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RESUMO

Foram avaliados os efeitos de indutores abidticos em cultivares de caupi inoculadas com Fusarium oxysporum f.
sp. tracheiphilum quanto a severidade, controle da doenga e atividade enzimatica. Para isso, plantas das cultivares [PA-206
¢ BR-17 Gurguéia com cinco dias de idade foram pulverizadas com solugdes aquosas de ASM (5,0 g do i.a./100 L de agua),
BABA (1,5 mM) e quitosana (2,0 mg/mL), no primeiro par de folhas e inoculadas, apos sete dias da germinagdo, com 20 mL de
uma suspensdo de 1 x 10° conidios/mL do isolado ISO-PE. A avalia¢do da severidade da doenga foi realizada aos 25 dias ap6s a
germinacao, através de escala de notas e indice de doenga. As atividades das enzimas [3-1,3-glucanase, peroxidase e fenilalanina
amonia liase (PAL) foram determinadas em plantas submetidas aos tratamentos anteriores, coletadas aos cinco e 10 dias apods a
inoculagdo. Foi observada diferenca significativa entre os indutores e a testemunha, nas duas cultivares testadas, aos cinco ¢ 10
dias, destacando-se o indutor ASM, proporcionando um controle da doenga de 68,90% e 71,59% nas cultivares BR-17 Gurguéia e
IPA-206, respectivamente. O indutor ASM apresentou melhores resultados nas atividades de 3-1,3-glucanase, peroxidase e PAL,
destacando-se na cultivar IPA-206 nos dois periodos analisados. Os indutores BABA e quitosana diferiram da testemunha, na
atividade de PAL e 3-1,3-glucanase, nessa mesma cultivar, aos cinco dias apos a inoculagao.

Palavras-chave adicionais: Murcha de Fusarium, 3-1,3-glucanase, peroxidase, fenilalanina amonia liase, resisténcia

sistémica adquirida.

ABSTRACT

Induced resistance to Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum in cowpea plants: effectiveness of abiotic inducers

and elicited enzymatic activity

The effect of abiotic inducers in two cowpea cultivars inoculated with Fusarium oxysporum f.sp. tracheiphilum (E.
F. Smith) Snyder & Hansen was evaluated in relation to severity, disease control and enzyme activity. Aqueous solution of
ASM (5.0 mg/mL), BABA (1.5 mM) or chitosan (2.0 mg/mL) was sprayed on the first pair of leaves of five-day-old cowpea
plants, cultivars BR-17 Gurguéia and IPA-206. After seven days of elicitor application, inoculation was carried out with 20
mL of'a 1 x 10° conidia/mL suspension of the ISO-PE isolate. Plants were harvested at five and 10 days after inoculation, and
the activity of phenylalanine ammonia lyase (PAL), B-1.3-glucanase and peroxidase was analyzed. Significant difference
between treatment with inducers and control was verified, mainly for ASM which provided a disease control of 68.9% and
71.59% for BR-17 Gurguéia and IPA-206 cultivars, respectively. ASM showed the best results related to -1.3-glucanase,
peroxidase and PAL and activities, especially for the cultivar IPA-206 five or 10 days. BABA and chitosan differed from the
control for PAL and (3-1.3-glucanase activity on cultivar IPA-206, five days after inoculation.

Additional keywords: Fusarium wilt, B-1.3-glucanase, peroxidase, phenylalanine ammonia lyase, systemic

acquired resistance.

INTRODUCAO

Durante a interagdo patdégeno-hospedeiro ocorre a
ativagdo do sistema de defesa da planta por varios meios,
resultando na produgdo de substancias toxicas aos patogenos,
impedindo o estabelecimento destes. Alguns compostos
produzidos pelas plantas possuem agdo antimicrobiana,
enquanto outros restringem o desenvolvimento de patdgenos
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pela formagédo de barreiras estruturais (Oliveira et al., 2001).
Conforme Durrant & Dong (2004) a resisténcia sistémica
adquirida (RSA), caracteriza-se pela expressdo de genes
relacionados com a producdo de proteinas PR (relacionadas
com a patogénese), consideradas como importantes fatores
na resisténcia de plantas a diversas classes de fitopatogenos,
incluindo fungos, bactérias, virus e oomicetos. Os genes
envolvidos nas diferentes rotas de sintese de substancias de
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defesa, assim como as intera¢des entre as rotas envolvendo
o0 acido salicilico (AS) e jasmonato/etileno, t€m importancia
significativa no processo de sinalizagdo que leva a RSA .

