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Resumo

A estratégia de inducao de resisténcia em plantas a fitopatégenos tem se
mostrado promissora e pesquisas de mecanismos de resisténcia tém sido
estimuladas para esclarecer os processos envolvidos na expressao da resisténcia.
Acibenzolar-S-Metil (ASM), um derivado benzotidiazélico, vem sendo aplicado
em diversas espécies de plantas como indutor quimico de resisténcia a
patédgenos. Sua acao na cultura de arroz ainda é inconclusiva. O objetivo deste
trabalho foi adequar métodos bioquimicos para deteccao e quantificacao da
presenca de Proteinas Relacionadas a Patogénese “PRP’s” na interacao arroz/M.
oryzae durante o processo de inducdo de resisténcia exercida pela molécula
ASM. O modelo de anélise baseou-se no pré-tratamento da cultivar Cica-8 com
ASM e posterior inoculacdo com o desafiante, um isolado do fungo
Magnaporthe oryzae (Py435). O experimento foi conduzido sob condicdes
controladas, em casa de vegetacao e laboratério. Foram testadas as atividades de
peroxidase e B-1,3-glucanase. A quantificacdo de atividades enziméticas de
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PRP’s foi bem sucedida e fiel aos resultados referentes a quantificacao de
severidade da brusone das folhas obtidos nos ensaios conduzidos em casa de
vegetacao.

Termos para indexacdo: inducdo de resisténcia, brusone, arroz, B-1,3-glucanase,
peroxidase.
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Abstract

The strategy of induced resistance in plants to pathogens has shown promissing
results in relation to the resistance mechanisms with special reference to
elucidation of processes involved in the expression of resistance. Acibenzolar-S-
metyl (BTH), benzothdiazol derivative, is being applied in different plant species
as chemical inducer to resistance against pathogens. However, its efficiency on
rice is still inconclusive. The objective of this investigation was to adopt
biochemical methods for detection and quantification of pathogen related
proteins “PRP’s” expressed in the rice/M. oryzae blast interaction during the
resistance induction process by ASM molecule. The model for analysis was
based on pre-treatment of cultivar Cica-8 with ASM followed by inoculation with
an isolate of challenging fungus Magnaporthe oryzae (Py435). The experiment
was conducted under controlled greenhouse and laboratory conditions. The
activity of peroxides and B-1,3-glucanase was tested. The quantification of
enzymatic activity of PRP’s was highly successful corresponding to the results
relating to the leaf blast severity quantification measured in greenhouse
experiments.

Index terms: resistance induction, rice blast, B-1,3-glucanase, peroxidase.
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Introducéao

A brusone do arroz, causada pelo ascomiceto Magnaporthe oryzae, é conhecida
como a doenca mais destrutiva dos arrozais em todas as regides produtoras
deste cereal. Para uma agricultura sustentavel e ecologicamente correta, seu
controle deve ser feito através do manejo integrado da resisténcia genética, das
préaticas culturais e do controle quimico.

As plantas possuem aparato estrutural e bioquimico que compdem seu mecanis-
mo de defesa contra a acao de agentes bidticos, abidticos e fisicos. Os mecanis-
mos de defesa podem ser pré-formados e/ou serem ativados em resposta ao
estimulo do agente agressor (AGRIOS, 2005).

A resisténcia induzida é definida como a defesa das plantas contra injdrias, sejam
elas bidticas ou abidticas, pela ativacdo prévia das vias de defesa geneticamente
programadas das células vegetais.

A interacao especifica entre uma planta hospedeira carreando um gene de resisténcia
“R" e um patdgeno invasor carreando um gene de aviruléncia “Avr” frequentemente
leva a uma reacdo de hipersensibilidade “HR”, reconhecida fenotipicamente como uma
reacao de resisténcia. A nivel celular, essa reacao é caracterizada pela ocorréncia de
apoptose nas células infectadas das plantas, observando-se inicialmente um intenso
estresse oxidativo. Estas alteracGes bioquimicas intracelulares visam delimitar a regiao
infectada, evitando a disseminacéo da doenca na planta. Em sequéncia a expressao de
“HR", ocorre o disparo de uma reagcao em cadeia nas células ativadas, resultando em
vérias respostas contra o patdégeno, como o reforco da parede celular, a producao de
fitoalexinas e a ativacao de Proteinas Relacionadas a Patogénese “PRP’s” (DAUGROIS
et al., 1990; HWANG et al., 1997). Este efeito cascata é reconhecido como a
resisténcia sistémica adquirida “SAR”, preparando a planta como um todo contra o
processo de invasao e colonizacdo (RESENDE et al., 2007).

