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RESUMO

Visando esclarecer alguns eventos bioquimicos durante o processo de infeccdo no patossistema Puccinia psidii X eucalipto,
comparou-se o metabolismo relacionado a defesa em folhas em diferentes niveis de desenvolvimento, em clones (Eucalyptus grandis
x E. urophylla) denominados VR e CO, com sessenta dias de idade, resistente e suscetivel a ferrugem, respectivamente, determinando-
se a atividade de peroxidases e quitinases. Cada tratamento foi composto de 4 repeti¢des, em delineamento inteiramente casualizado,
considerando: 2 clones, inoculados e ndo inoculados com P. psidii; pulverizados com acibenzolar-S-metil (ASM) e agua destilada;
representados pelo 1°, 2° e 4° pares de folha (com tamanho equivalente a 1/5, 2/5 e 4/5 do desenvolvimento foliar total, respectivamente).
A coleta das folhas ocorreu em 4 periodos: 0, 24, 72 e 96 horas apds a inoculagao (HAI). Os resultados obtidos evidenciaram que apesar de
apresentarem niveis superiores de atividade de quitinases e peroxidases, o efeito do ASM ou o efeito da P. psidii ndo alteraram a atividade
dessas enzimas em folhas desenvolvidas (4° par) no decorrer do periodo. Alteragdes nos niveis das enzimas apos a inoculagdo apenas
foram observadas nas folhas em desenvolvimento (1° e 2° pares), evidenciando que a resposta a infec¢do foi acompanhada pela sintese
dessas enzimas. Os maiores incrementos nas atividades enzimaticas ocorreram nas plantas do clone resistente 72 HAI e nas plantas do
clone suscetivel que foram tratadas previamente com ASM e posteriormente inoculadas com o P. psidii.
Palavras chave: Eucalyptus, ferrugem das mirtaceas, proteinas-RP, inducdo de resisténcia.

ABSTRACT
Chitinase and peroxidase activity in different stages of eucalypt leaves after inoculation with Puccinia psidii and acibenzolar-S-
metil

To elucidate some biochemical processes during infection in the pathosystem Puccinia psidii x eucalyptus, the defense metabolism
in different-stage leaves was compared between rust-resistant and susceptible clones, respectively. In addition, chitinase and peroxidase
activities were assayed. Each treatment consisted of 4 replicates, in a completely randomized design: 2 clones, inoculated and not inoculated
with P. psidii; sprayed with acibenzolar-S-methyl (ASM) and distilled water; and represented by the 1% leaf pair (size equivalent to 1/5
total leaf development), 2" pair (2/5 total development), and 4™ pair (4/5 total leaf length). Leaves were harvested in 4 periods: 0, 24, 72
and 96 hours after inoculation. Results indicated that ASM treatment or P. psidii action led to higher chitinase and peroxidase activity level
but did not alter the expression of these activities in developed leaves (4™ pair) during the experiment. Alterations in enzyme levels after
inoculation were only observed in developing leaves (1* and 2" pairs), which suggests that the response to infection was concomitant
to chitinase and peroxidase synthesis. The highest increases in enzymatic activities were observed in resistant clones at 72 hours after
inoculation and in susceptible ones previously treated with ASM and later inoculated with the pathogen.
Keywords: Eucalyptus, rust of Myrtaceae, PR-proteins, induction of resistance.

A ferrugem causada pelo agente etioldgio Puccinia
psidii G. Winter ¢ uma das principais doengas do eucalipto
no Brasil provocando prejuizos em viveiros e no campo
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(Alfenas et al., 2004). Levantamentos efetuados em plantios
seminais de FEucalyptus grandis nas regides do Vale do
Paraiba e sul do estado de Sdo Paulo revelaram que 35%
das arvores apresentavam ferrugem aos 6 meses de idade.
As plantas altamente infectadas tiveram redugdes de 25 a
35% em altura e didmetro quando comparada com as sadias
(Takahashi, 2002).
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O fungo ataca plantas jovens com menos de dois
anos de idade, sempre em o6rgaos tenros como primordios
foliares, terminais de galhos e haste principal (Figueiredo,
2001). Os estagios de desenvolvimento foliar sdo muito
importantes, pois as folhas sdo suscetiveis até o estagio 3,
ou seja até os 3/5 do seu desenvolvimento em comprimento
do limbo (Souza, 2008). O fungo P. psidii realiza complexas
interagdes mediante hifas especializadas e os nutrientes
sdo transportados através de sistemas de membrana
especializados (Thordal-Christensen, 2003). Xavier et al.
(2001) compararam o progresso da infecgdo de gendtipos
resistentes e suscetiveis de Eucalyptus grandis a P. psidii e
verificaram que no gendtipo suscetivel, micélio primario e
haustorio foram observados 12 ¢ 18 horas apds inoculagao,
respectivamente, ¢ no genétipo resistente 18 a 24 horas
apos inoculagdo, respectivamente.