A expressdo de RSA tem sido observada com o uso
de varios produtos quimicos ou abidticos, assim como o uso
de microrganismos nio patogénicos ¢ condigdes de estresse.
Esse tipo de reagdo ja foi estudado em varios patossistemas,
envolvendo principalmente, hospedeiros como pepino
(Cucumis sativus L.), Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., ¢
fumo ( Nicotiana tabacum L.), que servem como modelos
para o entendimento do processo de resisténcia a infecgdo
de varios patdégenos (Hammerschmidt, 2001).

A RSA pode ser aumentada pelo uso de indutores
abioticos, os quais ativam o sistema de defesa das plantas,
envolvendo varias etapas e rotas, potencializadas apds
a interagdo com o patdogeno. Dentre os indutores mais
utilizados, destacam-se o Acibenzolar-S-methil (ASM),
acido B-aminobutirico (BABA) e quitosana (Benhamou et
al., 1998; Cole, 1999; Jakab et al., 2001), porém, apenas o
ASM ¢ liberado para uso comercial (Resende et al., 2000).

Os indutores podem atuar de diferentes formas,
porém, sempre levando a ativagdo do sistema de defesa das
plantas. O ASM ¢ um analogo do AS, que age induzindo
a ativagdo de genes que codificam proteinas PR e enzimas
relacionadas com a produgdo de fitoalexinas e lignina (Cole,
1999; Resende et al., 2000). Provavelmente, o BABA induz
a produgdo de proteinas PR, como ocorre com o ASM
(Jakab et al., 2001), enquanto que a agdo da quitosana pode
se dar através da criagdo de uma barreira estrutural, pela
lignificagdo da parede celular, ou pelo efeito inibitorio sobre
o crescimento de fungos fitopatogénicos (Benhamou et al.,
1998).

Dentre as proteinas PR ativadas pelos indutores
encontram-se as hidrolases 3-1,3-glucanase e quitinase, que
promovem a desorganizagdo da parede celular dos patogenos,
as peroxidases, e a fenilalanina amonia liase (PAL), que
estdo diretamente envolvidas no processo de lignificagdo
da parede celular (Oliveira ef al., 2001). Dann & Deverall
(2000) observaram a ativacdo da resisténcia sistémica em
ervilha a Uromyces viciae-fabae (Pers.) J. Schroet, quando
as plantas foram tratadas com altas dosagens de ASM e
isolados avirulentos de Pseudomonas syringae pv. pisi
(Sackett) Young, Dye & Wilkie, associadas ao aumento da
atividade de B-1,3-glucanase e peroxidase.

Em caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.], plantulas
tratadas com ASM e inoculadas com Colletotrichum
destructivum O’Gara apresentaram aumento da resisténcia,
comprovada com o aumento das enzimas PAL e chalcone
isomerase (Latunde-Dada & Lucas, 2001).

A murcha de fusario do caupi, causada por Fusarium
oxysporum f. sp. tracheiphilum (E.F. Smith) W.C. Snyder
& H.N. Hansen, destaca-se como importante doenga na
cultura do caupi no Nordeste brasileiro, podendo causar
reducdes na produgio de sementes de até 86 % em cultivares
suscetiveis (Assuncdo et al., 2003). Neste patossistema, o
uso de cultivares resistentes tem sido a Unica alternativa
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eficiente de controle. No entanto, dificuldades na obtengao
dessas cultivares e uso da resisténcia do tipo raga-especifica,
de pouca durabilidade, justificam a busca de alternativas
viaveis de controle desta doenca. Com base no exposto, o
trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia de indutores
abioticos na redugdo da severidade da murcha de fusario
e determinar a atividade das enzimas B-1,3-glucanase,
peroxidase e fenilalanina amonia liase em plantas de caupi
induzidas com ASM, BABA ¢ quitosana.

MATERIAL E METODOS

Efeito de indutores em plantas de caupi inoculadas
com Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum

Os tratamentos constaram de um arranjo fatorial de
2x2x4, sendo duas cultivares, duas épocas de coleta das
folhas e trés indutores e a testemunha inoculada somente
com o patogeno.

