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RESUMO

Os indutores de resisténcia acibenzolar-S-metil, metil jasmonato e fosfato de potassio (K,HPO,), nas concentragdes de 0,2 g/L,
0,1 mL/L e 0,1 M, respectivamente, foram testados em plantulas de algodoeiro (cv. BRS Cedro), para o controle de Fusarium oxysporum
f. sp. vasinfectum. Foram realizadas uma e duas aplicagdes com todos os indutores em plantulas com e sem inoculag@o do fitopatdgeno.
Constatou-se que o menor indice de infecgao foi obtido com o uso do metil jasmonato aplicado duas vezes. Amostras de folhas e caule foram
avaliadas quantitativamente para as enzimas 3-1,3-glucanase, peroxidase e quitinase. As plantas testemunhas sem inoculagdo apresentaram
as maiores atividades das enzimas peroxidase e -1,3-glucanase no caule. Nas folhas das plantas que receberam os tratamentos com metil
jasmonato (uma aplicag@o com inoculagdo), a atividade das enzimas peroxidase e quitinase foram as maiores. Nas amostras de caule ndao
houve atividade detectada da enzima quitinase.
Palavras-chave: Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum, PR proteinas, eliciadores.

ABSTRACT
Evaluation of induced resistance to Fusarium wilt in cotton: elicited enzymatic activity and disease index

Acibenzolar-S-methyl, methyl jasmonate and K,HPO, (potassium phosphate), at 0.2 g/L, 0.1 mL/L and 0.1 M respectively, were
tested in cotton seedlings cv. ‘BRS Cedro’ (susceptibility standard) for controlling Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum. One and two
applications on the seedlings were tested with and without the pathogen. The treatment with methyl jasmonate (two applications) showed
the lowest disease index. Samples of leaves and stem were quantitatively evaluated for B-1,3-glucanase, peroxidase and chitinase. The
controls without pathogen inoculation showed higher activity of the enzymes peroxidase and f-1,3-glucanase in the stem. In the leaves, the
activity of peroxidase and chitinase was highest for methyl jasmonate (one application with inoculation) treatment. There was no chitinase

activity observed in the stem.

Keywords: Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum, elicitors, PR proteins.

O algodoeiro (Gossypium spp.) ¢ atualmente uma
das culturas anuais mais importantes para o Brasil, tanto
como “commoditie” quanto pelo seu valor social. Dentre
as doengas que acometem os algodoais, a murcha vascular
causada por Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum W.C.
Snyder & H.N. Hansen destaca-se como uma das mais
importantes. O manejo da doenga € realizado principalmente
pela exclusao, utilizando-se sementes livres do fitopatdgeno.
Outras taticas importantes sao rotacao de culturas e o uso de
cultivares resistentes. Em relacdo ao desenvolvimento de
cultivares resistentes, muitas vezes o processo ¢ demorado
e caracteristicas indesejaveis podem ser incorporadas junto
com caracteres desejados (Quirino & Bent, 2003). As
plantas, ao longo da co-evolu¢do com os microrganismos
que incitam enfermidades, desenvolveram mecanismos de
defesas, os mais variados possiveis. Tais mecanismos podem
existir tanto antes quanto apos o contato com o fitopatogeno.
Durante esta interacdo patdgeno-hospedeiro, ocorre uma
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série de eventos bioquimicos que levam a ativagdo de
defesas por parte da planta, resultando na producao de
compostos que podem ser toxicos ao fitopatdégeno ou
apenas restringir o seu desenvolvimento. A resposta da
planta pode ser verificada por mudancas bioquimicas nas
células, ocorrendo o acumulo de proteinas relacionadas a
patogénese (PR proteinas) tais como glucanases, peroxidases
e quitinases; producdo de fitoalexinas e modificagdes na
parede celular como deposicdo de caloses e lignificagdo
(Wrébel-Kwiatkowska et al., 2004).

Uma das estratégias de controle de doencas do
algodoeiro ¢ a utilizagdo da indugdo de resisténcia, a qual ¢
definida como um fendmeno onde a resisténcia a um agente
patogénico ¢ sistemicamente induzida por uma infec¢do
localizada ou tratamento com produtos microbianos e
compostos organicos ou inorganicos de natureza estrutural
ndo relacionada (Kuc, 2001). Em cultivares de tomateiro
(Lycopersicon esculentum) suscetiveis a F. oxysporum
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f.sp. radicis-lycopersici, B-1,3-glucanase ¢ acumulada
em pontos proximos as células fungicas, porém, em
cultivares resistentes, tecidos ndo invadidos também
possuem acumulo desta enzima (Benhamou et al. 1989).
O objetivo do presente trabalho foi avaliar os produtos
acibenzolar-S-metil, metil jasmonato e fosfato de
potéssio na inducao de resisténcia da cv. ‘BRS Cedro’ de
algodoeiro a F. oxysporum f. sp. vasinfectum, mediante a
determinagdo da atividade das enzimas -1,3-glucanase,
peroxidase e quitinase em amostras de folhas e caule
bem como determinar o indice de infec¢do da murcha do
algodoeiro em plantulas inoculadas com o fitopatégeno.

