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RESUMO

Macagnan, D.; Romeiro, R.S.; Baracat-Pereira, M.C.; Lanna-Filho, R.; Batista, G.S.; Pomella, A.W.V. Atividade de enzimas associadas
ao estado de indu¢do em mudas de cacaueiro expostas a dois actinomicetos residentes de filoplano. Summa Phytopathologica,

v.34, n.1, p.34-37, 2008

Dois antagonistas selecionados para o biocontrole da vassoura-
de-bruxa do cacaueiro foram avaliados quanto a capacidade em ativar
mecanismos de defesa de plantas contra patogenos. Para tanto, mudas
seminais de cacaueiro “comum” foram cultivadas em casa-de-
vegetagdo por 30 dias e expostas aos antagonistas aplicados a mudas
de cacaueiro por atomizagdo, individualmente e em associagdo. O
primeiro par de folhas das mudas dos diferentes tratamentos foi

coletado aos dois, quatro, 12 e 24 dias apos a exposi¢do aos
antagonistas. Foi quantificada a atividade de peroxidases,
polifenoloxidases, quitinases e b-1,3-glucanases no material coletado.
Observou-se um aumento na atividade de peroxidases e
polifenoloxidases nos primeiros dias apds a exposicdo das mudas,
especialmente ao isolado Ac26. Nao foi observado efeito aditivo ou
sinergistico nas mudas expostas aos dois isolados simultaneamente.

Palavras chave: Streptomyces, peroxidases, enzimas liticas, indugdo de resisténcia, Theobroma cacao.

ABSTRACT

Macagnan, D.; Romeiro, R.S.; Baracat-Pereira, M.C.; Lanna-Filho, R.; Batista, G.S.; Pomella, A.W.V. Activity of enzymes associates of
induced resistance on cocoa seedlings exposed of two actinomycetes phylloplane residents. Summa Phytopathologica, v.34, n.1, p.34-

37,2008

Two antagonists selected for the biocontrol of cocoa witches’
broom were investigated for their ability in triggering increases in the
activity of enzymes associated to induced resistance. In a greenhouse,
thirty days old cocoa seedlings were exposed t antagonists by spraying
a propagule suspension of every antagonist or a mixture of them. At
two, four 12 and 24 days exposing plants to the antagonists, the first

leaf pair of every plant was excised and used for quantifying the
activity of peroxidases, poly-phenol-oxidases, chitinases and b-1,3-
glucanases. There were increases in activity of peroxidases, poly-
phenol-oxidases, mainly in the case of isolate Ac26. Additive or
synergistic effects were not observed as a consequence of exposing
plants to both antagonists together.

Additional keywords: Streptomyces, peroxidases, induced resistance, litic enzymes, Theobroma cacao.

A resisténcia induzida ¢ um fendmeno caracterizado pelo aumento
da resisténcia de plantas contra doencas quando estas sdo
apropriadamente estimuladas. Plantas levadas ao estado de inducdo
quando inoculadas com um patogeno desafiador exibem menor
severidade dos sintomas (7). Plantas expostas a um agente indutor de
resisténcia apresentam um aumento na atividade de rotas metabolicas
envolvidas na percepcdo da presenca de patdgenos em potencial,
sinaliza¢@o bioquimica a pontos distantes do sitio onde o sinal foi
originado e, por conseqiiéncia, aumentos nas atividades de enzimas
envolvidas na sintese de compostos antimicrobianos, tais como PR
proteinas, fitoalexinas e refor¢o da parede celular (7). Portanto, se a
resisténcia induzida aumenta a atividade de determinadas rotas
metabolicas especificas, o estado de inducdo de plantas expostas a
agentes indutores pode ser confirmado por meio da analise da atividade
de algumas enzimas-chave envolvidas na resisténcia de plantas contra
patogenos.

Neste sentido algumas enzimas tém sido consideradas indicadoras
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do estado de indugdo em plantas. Dentre estas citam-se as enzimas
liticas quitinases e b-1,3-glucanases que fazem parte das proteinas de
plantas induzidas sob patogénese ou situa¢des correlatas e, de forma
genérica, chamadas de PR proteinas (8).

Peroxidases (PO) representam um conjunto de mais de 20
isoenzimas capazes de catalisar a oxidagdo de varios substratos como
substancias aromaticas, acido ascorbico e compostos fenolicos, na
presenga de peroxido de hidrogénio. Os produtos gerados pela agdo
das POs estdo envolvidos na formacdo da parede celular vegetal,
suberizagdo e lignificagdo (6). A atividade das POs, em plantas
infectadas por patégenos, ou em plantas induzidas, estdo também
ligadas a oxidagdo de compostos fenolicos, que sdo toxicos a patbgenos
(18). Estas enzimas estdo também envolvidas na geragdo de H,0,, que
por sua vez pode gerar outras espécies ativas de oxigénio, além de
apresentar, atividade antimicrobiana (11).