As cultivares de caupi, IPA-206, com padrdo de
resisténcia intermediaria, e BR-17 Gurguéia, suscetivel a F.
oxysporum f. sp. tracheiphilum (Albuquerque et al., 2001),
foram semeadas em vasos plasticos, com capacidade de 3
dm?, contendo solo esterilizado com brometo de metila,
mantendo-se, apds o desbaste, trés plantas/vaso.

Os indutores consistiram em dosagens de acibenzolar-
S-metil (ASM), acido B-aminobutirico (BABA) e quitosana
purificada de acordo com Benhamou et al. (1998). Estes
foram aplicados por pulverizagdo, no primeiro par de folhas
aos cinco dias, apos a germinagdo. ASM, formulado com 50
% do i.a. em granulos (BION WG 50), obtido da Novartis
Crop Protection, foi aplicado na concentragao de 5,0 mg do
i.amL' de agua. Os indutores BABA e quitosana, ambos
da Sigma Chemical, foram aplicados, respectivamente, nas
concentragoes de 1,5 mM e 2 mg/mL.

Aos sete dias apés a germinacdo, foi realizada a
inoculagdo, sendo utilizado um isolado de F. oxysporum
f. sp. tracheiphilum, obtido de planta de caupi infectada,
proveniente do municipio de Floresta-PE (ISO-PE). Na
produgdo do indculo, o isolado foi repicado para placa de
Petri contendo meio BDA e incubado a temperatura ambiente.
Foram adicionados 20 mL de agua destilada esterilizada em
cada placa e a superficie das coldnias raspadas com laminas
de vidro. A suspensdo de conidios foi filtrada em gaze dupla
e ajustada para 1x10° conidios.mL"!, com auxilio de cdmara
de Neubauer. Foi adotado o método de inoculagdo por
ferimento na raiz (Menezes, 1972) adicionando-se 20 mL da
suspensao por planta.

As épocas de coleta foram aos cinco e 10 dias apds
a inoculagdo do patodgeno, reservando-se uma planta para
cada periodo de coleta. A severidade da doenca foi avaliada
aos 25 dias apds a germinagdo, utilizando-se trés plantas,
através de escala de notas de 1 a 9, onde 1 significa nenhum
sintoma visivel, e 9 aproximadamente 75% ou mais das
folhas exibindo murcha, nanismo severo € necrose com
desfolhacdo, causando a morte de plantas (Schoonhoven
& Pastor-Corrales, 1987). Utilizou-se também o indice de
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Mackinney (Balardin et al., 1990) e estimou-se a percentagem
de controle da doenca, considerando cada tratamento em
relagdo a respectiva testemunha.

O delineamento  experimental utilizado foi
inteiramente casualizado, com quatro repetigdes, sendo
que cada unidade experimental constou de um vaso com
trés plantas. Os dados foram analisados pelo programa
estatistico SANEST, transformados em (x + 0,5)"2 e as
médias comparadas de acordo com Tukey ao nivel de 5 %
de probabilidade.

Determinac¢ao da Atividade Enzimatica
Preparacio do extrato enzimatico

Amostras de 1,0 g de folhas correspondendo a cada
tratamento foram maceradas em almofariz com nitrogénio
liquido com 1 % (v/v) de polivinilpirrolidone (PVP) e 1,0
mL de tampao acetato de potassio (50 mM/ pH 5,0) contendo
1 mM EDTA. Os extratos foram centrifugados a 9000 g
por cinco min a —4 °C e o sobrenadante foi transferido
para tubos Eppendorf e armazenado a —80 °C (Dann &
Deverall, 2000). Os sobrenadantes foram utilizados para
se avaliar a atividade de [B-1,3-glucanase, peroxidase e
teor de proteina soluvel.

Atividade de -1,3-glucanase (E.C. 3.2.1.29)

A atividade de [B-1,3-glucanase foi avaliada pela
dosagem da glicose liberada com a hidrdlise da laminarina
(Tuzun et al., 1989). Para isto, pipetou-se para tubos de
ensaio, 25 pL do extrato enzimatico; 200 pL de tampao
acetato de potassio (0,1 M/pH 4,8) e 200 pL de laminarina
(15 mg/mL). Este material foi incubado a 37 °C por 30 min,
e em seguida, acrescentou-se 1,0 mL de reagente de Somogy
(Somogy, 1952), mais 10 mL de agua e posto para agitar por
10 min. Apds a agitagdo, o material foi aquecido a 100 °C por
15 min e resfriado em banho de gelo. Acrescentou-se 1,0 mL
de reagente Nelson (Somogy, 1952), 25 mL de agua destilada
sob agitacdo por 15 min. Em seguida, foram realizadas
leituras espectofotométricas a 760 nm e comparadas com
padrdo de glicose. A curva padrdo de glicose foi preparada
como adicdo de padriio, da mesma forma das amostras,
substituindo-se a laminarina por solugdes de glicose (0 - 200
mg/L).