As “PRPs” sdo um conjunto diversificado de moléculas, que podem agir direta
ou indiretamente contra o patégeno. Em condicoes de homeostase celular sua
presenca é verificada em niveis basais. Entretanto, a ativacdo de algumas vias
metabdlicas relacionadas a defesa da planta podem ocorrer por meio de isolados
avirulentos, bem como por indutores quimicos, resultando no aumento da
expressdo destas proteinas. As enzimas peroxidase (EC 1.11.1.7) e B-1,3-
glucanase (EC 3.2.1.39) sao reconhecidas como “PRP’s” (AGRIOS, 2005).
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As peroxidases possuem diversas funcdes na defesa celular das plantas, como
lignificacdo e metabolismo de parede celular. Macromoléculas polimerizadas pelas
peroxidases também sao depositadas na superficie extracelular, fortalecendo a
parede celular, dificultando a invasao por patégenos e a expanséao celular
(BOWLES, 1990; LEON et al., 1995; KAWANO; MUTO, 2000; HIRAGA et al.,
2001).

A B-1,3-glucanase exibe uma acéo direta sobre o patégeno agressor. Sua agdo
antifingica reside no fato de catalisar a reacao de degradacao do polimero de
glicose formado por ligacdes do tipo B-1,3 presentes na estrutura da parede
celular do microrganismo (CUTT; KLESSING, 1992; CORNELISSEN;
MELCHERS, 1993).

A estratégia de inducédo de resisténcia em plantas tem se mostrado promissora e
as pesquisas de mecanismos de resisténcia tém sido estimuladas para esclarecer
cada vez mais os processos envolvidos na expressao da resisténcia.

Diversos compostos quimicos vém sendo utilizados e testados como indutores
de resisténcia. O composto Acibenzolar-S-Metil (ASM), um derivado
benzotidiazélico, vem sendo aplicado em diversas espécies de plantas como
indutor quimico de resisténcia a patégenos, inclusive em arrozais de outros
paises. No Brasil, ndo se tem informagdes quanto a eficiéncia de ASM no
controle de brusone do arroz, tanto em casa de vegetacdo como em campo.

Objetivo
Adequacao de métodos bioquimicos para deteccao e quantificacao de “PRP’s” na
interacao arroz/Magnaporthe oryzae durante o processo de inducao de resistén-
cia a brusone exercida pela molécula ASM.

Metodologia

Material para analise

O modelo de anélise baseou-se no pré-tratamento da cultivar Cica-8 com
acibenzolar-S-metil e posterior inoculacdo com o desafiante, um isolado do fungo
Magnaporthe oryzae (Py 435), patogénico a cultivar escolhida para estudo. O
experimento foi conduzido sob condi¢cdes controladas, em casa de vegetacao,
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delineamento inteiramente casualizado, em trés repeticGes. As plantas de arroz
foram cultivadas em bandejas. Em laboratério, o isolado desafiante foi cultivado
em placas de Petri, em meio BDA, em presenca de luz. Apds o seu crescimento,
o fungo foi repicado para meio de aveia acrescido de cloridrato de tatraciclina
com concentracao final de 1,0 mg/ml. Apds sete dias, estimulou-se a producao
de esporos. A suspensdo de esporos do isolado desafiante foi obtida através da
lavagem das placas com agua destilada e pincéis previamente esterilizados. Os
tratamentos estudados foram: tratamento de sementes com 10 g ASM.100 Kg™
sementes e tratamento da planta por pulverizacdo com 3 mg de ASM/bandeja,
sete dias antes da inoculacdo. Também foram cultivadas plantas para o controle
positivo (plantas apenas agredidas com o isolado Py 435) e negativo (tratamen-
tos induzidos, porém nao agredidos). A suspenséao de indculo foi produzida em
laboratério seguindo a metodologia de Filippi et al. (2007). A concentracéo da
suspensado de indculo utilizada foi de 3 x 10° conidios.ml'. Os ensaios
enzimaticos foram realizados 120 horas apds a inoculacao.

Coleta das amostras

Foram coletadas algumas amostras, cada uma delas composta por cerca de cinco
a dez folhas das plantas de arroz. O material coletado foi mantido em recipiente
contendo &gua previamente esterilizada. As amostras permaneceram sob refrige-
racao ou banho de gelo até o momento da extracdo de proteinas.