Outra enzima importante para a defesa de plantas, também
envolvida em reagdes de oxidacdo ¢é a polifenoloxidases (PPOs). Assim

Summa Phytopathol., Botucatu, v. 34, n. 1, p. 34-37, 2008



como as POs, as PPOs oxidam compostos como o 4cido ascorbico e
fenois, porém usando oxigénio (18).

Macagnan et al. (10) selecionaram dois promissores antagonistas
para o controle biologico da vassoura-de-bruxa (Crinipellis perniciosa)
e da podridao-parda (Phytophthora spp.). Estes isolados demonstraram
serem produtores de diferentes substancias envolvidas no biocontrole
de doengas de plantas tais como o acido cianidrico, sideréforos e
quitinases além de compostos de baixa massa molecular inibidoreres
da germinagdo de basidiosporos do patogeno (9).

O desenvolvimento desse trabalho teve por objetivo examinar a
capacidade dos microrganismos em questdo, aditivamente ao
antagonismo direto ao patdgeno, estimularem mudas de cacaueiro a
ativarem seus mecanismos latentes de resisténcia contra patdégenos,
por meio da quantificag@o da atividade de enzimas liticas (quitinases e
b-1,3-glucanases) e oxidativas (peroxidases e polifenoloxidases).
Adicionalmente, verificou-se a capacidade dos dois antagonistas agirem
sinergisticamente ou aditivamente na ativa¢do de mecanismos de
resisténcia quando aplicados em conjunto a mudas de cacaueiro.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e microrganismos: manutencio,
multiplicacdo e aplicacdo. Os isolados Ac26 e Ac79 foram
selecionados por Macagnan et al. (10). Estes microrganismos tiveram
seu TDNA 16S seqiienciado possibilitando posiciona-los como
pertencentes a espécie Streptomyces griseus e Streptomyces virginiae
respectivamente. Os antagonistas foram preservados em ultrafreezer
(-80 °C) emulsificados em glicerol 15 %. As culturas foram reativadas
e os isolados foram cultivados em meio extrato de solo agar (12) por 7
dias. Os esporos foram removidos por raspagem e transferidos para
meio liquido BD onde foram cultivados por 72 h, sob agitacdo, em
temperatura de 25 °C.

Como material vegetal foram utilizadas mudas seminais de cacaueiro
do tipo amelonado comumente cultivado no sul da Bahia e designado
“cacau comum” com 30 dias de idade.

A suspensdo de cada antagonista foi padronizada para uma DO, =
0,8 e aplicados nas plantas individualmente e em associagdo. A
combinagao dos isolados foi obtida misturando-se as suspensdes de
cada um dos dois antagonistas na propor¢ao 1:1 (v/v). As suspensdes
foram aplicadas com o auxilio de um atomizador de Vilbs, acoplado a
uma fonte de pressdo, até antes do inicio do ponto de escorrimento,
sobre toda a parte aérea das plantas. Como controle, mudas foram
tratadas com meio de cultura BD. Cada um dos tratamentos (Ac26,
Ac79, Ac26+Ac79 e testemunha) foi aplicado a 36 mudas que apds a
pulveriza¢do foram transferidas para camara de nevoeiro com
temperatura ajustada para 25 °C. Cada tratamento permaneceu em um
compartimento separado dos demais por 72 h quando as mudas foram
transferidas para a casa-de-vegetacao permanecendo no local até o
final do ensaio. De cada tratamento as folhas basais de nove plantas
foram coletadas aos dois, quatro, 12 e 24 dias depois da aplicacdo dos
antagonistas. O material coletado foi armazenado em ultrafreezer (-80
°C) até o momento da execug¢do das analises.

Delineamento para as analises enzimaticas. Por ocasido da
execucdo das analises enzimaticas, as nove mudas dentro de cada tempo
de amostragem foram unidas trés a trés, onde cada grupo de trés
mudas constitui-se em uma repeti¢do. De cada repeti¢ao retirou-se um
grama de tecido vegetal (peso de tecido fresco) o qual foi submetido a
extracgdo de proteina total. A partir do extrato obtido foram realizadas
todas as analises enzimaticas sendo que para cada enzima foram
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realizadas trés reagdes. Portanto cada enzima em cada um dos quatro
tempos amostrados foi ensaiada nove vezes.

Obtencdo dos extratos e dosagem de proteina total. As
amostras vegetais foram maceradas sob nitrogénio liquido, utilizando
almofariz e pistilo. Ao macerado foram acrescentados 3 mL de tampao
fosfato de sodio 50 mM, pH 6,5, acrescido de polivinilpirrolidona 1
% (p/v) e fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) 1 mM, com posterior
centrifugagdo (30.000 g, 25 min, 4 °C) e recuperacao do sobrenadante
(1) os quais tiveram o seu conteudo total de proteina determinado
pelo método de Bradford (2), sendo a albumina bovina sérica como
padrao.