Extracio da Peroxidade (E.C. 1.11.1.7)

A atividade da peroxidase foi estimada com base na
avaliagdo do A de absorbancia proporcionada com oxidagao
do guaiacol (C,H,0,) em presenga do peroxido de hidrogénio
(Dann & Deverall, 2000). Para o desenvolvimento da
reagdo, pipetou-se para uma cubeta espectofotométrica, 50
pL de guaiacol (0,02 M), 0,5 mL de peroxido de hidrogénio
(0,38 M) e 2,0 mL de tampdo fosfato (0,2 M/pH 5,8).
Agitou-se levemente esta mistura, a qual serviu para zerar
o espectrofotometro. Em seguida, acrescentou-se 50 pL do
extrato enzimatico, agitou-se suavemente e procedeu-se a
leitura espectofotométrica no comprimento de onde de 470
nm, por um periodo de um minuto, com intervalo de 10 s.
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Fenilalanina Amoénia Liase (E.C. 4.3.1.5)
Preparo do extrato

Pesou-se 1,0 g de folhas correspondente a cada
tratamento, transferiu-se para almofariz previamente gelado,
acrescentou-se 6,0 mL do tampdo de extragdo, a 4 °C, ¢
macerou-se a mistura completamente, a qual foi centrifugada
em seguida a 6000 g por 10 min a 4 °C. O sobrenadante
foi diluido antes da analise da atividade enzimatica ¢ da
determinag@o da proteina soluvel, pipetando-se 200 pL do
mesmo ¢ acrescentando-se 5 mL do tampao de extracdo.
Este foi preparado com uma mistura de 22,2 g de Tris; 0,37
g de EDTA; 85,5 g de sacarose; 10 g de PVP e completou-se
o volume para 1000 mL de agua destilada, apos ajustar o pH
para 8,0 com acido cloridrico 2,0 N.

Determinacio da atividade enzimatica

A atividade da PAL foi avaliada com base na diferenca
de absorbancia resultante da conversdo da fenilalanina em
acido trans-cindmico (Hyodo et al., 1978). Para isto pipetou-
se para tubos de ensaio, 1,5 mL de cada extrato enzimatico,
acrescentou-se 1,0 mL do tampdo de extragdo e¢ 0,5 mL de
fenilalanina (49,6 mg/mL) ou agua destilada na prova em
“branco”. A mistura foi incubada a 40 °C por uma hora,
interrompendo-se a reagdo com banho de gelo e procedendo-
se as leituras espectofotométricas a 290 nm

Extracio de Proteinas Soluveis

O teor de proteina soluvel foi determinado
colorimetricamente pelo método descrito por Bradford
(1976). Para esta determinacdo, pipetou-se para tubos de
ensaio, 200 puL do extrato enzimatico, acrescentou-se 2,0
mL do reagente “coomassie brilliant blue” (CBB), agitou-se
suavemente cada tubo de ensaio e procedeu-se as leituras
em espectofotdmetro, no comprimento de onda de 595
nm. As leituras das amostras correspondentes aos extratos
enzimaticos foram convertidos em concentragdo de proteina
soluvel, por comparagdo com as leituras de solugdes padroes
de albumina de soro bovino (BSA) nas concentragdes de 0,
25,50, 100, 150 e 200 mg/L. O reagente CBB foi preparado
dissolvendo-se 0,10 g de “coomassie brilliant blue” G-
250 em 50 mL de alcool etilico absoluto, em seguida
acrescentando-se 100 mL de acido ortofosfoérico (d=1,71
g.mL") e 850 mL de agua destilada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito de indutores em plantas de caupi inoculadas
com Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum

Os resultados apresentados na Tabela 1 indicam que
ocorreu ativagdo de resisténcia sistémica, mediada pelos
indutores abioticos ASM, quitosana e BABA.

