs 17 a 20 mostram registro visual do padrdo sintomatico

encontrado nos experimentos.

CONTROLE ()

MAD INDCULADA

FIGURA 17. Sintomas de mancha, causada por isolado virulento de X
vesicatoria, em folhas de tomateiro do 2° né a 9 DAL
Respectivamente, testemunha sadia, testemunha inoculada
(controle) e planta pulverizada com Ecolife® (5 mL L™)
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FIGURA 18. Sintomas de mancha, causada por isolado virulento de X
vesicatoria, em folhas de tomateiro do 2° né6 a 9 DAL
Respectivamente, testemunha sadia, testemunha inoculada
(controle) e plantas pulverizadas com A. ASM, B. °20 % MCp’ e C.
30 % VLA’.
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FIGURA 19. Sintomas de mancha, causada por isolado virulento de X. vesicatoria, em folhas do

3° n6 a 9 DAL Respectivamente, testemunha sadia, testemunha inoculada
(controle) e plantas pulverizadas com A. ASM, B. '20 % MCp’ e C. '30 % VLA,
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9 DAL

CONTROLE ()

FIGURA 20. Sintomas de mancha, causada por isolado virulento de X
vesicatoria, em folhas de tomateiro "St. Cruz Kada” do 3° n6 a 9
DAL Respectivamente, testemunha sadia, testemunha inoculada
(controle) e planta pulverizada com Ecolife® (5 mL LY.
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6 DISCUSSAO

Os resultados apresentados sugerem protegdio do tomateiro cv. Santa
Cruz Kada contra a mancha foliar bacteriana, em plantas pré-tratadas com os
componentes estudados, inclusive com aqueles que ndo receberam
caracterizago fisioldgica-enzimética. Na concepgdo dos tratamentos, foi
hipotetizada a obtengdo de eliciadores, como derivados de quitina provenientes
de carapagas de caranguejo (SIGMA) e tecido necrético desintegrado e
heterogéneo de S. lycocarpum mostrando sintomas de vassoura-de-bruxa e
cafeeiro acometido por ferrugem. Nesses ‘coquetéis’ de eliciadores pode-se
incluir numerosas moléculas soliveis, tais como peptideos, carboidratos,
glicoproteinas, lipideos e produtos diversos da interagiio planta-patégeno,
provenientes ou ndo de paredes celulares do hospedeiro ou do préprio patégeno.
Os quatro tratamentos mais promissores como ativadores de defesa de planta
foram 20 % MCp’, 30 % VLA’, Ecolife® e o ja comprovado ASM. *30 %
VLAF’ mostrou excelente performance na protegdo do tomateiro, entretanto,
estudos de sua agdo sobre o metabolismo da planta ainda estio em andamento.
Isto ndo impediu, contudo, que uma investigac#o preliminar sobre incidéncia de
proteinas com agdo eliciadora, ressuspensas neste extrato aquoso a frio, fosse
iniciada (resultados apresentados no Cap. 5).

Indugdo de resisténcia no tomateiro tratado foi associado, basicamente,
com aumentos de atividade de enzimas relacionadas a patogénese e PR-
proteinas, como relatado no aumento médio de atividades de POX, PPO, GLU,
CHI e significativos aumentos de deposigdo de lignina. A despeito da atividade
de PAL mostrar sempre um declinio em todos os pontos ao longo do periodo de

avaliagdo em dias adotado para avaliagdo, houve também uma indicagdo de
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indugdo de respostas diferenciadas da enzima, principalmente em plantas
pulverizadas com ASM.

Inibicdo de crescimento in vitro de Xv foi observada em Ecolife® e *30
% EFID’, sugerindo que esses compostos poderiam agir diretamente sobre a
bactéria, mesmo apds 4 dias de intervalo entre as pulverizagbes e desafio.
Embora ASM dé suporte a hipétese de indugdo de resisténcia como ativador de
plantas, o0 mesmo ndo pode ser dito a respeito de Ecolife® e "30% EFID’,
considerando as premissas de classificagdo de um indutor de resisténcia sugerido
por Kessman et al. (1994), uma vez que foi comprovado um efeito
bacteriostatico a partir da formulagiio e do extrato natural. Realmente, foi
hipotetizado que altas concentragdes de polifendis e moléculas correlatas
observadas em *30 % EFID’ e Ecolife® induziram toxidez imediata em coldnias
de Xv. E bem relatado que tecido foliar de café apresenta elevado conteudo de
fendlicos (Aerts e Baumann, 1994).

Resisténcia pode ser induzida em plantas nas quais faltam genes de
resisténcia, por inoculagdo com microrganismos n3o patogénicos, por
inoculagbes com patdgenos restritos e por quimicos (Kessman et al., 1994;
Hammerschmidt, 1999). Muitos oligossacarideos, proteinas e glicoproteinas
originados de fungos e bactérias podem funcionar como eliciadores ndo
especificos, para induzir respostas de defesa em plantas que carreguem genes R
ndo especificos (Heath, 2000; Niimberger ¢ Brunner, 2002). Quitina, um
polissacarideo linear, composto de residuos de 2-acetamido-2deoxi-B-D-
glucopiranose (GIcNAc) em ligagdes P(1-4), e quitosana, um polissacarideo
parcialmente N-acetilado derivado da quitina, composto por ligagdes B(1-4) de
GlcNAc e 2-amino-2-deoxi-B-glucopiranose (GIcN), sdo componentes de parede
celular fingica e sdo relatadas como supressores de muitas doengas de planta,
por sua participagdo em indugdo de resisténcia em plantas (Benhamou et al,

1998; Ben-Shalon et al., 2002). Derivados comerciais de acibenzolar-S-metil
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(ASM) tém sido exaustivamente estudados ao longo dos anos como potencial
indutor quimico de resisténcia e iniciador de SAR (Benhamou e Bélanger, 1998;
Godard et al., 1999; Cole, 1999; Anfoka, 2000; Resende et al., 2002). Varios
quimicos, incluindo B-aminobutirico (BABA), B-tiouracil, &acido 2,6-
dicloroisonicotinico (INA), silicatos e fosfatos tém sido relatados também como
indutores de resisténcia contra patdgenos, quando aplicados em plantas. No
entanto, somente INA e ASM mimetizam o passo do acido salicilico (Fawe et
al., 1998; Cole, 1999; Bécot et al., 2000). Uma func¢do do 4cido salicilico (SA)
como sinalizador endégeno para SAR foi comprovado pelo uso de um gene
bacteriano, nahG, codificando hidroxilases de salicilato, as quais removem AS
por conversdao a catecol. Plantas transgénicas de fumo e de Arabidopsis
expressando nahG, acumulando muito pouco AS apés infecgdo pelo patégeno,
falham em expressar genes PR, e ndo desencadeiam SAR (Durrant e Dong,
2004). Alguns autores relataram que silicato de potassio pode estimular
mecanismos de defesa de plantas, incluindo a superprodugdo de compostos
fendlicos, o aumento da atividade enzimatica, como POX e CHI, bem como o
acimulo de lignina (Chérif et al., 1994; Fawe et al., 1998; Epstein, 1999).

No presente trabalho, o aumento nas respostas de atividades de enzimas
relacionadas a patogénese foi observado poucas horas apds a exposi¢do das
plantas aos quimicos, extratos e formulacGes testados, previamente avaliados
como eficazes na redugdo de progresso de doenca. Além disso, houve deposi¢io
de lignina em folhas coletadas aos 9 e 12 DAP, mostrando alguma relagdo com o
proeminente aumento de POX e respostas menos vigorosas de PPO e PAL.
Atividades aumentadas de POX, PPO e PAL, resultando em reforgo da parede
celular, tém sido associados com inducdo de resisténcia local e sistémica
(Anterola e Lewis, 2002). POX tém sido associada com varios processos
fisiolégicos tais como, deposi¢do de lignina e suberina frente a aclimatagdo a

estresses bidticos e abidticos, como ataque de patdgenos (Boudet, 1998) e



restrigao hidrica causada por salinidade (Cavalcanti et al., 2004). Em plantas,
PPO tem sido associada também a lignificag@o, além de ser um fator na protegao
de plantas injuriadas contra outros organismos invasores, pela agdio toxica de
quinonas reativas produzidas a partir da catalise de compostos fenolicos (Mayer
e Staples, 2002). .

PAL ¢ uma enzima chave da rota dos fenilpropandides, envolvida na
produgdo de compostos secundarios relacionadas a defesa de plantas, incluindo
o SA, fitoalexinas e mondmeros de lignina (La Camera et al., 2004). De fato,
houve uma redugio extensiva no acimulo de fendlicos das plantas tratadas
(Tabela 2). Foi hipotetizado que o desbalango entre a produgdo e o consumo de
intermediarios fendlicos pode ter contribuido na queda de compostos fendlicos
totais, mais do que isto, maiores atividades de enzimas do donwstream da via de
fenilpropandides, como sintases de chalcona (CHS), desidrogenases de alcool
cinamilico e a propria POX poderia ter promovido um efeito de dreno sobre os
substratos fendlicos soliveis. Como evidéncia, em banana desafiada com
Pseudomonas fluorescens e Fusarium oxysporum f. sp. cubense, foi observada
uma redugdo no conteido de fendlicos, apés um aumento proeminente na
atividade de POX, e redugdo da atividade de PAL (Thangavelu et al., 2003). Em
pimenta inoculada com um isolado galiciano de Phitophthora capsici (Gayoso et
al., 2004), a despeito do aumento de compostos fendlicos nas folhas, foram
relatados menores valores de compostos fenélicos totais em tecidos onde foram
verificados picos de atividade de POX, em similaridade com dados relatados no
presente trabalho. Naturalmente mais investigagdes devem ser feitas para
elucidar as causas da redugio de fendis totais nas plantas tratadas.

Plantas respondem a patogenos com a ativagdo de uma rede de respostas
inatas que pode ser expressa localmente, no sitio de infecgdo de invasio do
patégeno, bem como sistemicamente, em tecido ainda ndo infectado (Maleck e

Lawton, 1998). Quitinases e glucanases de planta participam de sistemas de
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defesa com fatores de hidrélise sobre componentes de parede celulares fingicas
e bacterianas, e tém uma importante fungio dentro do arsenal de contra-ataque
das plantas. Quitinases de planta prontamente liberam oligémeros de quitina a
partir de segmentos de parede celular fingica, além de possuir atividade
lisozimica sobre paredes celulares bacterianas, sugerindo uma evidéncia indireta
de atividade antibacteriana da enzima (Schlumbaum et al., 1986; Herget et al.,
1990, Stintzi et al., 1993). Existem também relatos de endoquitinases purificadas
processando atividade lisozimica e hidrolizando ligagdes f3-1,4 entre N-
acetilmuramico e N-acetilglicosamina, dentro em peptideoglicanos de parede
celular bacteriana (Majeau et al., 1990). Resultados de CHI ¢ GLU induzidas
pelos tratamentos estudados em folhas de tomateiro cv. Santa Cruz Kada
reforcam que, além de sua aplicagdo no controle de doenga causada por bactéria,
tais quimicos, formulagdo e extratos naturais poderiam ser aplicados também

buscando controlar doengas causadas por fungos.
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7 CONCLUSOES

Em conclusdo, os tratamentos investigados no presente trabalho s&o, em
maior e menor nivel, efetivos na protegio do tomateiro susceptivel contra
infeccdo bacteriana causada por um isolado virulento de Xanthomonas
vesicatoria.

Tratamentos com os melhores percentuais de protegdo, "20% MCp’,
*30% VLA’, ASM e Ecolife®, mostraram respostas de indugéo de resisténcia.
Essas respostas de redugdo de progresso de doenga parecem estar associadas
com a mobilizagio de defesa bioquimica da planta, evidenciada pelas respostas
de enzimas relacionadas  patogénese, como POX, CHI, GLU, PPO e PAL, e

deposigdo significativa de lignina em tecidos foliares.
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CAPITULO 3

ATIVIDADES DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES E RESPOSTAS
FOTOSSINTETICAS EM TOMATEIRO PRE-TRATADO COM
INDUTORES DE RESISTENCIA E INFECTADO POR ISOLADO
PATOGENICO DE Xanthomonas vesicatoria
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1 RESUMO

CAVALCANTI, F. R. Atividades de enzimas antioxidantes e respostas
fotossintéticas em tomateiro pré-tratado com indutores de resisténcia e infectado
por isolado patogénico de X. vesicatoria. In:___. Resisténcia induzida a
Xanthomonas vesicatoria em tomateiro e Verticillium dahliae em cacaueiro
por extratos naturais: caracterizagio bioquimica, fisiologica e purificaciio
parcial de eliciadores protéicos. 2005. Cap. 3, p. 92-123. Tese (Doutorado em
Fitopatologia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. *

A habilidade de acibenzolar-S-metil (ASM) e extratos naturais em
reduzir o progresso da mancha foliar bacteriana preservando os processos
fotossintéticos e de trocas gasosas foi investigada, € niveis relativos de tolerdncia
foram considerados. Plantas foram pulverizadas com ASM (0,2 mg mL') e
extratos aquosos, a quente (’30 % VLA’) e a frio (30 % VLAF’), provenientes
de p6 de tecido de S. Iycocarpum infectado por C. perniciosa. Com isso, foi
avaliada a competéncia das plantas tratadas em aumentar as atividades de
enzimas relacionadas ao metabolismo de alivio oxidativo, tais como dismutases
de superéxido (SOD), catalases (CAT), peroxidases de ascorbato (APX). O
contexto metabdlico desses aumentos de atividade foi discutido. Plantas foram
pulverizadas com os extratos e, 4 dias apds, foram desafiadas por um isolado
virulento de X, vesicatoria. Experimentos de quantificagio de doenga
confirmaram que plantas pré-tratadas reduziram efetivamente o progresso da
doenga causada pela bactéria. Diferengas significativas entre plantas tratadas e
ndo tratadas refletiram-se nos indicadores de trocas gasosas e parametros de
fluorescéncia da clorofila a. Plantas tratadas com agua e inoculadas (controle)
mostraram decremento na assimilagio de CO,; taxa de transpiragao, condutincia
estomatica e taxa fotossintética. Eficiéncia do uso de dgua e eficiéncia de
carboxilagio foram também fortemente afetadas em plantas controle, em
comparagdo com as plantas pré-tratadas, que mantiveram patamares encontrados
na testemunha sadia. ASM e extratos naturais induziram em plantas efetivo
aumento de atividade nas enzimas estudadas somente ap6s 48 horas, sugerindo
uma participagio enzimatica na mitigac3o oxidativa e reduciio do desnivel
fotossintético imposto pela expansdo da les@o, em um relativo componente de
tolerancia acrescentada  resisténcia induzida pelos tratamentos estudados.

* Comité de Orientagiio: Mario Lucio Vilela de Resende — UFLA (Orientador); Denilson
Ferreira de Oliveira - DQI/UFLA.
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2 ABSTRACT

CAVALCANTI, F. R. Antioxidant enzyme activities and photosynthetic
responses in tomato infected by a pathogenic X. vesicatoria strain and pre-
treated by chemical and natural resistance indutors. In:__ . Resisténcia
induzida a Xanthomonas vesicatoria em tomateiro e Verticillium dahliae em
cacaueiro por extratos naturais: caracteriza¢io bioquimica, fisiolégica e
purificacdo parcial de eliciadores protéicos. 2005. Cap. 3, p. 92-123. Tese

(Doutorado em Fitopatologia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. *

The ability of chemical and natural extracts to reduce bacterial leaf spot
and keep up photosynthetic processes was investigated, and the relative levels of
tolerance evaluated. Plants were sprayed with acibenzolar-S-metil (0.2 mg
ASM/mL) and aqueous extracts from flour of witches broom infected tissue
("30% VLA’ and "30% VLAF’) from necrotic branches of Solanum lycocarpum.
Further, the competence of treated plants to enhance activities of main
antioxidant enzymes, superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), phenol
peroxidase (POX) and ascorbate peroxidase (APX) was measured as well. Plants
were sprayed with treatments and, 4 days after pulverizations, were challenged
with a virulent Xanthomonas vesicatoria strain. Disease assessment experiments
confirmed that pre-treated plants showed effective reduction of bacterial lesion.
Significant differences between treated and not treated plants regarding gas
exchange photosynthetic indicators and chlorophyil a fluorescence paramenter
were observed. Infected not treated plants showed decreased CO, assimilation,
transpiration rate, stomatal conductance and photosynthetic rate. Water use
efficiency and carboxylation efficiency were also strongly affected in infected
plants and maintained at healthy plant level in pre-treated plants. ASM and
natural extracts did induce effective increase in all antioxidant enzyme activities
only after 48 hours, showing typical response of delayed enzymatic reaction
from an compatible plant-pathogen interaction. Our results suggests that
increased antioxidant enzyme activities might play an oxidative mitigation role
on reduction of photosynthetic unbalance imposed by expansion of bacterial
lesion, in a relative component of tolerance added to established resistance
inducted by studied treatments.

* Guidance Committee: Mério Licio Vilela de Resende — UFLA (Adviser); Denilson
Ferreira de Oliveira - DQI/UFLA.
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3 INTRODUGCAO GERAL

Quando plantas sdo atacadas por patégenos, elas podem responder com
a ativagio de uma variedade de mecanismos de defesa, incluindo a rapida
;irodut;ﬁo e acumulagdo de espécies ativas de oxigénio (ROS). Geragdo de ROS
¢ considerada um evento prematuro que pode influenciar fundamentalmente o
balango da interagdo entre patégeno e hospedeiro (Bolwell, 1999; Gayoso et al.,
2004). ROS sio predominantemente representados pelo radical anion superdxido
(0y), peréxido de hidrogénio (H,0,), radical hidroxila ('OH) e oxigénio singlet
('0,). Essas espécies reativas tém sido descritas como ubiquas em sistemas de
defesa de plantas, assim como responsiveis pela iniciagdo de degradag@o
oxidativa em organelas expostas a estresses bidticos e abiéticos (Bolwell, 1999;
Cavalcanti et al., 2004). A explosdo oxidativa inicial em tecidos de gendtipo
resistente a doencas lanca rapidamente O;" e H,O, no ambiente celular, os quais
participam, em uma interagdo incompativel planta-patégeno, como mediadores
da resposta hipersensitiva (HR) (McDonald et al., 2002). Exploséo oxidativa e
HR tém sido relatados como tendo associagdo em morte celular programada
(PCD), além de ter envolvimento em muitas modificagdes fisiolégicas e
moleculares aparentes em um componente de morte celular imbuida no sistema
de defesa vegetal (Richael e Gilchrist, 1999; Neill et al., 2002).

Produgdo de H,0, leva ao répido reforgo de parede celular, por seu
~ envolvimento com as reages oxidativas de cross-linking de mondmeros de
parede celular, causando, ainda, langamento de calcio do vaciiolo para a matriz
celular, fendmeno este com importancia central nos processos de transduggo de
sinal de defesa (Vanacker et al., 1998). Da mesma forma, a produgéo de
fitoalexinas, enzimas hidroliticas, PR-proteinas, inibidores de proteases e

deposigao de lignina e calose em paredes celulares do hospedeiro contribuem em
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conjunto para a resisténcia contra ataque de patogenos (Richael e Gilchrist,
1999).