A primeira linha de defesa de uma planta contra
agentes invasores ¢ a sua superficie, onde ocorre a aderéncia
do patogeno, penetragdo e consequente infecgdo. A forma
fisica da cuticula, o nimero de estomatos e de tricomas
por area de epiderme sdo fatores importantes na defini¢ao
do nivel de resisténcia a patdégenos por algumas espécies
vegetais (Agrios, 2005). A planta ao ser invadida por um
patdogeno pode desencadear uma série de mecanismos
de defesa na tentativa de conter o agente agressor. Apds
a infecgdo, pode-se aumentar o nivel de compostos de
defesa pré-existentes nas plantas ou ocorrer a ativagdo de
outros mecanismos de resisténcia (pds-formados) que sdo
sintetizados e acumulados nos tecidos do hospedeiro como
as proteinas relacionadas a patogénese (proteinas-RP),
fitoalexinas, calose, lignina, papilas, camadas de cortica ¢
tiloses (Pascholati & Leite, 1995).

Estudos recentes demonstram que a super expressao
de genes de quitinases em plantas aumentam a resisténcia
a patdégenos, uma vez que a enzima catalisa a hidrolise
dos polimeros quitina, componentes principais das
paredes celular dos fungos, e pode apresentar atividade
antimicrobiana (Van Loon et al., 2006). Segundo Pascholati
& Leite (1995), a enzima peroxidase esta diretamente ligada
a lignificagdo dos tecidos, a qual polimeriza lignina a partir
da oxida¢do de hidroxilas de grupos fenolicos. Os mesmos
autores argumentam que a lignificagdo e seus precursores
toxicos exercem papel importante na relagdo de resisténcia
em plantas.

O fendémeno da resisténcia induzida tem sido
demonstrado em muitas espécies de plantas, onde varios
estudos revelam a expressio de respostas de defesa
contra varios e importantes agentes de doenga de plantas,
tais como virus, fungos, bactérias e nematdides, cujos
diferentes mecanismos sao estimulados por varios indutores
bidticos e abiodticos. A indugdo da resisténcia pode ser
desencadeada pela aplicagdo de substdncias naturais e/ou
sintéticas, por microrganismos inativados e/ou por suas
partes (Hammerschmidt & Dann 1997). Acido salicilico e
seus analogos funcionais estdo entre os mais importantes
indutores abidtico (Radwan et al., 2008). O composto
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sintético benzo[1,2,3]tiodiazol-7-acido carbotidico-S-metil
éster (ASM, CGA, BTH, Bion®) derivado de benzotiadiazol,
um analogo funcional do 4&cido salicilico, tem sido
extensivamente estudado como um indutor de resisténcia
(Mandal et al., 2008)

Visando esclarecer alguns eventos bioquimicos
durante o processo de infecgdo de plantas de eucalipto por P
psidii, comparou-se a atividade de peroxidases e quitinases
entre folhas de plantas resistentes e suscetiveis a ferrugem com
diferentes estagios de desenvolvimento. Também observou-se
alteragdes das enzimas em plantas pulverizadas com indutor de
resisténcia Acibenzolar-S-metil seguido ou ndo de inoculagdo
com P, psidii.