Na cultivar BR-17 Gurguéia, suscetivel a F
oxysporum f. sp. tracheiphilum, foi observado diferenca
significativa entre os indutores e a testemunha, ndo
ocorrendo diferenga entre os indutores em relagdo a escala
de notas, embora ASM tenha apresentado menor indice de
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TABELA 1 - Severidade da murcha de Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum em plantas de caupi,
tratadas com indutores abidticos, medida através de escala de notas, indice de doenga e percentagem

de controle, 25 dias ap6s a germinagao

CULTIVAR INDUTOR ESCALA DE INDICE DE PERCENTAGEM DE
NOTA DOENCA (%) CONTROLE (%)
BR-17
Gurguéia ASM 1,91b 21,41 b 68,90
Quitosana 2,18b 23,82 b 65,40
BABA 2,71b 29,57 b 57,05
Testemunha 6,20 a 68,85 a -
IPA-206 ASM 1,72 b 18,76 b 71,59
Quitosana 3,14b 34,61 b 47,59
BABA 3,18b 35,00b 47,00
Testemunha 609 a 6604 a -
CV (%) 20,72 24,55

Médias seguidas das mesmas letras nas colunas nio diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%

de probabilidade.

doenga seguido de quitosana ¢ BABA. A cultivar IPA-206
apresentou comportamento semelhante em relagdo a escala
de notas, ocorrendo diferenga significativa entre indutores e
a testemunha, e dentre os indutores, ASM proporcionou nota
mais baixa, embora sem diferir estatisticamente dos demais
indutores.

Comparando-se as testemunhas entre si, isto &, as
plantas tratadas somente com agua destilada, verifica-se
que apresentaram indices de doenca de 68,85 % e 66,04
% para BR-17 Gurguéia e IPA-206, respectivamente, apds
18 dias da inocula¢do. Embora, na época de avaliagdo, os
indices de doenga observados tenham sido muito préximos,
a expressdo dos sintomas na cultivar IPA-206 foi mais tardia
que na BR-17 Gurguéia.

O uso do ASM, aos cinco dias apés a germinagdo,
proporcionou um controle da murcha de fusario nas duas
cultivares testadas, sendo que a cultivar BR-17 Gurguéia,
suscetivel a murcha de fusario, apresentou um controle de 68,90
%, enquanto a cultivar [IPA-206, com resisténcia intermediaria,
apresentou 71,59 % de controle. A ativagdo da resisténcia
em cultivares suscetiveis, foi também observada por Dann &
Deverall (2000) em ervilha tratada com ASM e demonstrada
pela menor percentagem de area foliar afetada por U. viciae-
fabae: 1,5 % comparado a 9,39 % do controle.

A agdo do ASM como indutor de resisténcia tem sido
comprovada em diversas plantas cultivadas, envolvendo
varios patossistemas, destacando-se entre estas: o cacau
(Theobroma cacao L.), cafeeiro (Coffea ardbica L.), caupi
¢ tomateiro (Resende et al., 2000; Marchi et al., 2002;
Rodrigues & Coelho, 2002; Gurgel, 2004).

O indutor quitosana proporcionou o segundo maior
controle da murcha de Fusarium, com 65,40 % para a
cultivar BR-17 Gurguéia e 47,59 % para a cultivar IPA-206.
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E importante ressaltar que a maior percentagem de controle
foi observada na cultivar de caupi, com maior suscetibilidade
ao patodgeno, indicando que esse indutor possui a habilidade
de elicitar a resposta de defesa natural da planta. Resultados
semelhantes foram obtidos por Benhamou et al. (1994)
no controle da murcha de fusario do tomateiro, através do
tratamento de sementes com quitosana.

A indugdo de resisténcia mediada pelo
quitosana ocorre pela ligagdo dessa molécula ao receptor,
no hospedeiro, imitando um ataque fungico, ¢ a célula
sensibilizada envia sinais ao nucleo, que elicita respostas
genéticas multiplas e processos biologicos que visam a
inibicdo da infecgdo. Por outro lado, supde-se que essa
molécula, devido a diferenca de carga entre DNA (negativo)
e quitosana (positivo), se associa ao DNA, ativando genes
responsaveis pela defesa da planta, conduzindo a uma
resposta genética multipla (Safescience, 2001).