Plantas possuem uma matriz complexa de antioxidantes enzimaticos e
ndo enzimaticos que podem proteger células dos danos oxidativos, por remogio
de ROS. Defesas enzimaticas incluem enzimas antioxidantes como as
peroxidases de fendis (POX, EC 1.11.1.7), peroxidases de ascorbato (APX, EC
I.11.1.1), peroxidases de glutationa (GPX; EC 1.11.1.9), dismutases de
superoxido (SOD; EC 1.15.1.1) e catalases (CAT; EC 1.11.1.6), as quais podem,
Juntamente a outras enzimas envolvidas no ciclo do ascorbato-glutationa,
promover remogdo de ROS (Herndndez et al., 2001). POX é amplamente
distribuida nas plantas superiores e protege células contra a influéncia destrutiva
do H,O, catalisando sua decomposi¢do em égua, através da oxidacdo de
substratos fenolicos (Sudhakar et al., 2001; Lin e Kao, 2002). SOD catalisa a
dismutacdo do O, a H,0, e oxigénio molecular. CAT esta presente nos
peroxissomos de células aerdbicas e ausentes nos cloroplastos (Dionisio-Sese e
Tobita, 1998). APX e CAT podem proteger a célula de concentragdes
desbalanceadas de H,O, catalisando sua decomposi¢io em O, ¢ H,O (Foyer e
Noctor, 2000). O sistema de defesa antioxidante inclui também moléculas
antioxidantes, tais como carotenéides, ascorbato, glutationa e tocoferdis (Noctor
e Foyer, 1998).

Além dos eventos iniciais de explosdio oxidativa e resposta
hipersensitiva, reagdes de resisténcia sistémica adquirida (SAR) desenvolvem-se
tanto localmente quanto sistemicamente em resposta a patogenos causadores de
lesdes necrdticas, em fendmeno coordenado de indugdo de resisténcia
(Hammond-Kosack e Parker, 2003). Tal resisténcia é freqiientemente associada
a produgdo de PR-proteinas, em processo mediado via acumulacdo de acido
salicilico (Durrant e Dong, 2004). Componentes quimicos como derivados de

acibenzolar-S-metil (ASM), 4cido isonicotinico (INA) e metil jasmonato (MeJa)
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podem induzir defesa, mimetizando o papel do AS (Hwang et al., 1997).
Eliciadores biéticos exdgenos podem induzir SAR. Eliciadores sio o sinal de
reconhecimento bioguimico inicial, que dispara uma rea¢do de contra-ataque da
planta contra invas3es por microrganismos patogénicos. Ao lado dos ativadores
quimicos e eliciadores especificos, a pesquisa tem demonstrado que plantas
podem envolver reconhecimento por numerosos componentes derivados da
superficie de microrganismos, capazes de promover aumento de resisténcia em
hospedeiros e ndo hospedeiros. Tais eliciadores incluem glicoproteinas,
peptideos, lipideos e carboidratos fragmentados de paredes celulares, advindos
tanto de planta quanto de patogenos, ocasionalmente concentrados ¢
experimentados em extratos naturais e filtrados (Benhamou et al., 1998; Ben-
Shalon et al., 2002; Heath, 2000; Bautista-Baiios et al., 2003).

Resultados em estudo preliminar mostraram que ASM e extratos
aquosos provenientes de pé de tecido necrético de ramos de S. lycocarpum
infectado por Crinipellis perniciosa protegem efetivamente tomateiro
susceptivel contra a mancha foliar bacteriana. Com isso, o objetivo deste
presente estudo, foi determinar quéo afetado é o processo fotossintético, em
plantas de tomateiro tratadas e néo tratadas por ASM e extratos naturais, antes €
depois do aparecimento dos sintomas visiveis. Para isto, foram avaliados
pardmetros de trocas gasosas € fluorescéncia de clorofila a. Ainda, foram
avaliadas atividades de enzimas relacionadas ao metabolismo de alivio
oxidativo. Na pesquisa, foi hipotetizado que a presenga de ROS em estagios
tardios ap6s inoculagdo com o patogeno, represente muito mais fonte de estresse
oxidativo causado pela colonizagio do patogeno nos tecidos foliares, do que
indicagdo de explosdo oxidativa ou HR. Ao mesmo tempo, aumento de atividade
de enzimas relacionadas ao alivio oxidativo, poderia indicar um ganho de

tolerincia oxidativa por parte das plantas tratadas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal e condicdes de crescimento. Manuten¢io e inoculacio
do isolado de X vesicatoria

Em experimentos de protegdo de planta, conduzidos em casa de
vegetagfio, plantulas de tomate cv. Santa Cruz Kada, susceptiveis & mancha
foliar causada por Xanthomonas vesicatoria, foram mantidas em recipientes de
3L em substrato composto de areia, matéria organica seca e vermiculita (2:1:1).
O experimento, neste caso, foi delineado em DBC, com 5 blocos, sendo
considerada como unidade experimental um recipiente contendo 4 plantas.

Para experimentos de coleta de tecido foliar fresco, sementes de tomate,
cv. Santa Cruz Kada, foram imersas em EtOH 1% v/v e hipoclorito de sédio
0,1% v/v, por 1 minuto e, entdo, lavadas com 4gua destilada e germinadas em
recipientes de 400 mL, contendo areia textura média exaustivamente lavada e
esterilizada. Apés emergéncia, as plantulas foram regadas diariamente com 1/10
da solucdo nutritiva de Hoagland (Hoagland e Amon, 1950). As plantas foram
mantidas em casa de vegetagdo com média de temperatura dia/noite de 3 1/24°C,
umidade relativa de 43/85%, fotoperiodo de 12 horas, aproximadamente, e uma
média de densidade mixima de fluxo de fotons de 310-400 pmol m? s?,
medidos ao nivel da planta (IRGA modelo LCA-4, Hoddesdon, UK). O
experimento foi instalado em DBC, com 3 blocos e 1 unidade experimental com
um recipiente de 400 mL, contendo 1 tnica planta.

Um isolado virulento de Xanthomonas vesicatoria foi mantido em agar
dextrose-nutriente (NYA), em cimara de crescimento regulada em 4°C apés
isolamento, a partir de material infectado e ulterior confirmagio por testes
quimicos. Inéculo foi preparado a partir de células situadas na fase log inicial, as

quais foram obtidas pelo crescimento do isolado virulento em um meio nutriente
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de levedura, incubado a 26°C em um agitador orbital ajustado para 200 rpm, por
12 h. Bactérias foram entdo concentradas por centrifugagio (2x, cada qual a
3000 x g por 5 min), e ressuspensas em agua estéril. A concentragao foi ajustada
pela diluicdo da suspensdo com ODsy fixada em 0.20 (10® ufc mL™). 50 mL da
suspensdo ajustada foram atomizadas em folhas de plantas de tomate com 15
dias da semeadura, até o ponto de escorrimento. Imediatamente plantas foram
transferidas para uma cimara de incubagdo com 33/30°C e 95/100 % de umidade
relativa, onde permaneceram por 12 h. Em seguida as plantas foram

transportadas de volta & casa de vegetagdo.

4.2 Descrigao dos tratamentos

ASM foi fornecido como 50% de ingrediente ativo em uma formulaggo
comercial em granulo seco. Para pulverizages foliares, um volume suficiente de
uma solugdo foi completado com dgua destilada para uma concentragdo final de
0.2 mg ASM mL™.

Tecido caulinar de lobeira (S. Jycocarpum), arbusto hospedeiro silvestre
de C. perniciosa, densamente infectado e necrosado por este fungo, foi coletado
para secagem a 60°C por 24 horas e posterior trituragdo seguido de moagem. o
sintoma de interesse produzido pela interagdo patégeno-hospedeiro foi
caracterizado pelo superbrotamento de ramos e entrends, hiperplasia e
hipertrofia celular, caracterizando ‘vassoura-de-bruxa’, em seu estigio de
‘vassoura seca’. A pé obtido do tecido necrosado foi armazenado sob

- refrigeragdio a 4°C.

120 g do pé obtido foram divididos em 8 aliquotas de 15 g, com cada
aliquota sendo ressuspensa em aproximadamente 50mL de agua em erlenmeyer
de 250mL. Os erlenmeyers foram entdo dispostos em agitador “orbital, onde
sofreram agitagdo de 130rpm durante 5 horas. Em seguida, o extrato foi filtrado

a vacuo em sistema funil com novelo de algoddo acoplado a um kitazato, para
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separa¢do dos residuos. Por fim, a amostra foi congelada em freezer -20°C para
uso experimental, com o tratamento sendo denominado ‘30% VLAF".

90 g do p6 obtido foram ressuspensos em 300 mL de dgua destilada e
transferidos para um baldo volumétrico de 1L. O conjunto recebeu tratamento
térmico de 100°C durante 1 h, em refluxo. Apds resfriamento, o extrato foi
filtrado a vacuo em sistema funil com novelo de algodio acoplado a um kitazato,
para separagao dos residuos. Apds o resfriamento, a amostra foi congelada em
freezer -20°C para uso experimental, com o tratamento sendo denominado ("30%

VLA").

4.3 Coleta de material fresco para determinacgdes enzimaticas

Plantas de tomate cv. Santa Cruz Kada, 15 dias aps semeadura, foram
pulverizadas com ‘30% VLA’; 30% VLAF" e ASM (0,2 mg mL") até o ponto
de escorrimento. Plantas tratadas e testemunhas pulverizadas com éagua
(controle) foram coletadas em 1, 4, 8, 12, 24 e 48 horas apés pulverizagdes
(HAP), continuando em 3, 6, 9 e 12 dias apds as pulverizagdes (DAP).
Tratamentos pulverizados e inoculados foram coletados somente em 6, 9 ¢ 12
DAP. A inoculagdo com a suspensio de Xv foi conduzida 4 DAP em plantas
tratadas e testemunhas pulverizadas com 4gua destilada. Antes de cada coleta, as
9:00 h, as plantas foram transferidas para uma cdmara de crescimento ajustada
para 27°C, 75 % de umidade relativa e 230 pmol m™ s de densidade de fluxo de
fotons, por 1 hora. Em seguida, as folhas foram coletadas, homogeneizadas e
amostradas, congeladas em nitrogénio liquido e imediatamente utilizadas para

determinagdes bioquimicas.

4.4 Determinagoes enzimaticas
Material foliar foi homogeneizado por meio de almofariz e pistilo em 3

mL de tampdo acetato de sédio 50 mM pH 5,2 contendo EDTA 0,1 mM durante
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5 minutos, sobre um banho de gelo. Apés filtragdo em pano de trama fina, a
solucdo foi centrifugada a 13000 g por 15 min e o sobrenadante foi usado como
fonte enzimatica. Todos os passos foram executados.em 0-4°C. Proteina solivel
contida nos extratos foi aferida pelo ensaio de Bradford (1976), usando um
padrio de albumina sérica bovina (BSA).

Atividade de catalases foi determinada pela adigdo de 50 puL de extrato
enzimatico para completar 3 mL de uma solugao contendo tampéo fosfato de
potassio 50 mM, pH 7,0 e H;O; 20mM. Apés incubagdo a 30°C por 2 min, foi
medido o decréscimo na absorbancia a 240 nm (Havir ¢ McHale, 1987). A
atividade de CAT foi calculada utilizando-se coeficiente de extingdo molar de 36
x 10° mM"' cm™ e expressa em pmol de H;0; oxidado mgP™ min™'. A atividade
de dismutases de superdxido foi determinada pela adigdo, em cavidade de micro-
placa de 96 pogos, de 50 pL do extrato enzimitico a uma solugdo contendo L-
metionina 13mM, 75 pL de cloreto de p-nitro blue tetrazolium (NBT), 100 pM
EDTA e riboflavina 2 pM em tampdo fosfato de potassio 50 mM, pH 7,8. A
reagio teve lugar em uma cdmara densamente iluminada por lﬁmﬁada
fluorescente de 30 W a 25°C. A reagio foi iniciada pela ativagdo da lampada
durante 5 min, de acordo com a metcdologia de Van Rossun et al. (1997). A
formazana azul produzida pela fotorredugso do NBT foi medida pelo aumento
da absorbancia a 620 nm em um leitor EIA, com filtro compativel. Controles da
reagdo ndo receberam extrato enzimatico. Placas com os brancos receberam a
mesma combinagdo de mistura, porém foram mantidas no escuro. Unidade de
atividade SOD (UA) foi definida como sendo a quantidade de enzima requerida
para 50 % de inibi¢do da fotorredugio do NBT, em comparagdo com o0s
controles. A atividade da enzima foi expressa em UA mgP” min™. Atividade de
peroxidases de ascorbato foi determinada pela adi¢do de 100 pL da preparagdo
enzimatica para completar 0,5 mL de uma solugio contendo 4cido ascorbico 0,5
mM diluido em tampdo fosfato de potassio 50 mM, pH 6,0, e H,O; 2mM. O
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decremento na absorbancia a 290 nm foi monitorado no intervalo entre 10 — 180
segundos (Nakano e Asada, 1981, modificado por Koshiba, 1993). Atividade de
APX foi determinada em comparagdo com uma curva padrio de ascorbato
(preparada a partir de uma solu¢do-mae de 1 mM). e expressa como mM de
ascorbato (oxidado) mgP" min”. Todas as atividade enzimaticas foram
ensaiadas em triplicatas.

Eletroforese em gel de poliacrilamida, em condi¢des nativas, foi
ensaiada de acordo com Laemmli (1970), usando-se um gel de separacdo de
12,5% sobreposto por um gel de empilhamento de 5%. Extratos enzimaticos
foram preparados em presenga de azul de bromofenol e glicerol, sendo
centrifugados em breve rotagdo antes da corrida. Um volume referente a um
valor fixo de 15 pg de proteina de cada amostra foi adicionado aos pogos do gel
de empilhamento. Para revelacio de atividade de dismutases de superéxidos no
gel foi utilizado 40 mL de uma solucdo consistindo de uma pastilha de NBT
(Sigma, 10mg de reagente por tablete), 4mg de riboflavina e dgua Milli-Q (q.s.p.
40 mL), de acordo com Martinez et al. (2001). Em seguida o conjunto foi levado
para uma camara iluminada por uma lampada fluorescente de 30W, onde
recebeu luz direta por 5 minutos. A reagio foi interrompida por lavagem com

agua destilada.

4.5 Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

Ap0s pulverizagGes dos tratamentos e inoculagdo com o patdgeno, trocas
gasosas e fluorescéncia da clorofila a foram monitoradas em folhas de tomateiro
cv. Santa Cruz Kada; aos 6, 12 e 18 DAP, sob condigGes controladas em casa de
vegetagdo (densidade de fluxo de fétons 310-400 pmol m™ s, 28°C e 75 % UR)
sempre as 8:00 a.m. Medidas de trocas gasosas foram conduzidas em folhas
juvenis marcadas e identificadas. As folhas foram colocadas no interior de uma

cubeta com microambiente controlado, onde um pequeno ventilador foi
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responsivel pela manutengdo de um fluxo de ar sobre a cubeta. Um aparelho
IRGA (modelo LCA-4, Hoddesdon, UK), registrou dados de taxa de
transpiragdo (E), condutincia estomatica (GS), taxa fotossintética (A) e CO;
subestomatico (Ci). Eficiéncia do uso de 4gua foi calculada pela relacio A/E, e
eficiéncia de carboxilagdo foi calculada pela relagio A/Ci. Medidas de
fluorescéncia foram conduzidas por uso de um Fluordmetro PEA (Plant
Efflciency Analyser, Hansatech, King’s Lynn, Norkfolk, UK), pelo uso do
método de saturagiio de pulso, em outras folhas marcadas, apos medidas de
trocas gasosas. Fluorescéncia das clorofilas foi inicialmente impedida por
grampos escurecedores, acoplados sobre o limbo foliar, durante 30 min.
Imediatamente antes do registro de dados, folhas receberam uma exposicdo de
10 seg de uma luz actinica, de 270 pmol m? s”. O rendimento quéntico méximo
do PSH [Fv/Fm = (Fm — Fo)Fm] e a fluorescéncia minima Fo foram

quantificados.

4.6 Delineamento experimental e métodos estatisticos

Delineamento em blocos casualizados foi utilizado nos experimentos de
quantificagdo de doenga e experimentos de época de coleta de material vegetal,
envolvendo plantas tratadas (pulverizadas), plantas tratadas e inoculadas;
testemunhas (controles) pulverizadas com 4gua e pulverizadas com agua e
inoculadas. Estatistica descritiva, analise de varidncia, testes F e Tukey ao nivel
de significancia de 5 % foram conduzidos utilizando-se o procedimento general
linear model (GLM) do SAS (Statistical Analysis System Inc., Cary, NC, USA).
Quando efeitos de tratamentos foram diferentes (P<0,05), médias foram
comparadas pelo teste t de Student (minima diferenca significativa), com o
auxilio do SISVAR (© Daniel Furtado Ferreira, 2003), ads niveis de
significincia de 0,1, 1 ¢ 5 %.
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S RESULTADOS

Confirmando resultados dos experimentos de quantificagdo de doenga
realizados previamente, tratamentos foram novamente efetivos na redugdo de
drea lesionada por Xv em folhas de tomateiro susceptivel. Percentagens de
protegdo induzidas por ASM (0,2 mg mL™), 30 % VLAF’ e 30 % VLA’
atingiram valores de 45,5 %, 42,1 % e 30, 6 %, respectivamente, em um total de
6 avaliagGes realizadas. Plantas pulverizadas com os tratamentos mostraram em
todas avaliagSes uma menor severidade de doenca, em comparagio com o
controle pulverizado com 4gua e inoculado. Sintomas iniciais de mancha foliar
surgiram, da mesma forma que em experimentos anteriores, cerca de 48 h apés a
inoculagdo. Nenhum dos tratamentos influenciou negativamente a fisiologia da
planta, em termos de crescimento relativo e aciimulo de massa na parte aérea.