Sementes da cultivar ‘BRS Cedro’ de algodoeiro,
padraodesuscetibilidadea F. oxysporumft.sp.vasinfectum,
foram semeadas em copo plastico (volume de 200 mL),
contendo solo previamente esterilizado. Quinze dias apos
o plantio foi realizada a primeira aplicagdo dos indutores
através da pulverizacdo com o auxilio de atomizador até
o ponto de escorrimento. Aos seis dias apds a primeira
aplicagdo dos indutores foi realizada a inoculagdo de
F. oxysporum f. sp. vasinfectum, através do método de
imersao de raizes (Pastor-Corrales & Abawi, 1987), por
cinco minutos, utilizando uma suspenséo de 10° conidios/
mL transferindo-se posteriormente as plantulas para vaso
plastico (volume de 500 mL) contendo solo esterilizado.
Apos cinco dias da inoculagdo, realizou-se uma segunda
pulverizacdo. Para todos os indutores, plantulas foram
pulverizadas uma e duas vezes, com e sem inoculacao
do fungo. Foram incluidas duas testemunhas, uma com
inoculacdo e outra sem inoculacdo do fitopatogeno,
ambas sem aplicacao de indutor. A unidade experimental
foi composta de um vaso com trés plantas e 10 repeti¢oes.
O fungo F. oxysporum f. sp. vasinfectum foi cedido
pelo laboratorio de fitopatologia da Embrapa Algodao,
Campina Grande, PB. Os indutores utilizados foram
acibenzolar-S-metil (ASM), metil jasmonato (Mel) e
K,HPO, (fosfato de potassio), nas concentragdes de 0,2
g/L, 0,1 mL/L e 0,1 M, respectivamente.

A severidade da doenga foi avaliada 45 dias apds
a inoculagdo. Para tanto foram atribuidas notas de 0 a
4 (Huertas-Gonzalez et al., 1999), sendo 0- plantulas
sem sintomas; 1- inicio do aparecimento de sintomas
de murcha nas folhas; 2- plantulas com duas folhas
com sintomas de murcha; 3- todas as folhas murchas; e
4- plantula morta. A partir das notas foi obtido o indice
de infecgdo (I), expresso como I=sen’®, para cada
distribuicdo de freqliéncia obtida na parcela (Amaral,
1969). Foi realizada a transformagio angular m=arcsenVI
paraser possivel realizar a analise de variancia (Czermainski,
1999). A variavel o foi calculada para se converter notas
em escala de intervalo. O delineamento experimental foi
o inteiramente casualizado e os valores de cada repeticao
foram submetidos a analise de varidncia e comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Amostras de folhas e caule foram coletadas dois
dias apds a segunda aplicagdo, sendo estas congeladas
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imediatamente com o auxilio de nitrogénio liquido e
armazenadas em freezer -24°C. O preparo do extrato
bruto enzimatico foi realizado imediatamente apds a
coleta das amostras no qual 1,5 g de folhas ou de caule,
correspondentes a cada tratamento, foram maceradas com
o auxilio de nitrogénio liquido adicionando-se 0,3 g de
polivinilpirrolidona (PVP) e 4,0 mL de tampao acetato
de sodio (0,1 M e pH 5,0), contendo 1,0 mM de EDTA.
As amostras dos extratos foram congeladas em freezer -
20°C durante 12 horas e, ap6s este periodo, centrifugadas
a 14000 rpm por 25 minutos (4°C), transferindo-se o
sobrenadante para novos tubos eppendorfs ao final,
armazenando-os a -80°C. O extrato bruto de cada um dos
tratamentos foi utilizado para a determinagdo de todas
as enzimas. Para todas as enzimas o delineamento foi o
inteiramente casualizado sendo os dados submetidos a
analise de varidncia e as médias comparadas através do
método de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