Dentre os indutores avaliados, o BABA foi 0 menos
efetivo no controle da murcha de fusario do caupi. Resultados
obtidos por Zimmerli et al. (2001), comprovaram que o
tratamento do solo com BABA foi efetivo contra Botrytis
cinerea Pers. causador do mofo cinzento em Arabidopsis,
reduzindo a superficie da area necrosada e a incidéncia da
doenga, quando comparada com a testemunha. A indugdo
de resisténcia pelo uso de BABA ja foi comprovado em
alguns patossistemas envolvendo Fusarium, como tomate e
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici W.C. Snyder & H.N.
Hansen e milho (Zea mays L.) e Fusarium moniliforme J.
Sheld. (Jakab et al., 2001), porém, este pode ser o primeiro
relato de uso do indutor acido B-aminobutirico envolvendo
caupi e F oxysporum f. sp. tracheiphilum, uma vez que
ndo foi encontrado na literatura disponivel outro relato
semelhante.
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Aindando esta claro o modo pelo qual o indutor BABA
age, se pela rota metabolica dependente do acido salicilico,
induzindo a acdo de genes relacionados com as proteinas
PR, ou se pela rota do jasmonato/etileno, independente do
acido salicilico, ou pelas duas vias. Porém, segundo Jakab
et al. (2001), a protegdo efetiva desse indutor ¢ devido a
uma potencializagdo dos mecanismos naturais de defesa da
planta contra o patégeno.

Efeito de indutores sobre a atividade enzimatica.
B-1,3-glucanase

Aatividadede B-1,3-glucanase, avaliadaaos cincodias
apos a inoculagdo com o patdgeno, diferiu significativamente
em resposta ao ASM, em ambas as cultivares, sendo este
indutor o que proporcionou maior atividade desta enzima
(Figura 1A).

Nas cultivares BR-17 Gurguéia e IPA-206 induzidas
pelo ASM, a atividade desta enzima foi de 7,60 e 14,63 A
ab,., min"' mg, respectivamente, cinco dias apds a inoculagdo.
Quando a atividade enzimatica foi avaliada aos 10 dias apos
a inoculagdo, a cultivar BR-17 Gurguéia também mostrou
diferenca significativa entre a testemunha e o tratamento com
ASM. No entanto, a cultivar [PA-206 ndo apresentou diferenga
significativa entre a testemunha a quaisquer dos indutores. Aos
10 dias, aatividade da 3-1,3-glucanase foi 7,98 €4,21 Aab,  min
!.mg, respectivamente, para BR-17 Gurguéia e [PA-206. Como
se pode observar, na cultivar BR-17 Gurguéia, induzida pelo
ASM, a atividade da B-1,3-glucanase permaneceu praticamente
constante entre cinco ¢ 10 dias. Este resultado sugere que
apos a ativac@o da resisténcia sistémica adquirida pelo ASM
em cultivares suscetiveis, essa proteina PR permaneceu ativa
na planta durante o periodo, proporcionando maior protegéo
contra F. oxysporum f. sp. tracheiphilum.

Na cultivar IPA-206, com resisténcia intermediaria ao
patdgeno, foi observado um pico alto da enzima aos cinco dias
apos a inoculagdo, seguido de uma queda significativa aos 10
dias, indicando que a atividade dessa hidrolase ndo ocorreu de
forma constante.

A relag@o entre resisténcia sistémica e hidrolases como
-1,3-glucanase e quitinase, sempre esteve baseada no fato de
que B-1,3-glucana e quitina sdo os maiores componentes da
parede celular de muitos fungos e que essas enzimas podem
hidrolizar a parede celular desses patdgenos in vitro, mesmo
em oomicetos. Tuzun ef al. (1989) observaram uma correlagdo
positiva entre indugéo de resisténcia a Phytophthora parasitica
Dastur em fumo e ativagdo de -1,3-glucanase, sugerindo que
as plantas induzidas ficam sensibilizadas e respondem mais
rapidamente que as plantas controle e, que B-1,3-glucanase ¢
um componente da resposta de defesa da planta por restringir o
desenvolvimento do patdgeno no tecido foliar.

Na ativagdo da resisténcia sistémica adquirida, a
formagdo de proteinas PR estdo envolvidas em uma rota de
transducao de sinais, dependente do acido salicilico, para a
expressdo da proteina chave NPRI1. Nesse caso, analogos
do acido salicilico como ASM podem entrar nessa rota do
metabolismo das plantas, induzindo a resisténcia sistémica e,
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segundo Métraux (2001), esse indutor pode ter funcdo dupla
nessa rota, tanto induzindo diretamente ou potencializando
genes envolvidos na reagdo de defesa da planta.