Foi observado um rapido decremento nas atividades de SOD e CAT em
folhas de tomateiro cv. Santa Cruz Kada (Fig. 1) tratadas. Plantas pulverizadas
com ASM e 30 % VLA’, mostraram decréscimo significativo na atividade de
SOD, logo a 1 HAP, mantendo patamares menores em torno 1,5 vezes em
relagdo & testemunha sadia até 12 h, onde se seguiu uma visivel recuperagdio
(Figs. 1D e 1F). Plantas inoculadas com Xv confirmam uma menor diferenga
com relagdo as testemunhas sadias, no entanto, sem atingir os patamares das
plantas tratadas com ASM e "30% VLA’ (Figs. 1B e 1E). Também considerando
o tempo de avaliag@o em horas, plantas tratadas com ‘30 % VLA’ mostraram um
oscilante decréscimo nos valores de atividade de CAT, sustentado por 12 h,
incluindo uma queda preeminente exatamente em 12 HAP, quando valores de
atividade das testemunhas n3o inoculadas e pulverizadas com “dgua (sadias)
atingiram aproximadamente 5 vezes o valor das plantas tratadas por 30 %
VLA'(Fig. 1A).
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FIGURA 1. Estagios iniciais de atividades de (A, B e C) catalases (CAT) e (D, E
e F) dismutases de superéxido (SOD) em folhas de tomate
susceptivel a Xv, ap6s tratamentos-com A, D. *30 % VLA’; B, E.
inoculagdo com Xv; C, F. ASM. Respostas enzimdticas foram
avaliadas 1, 4, 8, 12, 24 ¢ 48 HAP. Barras de erros indicam o
desvio padrio.
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Apés 12 h, seguiu-se a recuperagdo e aumento das atividades de CAT e
SOD nas mesmas plantas. Plantas tratadas por ASM revelaram ténue incremento
na atividade de CAT logo a 1 HAP, brutalmente interrompido por uma queda em
12 HAP (Fig. 1C). Plantas inoculadas ndo mostraram tendéncias claras, em
relagdo a testemunha pulverizada com agua (sadia), entretando também nestas
plantas foi observada uma discreta queda na atividade a 12 HAP. Respostas
horérias de atividade de APX ndo foram medidas, porém pré-ensaios ndo
revelam diferenca visivel entre plantas pulverizadas com agua e plantas tratadas
com ASM/VLA, nas primeiras HAP. Experimentos complementares devem ser
conduzidos para confirmar resultados de atividade de APX em HAP.

Com relagdo ao pré-tratamento com ASM e 30 % VLA’ apos 48 h,
respostas de atividades de enzimas relacionadas ao alivio oxidativo, em plantas
tratadas e plantas tratadas e inoculadas, revelaram tendéncia de aumento em
relagdo as testemunhas pulverizadas com agua, e pulverizadas com édgua e
inoculadas (Fig. 2). A despeito de uma diferenga significativa em 9 DAP,
plantas tratadas por ASM/VLA, e tratadas por ambos e inoculadas com Xv
mostraram uma tendéncia significativamente maior dos valores de atividade de
SOD, em comparagdo com as testemunhas pulverizadas com dgua, e
pulverizadas com agua e inoculadas (Figs. 2E e 2F). Plantas tratadas com ASM
e 30 % VLA mostraram significativos aumentos também em valores de
atividade de CAT (Figs. 2C e 2D). Respostas de CAT em plantas tratadas com
30 % VLA’ decresceram levemente a partir de 6 DAP, quando atingiram um
pico 2 vezes o valor do controle pulverizado com 4gua. De maneira diferente,
ASM induziu aumento a partir de 6 DAP em plantas tratadas e ndo inoculadas.
Plantas tratadas com "30 % VLA’ mostraram respostas efetivas de atividade
APX, iniciadas em 3 DAP (Fig. 2A), em contraste com plantas tratadas com

ASM, cujas atividades ndo diferiram dos controles pulverizados com agua.
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Para investigar os mecanismos pelos quais a infecgdo impede taxas
maximas de fotossintese, niveis de clorofila foram determinados
comparativamente em plantas tratadas e controles. 30 % VLA’ e ASM
preservaram significativamente valores maiores de clorofila a (11,9/10,6 ¢
10,8/9,3 pg mL"’, plantas inoculadas e ndo inoculadas, na ordem) em
comparagdo com testemunhas inoculada (8,7 ug mL™") e ndo inoculada (7,5 pg
mL"), pulverizadas com 4gua, respectivamente. Resultados de clorofila b
mostram um perfil similar, exceto por uma elevada resposta em controles
pulverizados com dgua e inoculados. Em termos de carotendides, tanto plantas
tratadas e ndo tratadas mantiveram patamares similares. Plantas desafiadas com
Xv, ndo pré-tratadas com ASM/VLA, tiveram significativos valores menores de
taxa de respiragio (E) e condutincia estomatica (gs) (Tabela 1); taxa
fotossintética (A) e CO, subestomatico (Ci) (Tabela 2); eficiéncia do uso de
agua (EUA) e eficiéncia de caboxilagdo (EC) (Tabela 3); eficiéncia maxima do
PSII (Fv/Fm) e fluorescéncia minima (Fo) (Tabela4)a 6, 12 ¢ 18 DAP.

Revelagdo em gel de enzimas relacionadas a patogénese de SOD (Fig.
3), mostrou 4 isoformas constitutivas de SOD, n3o tendendo a confirmar,
entretanto, aumento de atividade especifica em plantas submetidas aos
tratamentos estudados, obtido por ensaio colorimétrico. Nenhuma isoforma
discrepante foi evidenciada em plantas *30 % VLA’ e ASM.

Resultados de trocas gasosas e eficiéncia da clorofila comprovam que
ASM e “30 % VLA’ reforcam a manutengio das plantas desafiadas em um
status fotossintético comparavel a planta sadia, seguindo certo padrio de menor

estresse causado pelo avango da mancha bacteriana.
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Tabela 1. Efeitos dos tratamentos sobre a taxa de transpiraglo (E) € condutéincia estomética (gs) em folhas de tomateiro susceptivel a Xv6,12¢

18 DAP inoculadas com um isolado virulento de X. vesicatoria

Taxa de transpiragfio - E (mmol m™ s™)

Conduténcia estomética — s (cmol m” s™)

2 Dijas apds pulverizagdes (DAP)
6

" Tratamentos 6 12 8 12 i3
Agua + Xv 1,22 £ 0,07 Ba 0,57+ 0,06 Bb 0,86 £ 0,02 Bab 5,5+ 0,50 Bb 3,0+0,02 Ac 8,5%0,50Ba
Sadia 1,93+0,06Aa  0,7410,02 ABc 1,22 £ 0,06 Ab 8,0+ 0,01 ABa 3,1£0,10 Ab 8,540,511 Ba
ASM 0,2 mg/mL 1,8010,01 Aa 0,851 0,04 Ab 0,93 £ 0,04 ABb 8,5 +0,60 Aa 3,0+0,00 Ab 9,0+ 0,02 Ba
30% VLA 1,92 £ 0,00 Aa 0,82 £ 0,06 ABb 1,01 £ 0,07 ABb 8,0 £ 0,05 ABb 2,51+0,50 Ac 12,5 £ 0,40 Aa
30% VLAF 1,84 £0,17 Aa 0,77 £ 0,06 ABb 0,96 £ 0,03 ABab 7.5 £ 0,50 ABab 3,510,52 Ab 11,510,50 ABa

TASM e extratos naturais foram pulverizados nas folhas |5 d apos semeadura, e plantas foram inoculados
2 Dentro de cada dia (colunas), valores com as mesmas letras maidgsculas nfio possuem diferenga significat

com X. vesicatoria strain 5 DAP.
iva ao P=0.05 dc acordo com o teste de

Tukey. Entre dias (linhas), valores com as mesmas letras miniisculas niio diferem significativamente ao P=0.05 de acordo com o teste de Tukey.

Tabela 2. Efcitos dos tratamentos sobre a taxa de fotossintese (A) ¢ CO, subestomético (Ci) em folhas de tomateiro susceptivel a Xv 6,12 ¢ 18
DAP inoculadas com um isolado virulento de X. vesicatoria

Taxa fotossintética - A (pmol m™ s™)

CO; subestomdtico - Ci (pmol CO; m™ s™)

¢ Dias ap6s pulverizagdes (DAP)

"Tratamentos 6 12 18 6 12 18

Agua + Xv 4,18 £0,79 Ba 3,10+£0,72Bb 3,10+ 0,34 Bb 190,75 £ 20,7 Aa 151,701 6,5Ca 250,601 6,6 Aa
Sadia 7,14 £ 0,57 Aa 8,04 £ 0,60 Aa 59110,24 Aab 230,40+£2,5 Aa 213,101 11,2 Aa 200,30 £ 4,9 Ba
ASMO02mg/ml. 7,4410,11 Aa 6,98 £ 0,84 ABa 7451043 Aa 208,30 £ 6,2 Aa 203,00+ 29 Aa 203,70+ 7,2 Ba
30% VLA 6,26 £ 0,46 Aa 6,51 £0,29 ABa 7,88 £ 0,82 Aa 222,05+1,2 Aa 207,40 £ 6,0 Aa 255,50+ 3,3 Aa
30% VLAF 5,74 £ 0,02 Ab 7,97 10,14 Aa 6,99 + 0,29 Aab 220,80 £ 3.9 Aa 183,50 & 5,6 Ba 246,60+ 1,7 Aa

TASM ¢ cxiratos naturais foram pulverizados nas fothas 15 d apbs semeadura, ¢ plantas foram inoculados com X. vesicatoria sirain 5 DAP.

? Dentro de cada dia (colunas),

valores com as mesmas letras maifisculas n#o possuem diferenca significativa ao P=0.05 dc acordo com o teste de

Tukey. Entre dias (linhas), valorcs com as mesmas letras miniisculas niio diferem significativamente ao P=0.05 dc acordo com o teste de Tukey.
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Tabela 3. Efeitos dos tratamentos sobre a eficiéncia do uso de 4gua (EUA) e eficiencia de carboxilagio (EC) em folhas de tomateiro susceptivel a
Xv 6, 12 e 18 DAP inoculadas com um isolado virulento de X, vesicatoria

Eficiéncia do uso de 4gua - EUA (107 adim.) Eficiéncia de carboxilagio ~ EC (107 umol m? s vpm™)
* Dias ap6s pulverizagdcs (DAP)

! Tratamentos 6 12 18 6 12 18

Agua + Xv 2,92£0,02 Aa 4,261 0,41 Ca 3,491+ 0,42 Aa 1,7+ 0,5Ba 1,8 +0,5Ba 1,210,1 Aa
Sadia 5,8512,01 Aa 11,89+ 0,10 Aba 9,04 + 0,04 Aa 4,010,222 Aa 3,8+0,1 Aa 3,31+0,2Aa
ASM 02 mg/mL 4,84 £ 0,26 Aa 8,94 10,71 Ba 10,84 £2,29 Aa 39102 ABa 3,710,1 Aa 44190,1 Aa
30% VLA 3,621£0,11 Aa 10,58 £ 0,13 Aba 8391235 Aa 3,0£0,1 ABa 3,610,1 Aa 42+%14Aa
30% VLAF 4,18 £ 0,61 Aa 1444 £ 1,16 Aa 7,30+ 0,53 Aa 2,9+0,3 ABa 39102 Aa 29+0,1 Aa

¥ ASM e extratos naturais foram pulverizados nas folhas 15 d apds semeadura, ¢ plantas foram inoculados com X. vesicatoria strain 5 DAP.
? Dentro de cada dia (colunas), valores com as mesmas letras maiisculas ndo possuem diferenca significativa ao P=0.05 de acordo com o teste de
Tukey. Entre dias (linhas), valores com as mesmas letras mintsculas nio diferem significativamente ao P=0.05 de acordo com o teste de Tukey.

Tabela 4. Efeitos dos tratamentos sobre pardmetros de fluorescéncia: eficiéncia maxima do PSH (Fv/Fm) ¢ fluorescéncia minima (Fo) em folhas de

tomateiro susceptivel a Xv 6, 12 ¢ 18 DAP inoculadas com um isolado virulento de X, vesicatoria

Eficitncia méxima do PSIl - Fv/Fm Fluoresc@ncia minima - Fo

" Dias ap6s pulverizagdes (DAP)

" Tratamentos 6 12 18 6 12 18
Agua + Xv 0,728 £ 0,003 Bc 0,798 £ 0,001 Bb 0,850 + 0,00 ABa 696 £ 48 Aa 564+ 6Ba 496 £ 0 Ba
Sadia 0,810 0,005 Aa 0,777 £ 0,004 Bb 0,820+ 0,014 Ba 577+6 ABa 624+ 4 Aa 640+ 20 Aa
ASM 0,2 mg/mL 0,816+ 0,005 Aa 0,834 £ 0,000 Aa 0,861 £ 0,011 Aa 536+ 20 Ba 484 +18Ca 449+ 8 Ba
30% VLA 0,776 £ 0,03 ABa 0,833 £ 0,002 Aa 0,855 £ 0,002 Aa 508 +9Ba 5184+19Ca 480+ 5 Ba
30% VLAF 0,804 £ 0,01 ABa 0,828 + 0,008 Aa 0,851 + 0,05 ABa 513+ 19Ba 525 + 9 BCa 476 £ 2 Ba

TASM ¢ extratos naturais foram pulverizados nas folhas 15 d apds semeadura, ¢ plantas foram inoculados com X, vesicatoria strain 5 DAP.
! Dentro de,cada dia (colunas), valores com as mesmas letras maitisculas nio possucm diferenga significativa ao P=0.05 de acordo com o teste de
Tukey. Entre dias (linhas), valores com as mesmas letras minisculas n2o diferem significativamente a0 P=0.05 de acordo com o teste de Tukey.
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FIGURA 3. Eletroforese em condi¢gdes nativas revelando isoformas de
dismutases de superéxido (SOD) em plantas pulverizadas com A.
’30 % VLA’ e B. ASM (0,2 mg mL™"). Quantidade de proteina por
pogo: 15 pg. Tempos foram esquematizados 3, 6, 9 e 12 DAP
(sadia e tratada, ndo inoculada). Setas indicam isoformas ativas de
peroxidases.
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6 DISCUSSAO

Explosdo oxidativa € um elevado conteido de peréxido de hidrogénio
sdo freqlientemente observados prematuramente apés a inoculagdio de plantas,
principalmente em cultivares resistentes. Essas respostas fazem parte de uma via
de transdugdio de sinais que levam a indur,:ao de genes de defesa e o
desenvolvimento da resisténcia sistémica adquirida (SAR). No entanto, a
explosdo oxidativa é usualmente répida e localizada em células préximas ao sitio
de infecgdo, freqiientemente resultando em uma resposta hipersensitiva, que é
caracterizada pela formagio de lesdes necréticas no sitio de infecgdo e por
restricdo do crescimento e dispersdo do patégeno (Richael e Gilchrist, 1999;
Delledone et al., 2002; Li e Burrit, 2003). Realmente, um niimero de possiveis
funcSes para ROS tem sido proposto: ataque direto sobre patégenos,
envolvimento em mudangas estruturais da parede celular, promogdo da morte
celular programada (PCD) de células hospedeiras na HR e, como acima
mencionado, indugdo da expressdo de genes de defesa (Bolwell, 1999).

Os mecanismos envolvidos na regulaglio da iniciagdo, intensidade e
durag@o dessas explosdes sdo ainda pobremente entendidos, mas ¢ claro que
plantas usam espécies reativas de oxigénio para perturbar o estado redox das
células e permitir a oxidag&o controlada que pode causar direta ou indiretamente
um efeito antimicrobiano imediato. O possivel dano oxidativo causado sobre o
metabolismo e sobre a delicada homeostase das células vegetais vai depender da
eficiéncia dos sistemas de defesa antioxidante endégeno (Lamb e Dixon, 1997;
Vanacker, 1998; Heath, 1999). De fato, plantas apresentam mecanismo de
defesa e utilizam estratégias bioquimicas para regular a sinalizag#io redox, bem
como para evitar danos causados por ROS. SOD catalisa a dismutagdo de O,

para H,O, e oxigénio molecular, sendo o peréxido de hidrogénio destruido
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predominantemente por APX e CAT. Embora catalases sejam restritas aos
peroxissomos e, possivelmente, mitocondrias, peroxidases de ascorbato tém sido
encontradas em todos os compartimentos da célula vegetal (Jimenez et al.,
1997). O acido salicilico é capaz de inibir a enzima catalase. A inibi¢do da
catalase induz um aumento na taxa de H,O, citoplasmatico, que é formado nas
etapas iniciais das respostas de defesa sistémica das plantas (Vernooij et al.,
1994; Ryals et al., 1994). O H,0,, por sua vez, pode ser toxico diretamente ao
patogeno ou atuar na sinalizagdo para expressao de genes relacionados a defesa.
Ainda, moléculas antioxidantes, como tocoferdis, carotendides, ascorbato e
glutationa, naturalmente participam de um sistema de alivio oxidativo (Noctor e
Foyer, 1998).

Por outro lado, ROS pode também constituir uma mera fonte de estresse
oxidativo, em particular, se envolvido em processos primérios de estresse, como
toxidez idnica e estresse osmético causado por salinidade ou seca (Cavalcanti et
al., 2004), bem como interagdes compativeis entre patogeno € hospedeiro (Kwon
e Anderson, 2001; Li e Burrit, 2003; Gayoso et al., 2004). Produgdo exagerada
de ROS causa danos oxidativos em lipidios, proteinas e acidos nucléicos
(Dionisio-Sese e Tobita, 1998), e estratégias antioxidantes sdo
compulsoriamente requeridas para manter a homeostase da célula. Nesse caso,
adaptaggo das plantas a uma condigdo de infecgdo estabilizada parece ser talvez
muito mais uma resposta de tolerdncia do que resisténcia per se. Vérios estudos,
revisados por Akhkha et al. (2003), indicam que a tolerdncia pode ser um
componente importante da estratégia de sobrevivéncia de plantas selvagens ao
ataque microbiano, ou de herbivoros. Para os autores, uma vantagem clara da
tolerdncia sobre a resisténcia na estratégia de sobrevivéncia de um hospedeiro,
seria evitar a pressio de selegdo sobre a caracteristica de agressividade e

viruléncia de um patégeno.
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O objetivo desta pesquisa foi avaliar respostas das principais enzimas
antioxidantes, associadas a respostas de fotossintese, em termos de trocas
gasosas em folhas e alguns indicadores de fluorescéncia da clorofila a, em
plantas sadias e infectadas que foram expostas a pulverizagdes prévias com
ASM e extratos naturais. Foi hipotetizado que plantas susceptiveis deveriam
mostrar respostas adaptativas e tolerdncia além da indugdo de resisténcia
atribuida aos tratamentos estudados, considerando o estresse oxidativo imposto
pela infecgdo demorada e continua, causada por Xanthomonas vesicatoria.
Nesse sentido, os resultados observados mostram aparente confirmagio da
hipétese de tolerdncia. Houve uma redugdo nas atividades de SOD promovidas
por ASM e "30 % VLA’, logo nas primeiras HAP. Em Phaseolus vulgaris, foi
relatado um aumento da atividade de Cu/Zn-SOD na resposta hipersensitiva de
folhas resistentes (Buonaurio et al., 1987). Delledonne et al. (2002), revisaram
outros casos envolvendo aumento precoce de SOD e resposta HR. Da mesma
forma, o aumento da atividade de CAT de plantas é observado durante a
infeccdo. H4 um aumento de expressdo de cat/ de tomateiro, em resposta a
Bortrytis cinerea (Kwon e Anderson, 2001). Aumento de CAT foliar em plantas
resistentes de cevada, manifesta-se apds 24 h do inéculo de uma raga avirulenta
de Blumeria graminis (Vanacker et al., 1998).