Foram utilizadas mudas clonais de sessenta dias
de idade provenientes de hibridos das espécies Eucalyptus
grandis x Eucalyptus urophylla, denominados ‘Urograndis’,
gentilmente cedidas pela empresa Votorantim Celulose e
Papel. De acordo com testes de resisténcia ao fungo P. psidii
realizados no Setor de Defesa Fitossanitaria/FCA/UNESP-
Botucatu SP, por meio de indices de incidéncia e severidade da
doenga provenientes de levantamentos realizados pela propria
empresa, foram selecionados dois clones de reacao resisténcia
e suscetibilidade conhecida. Sendo assim, o clone CO foi
utilizado como padréo de resisténcia a ferrugem e o clone VR
como padrdo de suscetibilidade.

O experimento foi instalado em delineamento
inteiramente casualizado. Cada tratamento foi composto de
quatro repeti¢des, onde cada planta representou uma repetigao.
O indutor de resisténcia ASM, produto comercial Bion®
500WG (Syngenta) foi pulverizado na dose de 50 mg/L.
Cinco dias ap6s o tratamento com o indutor, as plantas foram
inoculadas com P, psidii. A obtengdo do indculo consistiu na
coleta de urediniosporos de P. psidii de plantas de eucalipto
infectadas naturalmente no campo. A partir dessa coleta foi
preparada uma suspensdo de 5 x 10* uredinidsporos /mL, em
agua destilada contendo Tween 80 (0,05%). O método de
inoculag@o consistiu na aplicacdo da suspensio na face dorsal
das folhas com o auxilio de uma bomba de vacuo e, em seguida,
as plantas foram mantidas em camara de crescimento regulada
para 21°C e fotoperiodo de 12 horas. Como testemunhas
foram utilizadas plantas pulverizadas com 4gua destilada nao
inoculadas com P, psidii.

As amostras foram representadas por 3 diferentes
estagios de desenvolvimento foliar: 1° par de folha (com
tamanho equivalente a 1/5 do desenvolvimento foliar total),
2° par de folha (2/5 do desenvolvimento total) ¢ 4° par (4/5 de
desenvolvimento). A coleta das folhas foi realizada 0, 24, 72 ¢
96 horas apo6s a inoculagdo (HAI), sendo as folhas colocadas
imediatamente em nitrogénio liquido e, posteriormente,
armazenadas em freezer -80°C até o momento da determinagao
da concentragdo de proteina e das atividades de peroxidases e
quitinases.

Amostras de 0,5 g de folhas de cada tratamento foram
maceradas em almofariz com nitrogénio liquido e, em seguida,
homogeneizadas em 4 mL de tampdo acetato de sodio 0,1
M pH 5,0, contendo 2,56 g de Polivinilpirrolidona (PVP) e
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fluoreto de fenilmetilsulfonil SmM (PMSF). Os extratos foram
centrifugados a 20.000g por 25 min a 4°C e o sobrenadante
foi transferido para tubos Eppendorf e armazenado a —20°C.
Os sobrenadantes foram utilizados para avaliagdo do teor de
proteinas totais (Bradford, 1976) e atividades de quitinases
(EC 3.2.1.14) e peroxidases (EC 1.11.1.7).

Para se avaliar a atividade de quitinases (EC 3.2.1.14)
utilizou-se a metodologia descrita por Wirth & Wolf (1990),
na qual ocorre a liberagdo de fragmentos soliiveis de quitina
carboximetilada marcada com remazol brilhante violeta
(CM-Chitin-RBV). Para tanto, 200 pL do extrato protéico
foram misturados com 600 puL do tampdo acetato de sodio
0,1 M pH 5,0 (tampao de extracao) e 200 uL de “CM-chitin-
RBV” (2,0 mg mL"). Apds a incubagao por 20 min a 40°C, a
reacao foi paralisada com a adigdo de 200 pL de solugdo de
HCI1 1 M, seguida de resfriamento em gelo e centrifugagio a
10.000g por 5 min. A absorbancia a 550 nm do sobrenadante
foi determinada tendo-se tampao de extragdo na cubeta de
referéncia. Os resultados foram expressos em unidades de
absorbancia.min’.mg proteina’!, descontando-se os valores
de absorbancia do controle (800 uL de tampdo de extragdo +
200 pL de “CM-chitin-RBV”). A concentragdo de proteinas,
expressa em termos de equivalentes pg de albumina de soro
bovino (ASB) por volume de amostra (ug proteina mL™"), foi
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determinada utilizando-se curva padrdo de concentragdes de
ASB variando de 0 a 20 pg mL".