Extracédo de proteinas

Foram cortadas cinco folhas de aproximadamente 2,5 cm, acondicionadas em
grau e maceradas em nitrogénio liquido com auxilio de pistilo até a formar um pé
finamente dividido. A amostra foi recolhida e processada em microtubo (1,5 ml),
no qual foi adicionada solucao tampao de extracdo na relacdo 1:4 (v/v). A
solucdo tampao extrativa é composta de Tris-HCI 10 mM; NaCl 150 mM; EDTA
2 mM; DTT 2 mM; PMSF 1 mM; Leptina 10 mg.ml" e Apotinina 10 mg.ml'. A
suspensao formada foi agitada por cinco minutos e centrifugada sob refrigeracao
por 30 minutos a 13000 x g. O sobrenadante foi retirado para dosagem de
proteinas e ensaios enzimaticos.

Dosagem de proteina

A dosagem de proteinas foi executada segundo metodologia de Bradford
(1976). Preparou-se uma curva padrao de proteina com albumina de soro bovino
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nas concentracdes entre O—1 mg/mL. As leituras foram efetuadas em
espectrofotometro FENTO 600 Plus em comprimento de onda |= 595 nm.

Ensaios enzimaticos

Ensaio de atividade de B-1,3-glucanase

A dosagem da atividade da enzima f-1,3-glucanase foi efetuada em meio
reacional, com volume final de 500 mL e pH 5,5, composto de 125 mL de extrato
bruto das folhas da planta e laminarina 1% em tampé&o acetato de sédio 1,0 M, a
qual foi incubada a 35°C. Trabalhou-se em condicdes de velocidade inicial de
reacdo. A quantificacdo do produto da reacdo deu-se através do método do DNS
(acido 3,5-dinitrosalicilico) 1%, efetuando-se as leituras com auxilio de
espectrofotdometro FENTO 600 Plus em comprimento de onda |= 500 nm. Uma
curva padrao de glicose foi elaborada com concentracéo entre O — 100 mg.ml'. A
atividade enziméatica especifica foi definida como a quantidade de glicose em mg
produzida em meio reacional por tempo em minutos e por miligrama de proteina
(mg de glicose.min'.mg™). O experimento foi feito em triplicata.

Ensaio de atividade de peroxidases

A dosagem da atividade da enzima peroxidase foi efetuada em meio reacional,
com volume final de 2250 mL e pH 5,5 e composto de 50 mL de extrato bruto
das folhas da planta, peréxido de hidrogénio 0,5% e &cido 2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzthiazoline-6-sulphonic) (ABTS) 1,0 mM em tampéao acetato de sédio
1,0 M, a qual foi incubada a 25°C. Trabalhou-se em condicdes de velocidade
inicial de reacdo. A quantificacao do produto reacional foi efetuada em
espectrofotdmetro Spectrum SP-2000UV em comprimento de onda |= 405 nm.
As concentracdes do produto da reacdo foram estimadas pela utilizacao do
coeficiente de extincdo molar do produto (3,6 x 10*mol'.cm™). A atividade
enzimatica especifica foi definida como a quantidade de produto em mmol
produzida em meio reacional por tempo em segundos e por miligrama de proteina
(mmol de ABTS*.s".mg"). O experimento foi feito em triplicata.

Resultados e Discussao

O composto ASM induziu resisténcia na cultivar Cica—8 e as atividades
enzimaticas de B-1,3-glucanase e peroxidase responderam positivamente a
inducdo abidtica.
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Os tratamentos e controles estao listados na Tabela 1.

Tabela 1. Relacao de tratamentos submetidos a andlise da atividade enzimatica e
respectivos controles.

Ehelb o Identificacao do Tratamento da cultivar Cica-8
Tratamento
T1 Pulverizacao foliar com agua
T2 Tratamento de sementes com ASM
T3 Pulverizacao foliar com ASM
T4 Agressao por isolado Py 435
T5 Tratamento de sementes com ASM + agressao por Py 435
T6 Pulverizacao foliar com ASM + agresséo por Py 435

As atividades da enzima B-1,3-glucanase encontram-se relacionadas na Fig. 1 e
peroxidase na Fig. 2. A titulo de comparacao foi estabelecido que a atividade
enzimatica da testemunha Cica-8 (T1) seria 100%.

Grafico de Atividade Relativa de -1,3-glucanase

Atividade Enzimatica Relativa (%)

0 T T T T T
T T2 T3 T4 T5 T6

Tratamentos / Controles

Fig. 1. Atividade relativa de B-1,3-glucanase . Cada barra representa o erro padrdo
(+/-) de cada experimento realizado em triplicata.