Em ambos tomateiros tratados e néo tratados, as respostas mais fortes de
SOD, CAT, APX e SOD, apareceram apés 48 h, sugerindo uma situagéo de
atraso na produgdo de ROS e falha de HR, a despeito do ripido aumento na
atividade de POX (Capitulo 2). E hipotetizado que enzimas antioxidantes atuem
basicamente a partir de 3 DAP como aliviadores dos ROS gerados pelo aumento
dos sintomas da doenga, causado pelo avango da colonizagio bacteriana em
tecidos susceptiveis da cultivar de tomateiro estudada. Apesar disso,
investigagdes conclusivas devem ser feitas para caracterizar HR em folhas de

tomateiro cv. Santa Cruz Kada, sob as condi¢cdes propostas neste trabalho. E
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sugerido, ainda, que um sistema antioxidante ativo deve participar na redugao de
progresso de doenga causada por um patégeno necrotrofico, além da produgdo
de PR proteinas e outras respostas induziveis de SAR.

A protegio satisfatoria de plantas de tomate cv. Santa Cruz Kada contra
mancha foliar bacteriana, por ASM, 30 % VLA" e 30 % VLAF’, foi observada
em experimentos de quantificagdo de doenga. Os extratos foram preparados
como uma suspensio completamente aleatdria de moléculas soluveis, incluindo
oligossacarideos fragmentados de parede celular, glicoproteinas, lipidios ¢ um
sem-niimero de residuos moleculares da interagéo planta-patogeno. Resisténcia
pode ser induzida em plantas por inoculagdo por nio-patdgenos, por endofiticos
e por quimicos (Reuveni et al., 2000). A quebra de produtos de hidrélise de
interagdo planta-patogenos efou componentes de parede de plantas, liberados
pela atividade de PR proteinas e ataque de enzimas do patégeno, tém atuado
como eliciadores de defesa de planta (Van Loon, 1997). Derivados de
acibenzolar-S-metil (ASM) tém sido exaustivamente estudados ao longo dos
anos, como um potencial indutor de resisténcia e promotor de SAR (Loqu et
al., 2001; Resende et al., 2002). ASM mimetiza o passo do acido salicilico
(Hwang et al., 1997; Cole, 1999).

Durante a fase de colonizagio da X. vesicatoria, em folhas de plantas
controle niio pulverizadas, a eficiéncia do uso da 4gua, bem como a eficiéncia de
carboxilagio, diminuiram significativente, em comparagdo com as plantas
tratadas. O progresso da doenca pdde ser observado por medidas de trocas
gasosas, em uma posicdo fixa nas plantas. A redugio na taxa fotossintética (A)
foi certamente devido ao fechamento estomatico parcial (gs), ou perda de
clorofila a, ou ambos. Uma redugdo significativa na taxa de transpiragdo (E) e
CO, subestomdtico (Ci) dos controles pulverizados com agua e inoculados
reforga esta hipétese. Em uma viséo geral, quase todos os indicadores de trocas

gasosas apontaram uma condi¢do das plantas tratadas por ASM, "30 % VLA" e
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30 % VLAF’ equivalente a das plantas sadias, mostrando ainda uma correlagio
positiva com o incremento na atividade das enzimas antioxidantes. Em feijdo-
de-corda, o aumento na produgdio de ROS pode resultar do fechamento
estomatico, causando uma redug¢do na concentragio de CO, dentro dos
cloroplastos. Isto causa uma diminuicdo na concentragio de NADP’, com
geracdo concomitante de ROS (Foyer e Noctor, 2003; Souza et al., 2004,
Cavalcanti et al., 2004). Inquestionavelmente, elétrons produzidos por processos
fotoquimicos sdo requeridos por drenos alternativos e este transporte alternativo
de elétrons € acelerado quando a fixagdo de carbono é limitada. Isso ¢é
relacionado com a fungfio de protegdo nas plantas, tal como a agdo de
antioxidantes sobre ROS, por exemplo, na fotorrespiragdo, ou na redugdo do
oxigénio molecular em sitios de redugdo de organelas (Ribeiro et al, 2003). Uma
confirmagdio simples da protegdo fotossintética imposta por ASM e extratos
naturais foi evidenciada pelos significativos valores de maior aciimulo de massa
de parte aérea, observados em plantas tratadas, comparativamente aos controles
pulverizados com agua e inoculados. O parimetro Fv/Fm (rendimento méximo
do PSII) em controles pulverizados com 4dgua e inoculados foi
significativamente mais baixo do que nas testemunhas sadias e nas plantas pré-
tratadas e inoculadas, exceto pelos valores relatados em 18 DAP. Estresses que
afetam a eficiéncia do PSII usualmente levam a redugdo de Fv/Fm,
acompanhada por incremento na fluorescéncia minima (Fo). Essas alteragdes
possivelmente refletem uma desordem no PSII (Souza et al., 2004).

Como causas dos sintomas e do declinio na capacidade fotossintética, é
especulado que injuria oxidativa possa ser causada por toxinas produzidas pela
bactéria, ou alguma outra resposta advinda da infecgdo pelo patégeno. Contudo,
investigacdes envolvendo teores de H;O, e indicadores TBARS devem ser

conduzidas, no intuito de caracterizar mais firmemente o estresse oxidativo.
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7 CONCLUSOES

Em conclusdo, o presente estudo confirma a investigacdo prévia sobre a
indugdo de protegdo de tomateiro susceptivel por ASM, 30 % VLA " e 30 %
VLAF’, contra a mancha foliar bacteriana, causada por Xv.

Resultados demonstram que os tratamentos contribuem para o relativo
incremento, apo6s 48 h, das atividades de enzimas antioxidantes, as quais
poderiam ser um importante componente dentro da estratégia de tolerdncia do
tomateiro a infec¢do bacteriana.

Paralelamente, ASM e extratos naturais induzem, nas plantas,
manutengio de um status fotossintético e de trocas gasosas similar aqueles de
testemunhas sadias, sendo sugerida uma conexo entre esta manutengao e as

respostas enzimaticas de alivio oxidativo.
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CAPITULO 4

. PROTECAO DO CACAUEIRO CONTRA Verticillium dahliae Kleb. POR
QUIMICOS E FORMULAGOES NATURAIS, E RESPOSTAS
ASSOCIADAS DE ENZIMAS RELACIONADAS A DEFESA
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1 RESUMO

CAVALCANTIL F. R. Protegio do cacaueiro contra Verticillium dahliae Kleb.
por quimicos e formulagbes naturais, e respostas associadas de enzimas
relacionadas a defesa. In: . Resisténcia induzida a Xanthomonas
vesicatoria em tomateiro e Verticillium dahliae em cacaueiro por extratos
naturais: caracterizagiio bioquimica, fisiolégica e purificagio parcial de
eliciadores protéicos. 2005. Cap. 4, p. 124-165. Tese (Doutorado em
Fitopatologia) ~ Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. *

A eficicia de um extrato metandlico seco e ressuspenso em égua (‘30%
CPM’), bem como um filtrado aquoso (*30% CPA’) provenientes de micélio de
Crinipellis perniciosa; e extrato aquoso a quente (‘30% VLA’), e metandlico
('30% VLM?), de tecido necrético de ramos de lobeira Solanum lycocarpum
infectado por C. perniciosa, na protegdo de plantas de cacaueiro infectado por
Verticilium dahliae foi avaliada. O potencial de quimicos e formulagdes naturais
para redugdo da murcha vascular em plantas susceptiveis de cacaueiro foi
investigado da mesma forma. Plantas foram pulverizadas com acibenzolar-S-
metil (0,2 mg ASM mL"); com uma formulagdo natural provenientes de polpa
citrica, conhecida como Ecolife® (5 mL L™); enxofre solivel (3 g L); . um
extrato aquoso a quente de folhas de café infectadas com Hemileia vastatrix
("30% EFID"); e peréxido de hidrogénio 200 mM. Todos os tratamentos foram
associados ou ndo a um surfactante, Pentra-Bark® (2,4 mL LY. Em
experimento de quantificagdo de doenga, enxofre, '30% EFID’, ‘30% VLA’ e
Ecolife®, mostraram respostas significativas, atingindo 105%, 104%, 81% e
100% da performance do ASM, respectivamente. Os tratamentos associados ao
surfactante mostraram redugdo de eficiéncia. Padroes de atividade de
peroxidases (POX) e oxidases de polifendis (PPO) foram alterados em plantas
pulverizadas com os tratamentos, e pulverizadas e inoculadas com Vd. Plantas
tratadas mostraram discreto aumento na deposigdo de lignina, aos 13 e 18 DAP,
e redugdo nos valores de fenois totais, aos 8 ¢ 13 DAP. Exposi¢do das plantas
aos tratamentos também promoveu aumento ndo significativo na atividade de B-
1,3-glucanases (GLU) e quitinases (QUI), em folhas, ao longo de 4, 8, 13 ¢ 18
DAP. Neste trabalho, foi sugerido que o aumento nas atividades de enzimas
relacionadas a patogénese, bem como a deposigdo induzida de lignina,
indicariam respostas de indugdo local de resisténcia, eliciada pelos tratamentos
testados.

* Comité de Orientagdo: Mério Liicio Vilela de Resende — UFLA (Orientador); Denilson
Ferreira de Oliveira - DQI/UFLA.
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Um tipo especifico de RI, a resisténcia sistémica adquirida (SAR),
desenvolve-se também localizadamente em resposta a um patégeno que causa
uma lesdao necrdtica, reagao de hipersensibilidade (HR) ou por aplicacdo
exdgena de acido salicilico (SA) ou compostos sintéticos como o estér S-metil
do 4cido benzo [1,2,3] tiadiazol-7-carbotidico (ASM) e o acido 2,6-
dicloroisonicotinico (INA). Neste caso, a resisténcia geralmente € efetiva contra
um amplo espectro de patdgenos e esta associada com a produgdo de proteinas
relacionadas a patogénese (PRP's), cuja rota de eliciagdo € mediada pelo acido
salicilico (Hammerschmidt e Smith-Becker, 1999). O metabolismo do SA em
plantas ocorre por via da rota dos fenilpropandides, no qual a fenilalanina é
convertida em acido transcinamico pela enzima fenilalanina amonia liase (PAL).
Acido salicilico induz SAR através da sinalizagdo para o acumulo de PRP's,
fitoalexinas e formagao de lignina, calose e glicoproteinas ricas em
hidroxiprolina, além de papilas em algumas interagcdes fingicas (Klessig e
Malamy, 1994).

A aplicagdo de compostos como SA, ASM e INA, dentre outros, ativa
genes de resisténcia que codificam para uma série de enzimas oxidativas, como
as peroxidases (POX) e polifenoloxidases (PPO), que contribuem para a
formacdo de barreiras de defesa que refor¢am a estrutura celular (Avdiushko et
al., 1993). A maioria dessas enzimas tem sido correlacionada com defesa a
patégenos em diversas plantas, incluindo fumo, tomate, cucurbitaceas e arroz
(Rajappan et al., 1995; Goy et al., 1992).

Diversos trabalhos demonstraram a eficiéncia do ASM na indugdo de
resisténcia, com aumento nos niveis de enzimas chaves envolvidas nas respostas
de defesa (Anfoka, 2000; Resende et al., 2000). Observou-se que a atividade de
enzimas relacionadas ao metabolismo fendlico foi sempre maior em plantulas
tratadas com ASM em relagdo as ndo tratadas, o que sugere uma provavel

participacdo de fenolicos complexos, como a lignina, no processo de defesa,



sendo esta caracteristica também evidenciada em outras interagoes (Dann ¢
Deverall, 2000). Outras substincias quimicas ou elementos naturais € minerais
podem induzir resisténcia sistémica em determinadas plantas (Doubrava et al.,
1988). Alguns nutrientes podem funcionar como ativadores, co-fatores e
reguladores de enzimas, afetando a permeabilidade de membranas, e podem
estar envolvidos no controle osmdtico, transporte de elétrons e sistema-tampéo
do protoplasma, participando de diversos eventos fisiolégicos essenciais ao
crescimento e desenvolvimento da planta ¢ podendo desempenhar importante
papel no metabolismo secundario dos vegetais (Marschner, 1995). A
importincia e o efeito de certos micronutrientes nos processos de resisténcia
parece estar relacionada com sua participagéo em diversos pontos das rotas
metabblicas da sintese de fendis e lignina (Graham e Webb, 1991).

No presente estudo, foi investigada a eficiéncia de quimicos, de
formulagdo natural (comercialmente conhecida como Ecolife®) e de extratos
naturais na protegio do cacaueiro contra a murcha vascular causada por
Verticillium dahliae, através de pulverizagdo foliar, antes da inoculagdo com o
patogeno. Tratamentos experimentais foram ASM; Ecolife® (uma formulagio
natural derivada de polpa citrica); enxofre solivel; extratos aquosos de tecido
necrético de Solanum lycocarpum, infectado por C. perniciosa, € de tecido foliar
de cafeeiro densamente infectado por Hemileia vastatrix, além de filtrado de
micélio de Crinipellis perniciosa. Todos os tratamentos foram associados ou ndo
a um surfactante Pentra-Bark®. Adicionalmente, marcadores fisiolégicos de
-~ indugdo de resisténcia, tais como enzimas relacionadas a defesa (PPO), PR-
proteinas (POX, GLU e CHI), deposigdo de lignina, fendlicos totais e pigmentos
fotossintéticos foram avaliados nos tratamentos mais eficientes para redugdo de

progresso de doenga.

129



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal e condic¢oes de crescimento

Em experimentos de protecdo .de planta, conduzidos em casa de
vegetacdo, selecio de sementes de cacaueiro susceptivel 3 murcha vascular
causada por Verticillium dahliae, provenientes de SIAL 70 (CEPLAC, Linhares-
' ES), foi pré-germinada em vermiculita durante 5 dias e semeada em sacos de
polietileno contendo substrato a base de areia, esterco curtido e solo, na
proporgdo 1:1:1, recebendo adubagdo suplementar aos 30 e 60 dias apés a
germinagdo, com NPK (4-14-8), e irrigagdo diaria. Dois experimentos similares
(A e B), neste caso, foram delineados em DBC, com 3 blocos, sendo
considerado como unidade experimental, a parcela composta por 14 plantas.

Para experimentos de coleta de tecido foliar fresco, selegdo de sementes
de cacaueiro susceptivel 4 murcha vascular, também provenientes de SIAL 70,
foi pré-germinada em vermiculita e semeada em bandejas de polipropileno, com
células de 500mL, em substrato Plantmax®. Apés 7 dias da transferéncia, as
pléntulas foram regadas diariamente com 1/4 da solugdo nutritiva de Hoagland
(Hoagland ¢ Amnon, 1950). As plantas foram mantidas em casa de vegetagio
com média de temperatura dia/noite de 31/24°C, umidade relativa de 43/85%,
fotoperiodo de 12 horas, aproximadamente, ¢ uma média de densidade maxima
de fluxo de fétons de 310-400 umol m? s, medidos préximo a planta (IRGA,
modelo LCA-4, Hoddesdon, UK). O experimento foi instalado em DBC, com 3
blocos e 1 unidade experimental com uma célula de 500mL, contendo 1 Gnica

planta,

130



4.2 Descricao dos tratamentos

Da mesma forma como feito nos experimentos de tomateiro (Capitulo
2), ASM foi fornecido como 50% de ingrediente ativo em uma formulagdo
comercial em grinulo seco. Para pulverizag3es foliares, um volume suficiente de
uma solugdo foi completado com 4gua destilada para uma concentragao final de
0.2 mg ASM mL". Ecolife®, um produto comercial originado de polpa citrica,
foi fornecido por Quinabra S.A. (Quimica Natural Brasileira, Sdo José dos
Campos, SP, Brasil), teve sua dose fixada em 1,5 mL Ecolife® L', em um
volume suficiente para as pulverizagdes completado com agua destilada.
Enxofre solavel foi forecido em pé seco, a partir de um produto comercial,
sendo a dose fixada em (3 g L). Peréxido de hidrogénio 32% (v/v) P.A. foi
diluido, em um volume final adequado, para 200 mM, sendo esta dose maxima
limite para evitar fitotoxidez, confirmada em ensaios preliminares.

Filtrado aquoso de micélio de Crinipellis perniciosa (’30% CPA’)
obtido a partir do cultivo em caldo nutriente; fragGes heterogéneas de quitosana
provenientes de micélio de Crinipellis perniciosa (‘20% MCp’) obtidas da 2°
filtragdo do item anterior; extratos aquosos de po de tecido caulinar de lobeira
(8. lycocarpum) - ('30% VLA’), e extratos aquosos de pé de tecido foliar de
cafeeiro (Coffea arabica) densamente infectado por Hemileia vastatrix ("30%
EFID’) foram obtidos conforme detalhamento no Capitulo 2, deste trabalho.

Tecido caulinar de lobeira (S. lycocarpum), arbusto hospedeiro silvestre
de C. perniciosa, densamente infectado e necrosado por este fungo, foi coletado
para secagem a 60°C por 24 horas e posterior trituragdo seguido de moagem. O
p6 obtido do tecido necrosado foi armazenado sob refrigeragdo a 4°C. Uma
aliquota de 80g do pé obtido foi ressuspensa, incubada em 270 mL de metanol
(MeOH) P.A., aproximadamente, e deixada em repouso por 48 horas. Em
seguida o sistema sofreu filtragdo, onde se procedeu a coleta do filtrado

metanélico e recondugdo do residuo a uma nova re-extragéo por mais 48 horas.
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Os filtrados coletados foram transferidos para baldes volumétricos de 250mL e
imediatamente submetidos a secagem do solvente por evaporagdo mediada a
evaporador rotatorio, em temperatura e rotagao constantes de 30°C e 50 rpm.
Apos a secagem do solvente, o precipitado foi ressuspenso em 300mL de agua
destilada, homogeneizada numa suspensdo finamente dividida e congelada em
freezer -20°C para uso experimental, com a amostra sendo denominada 30%
VLM".

Para extragdo metandlica sobre a biomassa de C. perniciosa, uma
aliquota de 40g dos micélios obtidos foi ressuspensa, incubada em 200 mL de
metanol (MeOH) P.A. e deixada em repouso por 48 horas. Em seguida o sistema
sofreu filtragdo, onde procedeu-se a coleta do filtrado metandlico e recondugio
do residuo a uma nova re-extragdo por mais 48 horas. Os filtrados coletados
foram transferidos para baldes volumétricos de 250mL e imediatamente
submetidos a secagem do solvente por evaporagio mediada a evaporador
rotatério, em temperatura e rotagdo constantes de 30°C e 50 rpm. Apds a
secagem do solvente, o precipitado foi ressuspenso em 200 mL de 4gua
destilada, homogeneizada numa suspensao finamente dividida e congelada em
freezer -20°C para uso experimental, com a amostra sendo denominada 20%
CPM".

Nos experimentos de acompanhamento de progresso de doenga, todos os
tratamentos tiveram um correspondente, diluido em solug@o aquosa, contendo
um surfactante comercial Pentra-Bark®, fornecido por Agrichem S.A., na

dosagem de 2,4 mL L", segundo recomendacio do fabricante.

4.3 Manutencio e inocula¢io do isolado. Ensaio de inibi¢io de germinacio
de conidio de V. dahliae
O isolado de V. dahliae, proveniente de plantas de quiabeiro (Ijaci, MG),

foi cultivado em meio BDA durante 20 dias em cdmara de crescimento, a uma



temperatura de 25°C, com fotoperiodo de 12 h. Em seguida, discos de meio de
cultura foram repicados para novas placas de Petri contendo BDA. O inéculo foi
preparado a partir de colénias com 25 dias de incubagdo, nas mesmas condi¢Ges
descritas, através da adi¢do de 20 mL de 4gua destilada, e posterior raspagem
com alca de vidro. A suspenséo foi filtrada em gaze dupla, sendo ajustada em
hematocitdmetro para 6,5 x 10° conidios mL™.

