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Resumo

Nao existem métodos de controle efetivos para Meloidogyne enterolobii,
0 nematoide-das-galhas da goiabeira. Produtos quimicos avaliados
experimentalmente ndo tém sido eficientes no seu controle . Além
disso, a falta de compatibilidade de enxertia de goiabeiras com outras
espécies de Psidium que apresentam resisténcia ao nematoide-das-
galhas tem tornado a técnica inviavel para o cultivo desta frutifera no
Submédio do Vale do Sdo Francisco. Este estudo teve como objetivo
avaliar a atividade de polifenoloxidases e peroxidases em Psidium spp.
resistentes e suscetiveis a M. enterolobii, objetivando a prospecc¢éo de
recursos biogquimicos relacionados com a resisténcia ao nematoide. Para
tanto, plantas de ambos os comportamentos foram analisadas aos 10,
20 e 30 dias ap6s a inoculagdo, além de uma testemunha nao inoculada
(NI). Foi observado que a atividade de polifenoloxidases foi maior na
espécie resistente quando comparada com a suscetivel. Entretanto, ndo
foram observadas diferencas significativas entre os tempos avaliados de
inoculagdo com o nematoide e plantas ndo inoculadas na atividade desta
enzima. Em relacdo as peroxidases, a atividade foi semelhante entre a
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espécie resistente e a suscetivel e também nédo foi observado efeito dos
tempos de inoculacéo avaliados e a testemunha sem inoculacdo para
atividades de peroxidases nas duas espécies estudadas.

Termos para indexacé@o: nematoide-das-galhas, proteinas de defesa em
plantas, expressdo constitutiva, goiabeira, aracazeiro.



Peroxidases and
Polyphenoloxidases Activity
In Resistant and Susceptible
Psidium spp.

Abstract

To date, no effective control methods to Meloidogyne enterolobii, the
guava root-knot nematoides. Chemicals evaluated experimentally not
have been effective in its control and do not exist in Brazil nematicides
registered in the Ministry of Agriculture, Livestock and Supply for use in
guava culture. In addition, the lack grafting compatibility of guava trees
with other species of Psidium resistantes to nematode galls have made
impossible the use of this technique for the cultivation of this fruit in
the Lower Basin of San Francisco Valley. Based on this information,
this study aimed to evaluate the activity of polyphenoloxidases and
peroxidases in Psidium spp. resistant and susceptible to M. enterolobii,
aiming at prospecting biochemical resources related to resistance to the
nematode. For this purpose, plants of both behaviours were examined
10, 20 and 30 days after inoculation, and an uninoculated control (NI).
It was found that the polyphenol has greater activity in the resistant
strain as compared to susceptible. However, there was no significant
differences between the inoculation times with the assessed nemato-
de and plants not inoculated in the activity of this enzyme. Regarding
peroxidases, the activity was similar between resistant and susceptible
species and was also no effect of the evaluated inoculation times and
without inoculation withess to peroxidase activity in both species.

Index terms: root-knot nematodes, defense proteins in plants, constitu-
tive expression, guava, araca.



7 Atividade de Peroxidases e Polifenoloxidases em Psidium spp. Resistentes ...

Introducao

A cultura da goiabeira (Psidium guajava L.), introduzida ha mais de 24
anos nas areas irrigadas dos estados da Bahia e Pernambuco, surgiu
como uma opcao de diversificacdo com grande potencial para atender
ao consumo nacional e com forte perspectiva para a exportacéo,
principalmente por causa da possibilidade da producgéo de frutos de alta
gualidade em qualquer época do ano, associando-se poda com estresse
hidrico (FLORI; CASTRO, 2009).