Foi observado um efeito menor dos indutores BABA ¢
quitosana na ativacdo de 3-1,3-glucanase, quando comparado
com ASM, embora, aos cinco dias ap6s inoculaggo a atividade
enzimatica tenha sido maior que a detectada aos 10 dias,
ndo diferindo estatisticamente da testemunha, nas cultivares
testadas.

Peroxidase

Aos cinco dias ap0ds a inoculagdo com o patégeno, a
atividade da peroxidase aumentou apenas na cultivar IPA-
206, como efeito do ASM (Figura 1B). No entanto, aos 10
dias, este efeito foi verificado tanto na cultivar IPA-206
como na BR-17 Gurguéia, em resposta ao mesmo indutor.
A cultivar IPA-206, quando tratada com ASM, apresentou
atividade enzimatica de 12,71 ¢ 9,42 A ab, min '"mg,
respectivamente aos cinco e 10 dias ap6s a inoculagdo. Com
os indutores BABA e quitosana a atividade da peroxidase
ndo diferiu da testemunha, nas duas cultivares e diferentes
épocas. Este resultado suporta a hipotese de que este ndo é
o mecanismo pelo qual esses indutores ativam a resisténcia
em caupi. Diferentemente, Oliveira et al. (2001), estudaram
o comportamento de genotipos de caupi resistentes e
suscetiveis a antracnose e meloidoginose quanto & produgao
de peroxidase e observaram que a cultivar TE97-411-
1E resistente a Meloidogyne incognita (Kofoid & White)
Chitwood, apresentou um aumento significativo da atividade
peroxidasica em resposta a infec¢@o, sugerindo a participagdo
dessa enzima no mecanismo de defesa das plantas.

Diversos autores relacionaram a atividade da
peroxidase em feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) com a
resisténcia sist€mica. Siegrist et al. (1997) verificaram a
alta produgdo enzimatica 23,80 Aab,, .min"' mgem fluidos
intercelulares de folhas de feijoeiro comum comparado
com 8,0 Aab, .min"' mgno controle, induzidos com ASM
e inoculados com Uromyces appendiculatus (Pers.) Link. A
resisténcia relaciona-se, provavelmente, ao fato do patogeno
crescer no apoplasto, onde ocorre a atividade enzimatica.
Xue et al. (1998) usaram isolados de Rhizoctonia binucleada
(NBS) ndo patogénicos como indutores e detectaram um
aumento da atividade de peroxidase em tecido de feijao ndo
inoculado, conferindo prote¢ao contra Rhizoctonia solani Kiihn
e Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magnus). Dann &
Deverall (2000) constataram que a atividade da peroxidase
foi induzida, seis dias apds a inoculagdo, apenas nas folhas de
ervilha inoculadas com isolado avirulento de Pseudomonas
syringae pv. pisi Sacketti e ndo de forma sistémica.

A indugdo da atividade de peroxidases, pelo ASM,
foi também relatada por Cavalcanti (2000) em cacau contra
Verticillium dahliae Kleb. sendo detectada em um nivel mais
alto por periodo de tempo mais longo. Fernandes (1998)
selecionou a cultivar Vita-3 de caupi pela maior produgéo
constitutiva de duas peroxidases (catidnica e anidnica) ¢
observou aumento da atividade enzimatica, apos tratamento
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com acido salicilico, principalmente, da peroxidase anionica
e, sugeriu que essa enzima poderia estar relacionada com a
resisténcia das plantas.

A atividade peroxidasica a partir da indugdo advém de
uma seqiiéncia de eventos e sinais, partindo de uma isoforma
pré-existente, catalizando o ultimo passo enzimatico da
biossintese da lignina, servindo como barreira ao patogeno,
ou mesmo interagindo com a quitina da parede celular de
muitos fungos atuando conjuntamente com [B-1,3-glucanase
(Fernandes, 1998).

Fenilalanina Amonia Liase (PAL)

Aos cinco dias apo6s a inoculagio, a atividade da PAL
na cultivar BR-17 Gurguéia ndo diferiu estatisticamente
entre a testemunha e os indutores, enquanto que na cultivar
IPA-206, o ASM proporcionou aumento na atividade
desta enzima (Figura 1C). Aos 10 dias apds a inoculagao,
apenas ASM mostrou efeito significativo sobre a ativagdo
da PAL, em ambas as cultivares. Na BR-17 Gurguéia
ocorreu um pequeno aumento na atividade da PAL, do
quinto ao décimo dia apds a inoculagdo, ao contrario do
que ocorreu com os demais indutores. A atividade da PAL
elicitada por ASM aos 10 dias apds a inoculagdo foi de
1,49 e 1,99 Aab,.min"' mg, respectivamente, para IPA-
206 e BR-17 Gurguéia.