A inoculagdo foi procedida usando-se o método de pungdo caulinar,
descrito por Bugbee e Presley (1967), com uma seringa plastica e agulha
estéreis. A agulha foi inserida em um angulo de 45° com o caule, até atingir o
lenho da planta. Uma gota da suspensdo de inoculo (aprox. 10 pL) foi injetada
no cortex, sendo absorvida em seguida. Testemunhas-controle foram, da mesma
forma, injetadas com 4gua destilada esterilizada.

Foram realizados ensaios em liminas escavadas para identificagdo de
toxidez das fragdes sobre a germinagdo de conidios de Vd. Uma suspensio
aquosa foi fixada em 10° conidios mL", e 40 pL foram depositados em cada
. cavidade de uma limina escavada de 3 cavidades, adaptada no interior de uma
placa de Petri, em cdmara imida. Uma aliquota de 40 pL de cada tratamento
estudado (quimico, extratos naturais e testemunha) foi adicionada a cada
cavidade, onde previamente recebeu uma marcagao em forma de cruz, definindo
5 regies: 4 quadrantes e o centro. Apds 18 horas, 40 conidios de cada regido de
cada cavidade foram avaliados. Em seguida o percentual de inibicdo de
germinagio foi calculado, a partir do nimero de conidios germinados. O

experimento foi desenhado em DIC, com 6 repeticdes (cavidades).

4.4 Quantifica¢do de doenga e coleta de material fresco
Para medigiio e quantificagdo da eficiéncia na protecdo -de planta dos
extratos testados, foi adotada uma escala de doenca baseada em Sidhu ¢ Webster

(1977). Mudas de cacaueiro, provenientes de selegdo susceptivel a Vd, com 70
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dias ap6s a semeadura, foram pulverizadas com os tratamentos estudados até o
ponto de escorrimento, as 18:00 horas. Ap6s 5 dias, todas as plantas,
pulverizadas com os tratamentos e pulverizadas com dgua destilada
(testemunha-controle), foram inoculadas com uma suspensio de conidios de Vd
¢ avaliadas ao longo de 20, 30, 40, 50, 60 e 70 dias apés inoculagio (DAI).
Progresso de doenga foi quantificado por meio de anélise visual e célculo de
indice de doenga, seguindo a escala (0-4) de 4rea lesionada adotada,
considerando reducdo de area foliar sadia devido a clorose, necrose, epinastia e
murcha: 0, sem lesdo; 1, lesSes presentes em 0-25 % de érea foliar; 2, lesGes
presentes em 26-50 % de drea foliar; 3, lesGes presentes em 51-75 % de érea
foliar; 4, >76 % de area coberta por sintoma, ou entrené sem peciolo/folha.
Indice da doenga representa a média das notas de todas as folhas avaliadas de
uma planta. O calculo da AACPD se deu por meio da seguinte formula: AACPD
= Z ((Yi*+Yi)2)(ti1 = t), onde Y representa o indice médio da doenga, t o
intervalo de dias entre avaliagGes ¢ i o nimero de avaliagdes no tempo
(Campbell e Madden, 1990). Protegdo de planta foi estimada pela relagdo: (1-
x/y), onde x representa AACPD das plantas tratadas e y, AACPD dos controles
(Li et al., 1996).

Foram realizados entdo, do modo acima descrito, dois experimentos,
denominados “A’ e ‘B’, em simultineo, com 0 mesmo esquema experimental ¢
com Pentra-Bark® e os controles pulverizados com agua e pulverizados com
agua e inoculado, além do ASM, como fatores comuns.

“Em outro experimento, plantulas de cacaueiro, 25 dias apés semeadura,
foram pulverizadas com ‘20% MCp’; ‘30% VLA’; Ecolife® (1,5 mL L"), ASM
(0,2 mg mL™"), enxofre (3 g L), "30% CPA" e "30% EFID’ até o ponto de
escorrimento. Plantas tratadas e testemunhas pulverizadas com agua (controle)
foram coletadas em 4, 8, 13 e 18 dias apds as pulverizagdes (DAP). Plantas

tratadas e inoculadas, e testemunhas pulverizadas com agua e inoculadas foram
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coletados somente em 8, 13 e 18 DAP. A inoculagéo com a suspensao de Vd foi
conduzida 5 DAP em plantas tratadas e testemunhas pulverizadas com agua
destilada. Antes de cada coleta, as 9:00 h, as plantas foram transferidas para uma
camara de crescimento ajustada para 27°C, 75 % de umidade relativa e 230pmol
m2 5" de densidade de fluxo de fotons, por 1 hora. Em seguida, as folhas foram
coletadas, homogeneizadas e amostradas, congeladas em nitrogénio liquido e
imediatamente utilizadas para determinagGes bioquimicas.

Tendo mostrado boa performance em experimentos de tomateiro
(Capitulo 2), quitosana extraida de micélio de Crinipellis perniciosa ("20%
MCp’) foi incluido entre os extratos a serem pulverizados em cacaueiro para

coleta e analise de folhas.

4.5 Determinacdes bioguimicas

Material foliar foi homogeneizado por meio de almofariz e pistilo em 3
mL de tampdo acetato de sodio 50 mM pH 5,2 contendo EDTA 0,1 mM durante
5 minutos, sobre um banho de gelo. Apés filtragdo em pano de trama ﬁnba, a
solugdo foi centrifugada a 13000 g por 15 mine o sobrenadante foi usado como
fonte enzimdtica. Todos os passos foram executados em 0-4°C. Proteina soluvel
contida nos extratos foi aferida pelo ensaio de Bradford (1976), usando um
padrio de albumina sérica bovina (BSA).

A atividade de peroxidases de guaiacol, oxidases de polifendis,
quitinases, B-1,3-glucanases, quantificagio de lignina, determinagdo
colorimétrica de fenois totais e teores de clorofilas foram obtidos como
detalhado nos itens 4.5 ¢ 4.6 do Capitulo 2, respeitando apenas os ajustes de
dilui¢do e aliquotagem para o caso do tecido foliar de cacaueiro. Todos os

ensaios foram conduzidos em duplicata.
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Da mesma forma, metodologias de eletroforese em gel de poliacrilamida
e revelagdo subsequente de peroxidases e quitinases no gel, estdo descritos

também no item 4.5 do Capitulo 2, neste trabalho.

4.6 Delineamento experimental e métodos estatisticos

Delineamento em blocos casualizados foi utilizado nos experimentos de
quantificagdo de doenga e experimentos de época de coleta de material vegetal,
envolvendo plantas tratadas (pulverizadas), plantas tratadas e inoculadas;
testemunhas (controles) pulverizadas com agua e pulverizadas com &gua e
inoculadas. Teste de inibi¢do de germinagao de conidios de Vd recebeu desenho
inteiramente ao acaso. Estatistica descritiva, analise de varidncia, testes F e
Tukey ao nivel de significincia de 5 % foram conduzidos utilizando-se o
procedimento general linear model (GLM) do SAS (Statistical Analysis System
Inc., Cary, NC, USA). Quando efeitos de tratamentos foram diferentes (P<0,05),
médias foram separadas pelo teste t de Student (minima diferenga significativa),
com o auxilio do SISVAR (© Daniel Furtado Ferreira, 2003), aos niveis de
significancia de 0,1, 1 ¢ 5 %. Teste de Scott-Knott (P<0.05) foi feito com o

auxilio da mesma ferramenta.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Resultados mostraram o progresso de doenga das plantas tratadas em
comparagio com as testemunhas pulverizadas com #gua e inoculadas,
juntamente ao valor de AACPD, em 6 avaliagdes (Figs. 1 € 2). Foi comprovada
uma relativa protegfio da populagio susceptivel de cacaueiro contra a murcha
vascular causada por Vd, em plantas pré-tratadas com os tratamentos estudados.
A utilizagiio dos extratos naturais como pré-tratamentos foi baseada na premissa
de que estes representam misturas de vérias substincias soliveis (Niirnberger e
Brunner, 2002) capazes de eliciar respostas de defesa de planta.

No experimento ‘A" (Fig. 1), os tratamentos mais eficientes como
protetores foram enxofre soldvel, *30% EFID’, Ecolife® e o j& comprovado
ASM, com 31,5%, 30,8%, 30,2% e 29,7% de protegdo, nesta ordem (Fig. 3). No
experimento ‘B’ (Fig. 2), os tratamentos que mostraram as maiores respostas
foram ASM, ‘30% VLA, '20% CPM’ e "30% CPA + Pentra- Bark®’, com
29,9%, 24,3%, 23,7% ¢ 21,6% de protegéo, respectivamente (Fig. 4).

Embora mostrando relativa redugio no nivel de indice da doenga,
plantas pulverizadas com os demais tratamentos néio incorreram em resultados
consistentes de protegdo, permanecendo em patamares menores de indice de
doenga. Peréxido de hidrogénio e todos os outros, associados ao surfactante
Pentra-Bark®, mostraram significativa perda de capacidade de protegéio, nos 2
experimentos avaliados. A despeito dos valores muito préximos de protegio de
planta atribuida a0 ASM e de AACPD dos controles pulverizados com édgua,
comparando-se os experimentos/eventos independentes ‘A’ e ‘B’, os valores
encontrados de protecio em plantas tratadas apenas pelo surfactante foram
discrepantes (Figs 1B e 2B).
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FIGURA 1. Eficicia de A. ASM (0,2 mg mL '), B. Pentra-Bark®, C. H,0,
200mM, D. H,0, 200mM + Pentra-Bark®, E. Ecolife® (5 mL L")
e F. Ecolife® + Pentra-Bark® na redugdo de AACPD da murcha
vascular em cacaueiro susceptivel a Vd, aos 20, 30, 40, 50, 60 e 70
DAL Asteriscos referem-se a diferengas significativas a (*) P=0,05,
(**) P=0,01 entre controle e tratamentos, de acordo com teste t de
Student (LSD). (...continua...)
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FIGURA 1. Continuagdo.
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FIGURA 2. Eficicia de A. ASM (0,2 mg mL ™), B. Pentra-Bark®, C. "30%

VLA’,D. ‘30% VLA’ + P-B®, E. ‘30% CPA’ ¢ F. "30% CPA" + P-

B® na redugdo de AACPD da murcha vascular em cacaueiro
susceptivel, aos 20, 30, 40, 50, 60 e 70 DAL Asteriscos referem-se
a diferencas significativas a (*) P=0,05, (**) P=0,01 entre controle
e tratamentos, de acordo com teste t de Student (LSD). (Continua..)
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FIGURA 2. Continuagio
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Muito embora tenhq sido detectada uma heterogeneidade na respdsté de
plantas tratadas apenas pelo surfactante, foi verificado, durante as avaliagGes,
que 0 mesmo possui fungdo inerte como protetor. Mais ainda, o produto parece
reduzir, ao contrério do esperado, a performance dos tratamentos estudados, seja

ele quimico ou formulagdo natural,
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FIGURA 3. Percentagem de protegdo de cacaueiro contra murcha vascular
causada por Vd, apds 70 DAI e 6 avaliagdes do experimento ‘A”". %
de protegdo foi obtida a partir dos valores de AACPD de cada
tratamento, de acordo com Li et al. (1996). Colunas com as mesmas
letras ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de Scott-

Knott (P=0,05).

Enxofre solivel, Ecolife® e H,O, promoveram inibi¢do in vitro da
germinagdo de conidios de Vd em lamina escavada, em experimento o qual foi
utilizada dgua destilada como controle (Tabela 1). “30% EFID’, ‘30% VLM’ e

'20% MCp" promoveram uma inibi¢do significativamente menor em
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comparagdo, aos trés anteriores. '30% VLA’ ¢ ASM mostraram os menores
valores de inibigdo de germinagdo de conidios de Vd. E importante frisar que a
atividade antifingica dos tratamentos foi avaliada por contato direto entre a
substdncia testada e o conidio de Vd, e, no caso experimental, ndo cabe proje tar
um fenémeno de contato entre extrato pulverizado sobre as folhas € o esporo, ja

que o sitio de colonizagdo e de desenvolvimento de doenga encontra-se no

xilema.
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FIGURA 4. Percentagem de protegdo de cacaueiro contra murcha vascular
causada por Vd, apés 70 DAI e 6 avaliagdes do experimento ‘B”. %
de protegiio foi obtida a partir dos valores de AACPD de cada
tratamento, de acordo com Li et al. (1996). Colunas com as mesmas
letras ndo apresentam diferenga significativa pelo teste de Tukey
(P=0,05).
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Néo foi possivel, a partir dos dados apresentados e da natureia‘dos
experimentos (experimentos de indugfo de resisténcia), correlacionar potencial
antifiingico ¢ redugio de lesdio in planta, neste estudo, tampouco fazer
observagdo de disseminacdo de principio ativo sistemicamente. Portanto, ensaios
de potencial antifingico, nesse contexto, foram adotados visando simplesmente

a caracterizagdo da capacidade antifiingica dos tratamentos investigados.

TABELA 1. Percentagem de germinacdo de conidios de Verticillium dahliae em
laminas escavadas com os tratamentos estudados e respectivas dosagens

“TTratamento “no. de conidios 7% de inibigo
Agua destilada (controle) 157,5+5,8 00f
30 % VLA 73,5+8,3 53,4 de
30 % EFID 23,5+13,9 8510
30 % VLM 22,0+54 86,1 b
s@3glL 1,513 99,0 a
30 % FLO 60,2+9,0 61,7 cd
ASM (0,2 mgmL™) 89,7 +21,2 429¢
Pentra-Bark® (24 mL L") 702+99 55,3d
Ecolife® (5 mL L) 0,0 +0,0 100,0 a
20 % MCp 447482 71,6 be
H,0, 200mM 0,0+0,0 100,0 a

' Valores com as mesmas letras niio diferem significativamente, de acordo com
o teste de Tukey (P=0,05). Média de 6 repetigdes.
% Soma de conidios germinados em 5 setores da limina escavada, contabilizados
40 conidios por setor.
* Percentagem do controle.

Aumento das atividades de proteinas relacionadas & patogénese em
folhas de cacaueiro susceptivel foi associada com a expresséio de resisténcia
induzida local (foliar) por *20 % MCp’, 30 % VLA’, Ecolife ®, ASM, "30%
EFID’, 30% CPA’ e enxofre.

144



1341

‘ogiped O1AS3p O Uredipuil SOLId ap selreq "dvQ § wd
PA WO Opde[nooul uredipul sejag ‘ogde|nooul X ogdungd ‘H 2 ,dOIN
%02, "D .VdD %0€. “d hoxus J ‘,dIdd %0€. ‘A ‘®J0%F
D L VIA %0€, 'd NSV Y Wod sojuduwreien sode ‘orroneoed
op seyjoy we (XOd) locerend ap saseprxosod 3p speplaly S VINOIL

ava ava
oz @ % oy 2L O & 9 » T O oC 61 6L vt 2L OV @ 9 F Z €
L oo
t e o
Lot o't 3
-
T [
fss a
(£ ;
t" teT .
111 lo‘:
PA+ snly —@— o8dung » enlly —O— PA ¢ 60N %0L —8— 437 %02 —0—
v eA e tnly —0— iy —0— o
o oL O 1 2L 0L 8 9 * T O 6T St St vt 2L Ob O B ¢ T O
(] ]
s.o‘ ] E
e o 3
s F4
[
T ot 2
oz ?
5 T 1
ot [
ot Lo
PA* VdD WS — 8= Va2 %ot —0- (132 L o (veg) g —0—
PA » ety —0—= anby —O— 4 PA s SNy —0— ey —O= 3
oz 9t oL P Tt O 9§ 9 ¢ T O o &L 9L ¥ ZL OL 8 9 ¢ 2 O
° oo
50
4 -4
[
g
t Ls 8
H
[ ot >
T T i %
v
Loc 3
¢ [s'c )
DA » 043 %0t —W— 03 woc —0— ° oA » @og1e0] —8~  (VINEIDOmO] —O— or
DA+ $rby —0— oSy —O— aQ PA o tnly —0— snby —0— Y
oC ©4 o1 ¥ 2L 0t 8 9 *r T O oz 61 o6 * 2 L § & » 2T O
(1] oo
s §0
<
o ro's §
3
g st st 3
ot oz 3
hd
Loz sz 3
bot ot °
PA e V1A %0C —8— ¥IA %o —O— |' s¢ PASHIG —8— (wBuZe) g —O— $'t
PA » nly —0— By —O— [ PA+ enly —0— enby —O— ¥



A —o—Agua —o— Agua=vd 8 —o—Agua —o—Aguasve

16 —O—BTH(0.2mgiml) —m— BTH+Vd 14, —0- 30% VLA —m— 20% VLA + vd
14 12
. p | 2
E / 10 y
£ 10 / %i
s Er/ . ___'.,,/_,/-‘: L
E a o e
f =70 J LA 7
] 27 —¥ - . -k S 4
< 4 ]
2 21
] 0
0 2 4 B 8 10 12 14 16 18 20 0 2 4 & 8 10 12 14 16 18 20
c —o—Agua —o— Agua =« Vda o —0— Agua —e— Agua=vd
14 —O— Ecoe®{Sml) —m— Ecoife®« Ve 16 4 -0~ 0% EFD —@— 20% EFID + va
12 i 14 4
/ /ﬁ
2 12 4
E 10 l - u
& b 1% 4 l ' /
g 3 4
E & — e
£ i R S 7/
3! . ST
2 24
-] o -
0 2 4 6 & 10 12 4 16 18 20 0 2 4 6 8 10 12 14 16 8 20
E —0—Agua —o—Agua Ve F —0— Agua —a— Agua = Vad
i ~0— & (3giL) —m—S5+vd i —O— 30% CPA —@— 30% CPA « Va
14 18
T
e 1
o 10 4
ot — Y. /O L5
£ 6 /O
H 5:3;:3/ s G—8L o
- ad o —— — <
< - 4
2 >
(] -] J
0 2 4 & & 10 12 14 16 18 20 6 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
G —o— Agua —p— Agua + Ve H A A
" —0— 20% MCp —m— 20% NS+ Ve .2 —g—houa Rngla -t Lol
14
104
G| o
3 *
% ] T /
E 84 _ € 4 __..—nO
: - %lt‘.%,——f
5 71 - &4
-1 |
- 2‘
24
] o v
4] 2 4 & ] 10 12 14 6 18 20 ] 2 4 1] ] M 12 16 18 20
DapP Dap

FIGURA 6. Atividade de oxidases de polifenois (PPO) em folhas de cacaueiro,
apOs tratamentos com A. ASM, B. 30% VLA’, C. Ecolife®, D.
'30% EFID’, E. enxofre, F. 30% CPA’, G. 20% MCp’ e H.
Pungdo x inoculagdo. Setas indicam inoculagdo com Vd em 5 DAP.
Barras de erros indicam o desvio padrao.
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Com relago 2 atividade de peroxidases de guaiacol ao longo do periodo
adotado para o experimento de coleta de material fresco, plantas pulverizadas
com todos os tratamentos mostraram respostas de aumento em relagdo as
testemunhas, considerando plantas apenas pulverizadas, e pulverizadas e
inoculadas (Fig. 5). Poucas foram as ocorréncias de incremento significativo,
como por exemplo, em plantas pulverizadas com Ecolife® (Fig. 5C) e 30%
EFID’ + Vd foram encontrados valores de atividade POX 3,2 e 4,6 vezes maior
que o controle em 8 e 13 DAP, respectivamente. No entanto, respostas POX em
plantas tratadas, e tratadas e inoculadas, mostraram-se consistentes e, em geral,
positivamente correlacionadas com um aumento médio no acumulo de derivados
de lignina (Tabela 2), principalmente em plantas pulverizadas com ASM, "20%
MCp’ e "30% VLA’, de maneira semelhante a respostas encontradas nos
experimentos com tomateiro (Capitulo 2).