Nas Fig. 1 e 2 sdo apresentados os resultados obtidos. A partir destes, pode-se
fazer as seguintes observacgoes:

13
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Grafico de Atividade Relativa de Peroxidase
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Fig. 2. Atividade relativa de peroxidase. Cada barra representa o erro padrdo (+/-) de

cada experimento realizado em triplicata.

Ao se comparar o tratamento T4 com o tratamento T6, verificou-se um aumento
significativo da atividade da enzima B-1,3-glucanase (66 %) no tratamento
induzido. Este resultado é corroborado pelo aumento da atividade peroxidasica
(280%). Isso mostra que a pulverizacdo da planta com o composto ASM, sete
dias antes na inoculagcdao com o isolado desafiante, nas condicdes citadas, induz
a planta a um grande aumento na atividade das proteinas de defesa estudadas,
caracterizando-se como muito eficiente.

Comparando-se o tratamento T4 com o tratamento T5, observou-se que ndo houve
aumento significativo das atividades das enzimas -1,3-glucanase e peroxidase.
Sendo assim, verifica-se que o tratamento de sementes nao influencia no processo
de protecao da planta contra o patégeno. Isso indica que o grande espaco de tempo
decorrido entre o tratamento da semente e a inoculagdo com o isolado desafiante
(21 dias ap6s o plantio) leve a este resultado. Sendo assim, o longo periodo entre a
inducdo e a inoculagdo com o isolado desafiante parece interferir na intensidade da
resposta da planta. Dois fatores devem explicar esta questao. O primeiro seria a
instabilidade da molécula de ASM em meio aquoso, exposto ao ambiente. O
segundo seria o efeito fisiolédgico da planta de ndo despender energia na producao
de proteinas na auséncia de estimulo pelo agressor.
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Na comparacao dos tratamentos T1, T2 e T3 observou-se que nao houve
diferenca significativa entre as atividades das enzimas estudadas. Esses dados
indicam que o tratamento com ASM, por si s, ndo leva ao aumento efetivo da
atividade das enzimas estudadas, pois este comportamento foi observado
somente apés a inoculacéo do isolado desafiante, sugerindo que o composto em
estudo somente prepara a planta para a defesa contra a infeccdo. Desta forma, o
contato com o agressor (patdgeno) é que parece elicitar a atividade e a expressao
das proteinas de defesa ou mesmo levar a sua ativacdo, uma vez que ja estejam
pré-formadas. Em suma, esses dados nos sugerem que a interacao da planta com
o patégeno é fundamental para a expressao e/ou ativacao das proteinas de
defesa.

Segundo a avaliacao da severidade de brusone em folhas de arroz deste mesmo
experimento, o tratamento da planta com ASM, via pulverizacao foliar, leva a
uma reducao significativa da severidade da doenca. Ja o tratamento de semen-
tes, nao diferiu da testemunha (VIANA et al., 2008). Os dados apresentados
neste paragrafo estdo apresentados na Fig. 3.
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* Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Fig. 3. Severidade de brusone em folhas de arroz da cultivar Cica-8. Os tratamentos
apresentados foram: A - Cica-8 pulverizada com &gua; B - Folhas de Cica-8 nao
tratadas com ASM e agredidas por isolado Py 435; C — Tratamento de sementes de
Cica-8 com ASM; D - Cica-8 pulverizada com ASM e agredida por Py 435.
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Comparando os resultados obtidos através da quantificacdo da atividade
enzimatica das PRP’s e dos resultados obtidos por avaliacao da severidade de
brusone em folhas, foi verificada a semelhanca entre os mesmos. Desta forma,
pode-se validar a metodologia proposta para a avaliacdo desse sistema de
inducdo de resisténcia na interacao patégeno/hospedeiro proposta.

Conclusao

De acordo com resultados obtidos, foi concluido que os métodos aplicados
neste estudo de quantificacdo de atividades enzimaticas de PRP’s foram bem
sucedidos e fiéis aos resultados referentes a quantificacao de severidade da
brusone das folhas obtidos nos ensaios conduzidos em casa de vegetacao para
o sistema estudado.

A superioridade da atividade enzimatica dos tratamentos Tb e T6 durante o
processo de inducao de resisténcia sugere que o indutor abiético ASM deve ser
estudado como uma opcao de estratégia para manejo integrado da brusone.

Diante do sucesso da metodologia citada, encontra-se em andamento a
quantificacdo das demais proteinas relacionadas a patogénese (fenilalanina
amonio-liase, quitinase e polifenoloxidase).
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