H& quase trés décadas, nematoides do género Meloidogyne foram
detectados em goiabeiras cultivadas no Nordeste brasileiro (MOURA,;
MOURA, 1989). Posteriormente, a espécie M. enterolobii (Yang &
Eisenback) (sin. M. mayaguensis) foi identificada como agente causal
do declinio da goiabeira em amostras de raizes coletadas em Juazeiro
e no Distrito de Manicoba, no Estado da Bahia, e em Petrolina,
Pernambuco (CARNEIRO et al., 2001). Embora na dltima década
tenha ocorrido um crescimento da area cultivada com a goiabeira

no Submédio do Vale do Sdo Francisco, a ocorréncia de problemas
fitossanitarios, principalmente relacionados ao ataque de M. enterolobii,
tem prejudicado a producgéo da cultura e inviabilizado varias areas de
cultivo (FLORI; CASTRO, 2009).

O manejo de &reas infestadas com nematoides geralmente é realizado
com base, principalmente, em trés métodos: quimico (nematicidas),
genético (uso de cultivares resistentes/tolerantes como porta-enxertos)
e cultural (rotacdo com culturas resistentes). Até o momento, ndo
existem métodos de controle efetivos e o potencial de disseminagéo
dessa praga por meio de mudas contaminadas e implementos agricolas
é elevado. De modo geral, os nematicidas disponiveis no Brasil

sdo de natureza sistémica, dos grupos quimicos dos carbamatos

e organofosforados, apresentando alta toxicidade ao homem e ao
ambiente. Entretanto, produtos quimicos avaliados experimentalmente
nédo tém sido eficientes no controle do nematoide e, no Brasil, ainda
ndo existem nematicidas registrados no Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (Mapa) para utilizacdo na cultura da goiabeira
(AGROFIT, 2015).

Quanto ao uso de porta-enxertos, o ideal seria utilizar genotipos
imunes. Todavia, ndo sendo encontrado nenhum material com essa
caracteristica, genoétipos que apresentem resisténcia ou tolerancia
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ao patégeno, ou seja, que também possuam a capacidade de se
desenvolver satisfatoriamente, apesar de infectados podem se tornar
uma alternativa viavel de manejo. Nao existem cultivares de goiabeiras
resistentes a M. enterolobii e, apesar de algumas espécies de aracazeiro
terem demonstrado resisténcia/tolerancia ao referido nematoide
(ALMEIDA et al., 2009), por causa do seu porte reduzido, ndo
apresentam compatibilidade de enxertia com goiabeiras, inviabilizando
0 seu uso como porta-enxertos. Em relacéo a técnica de rotacao de
culturas, apesar de se apresentar muito eficiente e bastante difundida
para o controle de varias doencgas e pragas, ndo é aconselhada para o
manejo de areas cultivadas com goiabeiras por se tratar de uma cultura
perene (HALBRENDT; LAMONDIA, 2004).

A resisténcia a varios patdgenos por parte de algumas plantas,
incluindo nematoides, pode ser geneticamente mediada por um gene
dominante de resisténcia, denominado gene R (CHEN et al., 2007;
POCH et al., 2006) ou pode ser atribuida a atividades de enzimas
especificas expressas durante a infecgcdo (ALMARGO et al., 2009).

As polifenoloxidases sédo enzimas que geralmente se apresentam em
quantidades elevadas em tecidos infectados, promovendo a degradacdo
oxidativa de compostos fendlicos proximos ao local da lesdo provocada
pelo patdgeno, resultando no aparecimento de substancias escuras
provenientes da polimerizagdo oxidativa das quinonas (AGRIOS, 2005).
As peroxidases sdo enzimas que agem de forma parecida com as
polifenoloxidases, mas possuem como substrato principal o peréxido
de hidrogénio, além de outra molécula doadora de elétrons, como o
fenol ou outros compostos organicos (TAKAHAMA; ONIKI, 2000).

As peroxidases podem atuar tanto diretamente na defesa de plantas

a patégenos, quanto nas vias de sinalizagdo relacionadas a diversos
processos fisioldgicos em plantas (PINTO et al., 2011).

Dessa forma, a prospeccédo de proteinas relacionadas com a resisténcia
a M. enterolobii em espécies de Psidium resistentes, como é o

caso do aracazeiro da Costa Rica, é de grande importancia para o
desenvolvimento de medidas alternativas de controle deste patégeno.