A atividade da B-1,3-glucanase (EC 3.2.1.6) foi
realizada segundo Giri et al. (1998). Para um tanto, em
um tubo de ensaio rosqueavel, foram pipetados 5,0 uL do
extrato enzimatico, sendo adicionados 5,0 uL do tampao
acetato de sodio (0,1 M e pH 5,0) e 5,0 uL de laminarina
(4,0 mg/mL). Os ensaios em branco foram realizados
adicionando-se 5,0 pL de 4gua destilada no lugar da
laminarina, em numero de trés repetigdes analiticas,
para cada repeticdo dos tratamentos. A mistura de reacao
foi incubada a 40°C por uma hora. A determinagdo da
atividade da B-1,3-glucanase foi realizada através da
quantificacao colorimétrica da glicose liberada a partir da
hidrolise da laminarina. Esta quantificacdo foi realizada
mediante o uso da hidrazida do acido p-hidroxibenzobico
(HAPHB) (Lever, 1972). Para tanto, acrescentou-se 4,0
mL de uma solugao de HAPHB (0,5 g HAPHB dissolvido
em 10,0 mL de HCL 0,5 M, adicionando-se posteriormente
40,0 mL de NaOH 0,5 M) a mistura de reagdo. A solucao
contendo a mistura de reacdo juntamente com o HAPHB
foi imersa em banho-maria a aproximadamente 100
°C. A solucdo permaneceu no banho-maria durante
cinco minutos, sendo, posteriormente, resfriada em
banho de gelo. O valor da absorbancia das amostras foi
determinado em espectrofotdmetro no comprimento de
onda de 610 nm. Os resultados foram confrontados com
curva padrao composta por concentragdes conhecidas de
glicose (mg/L). Os resultados foram expressos em mg de
glicose/mg de proteina/por minuto.

A atividade da peroxidase (EC 1.11.1.7) (Dann &
Deverall, 2000) foi realizada diretamente em uma cubeta
de espectrofotometro, sendo as aliquotas acrescentadas
seguindo-se esta ordem: 25 puL de guaiacol (0,02 M); 1,0
mL do tampao acetato de sodio (0,1 M e pH 5,0); 250
pL de perdxido de hidrogénio (0,38 M). A mistura foi
agitada e serviu como ponto zero no espectrofotdmetro.
Apos a realizagdo deste procedimento, 25 puL do extrato
enzimatico foram adicionados a mistura e rapidamente
realizou-se uma leve agitacdo, seguindo-se da colocacdo
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do tubo no espectrofotometro. A primeira leitura apos
a adicdo do extrato e a leitura apos dois minutos de
reagdo foram registradas. A determinagdo da atividade
da peroxidase foi realizada, portanto, medindo-se, a
variacdo da absorbancia apo6s dois minutos de reag@o, no
comprimento de ondade 470 nm, do tetraguaiacol formado
pela agdo da reagdo enzimatica. Para cada repeticdo dos
tratamentos, realizaram-se trés repeticdes analiticas.
Uma unidade de atividade (UA/mL) foi definida como
a quantidade de enzima que causou o aumento de 0,001
unidade de absorbancia por mL da mistura por minuto de
reacao, nas condi¢des supracitadas. Os resultados foram
expressos em atividade especifica (UA/mg proteina/
minuto de reagdo).

A atividade da quitinase (EC 3.2.1.14) (Dann &
Deverall, 2000) foi realizada mediante a adi¢gdo, em um
tubo de ensaio rosqueavel de: 200 puL do extrato protéico;
600 puL do tampao acetato de sodio (0,1 M/pH 5.0); e
200 pL de CM-Chitin-RBV (2,0 mg/mL), fornecido pela
Loewe Biochemica GmbH. A mistura foi incubada por
20 minutos a 40°C, sendo paralisada com 200 pL de HCL
1,0 M. Amostras em branco foram realizadas mediante
o preparo de igual mistura de cada repeticdo dos
tratamentos, com a exce¢do do periodo de incubagdo a
40°C. As amostras foram centrifugadas por cinco minutos
a 5000g (4°C), coletando-se o sobrenadante. As leituras
espectrofotométricas foram realizadas no comprimento
de onda de 550 nm. Trés repeticdes analiticas de cada
repeticdo dos tratamentos foram realizadas. Os resultados
foram expressos em unidade enzimatica (UA)/mg
proteina/minuto de incubacdo, onde 1 UA equivale a
leitura de absorbancia a 550nm/mL. O teor de proteina
soluvel foi determinado de acordo com o método
colorimétrico descrito por Bradford (1976) utilizando-se
albumina sérica bovina (BSA) como padrao.