Considerando a atividade PPO, novamente comportamentos similares
foram evidenciados nas plantas tratadas e respectivos controles, contudo sem
apresentar diferengas significativas, ao longo dos DAP. De uma maneira geral,
todas as plantas apresentaram uma tendéncia crescente de aumento na atividade
de PPO, sem contrastes entre plantas ndo pulverizadas e pulverizadas (Fig. 6).

Em resposta aos pré-tratamentos com quimicos, extratos e formulagGes
naturais, respostas de atividade de CHI ¢ GLU em folhas de cacaueiro
susceptivel mostraram incrementos em plantas tratadas, tratadas e inoculadas,
com relagdo a controles pulverizados com agua, e pulverizados com agua e
inoculados. Plantas tratadas, e tratadas e inoculadas confirmaram uma tendéncia
de aumento de atividades de ambas enzimas, sem diferir, no entanto,
significativamente, na grande maioria dos pontos estudados (Figs. 7 e 8). Esses
resultados reforgam a hipétese de que os tratamentos investigados causaram
algum tipo de ativagdo e/ou sintese de novo sobre as proteinas relacionadas &

patogénese avaliadas.
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FIGURA 7. Atividade de quitinases (CHI) em folhas de cacaueiro, apos
tratamentos com A. ASM, B. 30% VLA, C. Ecolife®, D. ‘30%
EFID’, E. enxofre, F. '30% CPA’, G. "20% MCp’ e H. Pungido x
inoculagdo. Setas indicam inocula¢io com Vd em 5 DAP. Barras de
erros indicam o desvio padréo.
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FIGURA 8. Atividade de B-1,3-glucanases (GLU) em folhas de cacaueiro, apos
tratamentos com A. ASM, B. '30% VLA’, C. Ecolife®, D. 30%
EFID’, E. enxofte, F. '30% CPA’, G. '20% MCp’ ¢ H. Pungdo x
inoculagdo. Setas indicam inoculagio com Vd em 5 DAP. Barras de
erros indicam o desvio padrdo.
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Foi considerado que plantas tratadas por enxofre e "30% CPA’ (Figs. 7E
e 7F) ndo responderam consistentemente com aumento de atividade de
quitinases, a despeito das leituras desta enzima a 18 DAP, em plantas
pulverizadas com ambos tratamentos e inoculadas, terem atingido um patamar
de atividade cerca de 2,0 vezes o controle pulverizado com agua e inoculado.
Por outro lado, plantas tratadas com os demais quimicos e extratos naturais,
inoculadas e ndo inoculadas com Vd, revelaram uma tendéncia de incremento

' definida ao longo dos DAP, com relagiio aos respectivos controles inoculados e
ndo inoculados (Fig. 7).

Considerando as respostas de P-1,3-glucanases, plantas pulverizadas
com Ecolife®, enxofre e '20% MCp’ (Figs. 8C, 8E e 8G) revelaram uma
tendéncia caracterizada por um pico de atividade a 8 DAP das plantas tratadas e
ndo inoculadas, acompanhada pelas plantas tratadas e inoculadas, seguida de
proeminente decréscimo de atividade GLU. Os valores de atividade da enzima
em questio a 8 DAP, aparentemente causada pela exposi¢io aos tratamentos
mencionados, atingiram um patamar cerca de 6,0 vezes o nivel de atividade
correspondente ao dos controles pulverizados com &gua, inoculados e ndo
inoculados. De outro modo, plantas tratadas por ASM, 30% VLA’, 30% EFID’
e "30% CPA’, inoculadas e ndo inoculadas, responderam com incremento de
atividade GLU em todos os DAP avaliados, em relagio aos controles
pulverizados com agua, inoculados e ndo inoculados.

Muito embora tenha sido verificada uma tendéncia consistente sobre os
dados de CHI, GLU e também POX, na grande maioria dos pontos estudados
nao foram evidenciadas diferencgas significativas, lembrando que diferenca
significativa diz respeito a desvios de médias que ndo estejam sobrepostos. Tal
dispersdo dos dados pode ter sofrido influéncia da heterogeneidade genética do
material susceptivel estudado, por tratar-se de geragdo segregante de parentais

susceptiveis para murcha vascular causada por Vd. Reforca a afirmativa a
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evidéncia de que algumas isoformas distintas de quitinase, aparentemente sem
correspondéncia fisiologica, tenham sido reveladas em gel a partir do material
vegetal testado (Fig. 9). Por outro lado, considerando a populagiio segregante de
sementes de cacaueiro utilizadas no experimento, foi possivel verificar uma
média representativa de indugdo de resisténcia nesta populagdo, sugerindo que o
fendmeno de reagdo de defesa permaneceu conservado em meio a
heterogeneidade genética.

O aumento nas respostas de atividades de enzimas relacionadas a
patogénese foi observado apos a exposi¢io das plantas aos quimicos, extratos €
formulagdes testados, previamente avaliados como relativamente eficientes na
redugiio de progresso de doenga. Além disso, houve deposi¢do de lignina em
folhas coletadas aos 13 e 18 DAP (Tabela 2), mostrando relagdo com o aumento
de POX e respostas menos consistentes de PPO. Como mais detalhadamente
discutido no Capitulo 2, atividades de POX, PPO e PAL, resultando em reforgo
da parede celular, tém sido associados com indugdo de resisténcia local e
sistémica (Anterola e Lewis, 2002). Plantas reagem a invas@o de patégenos'com
a ativagdo de uma rede de respostas inatas que pode ser expressa localmente, no
sitio de infecgdio de invasdo do patégeno, bem como sistemicamente, em tecido
ainda ndo infectado (Maleck e Lawton, 1998). Quitinases e glucanases de planta
participam de sistemas de defesa com fatores de hidrélise sobre componentes de
parede celulares fiingicas e bacterianas. Quitinases de planta liberam oligbmeros
de quitina a partir de segmentos de parede celular fiingica (Stintzi et al,, 1993).
Resultados de CHI e GLU induzidas em folhas pelos tratamentos estudados
reforcam que eles poderiam ser aplicados buscando controlar doengas foliares
causadas por fungos, aproveitando esse aumento evidenciado de poder
hidrolitico do tecido.

Entretanto, com os dados presentes, pouco se pode afirmar a respeito da

influéncia do aumento diferenciado nos niveis foliares de CHI e GLU sobre a
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contengéo da lesdo causada pelo Vd em tecido vascular, jA que o sitio do
patégeno nao se localiza na folha. Experimentos de reag@o sistémica da planta e
coleta de tecido epicotiledonar, préximo a pung¢do devem ser realizados para o
esclarecimento do papel dessas enzimas no contexto da verticiliose. Como
perspectiva, um experimento recente, conduzido nos mesmos moldes, forneceu
material proveniente da regido epicotiledonar para ensaio de determinagdo de
atividade de peroxidases e oxidases de polifendis. Dados preliminares, em
experimento com cacaueiro susceptivel EEG 64, confirmam que alguns dos
tratamentos avaliados induziram aumentos nas atividades de POX e PPO em
segmentos epicotiledonares, confirmando uma possivel agdo sistémica a partir
de pulverizagéo sobre folhas.

Acumulacdo de derivados TGA (lignina acido-solivel e polimeros
lignin-like) em plantas de cacaueiro pulverizadas com agua (testemunha sadia),
pulverizadas com agua e inoculadas (controle), tratadas, e tratadas e inoculadas
foi determinada aos 13 e 18 DAP (Tabela 2). Em 13 DAP, plantas tratadas com
ASM, "30% EFID’, 20% MCp’ e 30 % VLA’ mostraram valores de
lignificaggo atingindo entre 120% a 140% dos controles pulverizados com 4gua,
muito embora sem apresentar diferenca significativa. Respostas ainda mais
pronunciadas entre controles e tratamentos foram vistas a 18 DAP nas folhas
analisadas. Plantas tratadas com ASM mais inoculagdo, '20% MCp’ mais
inoculagdo, "30% VLA’ mais inoculagdo e ASM atingiram niveis significativos
entre 135% e 150% dos controles pulverizados com agua, inoculados, ndo
inoculados e testemunha injuriada por pungdo. E relatado que a lignina possua
fungdes importantes na sustenta¢do da planta, transporte de agua e defesa de
planta (Patzlaff et al., 2003). O crescimento ¢ atividade de Vd no tecido vascular
susceptivel envolvem a oclusdo do xilema por tiloses e residuos que impedem o
transporte de agua, podendo disparar respostas fisioldgicas na planta

semelhantes as causadas por restri¢@o hidrica (Sadras et al., 2000).
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TABELA 2. Efeitos de quimicos, extratos e formulagdes naturais sobre a deposigéo de lignina (derivados TGA)
e contetdo de fendis totais em folhas de plantas de cacaueiro susceptivel a Vd coletadas a 8, 13 e
18 DAP. Efeitos de quimicos, extratos e formulagdes naturais sobre o teor de pigmentos
fotossintéticos em folhas, a 18 DAP

139

Lignina (pg 10" mg”’' MF) Fenéis tt (ug 10" mg”' MF) Pigmentos fotossintéticos (g mL™)
Clorof. A Clorof. B Carotendides
2 Dias ap6s pulverizacdes (DAP)

! Tratamentos 13 18 8 13 18 18 18

Agua 3,2740,49a 50+0,39de 2,21%£0,08a 3,98+0,07a 12,04 0,0lab 7,7 1,6¢c 1,81 £0,09a
Agua +Vd 3,53+£0,12a 4,8+036dc 2,39%0,17a 2,26+ 0,10b 11,8+0,ilab 123+0,5abc 133 % 0,16a
Agua + Pungio 3,53+£0,53a 5,1+0,16cde 2,06+0,02a 245+0,03b 11,9+0,12ab 104+ 2,05abc 1,61 £ 0,50a
ASM (02mg/mL) 4,511+0,62a 6,9+0,18ab 2,04£0,10a 2,28+0,01b 11,7:£0,28ab 8,6+ 1,1bc 1,98 £ 0,33a
ASM +Vd 3,82+0,36a 7,410,35a 191+£004a 2,13£0,03b 11,9%0,12ab 10,6 £ 1,23abc 2,20+ 0,55
20% MCp 398+0,08a 6,3+0,42abcd 2,44 £0,04a 1,99 £ 0,01b 11,71£0,30ab 16,4 £ 0,97a 1,16+ 0,37a
20%MCp+Vd 3,30+0,09a 7,2+04lab 1,66 £ 0,66a 1,89+0,11b 11,8+£0,20ab 10,8+ 1,69abc 2,4310,37a
30% VLA 391+062a 6,7+045abc 1,64+0,12a 236+001b 11,4+0,07b 14,5+ 0,13ab 1,19+ 0,33a
30% VLA+Vd 3,801+0,05a 7,2%0,10ab 1,934+0,19a 2,03 £0,48b 11,74 0,06ab 12,1 £0,42abc 1,66+ 0,132
Ecolife® 3,85+0,11a 5,8+ ,0labcde 1,92+0,32a 1,32+ 0,55b 12,0+0,02ab 11,4+ 1,39abc 1,90 % 0,042
Ecolife® + Vd 3,77+ 0,292 6,4 £0,05abcd 1,79+ 0,12a 1,980,126 11,7£0,05ab 12,5+0,59abc 2,19 +0,26a
30% EFID 3,540,692 6,7+03abc 2,151 0,042 1,97+0,11b  12,0+0,02ab 10,9+0,08abc 1,98+ 0,10a
30%EFID+Vd 3,98+027a 6,2+0,05abcd 2,20£0,17a 2,07+0,04b 12,1 £0,03ab 9,6+0,20bc 2,151 0,01a
30% CPA 3,76+ 0,11a  4,6+£0,32¢ 1,81 £ 0,02a 1,82+£0,10b 11,9+0,21ab 10,81 1,77abc 2,331 0,082
30%CPA+Vd 335+032a 4,210,40c 1,95 £0,20a 1,810,150 11,94£0,05ab 12,8+0,67abc 2,01+0,3%
Enxofre 34420022 6,9+0,19ab 1,81 £0,082a 2,33+0,25b 11,9+ 0,03ab 11,9+0,22abc 1,83 +0,04a
Enxofre + Vd 3,11+0,09a 5,7%0,13bcde 1,6710,27a 1,78 £ 0,30b 12,1£0,0la 9,7+0,20bc 2,12 £ 0,04a

inoculadas com isolado virulento de Vd 5 DAP.

T"ASM, formulagdo e extratos naturais foram pulverizados nas folhas 25 dias apos semeadura e plantas foram

2 Médias + desvios. Colunas com as mesmas letras nfio apresentam diferenga significativa pelo teste de Tukey (P=0,05).



Nesse sentido, hd poucos relatos de respostas de lignificagio na
tolerancia da planta 4 restri¢do hidrica (Leinhos e Bergmann, 1995; Deetz et al.,
1996), mas, principalmente, respostas (nfio necessariamente ligadas a defesa) da
planta ao progresso de sintomas causado por Vd, em sua influéncia negativa
sobre o transporte de dgua. Pomar et al., (2004), por exemplo, concluiram que
modificagGes no conteiido e na composig@o de monolignéis de lignina retardam,
sem impedir, o desenvolvimento de sintomas de verticiliose em pimenta. Uma

' vez mais cabe lembrar que os dados de lignificacdo em folhas de cacaueiro, aqui
relatados, aparentemente ndo serviriam para justificar redu¢@o de progresso de
doeng¢a. Da mesma forma, como interpretado dos resultados de atividade em
folhas de GLU e CHI, experimentos de reagdo sistémica da planta e coleta de
tecido epicotiledonar, préximo a pungdo, devem ser realizados para o
esclarecimento do papel da lignificagdo na integridade dos vasos do xilema
afetados por Vd. Contudo, existem, dentro do sistema cacaueiro x Vd em estudo,
poucos dados preliminares que possam direcionar projecSes, permanecendo a
hipétese da lignificagio caulinar ativada sistemicamente pelos tratamentos
estudados carente de experimentagéo.

Com relag@o ao conteiido de fendis totais, foi evidenciada uma leve
redugdo nos valores das plantas tratadas (Tabela 2). A 8 DAP, contetido de
fenéis totais em folhas de plantas pulverizadas com quimicos, formulagdes e
extratos naturais estudados situou-se entre os maiores valores dos controles
pulverizados com dgua, e pulverizados com dgua e inoculados, e os menores
valores de plantas "20% MCp’ mais inoculagéo ¢ "30% VLA’, & excegdo do
material tratado com "20% MCp’, o qual inesperadamente atingiu 0 maior valor.
O mesmo perfil de queda sensivel nos teores de fenéis totais em plantas tratadas

foi evidenciado também a 13 DAP, contudo sem diferengas significativas entre

0os tratamentos.
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FIGURA 9. Eletroforese em condigdes nativas revelando isoformas de
quitinases (CHI) em plantas pulverizadas com A. ASM, B. 30%
VLA’ e C. Ecolife®. Quantidade de proteina por pogo: 8 pg.
Tempos: 4 DAP (sadia e tratada); 8 e 13 DAP (sadia, controle
inoculado, tratada, e tratada e inoculada). Setas indicam provaveis
isoformas em downregulation. Impressio negativa.
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Com relagdo aos teores de clorofilas a e b, e carotenéides a 18 DAP (13
DAI) ndo foi evidenciado diferengas marcantes entre plantas tratadas e
respectivos controles (Tabela 2). Sintomas inquestiondveis de verticiliose
aparecem comumente apés 30 DAI, nfio sendo possivel evidenciar sintomas
claros da doenga até o iltimo dia de coleta de material vegetal (18 DAP). As
plantas. Possivelmente clorofila b tenha sido o tinico pigmento levemente
afetado pela doenga, no entanto investigagdo mais detalhada merece ser feita
para ratificar a hipétese, ja que os pigmentos mantiveram-se preservados, de um
modo geral, em todas as plantas.

Revelagio em gel de atividade de proteinas relacionadas & patogénese,
caso das peroxidases (Fig. 10), confirmou aumento de atividade especifica em
folhas de plantas submetidas aos tratamentos estudados. Por outro lado,
revelagdo de quitinases (Fig. 9) néio reforcou o ténue aumento de atividade
provocado pela maioria dos quimicos e extratos naturais estudados (Fig. 7),
talvez em parte pela subdivisdo do total de atividade quitindsica em 4, 5, 6 ou
mesmo 7 isoformas. Um padriio isoenzimitico levemente heterogéneo foi
evidenciado nas eletroforeses, possivelmente justificado ‘pela procedéncia
heterogénea do material. No entanto, uma isoforma provavelmente conservada
de quitinase pareceu ser inibida por muitos dos tratamentos estudados,
principalmente a 4 e 13 DAP, como pode ser conferido principalmente nos
controles pulverizados com agua e néo inoculados (Fig 9., indicados por setas).
Géis revelados para CHI de extratos de folhas tratadas com “30% CPA’ e "20%
MCp’ também evidenciaram a isoforma ativa em seus controles (dados n#io
mostrados).

Ao contririo, géis revelados em condi¢do nativa para atividade de
peroxidases de guaiacol puderam confirmar e reforgar o aumento de atividade

das amostras avaliadas no ensaio colorimétrico (Fig. 10).
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FIGURA 10. Eletroforese em condigdes nativas revelando isoformas de
peroxidases (POX) em plantas pulverizadas com A. ASM, B.
Ecolife®, C. "30% EFID’, D. "20% MCp’, E. enxofre e F. "30%
VLA’. Quantidade aproximada de proteina por pogo: 8 pg.
Tempos: 4 DAP (sadia e tratada); 8 e 13 DAP (sadia, controle
inoculado, tratada, e tratada e inoculada).

Amostras de plantas tratadas com 20 % MCp’, *30 % VLA’, Ecolife®,
ASM, ‘30% EFID’, '30% CPA’ e enxofre mostraram um perfil de bandas
semelhante, quando submetidas a eletroforese, com a revelagdo de apenas uma
isoforma ativa, revelada por diaminobenzidina.

Retornando, por fim, 4 discuss@o da queda no teor de fenolicos totais, foi
hipotetizado que o desbalango entre a produgdo e o consumo de intermediarios
fendlicos pode ter contribuido para a redugdo da concentragdo destes compostos.