Este estudo teve como objetivo avaliar a atividade de polifenoloxidases
e peroxidases numa espécie resistente (Psidium friedrichstalianium

- aracazeiro da Costa Rica) em comparagdo com outra suscetivel
(Psidium guajava - goiabeira ‘Paluma’) a M. enterolobii .



9 Atividade de Peroxidases e Polifenoloxidases em Psidium spp. Resistentes ...

Material e Métodos

Na casa de vegetacdo da Embrapa Semiarido, sementes de P.
friedrichstalianium (espécie resistente conhecida como aracazeiro da
Costa Rica) e de P. guajava cv. Paluma (goiabeira - espécie suscetivel)
foram colocadas para germinar em vasos medindo 15 cm x 17,5 cm x
12,3 cm (altura x didmetro de boca x didmetro de fundo) contendo solo
autoclavado. Apds a germinacdo, as mudas foram, individualmente,
transferidas para sacos plasticos de 10 cm x 15 cm (largura x altura)
contendo solo autoclavado, sendo mantidas em casa de vegetacéo,
irrigadas diariamente e adubadas de acordo com a necessidade da
cultura.

O in6culo de M. enterolobii foi obtido de raizes de tomateiros
(Lycopersicon esculentum Mill.) cv. Santa Clara, que foram empregados
para a multiplicacdo e manutencdo do nematoide em casa de
vegetagdo. As raizes foram coletadas, lavadas em &gua contida em
balde para eliminar o excesso de solo, trituradas em liquidificador em
solucédo de hipoclorito de sédio a 0,5%, conforme proposto por Boneti
e Ferraz (1981).

Plantas com quatro pares de folhas, resistentes e suscetiveis, foram
inoculadas com 6,0 mL de suspensdo, contendo 6.000 ovos de M.
enterolobii por mililitro, nos periodos de 10, 20 e 30 dias antes da
coleta das raizes. Também, foram mantidas plantas sem inoculacao,
das duas espécies, para servirem de testemunha néo inoculada (NI).

No Laboratorio de Nematologia da Embrapa Semiarido, as plantas
foram cuidadosamente retiradas dos sacos plasticos nos quais estavam
sendo cultivadas e lavadas com agua corrente para a retirada do
substrato das raizes. No Laboratério de Biotecnologia da Embrapa
Semiarido, foram medidos 500 mg de tecido das raizes, colocados em
almofariz, macerados em nitrogénio liquido até a obtencédo de um po6

e transferidos para tubos de 2,0 mL. A cada amostra foi adicionado o
tampéo de extracdo (Tris HCL 0,1 M pH 8,0; NaCl 0,5 M; PVPP 10%
e PMSF 2 mM) na proporg¢éo de 1:10. Os tubos foram centrifugados
durante 30 minutos a 12.000 g em temperatura de 4 °C. O
sobrenadante, contendo o extrato proteico, foi recolhido e o sedimento
foi descartado. As proteinas totais, contidas nos extratos proteicos
das amostras radiculares, foram quantificadas segundo o método de
Bradford (1976) e utilizadas para a quantificagcdo das enzimas.
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A medicdo de atividade polifenoloxidasica foi realizada segundo

0 protocolo descrito por Pinto et al. (2008), utilizando-se catecol
como substrato enzimatico. A medicdo da atividade de peroxidases
foi efetuada com o uso de guaiacol e perdxido de hidrogénio como
substratos (guaiacol peroxidases) (JANDA et al., 2003). Todas as
andlises foram realizadas em triplicatas.

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 2 x 4 (duas espécies de Psidium x quatro tratamentos:
inoculagéo aos 10, 20 e 30 dias antes da coleta e testemunha néo
inoculada). Foram realizadas trés repeticdes e parcela experimental com
cinco plantas. Os dados foram submetidos a andlise estatistica utilizando-
se o programa SAS for Windows, versédo 9.2, 2002-2008.