A atividade de peroxidases (EC 1.11.1.7) foi
determinada a 30°C, através de método espectrofotométrico
direto pela medida da conversdo do guaiacol em tetraguaiacol
a 470 nm (Luso & Pascholati, 1999). A mistura da reagdo
continha 0,10 mL do extrato protéico ¢ 2,9 mL de solugéo
com 250 pL de guaiacol e 306 pL de peroxido de hidrogénio
em 100 mL de tampao fosfato 0,01M (pH 6,0). A cubeta de
referéncia continha 3 mL da solugdo com 250 pL de guaiacol
e 306 pL de peroxido de hidrogénio em 100 mL de tampao
fosfato 0,01 M (pH 6,0). A atividade de peroxidases foi
expressa como atividade especifica (unidades de absorbancia.
min".mg proteina™). A concentragdo de proteinas, expressa em
termos de equivalentes pg de albumina de soro bovino (ASB)
em um mL de amostra (g proteina mL™"), foi determinada
utilizando-se curva padrdo de concentragdes de ASB variando
de 0a20 ug mL™".

Os resultados obtidos no presente trabalho
demonstraram que as folhas de estdgio mais avangado (4°
par) apresentaram niveis constitutivos superiores de atividade
de quitinases e peroxidases em ambos os clones (Figuras 1A,
1C, 2A e 2C). No entanto, alteragdes nos niveis das enzimas
apos a inoculagdo apenas foram observadas nas folhas com
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FIGURA 1 — A-C. Atividade de quitinases em tecidos foliares de clones de Eucalyptus resistentes (CO) e suscetiveis
(VR) ap6s inoculagdo com Puccinia psidii. Plantas dos clones CO e VR foram pulverizadas com agua ou; B-D. com
acibenzolar-S-metil cinco dias antes da inoculacdo. As amostras foram representadas por 3 diferentes estagios de
desenvolvimento foliar: 1° par de folha (com tamanho equivalente a 1/5 do desenvolvimento foliar total), 2° par de folha
(2/5 do desenvolvimento total) e 4° par (4/5 de desenvolvimento). Barras indicam o desvio padrao da média.
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tamanho equivalente a 1/5 do desenvolvimento ou em folhas
equivalente a 2/5 do desenvolvimento total, com evidéncias que
aresposta a infec¢do foi acompanhada pelo aumento na sintese
de quitinase e peroxidase (Figuras 1A e C,2A e C). Tal fato esta
relacionado com resultados apresentados por alguns autores,
demonstrando presenca de sintomas de ferrugem apenas nas
folhas mais novas de eucalipto. Segundo Figueiredo (2001),
a ferrugem do eucalipto ataca plantas jovens com menos de
dois anos de idade, sempre em 6rgaos tenros como primordios
foliares. Para Santos (2001), a doenga afeta os tecidos mais
jovens da parte aérea das plantas, especialmente de mudas
jovens, causando a morte do apice. Dessa maneira, vale
ressaltar que a combinag@o de caracteristicas estruturais dos
tecidos ¢ as reagdes bioquimicas empregadas nos processos de
defesa das plantas, como por exemplo, o aumento de atividades
enzimaticas ou maiores niveis constitutivos destas enzimas,
exercem papel crucial na resisténcia das plantas.

Souza (2008) quantificou caracteres anatomicos
foliares do eucalipto, e estudou a micromorfologia de folha
em trés estagios de desenvolvimento de clones resistentes e
suscetiveis a fim de relacionar esses fatores com a resisténcia
a ferrugem, causada pelo fungo P. psidii. No estudo foram
encontradas diferengas estruturais entre os clones e entre os
niveis de desenvolvimento das folhas. O clone resistente e as
folhas mais desenvolvidas apresentaram maior espessura das
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cuticulas abaxial e adaxial, maior espessura do parénquima
palicadico adaxial, maior porcentagem de parénquima
palicadico, maior niimero e area de cavidades oleiferas,
menor espessura da epiderme abaxial e menor espessura e
porcentagem de parénquima lacunoso. Segundo a autora, essas
caracteristicas podem dificultar a penetragdo do patogeno ¢ a
sua colonizagao nos tecidos do hospedeiro.