Atividades incrementadas de enzimas a donwstream da via de fenilpropandides
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poderiam ter promovido um efeito de dreno sobre os substratos fendlicos
soliveis. No entanto, investigagdes mais aprofundadas devem ser feitas para

elucidar as causas da redugdo de fendis totais nas plantas tratadas.

ccmnous_-\ {
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FIGURA 11. Sintomas de murcha, necrose e epinastia causados por V. dahliae,
em plantas de cacaueiro a 60 DAI. Respectivamente, testemunha
sadia, testemunha inoculada (controle -) e plantas pulverizadas
com A. ASM, B. ASM + Pentra-Bark®, C. Ecolife® e D.
Ecolife® + P®.
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FIGURA 12. Sintomas de murcha, necrose e epinastia causados por V. dahliae,
em plantas de cacaueiro a 60 DAI. Respectivamente, testemunha
sadia, testemunha inoculada (controle) e plantas pulverizadas com
E. 30% EFID’, F. '30% EFID" + P®, G. Enxofre, H. Enxofre +
P®, I. 30% VLA e J. '30% VLA" + P®.
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FIGURA 13. Sintomas de murcha, necrose e epinastia causados por V. dahliae

em plantas de cacaueiro a 60 DAI. Respectivamente, testemunha

sadia, testemunha inoculada (controle -) e plantas pulverizadas
com Pentra-Bark® (2,4 mL L™).
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6 CONCLUSOES

ASM, Ecolife®, '30% EFID’, enxofre, "30% VLA’ e "30% CPM’ sdo
capazes de promover relativa eficicia na protegdo do cacaueiro susceptivel
contra murcha vascular causada por um isolado virulento de Verticillium
dahliae. O uso de surfactante comercial reduz a performance dos tratamentos
estudados.

ASM, Ecolife®, "30% EFID’, enxofre, '30% VLA’ e "20% MCp’
pulverizados em folhas de plantulas de cacaueiro promovem incremento de
atividade de enzimas relacionadas a patogénese, tais como POX, CHI, GLU e
deposigdo significativa de lignina nas folhas marcadamente a 18 DAP, sugerindo

indugdo local de resisténcia.
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CAPITULO 5

PROSPECCAO DA NATUREZA PROTEICA DA ELICIACAO EM
TOMATEIRO TRATADO COM DIFERENTES FRACOES DE UM
EXTRATO NATURAL
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1 RESUMO

CAVALCANTI, F. R. Prospecgio da natureza protéica da eliciagdo em
tomateiro tratado com diferentes fragdes de um extrato natural. In:
Resisténcia induzida a Xanthomonas vesicatoria em tomateiro e Verticillium
dahliae em cacaueiro por extratos naturais: caracterizacio bioquimica,
fisioldgica e purificagiio parcial de eliciadores protéicos. 2005. Cap. 5, p. 166-
192. Tese (Doutorado em Fitopatologia) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG. * .

Uma formulaggio natural bruta obtida da extragdo aquosa a frio de p6 de
tecido necrético de lobeira (Solanum lycocarpum), infectado por Crinipellis
perniciosa ('30% VLAF’), demonstrou experimentalmente ser capaz de
promover redugdo significativa no progresso da mancha foliar, quando
previamente pulverizado em folhas de tomateiro desafiado por Xanthomonas
vesicatoria. Tendo em vista a importincia da pesquisa de principios ativos e
eliciadores, o presente estudo teve como objetivo iniciar e direcionar o
fracionamento do extrato natural, buscando a obtengéo de moléculas capazes de
promover eliciagdo de peroxidases de guaiacol, como um indicio de resisténcia
induzida em tomateiro. Fragdes provenientes do extrato bruto, em diferentes
saturagdes de sulfato de aménio (30%, 45%, 60% ¢ 75%), quando pulverizadas
em folhas de tomateiro, promoveram aumento de -atividade POX em mais de
200% do controle a 14 HAP. Fragdes F0/30 e F30/60, apresentaram a maior
parte das proteinas do extrato bruto e foram submetidas a cromatografia de troca
catidnica. Picos ndo retidos dessa cromatografia foram, subsequentemente,
submetidas a cromatografia de troca ani6nica. Todos os picos, retidos e ndo
retidos das duas cromatografias, foram amostrados e pulverizados sobre as
plantas. Respostas diferenciais de atividade de POX foram vistas a 14 HAP. As
amostras que induziram maiores aumentos de atividade de POX nas plantas
foram o pico retido em CM-celulose da F0/30 (FO-30CMR) e o pico retido em
DEAE-celulose da F30/60 (F30-60DEAER), justamente as fragbes que
apresentaram quantidade e diversidade de proteinas. No entanto, separagdo de
tragos de agiicar redutor nas amostras ndo foi possivel. Os resultados indicaram a
viabilidade da continuagio deste trabalho, na purificag3o e na caracterizagio de
moléculas eliciadoras provenientes de 30% VLAF".

* Comité de Orientagdo: Mario Lucio Vilela de Resende — UFLA (Orientador); Denilson
Ferreira de Oliveira —- DQI/UFLA.
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2 ABSTRACT

CAVALCANTL F. R. Perspectives of elicitation in tomato treated with different
fraction from a natural extract. In:___. Resisténcia induzida a Xanthomonas
vesicatoria em tomateiro e Verticillium dahliae em cacaueiro por extratos
naturais: caracterizagio bioquimica, fisioldgica e purificagiio parcial de
eliciadores protéicos. 2005. Cap. 5, p. 166-192. Tese (Doutorado em
Fitopatologia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. *

A crude natural formulation from aqueous cold extract obtained from S,
lycocarpum necrotic tissue (30% VLAF’) promoted experimentally to be
capable in reducing disease progress of tomato bacterial leaf spot, when
previously sprayed on plants. The present work was aimed to start and drive the
fractioning of referred crude extract to discover molecules capable of elicit
guaiacol peroxidase activities, as an clue of induced protection on tomato.
Fractions from crude extract, in different levels of ammonium sulphate
saturation (30%, 45%, 60% and 75%), promoted increase of POX activities
reached more than 200% of control plants at 14 HAP. Fractions F0/30 and
F30/60 showed the most quantities of proteins from crude extract and were
submitted to cation exchange chromatography (CEX). Not retained peaks from
these first chromatography were submitted to an anion exchange
chromatography (AEX). All peaks, retained and not retained, from both ion
exchanges were sampled and sprayed on plants. POX differential responses were
verified at 14 HAP. Samples that produced the most POX increases were the
retained peak in CEX from F0/30 (F0-30CMR) and the retained peak in AEX
from F30/60 (F30-60DEAER). These two samples were just the fractions that
showed higher quantity and diversity on proteins. However, sugar traces on
samples did not were separated. Results indicate the viability on continuity of
this present work to discover eliciador molecules from "30% VLAF" based upon
purification and characterization of proteins or carbohidrates.

* Guidance Committee: Mario Lucio Vilela de Resende — UFLA (Adviser); Denilson
Ferreira de Oliveira — DQI/UFLA.
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3 INTRODUCAO

Respostas fisiologicas em seres vivos baseiam-se em sinalizagdo
molecular. Este fendmeno participa de um sem-numero de processos
metabdlicos, que vdo desde diferenciagdo de orgdos, crescimento e
desenvolvimento vegetativo, até defesa contra o ataque de patogenos.
Eliciadores (também conhecidos por eliciadores) sio uma classe de sinalizadores
que estimulam resposta de defesa nas plantas. Eliciadores séo reconhecidos por
receptores, usualmente ancorados na membrana plasmatica, fazendo o disparo
de uma cascata de transdugio de sinais que levara a ativagdo de uma rede de
mecanismos de defesa. Como detalhado no Capitulo 1, varias classes de
compostos estruturalmente distintos, como oligossacarideos, moléculas
lipofilicas, glicoproteinas e peptideos agem como sinais quimicos que sao
percebidos pelas plantas e induzem elementos envolvidos na resposta de defesa.
Esses eliciadores podem ser classificados como exégenos, quando oriundos do
patégeno invasor, ou endégenos, quando provenientes da propria planta, em
decorréncia do ataque do patdgeno (Shibuya et al., 2001).

Existem inimeros relatos de obten¢io de eliciadores bem-sucedidos a
partir de material biologico. Basse et al. (1992) obtiveram pequenos
glicopeptideos a partir da digestio de uma invertase de levedura por a-
quimiotripsina, que foram altamente ativos na eliciagio de etileno e respostas de
PAL em células cultivadas de tomateiro. Ham et al. (1991) evidenciararﬁ
acimulo de fitoalexinas em soja eliciada por oligossacarinas (fragmentos) de
parede celular de Phytophthora megasperma, que também foi alvo de trabathos
pioneiros em purificagdo e caracterizagdo de eliciadores, com aprecimento de
gliceolina em soja tratada com filtrados do mesmo fungo (Ayers et al.,, 1976).

Chang et al. (1995) verificaram acimulo de mRNA de uma quitinase de ervilha
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eliciada por quitosana de Fusarium sp. Dubery e Slater (1997) conseguiram
indugdio de resisténcia em discos foliares de algoddo submetidos a eliciadores
obtidos de parede celular de Verticillium dahliae. Benhamou et al. (1998)
obtiveram inducdo de resisténcia contra fusariose em tomate pela aplicagdo
combinada de quitosana comercial e bactéria endofitica. N-
acetilquitooligossacarideos e laminarioligosacarideos foram relatados a eliciar
expressdo e secregdo de quitinases extracelulares e PAL em suspensdo de células
em arroz (Inui et al., 1996; Inui et al, 1997). Bailey (1995) conseguiu purificar
uma proteina (22,5 Kda) de filtrado de cultura de Fusarium oxysporum que
induziu etileno e necrose em folhas de Erythroxylum coca. Outros trabalhos
envolvendo eliciadores e padroes moleculares associados a patégenos (PAMPs)
foram revisados em Niirnberger e Brunner (2002).

No Brasil, Guzzo et al. (1987) purificaram parcialmente polissacarideos
de um filtrado aquoso autoclavado de uredinidsporos de Hemileia vastatrix que
promoveram redu¢do de doenga em conseqiiéncia do tratamento prévio de folhas
de cafeeiro desafiado pelo proprio H. vastatrix. Os autores testaram diversas
fragdes provenientes do filtrado contra a agdo de enzimas hidroliticas e
concluiram uma maior capacidade eliciadora a tragos de B-mananas, em lugar de
B-glucanas. Em trabalho posterior, foi caracterizado um eliciador de fitoalexina
em soja a partir de urediniésporos de H. vastatrix (Guzzo e Moraes, 1997).

Trabalhos  envolvendo  moléculas eliciadoras, parcialmente
caracterizadas, foram obtidas de suspensdo de Saccharomyces cerevisiae
autoclavada. FragSes retidas em DEAE-celulose promoveram ativacio de
defesa, em ensaio biolégico (Wulff e Pascholatti, 1999). Ag3o de extrato aquoso
proveniente de massa seca de Lentinula edodes foi comprovada em pepino
desafiado por Colletotrichum lagenarium. FragGes do extrato aquoso e de um

pico eluido de cromatografia de troca idnica foram efetivos na protegdo de
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plantulas de pepino, com aumento de atividade de peroxidases de fendis (Di
Piero, 2003).

O objetivo do estudo foi iniciar ¢ direcionar processos de separagao e
purificagio de uma ou mais fragdes de natureza protéica, provenientes de um
extrato aquoso a frio de p6é de tecido necrosado (vassoura seca) de Solanum
lycocarpum, capazes de promover o aumento de peroxidases a partir de sua
pulverizagio sobre plantas de tomateiro. Foi considerado o aumento de atividade
da enzima oxidativa como uma reagdo marcadora de possivel indugdo de

respostas de defesa.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Preparo do extrato bruto de S. lycocarpum

Conforme descrito no Capitulo 2, tecido caulinar de lobeira (8.
lycocarpum), arbusto hospedeiro silvestre de C. perniciosa, densamente
infectado e necrosado por este fungo, foi coletado para secagem a 60°C por 24
horas e posterior trituragio seguido de moagem. O sintoma de interesse
produzido pela interagdo patogeno-hospedeiro foi caracterizado pelo
superbrotamento de ramos e entrenés, hiperplasia e hipertrofia celular,
caracterizando ‘vassoura-de-bruxa’, em seu estigio de ‘vassoura seca’. O po
obtido do tecido necrosado foi armazenado sob refrigeracio a 4°C.

120 g do po obtido foram divididos em 8 aliquotas de 15 g, com cada
aliquota sendo ressuspensa em 50mL de dgua em erlenmeyer de 250 mL. Os
erlenmeyers foram entdo encaminhados e dispostos em agitador orbital, onde
sofreram agitag@o de 130 rpm durante 5 horas. Em seguida o extrato foi filtrados
a vacuo em sistema funil com novelo de algoddo acoplado a um kitazato, para
separac@o dos residuos. Por fim, a amostra foi congelada em freezer -20°C para

uso experimental, com o tratamento sendo denominado ("30% VLAF").

4.2 Fracionamento por precipita¢io salina

Ap6s descongelamento da amostra de extrato bruto ‘30% VLAF’,
seguido de breve centrifugagdo em 300 rpm (rotor Sorvall, GSA) por 7 min.,
para retirada de residuos sélidos, o volume total obtido de extrato foi submetido
a precipitagio por sulfato de aménio (NH,),SO;) ao nivel de 0-30%, 0-45%, 0-
60% e 0-75% de saturag@o, durante 12 horas a temperatura de 4 °C. Em seguida,
o volume foi centrifugado 8000 rpm (rotor Sorvall, SS-34) durante 30 min., e os

precipitados foram separados do sobrenadante e ressuspensos em agua grau
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Milli-Q, em menor volume possivel (10 mL). Os precipitados ressuspensos
foram dialisados contra dgua Milli-Q, durante 24 h, em membrana com limite de
exclusdo de 12,5 Kda. As amostras foram preparadas (F0/30, F0/45, F0/60 e
F0/75) para pulverizagdo sobre folhas de tomateiro de 15 dias.

Apo6s a verificacdo dos resultados de ativagio de peroxidases de folhas
de tomateiro pelas fragdes iniciais, foi procedida nova precipitagdo salina do
extrato bruto, ao nivel de 0-30% de saturagdo durante 12 horas a temperatura de
4 °C. O volume foi centrifugado 8000 rpm (rotor Sorvall, SS-34) durante 30
min., e o precipitado foi separado do sobrenadante e ressuspenso em agua grau
Milli-Q, em menor volume possivel (10 mL). O sobrenadante foi encaminhado
para aumento de saturagdo, até 60%, em sulfato de aménio. Centrifugacdo de
8000 rpm (rotor SS-34) por 30 min. foi imposta & amostra, cujo precipitado foi
ressuspenso em agua Milli-Q, com o sobrenadante descartado. O primeiro
precipitado ressuspenso (F0/30) e o segundo (F30/60), receberam dialise
exaustiva contra agua Milli-Q, durante 24 h, em membrana com limite de
~ exclusdo de 12,5 KDa, com duas trocas, sendo preparados, em seguida, para

pulverizagdo foliar e submissdo a cromatografias de troca ionica.

4.3 Cromatografia de troca idnica

As fracdes obtidas da precipitagdo salina e dialisadas, F0/30 e F30/60,
foram submetidas a cromatografia de troca cationica (resina de CM-celulose),
regenerada com sequéncia de lavagens com tampao acetato de sédio 50 mM pH
5,2, HCI 0,5 M, tampdo Tris-HCI 25mM, pH 7,5, NaOH 0,5 M e equilibrada
com 4gua Milli-Q, em coluna ¢ = 1,5 cm e h = 3 cm, aproximadamente.
Remogdo do material ndo retido foi feito com agua Milli-Q, enquanto a eluigcdo
das proteinas retidas foi obtida apés aplicagao de um gradiente de NaCl (0-1M),
preparado em dgua Milli-Q. As fragGes obtidas foram lidas a 280 nm. Picos ndo

retidos da cromatografia de troca catidnica foram concentrados por exposi¢@o a
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pS seco de milho (comercial), dialisados exaustivamente, sob refrigeragdo, e
submetidos 4 cromatografia de troca aninica (resina de DEAE-celulose),
regenerada com a seqiiéncia de lavagens com tampdes, contraria a feita com a
resina de CM-celulose. A coluna de ¢ = 1,5 cm e h = 7 cm, aproximadamente,
foi equilibrada com 4gua Milli-Q. Novamente a remogéo do material ndo retido
foi feita com agua Milli-Q, enquanto a eluigio do material retido foi obtida sob
gradiente continuo de NaCl (0-1M), preparado em &gua Milli-Q. As fragses

' obtidas foram lidas a 280 nm.

4.4 Pulverizacio e coleta de material fresco

Plantas de tomate cv. Santa Cruz Kada, 15 dias apés semeadura, foram
pulverizadas com fragdes (F0/30, F0/45, F0/60, F0/75 e F30/60) de ‘30%
VLAF’ e amostras de picos cromatograficos retidos e ndo retidos, até o ponto de
escorrimento. Folhas de plantas tratadas e testemunhas pulverizadas com 4gua
(controle) foram coletadas a 14 horas apés pulverizages (HAP). Em seguida, as
folhas foram homogeneizadas e amostradas, congeladas em nitrogénio liquido e

imediatamente utilizadas para determinagdes bioquimicas.

4.5 Determinagdes bioquimicas

Material foliar foi homogeneizado por meio de almofariz e pistilo em 3
mL de tampéo acetato de sédio 50 mM pH 5,2 contendo EDTA 0,1 mM durante
5 minutos, sobre um banho de gelo. Proteina solivel contida nos extratos foi
aferida pelo ensaio de Bradford (1976), usando um padrio de albumina sérica
bovina (BSA).

A atividade de peroxidases de guaiacol foi determinada pela adigio de
25pL do extrato enzimdtico ajustado para 2 mL de uma solugdo contendo
acetato de sédio 50 mM pH 5,2, guaiacol 20mM e peréxido de hidrogénio 20

mM. Apés incubagio em 30°C por 10 min, a absorbancia foi medida a 480 nm
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(Urbanek et al., 1991). Uma unidade POX foi expressa como variagdo de 1
ODg por miligrama de proteina solavel por minuto (A480nm mgP'I min™).

Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) foi ensaiada de
acordo com Laemmli (1970), usando-se um gel de separagdo de 12,5 %
sobreposto por um gel de empilhamento de 5 %. Extratos enziméticos foram
preparados em presenga de azul de bromofenol e glicerol, sendo centrifugados
em spin antes da corrida. Um volume referente a um valor fixo de 5 pg de
proteina de cada amostra foi adicionado aos pogos do gel de empilhamento.

Determinaciio de agucares redutores foi conduzida pelo ensaio
colorimétrico de Somogyi-Nelson, usando o cobre divalente como agente
oxidante (Nelson, 1944).