Resultados e Discussao

N&o houve efeito dos tempos de inoculacdo avaliados (10, 20 e 30

dias antes da coleta) na atividade de polifenoloxidases nas raizes, tanto
para goiabeira ‘Paluma’ (espécie suscetivel), quanto para aragazeiro
‘Costa Rica’ (espécie resistente) (Figura 1a), pois a atividade nos tempos
avaliados, em cada espécie, néo diferiu das respectivas testemunhas nao
inoculadas. Entretanto, foi observado efeito significativo das espécies
utilizadas para a atividade dessa enzima, sendo maior em aragazeiro
‘Costa Rica’, quando comparado com goiabeira ‘Paluma’ (Figura 1b).
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Figura 1. Atividade de polifenoloxidases em extratos proteicos de raizes de goiabeiras
(Psidium guajava L.) ‘Paluma’ e de aragazeiros (Psidium guineense SW) ‘Costa Rica’
submetidos a diferentes tratamentos: testemunha nao inoculada (NI) e 10, 20 e 30 dias
apo6s a inoculagdo (DAI) com Meloidogyne enterolobii (a) e efeito dessas espécies na
atividade dessa enzima (b). Barras com mesma letra ndo diferem entre si pelo teste “F”
(P<0,05).
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A atividade de polifenoloxidases e de peroxidases tem sido bastante
estudada em plantas, como parte dos mecanismos de defesas induzidos
ou como resposta a condi¢cdes de estresse. Contudo, existem poucos
estudos relacionados com a participacéo destas enzimas na resisténcia
constitutiva das plantas.

Polifenoloxidases oxidam um amplo grupo de fendis sem a necessidade
de peroxido de hidrogénio (H,0,) (NOJOSA et al., 2003). Normalmente,
se encontram elevadas em tecidos infectados por patdégenos e possuem
correlagdo positiva com a resisténcia a determinados patdgenos e
doengas (CAMPOS et al., 2004; RAHMAN; PUNJA, 2005; WUYTS

et al., 2006). No entanto, nos resultados apresentados neste estudo,
houve diferenca estatistica na atividade desta proteina apenas entre

as espeécies avaliadas, ndo sendo observada diferenca significativa
entre plantas inoculadas e ndo inoculadas com o nematoide, nem
mesmo entre os diferentes tempos de inoculacdo avaliados. A atividade
de polifenoloxidases foi maior em aracazeiro ‘Costa Rica’ quando
comparado com a goiabeira ‘Paluma’, sugerindo uma expressao
constitutiva desta proteina na espécie resistente.

Estes resultados estdo de acordo com aqueles apresentados por
Komarova e Davidovich (1997), que ndo observaram diferenca na
atividade das polifenoloxidases entre plantas de arroz (Oryza sativa,
L.) com e sem infeccdo com a ferrugem (Puccinia dispersa Erikss &
Henn), independente do grau de resisténcia das cultivares avaliadas.
Da mesma maneira, Li et al. (1991) ndo observaram relacdo entre

a atividade desta enzima e a resisténcia de cultivares de amendoim
(Arachis hypogaea L.) a ferrugem (Puccinia arachidis Speg.).

Melo et al. (2006) também observaram a expresséo constitutiva de
polifenoloxidases em folhas de café (Coffea arabica L.), porém, ndo
relacionaram a atividade desta enzima com a resisténcia das plantas
de café a fungos e insetos. Ainda neste sentido, Ribeiro et al. (2010)
ndo observaram diferenga significativa na atividade desta enzima entre
as plantas de amendoim inoculadas e ndo inoculadas com o nematoide
M. enterolobii em tecidos do caule e da raiz. Os resultados obtidos
indicaram que o processo de resisténcia poderia estar relacionado ndo
apenas com a atividade constitutiva das polifenoloxidases, mas também
com o potencial oxidativo e a composi¢cdo de compostos fendlicos do
tecido lesionado.
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Como constatado para as polifenoloxidases, também nao foi observado
efeito significativo dos tempos de inoculacéo avaliados na atividade

de peroxidases nas raizes, tanto para goiabeira ‘Paluma’, quanto

para aracazeiro ‘Costa Rica’ (Figura 2a), pois as atividades nestes
tempos, para cada espécie, ndo diferiram entre si nem das respectivas
testemunhas néo inoculadas. Além disso, também néo foi observado
efeito das espécies de Psidium utilizadas na atividade de peroxidases,
pois essa foi estatisticamente igual entre o aracazeiro ‘Costa Rica’ e a
goiabeira ‘Paluma’ (Figura 2b).