As plantas testemunhas ndo inoculadas foram
aquelas que demonstraram os maiores indices para as
enzimas peroxidase e B-1,3-glucanase em amostras de
caule (Tabela 1), diferindo significativamente das demais.
Este resultado esta em discordancia daqueles reportados
por Soares et al. (2004) que obtiveram maior atividade
da peroxidase em tratamentos pulverizados com ASM
comparado com os ndo pulverizados. Por outro lado,
Pelt-Heerschap & Bakker (1999) encontraram resultados
semelhantes aos obtidos neste experimento para a enzima
B-1,3-glucanase, ou seja, ocorreram diferencas entre os
tratamentos e a testemunha. Para os demais tratamentos
ocorreram diferengas para a atividade da peroxidase
enquanto que para a atividade da B-1,3-glucanase os
tratamentos foram agrupados em um unico bloco.

No tratamento ASM (duas aplicagdes) foi
constatado um aumento da atividade das enzimas
peroxidase e B-1,3-glucanase por ocasido da inoculacdo
enquanto que para o tratamento com MelJ (uma ou duas
aplicagdes) as plantas ndo inoculadas apresentaram
maiores quantidades destas enzimas. Ao contrario dos
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dados aqui apresentados, Liljeroth et al. (2001) relataram
que a diminui¢do da produgdo das PR proteinas durante
a patogénese pode estar relacionada a atuacdo do
fitopatdgeno o qual promove uma inativagdo destas
enzimas.

Quando comparados os tratamentos inoculados
e ndo inoculados, percebe-se resultado inverso ao que
ocorreu com as enzimas peroxidase e -1,3-glucanase,
ou seja, a inoculagdo com o fitopatdgeno interferiu na
atividade da enzima, ocorrendo em alguns tratamentos um
aumento do nivel enzimatico e diminui¢ao em outros. Para
todos os indutores, a atividade da enzima 3-1,3-glucanase
nas folhas foi, de um modo geral, oito vezes inferior
aos niveis no caule com exce¢do apenas para o indutor
K,HPO, (duas aplica¢des com inoculagdo) enquanto que
os niveis da peroxidase foram semelhantes nas amostras
de folha e caule (Tabela 1). Em desacordo com os dados
aqui apresentados, Soares et al. (2004) encontraram uma
maior atividade da peroxidase em amostras de folha do
que em amostras de caule de feijoeiro, podendo este fato
estar relacionado a maior eficiéncia do ASM na indugao
de resisténcia a fitopatdgenos que colonizam a parte
aérea.

Apesar do tratamento K HPO, (duas aplicagdes
com inoculacdo) ter apresentado o maior nivel de B-
1,3-glucanase, este nao diferiu significativamente dos
tratamentos K. HPO, (uma aplica¢do, sem inoculagdo),
ASM (duas aplicagdes, sem inocula¢do), ASM (duas
aplicagdes, com inoculacdo) e testemunha (sem
inoculagdo), mostrando que a inoculagdo com o
fitopatdgeno ndo teve influéncia sobre a expressdo
desta enzima. O tratamento MelJ (uma aplicacdo, com
inoculagdo) apresentou maiores atividades das enzimas
peroxidase e quitinase, porém, para a enzima quitinase
ndo houve diferenga significativa com o tratamento
MelJ (uma aplicacdo, sem inoculacdo). Quando por
ocasido da segunda aplicacdo, de modo geral houve um
decréscimo na atividade da peroxidase tanto nas plantas
inoculadas quanto nas ndo inoculadas, isto leva a crer
que uma superativacao das defesas mediadas pela rota do
jasmonato tem como caracteristica uma auto inibi¢do da
atividade da peroxidase. Estes mesmos resultados podem
ser observados para os tratamentos com MelJ em relacao a
enzima quitinase. Pelt-Heerschap & Bakker (1999) citam
que a expressdo da peroxidase estd mais relacionada com
injurias fisicas do que com a atividade patogénica.

A atividade da quitinase, com exce¢do do
tratamento MeJ (uma aplicagdo sem inoculagdo), nao
diferiu significativamente entre os demais tratamentos.
Pelt-Heerschap & Baker (1999) encontraram atividade
similar da enzima quitinase nos tratamentos com a
testemunha sugerindo que a atividade da quitinase ¢
constitutiva. Os dados obtidos no presente trabalho
sugerem o contrario, ou seja, na interacao algodoeiro x
F. oxysporum f.sp. vasinfectum a atividade da enzima
quitinase ¢ favorecida pelos tratamentos com Mel. No
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TABELA 1 — Indice de infecgio e atividade das enzimas peroxidase e B-1,3-glucanase em amostras de caule e peroxidase, p-1,3-glucanase
e quitinase em amostras de folhas de plantulas de algodoeiro da cultivar BRS Cedro apds uma ou duas aplicagdes de acibenzolar-S-metil,
metil jasmonato e K HPO, inoculadas e ndo inoculadas com Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum (Fov)