Determinacio da atividade de peroxidases. Adotou-se o método
espectrofotométrico de Hammerschmidt et al. (5), no qual ¢ mensurada
a oxidag@o do guaicol na presenga de peroxido de hidrogénio em
comprimento de onda de 470 nm. Os resultados foram expressos em
unidades de peroxidase. Cada unidade de peroxidase correspondeu a
variagdo de 0,001 no valor da absorbancia a 470 nm por min de reag@o
por mg proteina total.

Determinacido da atividade de polifenoloxidases. Foi
determinada em ensaio espectrofotométrico onde se acompanhou o
aumento da absorbancia a 420 nm, resultante da oxidagdo do catecol a
quinona. Cada unidade de polifenoloxidases correspondeu a variagao
de 0,001 no valor da absorbancia (420 nm) por min de reagdo por mg
de proteina (3).

Determinacio da atividade de quitinases. Adotou-se o método
de Hackman & Goldberg (4), onde quantificou-se por
espectrofotometria o Remazol Violeta Brilhante liberado de “Chitin
Azure (SIGMA)” em comprimento de onda de 575 nm. Uma unidade
de quitinases correspondeu a variagao de 0,001 no valor de absorbancia
por dia de reagdo por mg de proteina total.

Determinacio da atividade de B-1,3- glucanases. Foi obtida
espectrofotometricamente (595 nm) pela quantificagdo do Remazol
Azul Brilhante R liberado da “laminarina azure” de acordo com o
ensaio enzimatico sugerido pelo fabricante (16). Uma unidade de B-
1,3-glucanases correspondeu a variagdo de 0,001 unidades de
absorbancia por min por mg de proteina.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Concentracio de proteina solivel total. Foi observado um
aumento na concentragdo de proteina total nas folhas com o decorrer
do tempo para os diferentes tratamentos (Fig.1). As médias da
concentragdo de proteinas nas mudas expostas ao isolado Ac26 foram
inferiores as observadas no tratamento controle. Um padrdo diferente
foi apresentado pelas plantas tratadas com o isolado Ac79 e as plantas
tratadas com ambos os isolados. A maior concentragdo de proteinas
foi observada nas folhas dos diferentes tratamentos aos 24 dias ap6s
a aplicagdo dos antagonistas em comparagdo aos demais tempos
amostrados, especialmente naquelas expostas ao isolado Ac79
isoladamente. O aumento na concentrag¢do de proteinas nos tecidos
foliares, para tempos maiores de exposi¢ao aos antagonistas (Fig. 1),
sdo resultados esperados visto que foram coletadas em todos os
tratamentos, nos diferentes tempos as folhas basais das mudas. Assim
sendo o acumulo de solutos em detrimento a quantidade de agua ¢
esperado (14). A quantificacdo de proteinas totais isoladamente nao
se demonstrou um bom parametro para a detec¢do do estado de indugéo
uma vez que o isolado Ac26 demonstrou os menores acumulos de
proteinas, porém apresentou as maiores atividades enzimaticas.

Atividade de peroxidases. Em linhas gerais a atividade relativa
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Figura 1. Proteina total presente em folhas de mudas de cacaueiro expostas
ou ndo a dois actinomicetos aplicados isoladamente (Ac26 e Ac79) e em
associagdo (Ac26+Ac79) nos tempos de dois, quatro, 12 e 24 dias apds a
aplicagdo dos mesmos. As barras representam o erro padrdo da média.
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Figura 2. Atividade de peroxidases (A) e Polifenoloxidases (B) em folhas
de mudas de cacaueiro expostas ou ndo a dois actinomicetos aplicados
isoladamente (Ac26 e Ac79) e em associacdo (Ac26+Ac79) nos tempos
de dois, quatro, 12 e 24 dias apo6s a aplicagdo dos mesmos. As barras
representam o erro padrao da média.

de peroxidases apresentou decréscimo no decorrer do tempo para
todos os tratamentos. Porém, mudas tratadas com os antagonistas
aplicados individualmente mantiveram a atividade em patamares mais
elevados especialmente nos dois, quatro e 12 dias apds o tratamento,
especialmente aquelas tratadas com o isolado Ac26 (Fig. 2). Ja as
mudas tratadas com o isolado Ac79 mostraram esse mesmo padrio,
porém somente aos 12 dias ap6s o tratamento (Fig. 2). O decréscimo
da atividade relativa das POs no decorrer do tempo pode ser também
explicado em fun¢do do amadurecimento das folhas (Fig. 2). As
POs estdo envolvidas na formagdo da parede celular vegetal,
especialmente a sintese de lignina. Logo, durante a fase inicial de
desenvolvimento das folhas, ha uma continua deposicdo de
componentes da parede celular. Com a completa expanséo foliar, a
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atividade das POs com fungdes plasticas diminui (15).