N
(6]
o

ang @
250 1 B10DAI | =200
€
200 A a 220 DAI s
@30 DAI 2150 1
150 1 §
S 100
100 - 8
a
50 A 50
0 4 0 T
Aragazeiro Costa Rica Goiabeira Paluma Aracazeiro Costa Rica Goiabeira Paluma

Figura 2. Atividade de peroxidases em extratos proteicos de raizes de goiabeiras (Psidium
guajava L.) ‘Paluma’ e de aragazeiros (Psidium guineense SW) ‘Costa Rica’ submetidos a
diferentes tratamentos: testemunha nao inoculada (NI) e 10, 20 e 30 dias ap6és a inoculagdo

(DAI) com Meloidogyne enterolobii (a) e efeito dessas espécies na atividade dessa enzima (b).

Barras com mesma letra ndo diferem entre si pelo teste “F” (P<0,05).

Peroxidases catalisam reagGes de oxidacao, utilizando H,0, e atuam
em varios processos metabdlicos como biossintese de etileno,
descarboxilacdo do acido indol acético, lignificagdo da parede celular
e respostas de estresse em geral (PASSARDI et al., 2005; SIEGEL,
1993). Neste trabalho, sua atividade foi estatisticamente igual

em raizes das espécies resistente e suscetivel, e ndo houve efeito
significativo dos tempos de inoculacéo avaliados com o nematoide na
atividade de peroxidases.

Uma hipotese para explicar os resultados obtidos seria o fato de, nas
espécies analisadas, as isomorfas de peroxidase expressas poderiam
estar envolvidas mais efetivamente no processo de lignificagdo de
parede celular, em se tratando de espécies lenhosas, do que na
propria defesa das plantas estudadas contra o ataque de patogenos,
ndo tendo sido alterada quando desafiada com o nematoide.
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Rodrigues et al. (2002), em estudos com pessegueiro (Prunus persica
L.) e ameixeira (Prunus spp.), observaram alta atividade de peroxidases
na casca das plantas em periodo de dorméncia. Os autores atribuiram
a elevada concentracdo enzimatica no periodo de dorméncia a maior
lignificagdo dos tecidos nesta época, levando-se em consideragdo o
fato de esta enzima atuar na biossintese da lignina.

Outro fator que poderia estar relacionado com os resultados observados
seriam o0s intervalos de tempo adotados nos experimentos para a
verificagdo da atividade de peroxidases. Neste trabalho, o intervalo
entre as coletas foi de 10 dias apo6s a inoculagdo com M. enterolobii.
A maior atividade desta enzima poderia ter ocorrido entre esses
periodos, principalmente entre O e 10 dias da inoculacdo. Siahpoush
et al. (2011), em estudos com pepino (Cucumis sativus L.), realizaram
a inoculagédo de M. javanica em intervalos de 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 dias.
Os autores observaram que, aos 6 dias ap0s a inoculacao, a atividade
de peroxidases era maior nas plantas inoculadas com o nematoide,

em comparagdo com aquelas do tratamento controle. No entanto,

no sétimo dia de inoculacao, a atividade desta enzima nas plantas
inoculadas passou a ser a mesma observada nas plantas controle.

Conclusoes

A atividade de polifenoloxidases é maior em raizes de aracazeiro ‘Costa
Rica’, que séo resistentes ao M. enterolobii, quando comparado com
raizes de goiabeira ‘Paluma’, que sao suscetiveis.

A atividade de peroxidases em raizes de goiabeira ‘Paluma’ nédo difere
de raizes de aracazeiro ‘Costa Rica’ inoculadas com M. enterolobii.

Em raizes de aracazeiro ‘Costa e Rica’ e de goiabeira ‘Paluma’ os
tempos de 10, 20 e 30 dias ap6s a inoculagdo com M. enterolobii
néo interferem significativamente na atividade de polifenoloxidases e
peroxidases.
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