4.6 Eletroforese Bidimensional

Ap6s a dialise de 16 h, 2 trocas, dos picos retidos da F0/30 em CM-
celulose, e da F30/60 em DEAE-celulose, aliquotas de 100 pL foram
ressolubilizadas com tampio de reidratagdo, 2-D RHY ( 8M urea, 1M tiourea,
2% CHAPS, 10% glicerol, 2% tampdo IPG pH 4-7, € 25 mM DTT), (Rabilloud
¢ Chevallet, 2000). A mistura foi entdo usada para rehidratar fitas immobiline
IPG (IPG, 18 cm, pH 3-10) e (IPG, 11 cm, pH 4-7; Amersham Biosciences). As
fitas foram cortadas em duas, com duas corridas de 2° dimensdo para cada
pedago, pelo fato da cuba ndo suportar tiras integras de 18 cm.

As amostras (F0/30, pico retido em CM; e F30/60, pico retido em
DEAE) foram aplicadas em cada pogo da cdmara de reidratagdo. Cada fita IPG
foi coberta com 1.5 mL de éleo “Drystrip cover fluid” para minimizar
evaporagiio e cristalizagio de uréia. As fitas IPG foram rehidratadas &
temperatura ambiente (20 °C) por toda noite (16 h).

Os parametros para focalizagdo isoelétrica foram empiricamente

determinados, embora algumas sugestoes tenham sido acatadas de acordo com
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Gorg (2000). IEF foi conduzida em sistema Multiphor II (Amersham
Biosciences), a altas voltagens e baixas correntes (<50 p1A), acoplado a um
circulador termostatico, com temperatura regulada a 19 °C. Os parametros de
focalizagdo programados foram: 100 V/h, 250 V/h, 500 V/h, 1250 V/ih e 3500 V
por 5 horas. IEF terminou apés cerca de 7 horas com um total de voltagem
aplicada de 19600 volts. As fitas IPG foram estocadas a - 80 °C. Para equilibrar
as fitas IPG foi utilizado o tampdo SDS de equilibrio (Tris-HClI 1.5 M, pH 8.8
(6,7 mL), uréia (72.07 g), glicerol 69.0 mL), SDS (4 g), azul de bromofenol 1%
(200 pl) e ajustado para o volume total de 200 mL com 4gua grau Milli-Q. O
tampdo foi estocado em aliquotas de 40 mL a -20 °C. Antes do uso foram
adicionados 200 mg de DTT para 20 mL da solugéio SDS de equilibrio. As fitas
IPG foram colocadas individualmente em tubos contendo 5 mL do tampao SDS
de equilibrio que foram incubados sob agitagdo suave por 15 min. Em seguida, a
solu¢do foi descartada e o segundo equilibrio foi feito nas mesmas condigdes
com 500 mg de iodo acetamida em 20 mL de solugdo SDS de equilibrio.

Para a corrida da 2* dimensao, as fitas IPG e 2 pl do marcador em papel
de filtro foram colocadas no topo do gel. As fitas IPG foram cobertas com
agarose/SDS. A corrida foi conduzida sob corrente constante, 25 mA por gel, e
tensdo maxima de 250V, usando um sistema vertical (Hoeffer SE 600,
Amersham Biosciences). Proteinas em estudo foram visualizadas por coloracio
com prata (Blum et al., 1987) apos a etapa de fixagdo de 15 horas em uma

solucdo de 40% etanol e 10% acida acético.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O fracionamento prévio do extrato bruto de pé de tecido necroético de S.
Iycorcarpum foi conduzido nas saturagoes de 30%, 45%, 60% e 75% em sulfato
de amoénio. Todos os precipitados ressuspensos e dialisados, quando
pulverizados sobre as folhas de tomateiro de 15 dias, foram capezes de induzir o

aumento relativo de atividade de peroxidases (Fig. 1).
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FIGURA 1. Atividade de peroxidases de guaiacol (POX) em folhas de tomateiro
cv. Santa Cruz Kada, 14 HAP. Plantas controles foram pulverizadas com agua
destilada. Barras de erros indicam desvio padrdo de média de 3 plantas.

Desde ja, afirma-se que, na falta de bioensaio em plantas inoculadas
com patdgeno para verificar efetiva redugdo de progresso de doenga, respostas
de atividade de peroxidase sdo o tnico indicio de alguma resposta de indugao de

defesa por parte da planta, ativada pelas diferentes fragdes do extrato bruto, este
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confimado experimentalmente como protetor; vide Capitulo 2. O primeiro passo
na continuidade deste trabalho seria o estabelecimento de bioensaio rapido para
averiguar a efetiva confirmagio das fragdes testadas sobre um sistema patégeno
versus hospedeiro dindmico, posto que aumento de atividade de peroxidases nio
significa assegurar indugdo de resisténcia, muito menos aumento de protegdo.
De qualquer forma, atividade POX permanece um indicio coerente, merecendo
ser avaliado.

Teores de proteinas soliveis totais foram dosados em todos os

precipitados ressuspensos obtidos (Tabela 1).

TABELA 1. Proteinas solaveis totais dos precipitados salinos de "30% VLAF’
ressuspensos e dialisados

" Tratamento Proteinas (ng mL™')
'30% VLAF’ 235,7+3,7
P 30% 111,6 0,9
P 45% 176.6 +5.6
P 60% 210,3 + 8.4
P 75% 234,8 +6,2
P 30-60 ° 320,5+ 0.3

""30% VLAF’ foi obtido pela razio de extragio 15 g de p6 / 70 mL agua, em
volume final de cerca de 600 mL. Precipitados foram ressuspensos em menor
volume possivel de agua (10 mL).

? Proveniente de 2° extracio.

Tendo em vista os resultados de atividade de POX em plantas
pulverizadas com o primeiro lote de precipitagdo salina sobre o "30% VLAF’,
adotou-se um critério de separa¢ao de material por nova precipita¢do salina. Foi
conduzida extragdo a frio do material, seguida de saturagio seqiiencial com o sal

até a obtengdo de 2 fragdes principais: F0-30 e F30-60. Essas fragdes foram,
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entdo, submetidas a colunas com matrizes trocadoras de ions, na tentativa de
mais um passo de separagdo molecular sobre o material. Em uma estratégia de
separagdo, freqilentemente adota-se a seqiiéncia dos seguintes tipos de
cromatografia, quando a proteina é desconhecida: troca ionica — afinidade —

exclusio molecular. No presente estudo, foi abordado o critério usual.

—280nm
0,30 —Condutividade (mS/cm) _ 80
0,25 — -~ 50
| |
g 020 - + 40 _
5 : i3
2 0,15 + L3 o
"] | w
2 010 L NaCl 0-1M L a0 E
]
0,05 + l + 10
|
0,00 == . — 0
0 10 20 30 40 50 60 70 80

FIGURA 2. Cromatografia de troca catidnica da fragao F0/30, obtido a partir de
'30% VLAF’. O material foi aplicado em coluna de CM-celulose
(1,5 x 3 cm). Tampdo de equilibrio: acetato de sédio 20 mM, pH
5,0. Eluigio em gradiente (0-1M) de NaCl, indicado pela
condutividade. Fragdo: 3,1 mL. Fluxo: 93 mL h™. Quantidade de
proteina submetida: 11,66 mgP.

A estratégia adotada foi cromatografar a amostra baseando-se na carga
relativa de suas moléculas componentes. Inicialmente os precipitados estudados
foram submetidos a cromatografias de CM-celulose, separando-se basicamente
picos ndo retidos dos retidos. Em seguida, os picos ndo retidos dessas
cromatografias foram concentrados, novamente dialisados e submetidos a
cromatografia de DEAE-celulose. Da cromatografia de troca aniénica foram

evidenciados, também, picos retidos e ndo retidos. Finalmente, as fragdes
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referentes aos picos foram compostas, amostradas, concentradas e dialisadas

para pulverizagio em plantas e anélise de atividade POX.
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FIGURA 3. Cromatografia de troca aniénica da fragdo F0/30, obtido a partir de
30% VLAF". O pico ndo retido em CM-celulose foi preparado e
aplicado em coluna de DEAE-celulose (1,5 x 7 cm). Tampio de
equilibrio: Tris-HCI 25 mM, pH 7,5. Eluigdo em gradiente (0-1M)
de NaICl, indicado pela condutividade. Fracdo: 2,2 mL. Fluxo: 88
mL h™.

Quando a fragdo F0/30, contendo atividade eliciadora de POX em
plantas de tomateiro, foi submetida a cromatografia de troca catiénica em coluna
de CM-celulose (1,5 x 3 cm), dois picos foram obtidos (Fig. 2). O primeiro foi
retirado com o tampédo de equilibrio, amostrado, dialisado exaustivamente e
preparado para submissdo a cromatografia de troca aniénica. O segundo pico
(FO-30CMR), fragdes 44 a 60, foi eluido logo apos inicio do gradiente de NaCl,
a partir da fragdo 35. O rendimento em concentragio de proteina eluida foi
baixo, em torno de 10 pg mL"', segundo dosagem a 595 nm. No entanto, bandas

foram reveladas normalmente em gel corado por prata (Figs. 6-8).
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FIGURA 4. A. Cromatografia de troca catiénica da fragio F30/60, obtido a
partir de "30% VLAF’. O material foi aplicado em coluna de CM-
celulose (1,5 x 3 cm). Tampéo de equilibrio: acetato de sédio 20
mM, pH 5,0. Eluigdo em gradiente (0-1M) de NaCl, indicado pela
condutividade. Fragdo: 1,5 mL. Fluxo: 30 mL h'. Quantidade de
proteina submetida: 25,67 mgP. B. Cromatografia de troca anibnica
da fragio F30/60, obtido a partir de "30% VLAF . O pico ndo retido
em CM-celulose foi preparado e aplicado em coluna de DEAE-
celulose (1,5 x 7 cm). Tampdo de equilibrio: Tris-HCI 25 mM, pH
7,5. Eluicsio em gradiente (0-1M) de NaCl. Fragdo: 2;9 mL. Fluxo:

S0 mL h'.
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Subseqiientemente, o volume ndo retido da F0/30 da CM-celulose foi
aplicada em uma coluna de DEAE-celulose (Fig 3). Quatro picos (FO-
30DEAEPI, FO-30DEAEPII, FO-30DEAEPIII, FO-30DEAEPIV) foram obtidos,
sendo que o primeiro, fracdes 13 a 30, e o segundo, fragdes 37 a 49 foram
retirados com o tamp@o de equilibrio. Apés a aplicacdo do gradiente de NaCl,
foram eluidos mais 2 picos, no bem distintos, entre as fracdes 75 ¢ 180, e 184 a
197. Grande parte da pigmentagdo residual no volume nio retido da F0/30 em
CM-celulose ficou retida na resina trocadora. Presumidamente, a pigmentagio
interferiu de forma substancial na separagdo das proteinas contidas na amostra.
De qualquer forma, os picos foram separados, amostrados e preparados para

pulverizacdo em planta.
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FIGURA 5. Atividade de peroxidases de guaiacol (POX) e teores de acticares redutores
(losangos) em folhas de tomateiro cv. Santa Cruz Kada, 14 HAP. Plantas controles foram

pulverizadas com agua destilada. Barras de erros indicam desvio padriio de média de 3 plantas.
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De modo andlogo, a fragio F30/60 também contendo atividade
eliciadora de POX em plantas de tomateiro, foi submetida 2 cromatografia de
troca catidnica em coluna de CM-celulose (1,5 x 3 cm). Dois picos foram
obtidos (Fig. 4A). O primeiro foi retirado com o tampdo de equilibrio e
preparado para submissdo a cromatografia de troca anidnica. O segundo pico
(F30-60CMR), fragdes 73 a 108, foi retirado logo apés inicio do gradiente de
NaCl, a partir da fragdio 43. Todas os volumes eluidos de colunas, provenientes
da fragio F30/60 apresentaram-se pigmentados. O volume ndo retido da F30/60
em CM-celulose foi aplicada em uma coluna de DEAE-celulose (Fig 4B). Dois
picos (F30-60DEAENR e F30-60DEAER) foram obtidos, sendo que o primeiro,
fragoes 13-58, foi retirado com o tampio de equilibrio. Apés a aplicagdo do
gradiente de NaCl, foi eluido mais um pico, nas fragdes 88 a 139. Com relagdo a
separagdo feita a partir da F30/60, todas as amostras apresentaram pigmentagio.
Contudo, assim como na fragdo F0/30, os pigmentos apresentaram atra¢do por
resina carregada positivamente.

Os produtos de separagdo, provenientes do fracionamento do “30%
VLAF’ foram entdio pulverizados no tomateiro, ao final da tarde. A anélise de
POX das folhas coletadas 14 HAP, bem como a determinagdo do teor de
agcares redutores estdo apresentadas na Fig. 5. Plantas pulverizadas com as
fragoes FO/30 e F30/60, como esperado, responderam com aumento de atividade
enzimitica. Plantas pulverizadas com aliquotas dos picos FO-30CMR e F30-
60DEAER responderam com nidmeros bastante mais altos de atividade POX,
chegando a atingir 430% e 370% do controle, respectivamente. Plantas expostas
aos picos retidos FO-30DEAEPII e FO-30DEAEPIV também ativaram POX
mais do dobro do nivel do controle pulverizado com dgua.

Aliquotas de picos e fragdes contendo atividade eliciadora de POX em
tomateiro foram submetidas i eletroforese, sob condigGes desnaturantes, em gel

de poliacrilamida. Os perfis estdo apresentados nas Figs. 6-8.

183



97,0

68,0

45,0

30,0

20,1

134

18,0
184

149
148

FIGURA 6. SDS-PAGE redutora e desnaturante. M = Marcador (KDa). Pogo A.

F30-60CMR, B. F0-30CMR, C. F30-60DEAENR, D. F0-
30DEAEPI, E. FO-30DEAEPII, F. F0-30DEAEPII, G. F30-
60DEAER, H. FO-30DEAEPIV. Setas indicam bandas protéicas de
maior destaque. Quantidade de proteina aplicada: ~5 pg.
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FIGURA 7. SDS-PAGE desnaturante. M = Marcador. Pogo A. F30-60CMR, B.
F0-30CMR, C. F30-60DEAENR, D. FO0-30DEAEPI, E. FO-
30DEAEPII, F. F0-30DEAEPI, G. F0-30DEAEPIV, H. F30-
60DEAER. Setas indicam bandas protéicas de maior destaque.
Quantidade de proteina aplicada: ~5 pg.

Aliquotas de picos que se mostraram mais promissores na eliciagio de
respostas POX em tomateiro a 14 HAP, FO-30CMR e F30-60DEAER, foram
exatamente as que evidenciaram maior quantidade e diversidade de proteinas. A
revelacdo da amostra altamente pigmentada F30-60DEAER em gel se mostrou
problemdtica, na medida em que os pigmentos da amostras intereferiram no
coramento por prata. Coramento por Comassie Brilliant Blue R-250 foi
experimentado sem sucesso, dada a baixa concentragdo de proteina nas
amostras. Possivelmente, a pigmentagio presente na aliquota do pico em questio

tenha impossibilitado a focalizagio isoelétrica que antecede a corrida em 2°
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dimensdo no gel. Tentativas foram feitas para focalizar F30-60DEAER, sem
sucesso, com o processo interropido pelo actimulo de sais/pigmentos na parte
dcida da tira. Vale salientar que todas as amostras foram dialisadas em
membrana com limite de exclusdo de 12,5 KDa.

No entanto, a focalizagdo de FO-30CMR foi bem-sucedida, com os spors

revelados em gel, evidenciando proteinas com pl entre 5 e 6,5; e 8 (Fig. 8).

pH 3 6,5 6,5 10

FIGURA 8. Eletroforese bidimensional do pico FO-30CMR. IEF conduzida em gradiente
linear de pH (Fita de 18 ¢m, pH 3-10, ApH = 0,54 UpH cm™). Gel
revelado com prata. Quantidade de proteina aplicada: ~10 pg.
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Eletroforese bidimensional foi utilizada para refinar a analise dos picos
retidos das fracdes F0/30 e F30/60 em cromatografias de troca idnica. O sistema
2D-PAGE separa proteinas baseadas na carga, conforme seus PI's, na 1*
dimensgo, através de uma corrida IEF (focalizagdo isoelétrica), e uma outra
corrida em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) na 2° dimensdo, separando as
proteinas conforme seus pesos moleculares. '

Deste ponto do trabalho em diante, 4 luz dos resultados, sugerem-se dois
caminhos, um para F0-30CMR e outro para F30-60DEAER. Para analise e
purificagdo das proteinas contidas em F0-30CMR o trajeto € mais curto, posto
que o resultado de incremento de POX possui maior possibilidade de ter sido
influenciado por uma proteina, em que pese¢ O reduzido teor de agiicares
redutores encontrado nesta amostra (Fig. 5). Além disso, houve um passo
consideravel de purificagio logo apds a submisséo da F0/30 em uma coluna de
troca catidnica. Dados gerados pela eletroforese 2D poderiam ser aproveitados
para proximos passos.de purificagdo, empregando-se cromatofocalizagdo. Para
" andlise das muitas proteinas contidas em F30-60DEAER, sugere-se nova
extragdio a partir do material bruto de "30% VLAF’, visando & separacdo dos
pigmentos das proteinas, além da separagdo de proteinas € tragos de carboidratos
que foram evidenciados como contaminantes.

Andlise de peptideos, investigando-se © trocador da dialise, e
carboidrados também poderia ser conduzida a partir de extragdes de 30%
VLAF". Peptideos e carboidratos ndo foram alvo de investigagdo no presente
trabatho, no entanto, indubitavelmente, possuem a mesma importincia como
candidatos a eliciadores.

Entretanto, antes de qualquer agdo no sentido do aprofundamento do
conhecimento sobre o potencial das proteinas candidatas a eliciadores de POX
apresentadas, a fixagdo de bioensaios dindmicos e a confirmagdo de redugéo de

progresso de doenga em plantas desafiadas por patdgenos, pré-imunizadas com
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as fracOes estudadas, € imprescindivel para atribuir sentido ao trabalho de
continuidade, jA que aumento de atividade de POX ndo garante indugdo de
resisténcia per se.

Trabalhos agrondmicos envolvendo purificagdo de eliciadores t€ém, no
bojo, o escopo da utilizagdo de seu principio ativo em algum produto comercial.
Muito conhecido é o aproveitamento da harpina, como um fator de
_ patogenicidade protéico sintetizado por Erwinia amylovora (Adam et al. 1997,
Jin et al., 1997), cujo gene foi clonado em E. coli para produgéo em larga escala.
O pacote comercial Messenger® utiliza este esquema biolégico para realizar a
funcdo de indugdo de resisténcia de ndo hospedeiro. Outros produtos valem-se,
ndo de produtos protéicos, mas de eliciadores como quitosana ¢
oligossacarideos.

Estudos subseqiientes devem ser conduzidos para averiguar se existe
alguma molécula eliciadora, proteina ou oligossacarideo, proveniente de extrato

aquoso de pé de tecido necrético de S. lycocarpum, que possa ser viavel a

compor algum produto comercial, no futuro.
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6 CONCLUSAO

Extrato aquoso a frio de vassoura de S. Iycocarpum pode ser fracionado

por precipitagdo salina e cromatografia de troca idnica. Fragdes obtidas sdo

capazes de eliciar diferencialmente atividade de peroxidases de guaiacol, quando

pulverizadas em plantas de tornateiro.
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