AatividadedaPALestarelacionadacomaresisténcia
de plantas a patogenos, notadamente, por estar envolvida
no primeiro passo da sintese dos fenilpropandides, com
participagdo de fenilalanina e sua conversdo em acido-
transcinamico, catalizada pela PAL, resultando em compostos
como fitoalexinas e, principalmente, lignina, que confere
maior resisténcia a parede celular das plantas aos patdgenos
(Nakazawa et al., 2001). A baixa atividade encontrada em
caupi, pode estar relacionada com a época de realizagdo da
avaliagdo, sendo que o intervalo entre a inoculago e o preparo
do extrato foliar pode ter sido longo e o pico enzimatico ter
ocorrido em um prazo mais curto, apesar de tratar-se de um
patodgeno vascular. Na avaliagdo da atividade dessa enzima,
Latunde-Dada & Lucas (2001) detectaram a maior atividade
em hipocétilo da cultivar de caupi IT82E-60, 18 h apos a
inoculagdo com C. destructivum, decrescendo rapidamente,
em seguida. Também foi confirmado por outros autores,
que mesmo a ativagdo da PAL sendo induzida por outros
fatores, como ferimento (Saltveit, 2000) ou luz (Chen et
al., 2002), o pico da atividade enzimatica ocorre entre 24
a 48 h no maximo apo6s a indugdo. E a antecipagdo do pico
dessa enzima, provavelmente, pode estar relacionada com
a sua fung¢do no inicio da rota biossintética da lignina. Por
outro lado, trabalhos com indutores bidticos e abidticos em
bananeira (Musa spp) e feijoeiro tem evidenciado atividade
tardia da PAL, aos seis, oito ¢ 12 dias apds a indugdo (Campos
et al., 2003; Saravanan ef al., 2004).

Efeito de indutores abidticos na atividade de $-1,3-glucanase

e indice da doenca murcha de fusario em caupi
Foi observada uma correlagdo inversa entre a acao
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FIG. 1 - A. Atividade de B-1,3-glucanase; B. peroxidase; C. PAL
em cultivares de caupi induzidas com ASM, BABA ¢ quitosana,
aos cinco ¢ 10 dias ap6s a inoculagdo com Fusarium oxysporum
f. sp. tracheiphilum. Médias seguidas por letras distintas diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 % de
probabilidade. CV = 16,28; 26,96 ¢ 16,11 %, respectivamente.

dos indutores na atividade da B-1,3-glucanase, aos cinco
dias apods a inoculacdo, e o indice de doengas em ambas
as variedades de caupi (Figura 2). Enquanto os indices de
doenga aumentaram com a seqiiéncia ASM, quitosana e
BABA, testemunha, a atividade da -1,3-glucanase diminuiu
nesta seqiiéncia de tratamentos, confirmando a agdo dos
indutores no controle da doenga, inclusive com maior
eficacia para o ASM. A comparagao com [3-1,3-glucanase,
deve-se ao fato desta proteina PR estar diretamente
relacionada a reducdo da severidade das doengas.

O indutor ASM proporcionou menor indice
de doenca nas cultivares BR-17 Gurguéia e IPA-206,
respectivamente, com 21,41 ¢ 18,76 %, correspondendo,
também, a maior indugdo de produgdo enzimatica nas
duas cultivares, com 7,60 e 14,63 Aab, min' mg,
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FIG. 2 - Efeito do indutores ASM, BABA e
quitosana na producdo de -1,3 glucanase,
720 1l I AR O R I SR I A T 10 aos 5 e 10 dias apds a inoculagdo, no
controle da murcha de fusario em caupi.
Meédias seguidas por letras distintas
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diferem significativamente entre pelo teste
ASM BABA QUIT TEST ASM BABA QUIT TEST de Tukey, ao nivel de 5 % de probabilidade.
BR-17 GURGUEIA IPA-206 CV=2455%
respectivamente, diferindo  significativamente  das REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
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estatisticamente e, conseqiientemente, menores atividades
de pB-1,3-glucanase, provavelmente, pelo fato desses
indutores atuarem na resisténcia sistémica adquirida
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