Com base nos resultados obtidos nas amostras das
folhas menos desenvolvidas, constatou-se que as plantas de
ambos os clones aspergidas com agua destilada apresentaram
estabilidade nos niveis de atividade das enzimas no decorrer
do periodo, ¢ quando inoculadas apresentaram aumento
na atividade das enzimas 72 HAI (Figuras 1A e C, 2A e C).
Em relagdo a diferenca entre os clones, embora a atividade
de quitinases e peroxidases mensurada no clone suscetivel
tenha sido maior, os incrementos na atividade das enzimas
foram mais expressivos apos inoculagdo com o patégeno no
clone resistente. Anjana et al. (2008) observaram em plantas
de girassol 2 horas apds inoculagdo com Alternaria helianthi
maiores atividades de peroxidases em genotipos resistentes do
que em genotipos suscetiveis.

Com relagdo ao efeito do ASM nao foi observado
alteracdo na atividade de peroxidases quando comparado
plantas tratadas dos clones CO ¢ VR (Figura 2B ¢ 2D) com as
testemunhas (Figura 2A e 2C). No entanto, quanto ao efeito
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FIGURA 2 - A-C. Atividade de peroxidases em tecidos foliares de clones de Eucalyptus resistentes (CO) e suscetiveis
(VR) apos inoculagdo com Puccinia psidii. Plantas dos clones CO e VR foram pulverizadas com agua ou; B-D. com
acibenzolar-S-metil cinco dias antes da inoculagdo. As amostras foram representadas por 3 diferentes estagios de
desenvolvimento foliar: 1° par de folha (com tamanho equivalente a 1/5 do desenvolvimento foliar total), 2° par de folha
(2/5 do desenvolvimento total) e 4° par (4/5 de desenvolvimento).Barras indicam o desvio padrdo da média.
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do ASM na atividade de quitinases, ocorreu aumento quando
comparada com plantas que ndo receberam tratamento em
ambos os clones (Figura 1A-D). O aumento da atividade da
enzima pode estar ligado & capacidade do ASM em ativar
mecanismo de defesa da planta. Essa indugdo anteciparia
provaveis reagdes bioquimicas de defesa que s6 seriam
ativadas, por exemplo, com o ataque de um patégeno. O
aumento da atividade da quitinases seria resultante da adaptagdo
das células da planta frente a condi¢des adversas que geram
estresse, no caso a aplicagdo do indutor. Com isso, a planta
provavelmente estaria em condi¢des de demonstrar resisténcia
contra patdgenos para os quais ¢ suscetivel.

As folhas menos desenvolvidas de ambos os clones
também apresentaram um aumento de atividade das enzimas
quando as plantas foram tratadas previamente com o
composto ASM e, posteriormente, inoculadas com o patogeno
(Figura 1B-1D, 2B-2B). Esse aumento foi mais expressivo
na plantas do clone VR (Figura 1D e 2D) com evidéncias
que esse mecanismo foi acionado, pois apresentou maior
expressdo a partir do desafio com o patdogeno em plantas pré-
condicionadas pelo efeito do ASM. O pré-condicionamento,
importante componente da resisténcia sistémica adquirida,
esta associado ao aumento da capacidade para rapida e efetiva
ativagdo das respostas de defesa celular, as quais sao induzidas
somente apos o contato com o patogeno desafiante (Conrath
et al., 2002). Quando a planta ¢ induzida pela presenca de um
eliciador, sdo perceptiveis alteragdes em seu metabolismo.
Porém, quando comparada a planta induzida com o mesmo
eliciador e, posteriormente, desafiada com patdgeno, nota-se
que as alteragdes no metabolismo sdo mais intensas do que
na planta apenas desafiada ou apenas induzida, evidenciando-
se que a planta esta mais apta para responder a presenca do
patogeno (Kuhn et al., 2006).
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