Tratamentos N° de Caule Folha indice

Aplica¢des  Peroxidase* B-1,3- Peroxidase* B-1,3- Quitinase* de
Glucanase* Glucanase* Infecciio

Testemunha + Fov 0 4241,6¢d 12,1b 4667,0d 2,74bcd 0,26b 68,05a
Testemunha 0 31944,5a 63,0a 7079,2d 4.91abc 0,28b -

Metil Jasmonato+ Fov 1 2775d 2,8b 37676,2a 1,33cd 2,18a 63,49b
Metil Jasmonato 1 3058,4d 11,1b 15791,5bc 2,64cd 1,06ab -

Metil Jasmonato+ Fov 2 3328,6d 5,7b 19369,7b 2,77bcd 0,71b 45,00d
Metil Jasmonato 2 8213,4c 16,6b 7629,1d 0,42d 0,31b -

Acibenzolar-S-metil + Fov 1 3591,2d 2,3b 3044,2d 2,16¢cd 0,33b 49.61c
Acibenzolar-S-metil 1 1262,9d 2,5b 20,27,7d 0,74d 0,16b -

Acibenzolar-S-metil + Fov 2 12707,4b 20,7b 4366,3d 4,18abed 0,27b 61,89b
Acibenzolar-S-metil 2 3372,2d 6,0b 4372.2d 6,75ab 0,49b -

K,HPO, + Fov 1 2220,5d 2,3b 69,32 1,25¢d 0,13b 60,78b
K,HPO, 1 1273,0d 1,1b 6723,0d 3,86abed 0,39b -

K,HPO, + Fov 2 1983,5d 3,7d 8931,8cd 7,72a 0,31b 50,89¢
K,HPO, 2 2565,1d 2,0b 6014,7d 0,56d 0,19b -

*Atividade de B-1,3-glucanase expressa em mg de glicose/mg de proteina/por minuto e da peroxidase e quitinase em UA/mg proteina/minuto de
reacdo. Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente pelo teste de tukey a 5% de probabilidade.

tratamento testemunha com inoculagdo obteve-se o
indice de infec¢do (68,05) diferindo significativamente
dos demais. Os tratamentos Mel] (uma aplicagcao), ASM
(duas aplicagdes) € K, HPO, (uma aplicagdo) ndo diferiram
significativamente, apresentando os indices de 63,49,
61,89 ¢ 60,78, respectivamente. Os tratamentos K HPO,
(duas aplicagdes) e ASM (uma aplicac¢do) foram agrupados
juntos tendo seus indices de infec¢do de 50,89 e 49,61,
respectivamente. Em relagdo a atividade das enzimas
avaliadas no presente trabalho com o indice de infeccao
na cultivar ‘BRS Cedro’, verifica-se que a atividade da
peroxidase na folha pode estar relacionada com a redugdo
do indice de infec¢ao

O tratamento ASM (duas aplicagdes) apresentou
as maiores atividades das enzimas peroxidase e [-1,3-
glucanase no caule, porém, este fato ndo foi capaz de
reduzir a severidade da murcha. Nas folhas, os tratamentos
com ASM, tanto uma quanto duas aplicagdes, apresentaram
valores semelhantes para todas as enzimas, porém, com
apenas uma aplicagdo o indice de infeccdao foi inferior
(Tabela 1). A atividade da peroxidase a partir da inducao de
resisténcia advém de uma seqiiéncia de ativacao de sinais
que culminam com a biossintese da lignina, a qual serve
como barreira ao fitopatdogeno. A atividade da peroxidase
em folhas induzidas com MelJ (uma aplicagdo) e ASM
(duas aplicacdes) no caule foram superiores aos demais
tratamentos, tendo o indice de infec¢do, em ambos os casos
(63,49 e 61,89), ndo diferido significativamente. Diante
dos resultados obtidos, houve uma variacdo na atividade
enzimatica entre os tratamentos inoculados e ndo inoculados
e entre amostras de folhas e caule, demonstrando que as
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enzimas sdo expressas diferentemente nos varios tecidos
das plantulas do algodoeiro. Fica evidente que o tratamento
Mel (duas aplicagdes com inoculagdo) mostrou-se o mais
eficaz na reducdo do indice de doenga sendo portanto o
mais promissor no controle da murcha do algodoeiro.
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