Peroxidases sdo também componentes da resposta inicial da
defesa de plantas contra o ataque de patdogenos (19). O envolvimento
das peroxidases em respostas de defesa de plantas contra patogenos
pode explicar o aumento observado na atividade dessa enzima nas
plantas expostas aos antagonistas (Fig. 2). E, a maior atividade
observada para os menores periodos de tempo apds a exposicao
das plantas aos antagonistas esta de acordo com a afirmagdo de
Tuzun (19) de que peroxidases estdo envolvidas nas respostas
iniciais de defesa de plantas. Resende et al. (13) ja haviam
demonstrado que as peroxidases estdo envolvidas na inducdo de
resisténcia em cacaueiros, porém mediada pela aplicacdo de um
indutor abiotico. Siegel (15) sugere a participagdo das peroxidases
em varios mecanismos fisioldgicos de defesa. O real envolvimento
dessas enzimas em cada um dos possiveis nichos de atuagdo ¢
dificil de precisar. Porém, a exemplo do observado por Resende et
al. (13), pode-se afirmar que, de alguma forma as peroxidases estdo
envolvidas na induc¢do de resisténcia em cacaueiro.

Atividade de polifenoloxidases. As mudas expostas ao isolado
Ac26 apresentaram os maiores niveis de atividade enzimatica
especialmente aos quatro, 12 e 24 dias apos a exposigdo. As mudas
tratadas com o isolado Ac79 apresentaram atividade inferior a aquelas
tratadas com o isolado Ac26 seguido pelas mudas tratadas com ambos
os isolados (Fig. 2). As polifenoloxidases apresentaram um
comportamento semelhante a POs (Fig 2). As plantas expostas ao
isolado Ac26, apresentaram, em termos absolutos, os maiores niveis
de atividade dessa enzima aos quatro e 12 dias apds a exposi¢do ao
antagonista. Porém a variabilidade observada nos dados dificulta a
obtengdo de conclusdes mais precisas.

Enzimas liticas quitinases e B-1,3-glucanases. Nao foi
observada atividade expressiva das duas enzimas liticas estudadas em
nenhum dos tratamentos ou tempos amostrados (dados ndo mostrados).
Este resultado de certa forma era esperado uma vez que quitinases,
sendo PR proteinas, sdo ativadas pela rota da SAR (systemic acquired
resistance). Esta rota ¢ induzida por patdégenos ou indutores quimicos
(17), embora atualmente esta separag¢@o entre SAR e ISR (induced
systemic resistance) esteja sendo reavaliada. O comportamento das
quitinases e -1,3-glucanases embora possa ser considerado como
esperada uma vez que ambas as enzimas sao normalmente induzidas

‘pela rota SAR, se acredita que a maior causa tenham sido imperfei¢des

nas técnicas adotadas.

Nao foi observado efeito sinergistico nos tratamentos onde
os dois antagonistas foram aplicados em associa¢do. Adicionalmente
observou-se, de maneira geral, uma diminui¢do na atividade das
variaveis avaliadas (Fig. 1 e 2). A auséncia de aditividade pode
estar relacionada com a incompatibilidade entre os isolados que
pode ter levado a uma diminui¢@o da persisténcia dos mesmos no
filoplano das mudas. A baixa populagdo individual de cada
antagonista pode também ser uma explicagdo para o fato. A
suspensdo de cada antagonista teve a densidade Otica ajustada para
A,,= 0,8 ¢ quando aplicados em associagdo, a concentragdo
individual reduzia-se a 50 % em fun¢do da mistura na propor¢ao
1:1. Uma das caracteristicas da resisténcia induzida ¢ a auséncia do
efeito de dose porém, ha a necessidade de uma dosagem minima do
agente indutor para desencadear o inicio da reagao (17). Portanto, ao
combinar os dois antagonistas estes podem ter sido aplicados em
dosagem inferior a necessaria para desencadear as respostas de defesa.

Pode-se concluir que os dois antagonistas testados além de
produzirem compostos com atividade direta contra o patdgeno
conforme observado por Macagnan (9), sdo também capazes de ativar
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mecanismos latentes de resisténcia de plantas contra patogenos. Este
resultado vai de encontro as observagdes de Loon et al. (7) o qual considera
que um microrganismo pode atuar em uma mesma interagdo como indutor
de resisténcia sistémica na planta hospedeira ¢ também produzindo
substancias com atividade antagdnica ao patdgeno causador da doenga.
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