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RESUMO

Cinco descritores bioquimicos foram avaliados em algodoeiro infectados com o fungo causador da ramulose visando detectar
respostas associadas a infeccdo. Sementes de quatro cultivares com diferentes niveis de resisténcia a doenga foram semeadas em vasos
plasticos, em casa de vegetacdo. Vinte dias apds a emergéncia, as plantulas foram inoculadas com uma suspensao de 1 x 10° conidios/
mL de Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides. Folhas foram coletadas aos 3, 15 e 30 dias apds a inoculagdo e utilizadas para
determinagdo de prolina livre, catalase, peroxidase, carboidratos soliveis e proteinas totais. Verificou-se que os teores de prolina livre,
peroxidase e catalase foram discriminadores na reagdo de plantas infectadas. Estes descritores apresentaram rapida resposta nos primeiros
dias apds a infecgdo das plantas, sendo mais expressivo na cv. resistente BRS Antares. Os descritores prolina livre e catalase podem ser
utilizados como ferramentas auxiliares na identificag@o de cultivares resistentes a ramulose nos programas de melhoramento da cultura
do algodao.
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ABSTRACT
Biochemical descriptors of cotton cultivars in response to Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides

Five biochemical descriptors were assessed in cotton plants infected with the ramulosis-causing fungus in order to detect differences
associated with the infection. Seeds from four cotton cultivars with different levels of resistance were sown in plastic containers in
greenhouse conditions. At 20 days after emergence, plants were inoculated with a suspension at 1 x 10° conidia/mL of Colletotrichum
gossypii var. cephalosporioides. Leaves were collected at 3, 15 and 30 days after inoculation and free proline, catalase, peroxidase, soluble
carbohydrates and total proteins were determined. Proline, peroxidase and catalase levels discriminated the reaction of infected plants.
These descriptors changed soon after infection and the change was more evident in the resistant BRS Antares variety. Free proline and
catalase descriptors can be used in the identification of ramulosis-resistant cultivars in cotton breeding programs.
Keywords: Cotton disease, enzyme, metabolites, ramulosis.

Na lavoura algodoeira, o custo com o controle
de plantas invasoras, pragas e doengas chega a 30 - 40%
do custo total de produgdo (Freire, 2007). As doengas
fungicas estdo entre os principais fatores responsaveis
pela queda de producdo da cultura. A ramulose, causada
por Colletotrichum gossypii South var. cephalosporioides
A.S. Costa, ¢ uma das mais prejudiciais, podendo levar a
perdas de até 60% na produgéo (Freire, 2007). O patéogeno
infecta as folhas, peciolos e colmo provocando nanismo e
superbrotamento dos ramos, o que prejudica a formagao
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de magas e, conseqiientemente, o rendimento do algoddo
(Mehta et al., 2005).

Muitas plantas desenvolveram mecanismos de defesa
contra perturbagdes a que sdo submetidas ao longo do seu
ciclo de vida. Algumas delas ativam mecanismos oxidativos
buscando eliminar e/ou melhor se adaptar ao agente causador
da perturbagao, seja ele abidtico ou biotico. Em feijoeiro,
Campos et al. (2004), estudando resisténcia a antracnose em
quatro cultivares inoculadas com o fungo Colletotrichum
lindemuthiamum observaram, apds trés dias, grande
incremento na atividade das enzimas polifenoloxidase e
peroxidase nas cultivares mais resistentes, correlacionando
esta enzima com uma resposta sistémica da planta a infec¢éo
pelo patogeno. Dai et al. (1996) investigaram alteragdes de
compostos bioquimicos em cotilédones de cultivares de
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algodoeiro resistente e suscetivel a Xanthomonas campestris
pv. malvacearum e detectaram altos niveis de flavonoides
10 h apés a inoculagdo, sendo este acumulo associado a
resposta hipersensitiva ao fungo. Nas plantas resistentes
houve atividade de peroxidase e terpenodides ap6s 4 h e 48 h
da inoculagdo, respectivamente.

A utilizagdo de descritores bioquimicos como
ferramenta auxiliar no entendimento das relagoes patogeno-
hospedeiro tem sido reportada por alguns autores. Scarpari
et al. (2005) utilizaram varios descritores bioquimicos
para estudar genotipos de Theobroma cacao inoculados
com Moniliophtora perniciosa. Estes autores constataram
alteragdes nos niveis de agucares soltveis, alcaldides,
taninos, clorofilas a ¢ b, dentre outros, ¢ concluiram que
as alteragdes bioquimicas nos tecidos infectados estdo
diretamente relacionadas a sintese de etileno pela planta.
O objetivo deste estudo foi incrementar o conhecimento
relacionado as mudangas bioquimicas que ocorrem
no algodoeiro durante a infec¢do por C. gossypii var.
cephalosporioides e definir descritores que possam ser
utilizados como indicadores de resisténcia a ramulose.

Material biolégico e condi¢des experimentais - Sementes
das cultivares de algodoeiro BRS Antares (Resistente),
BRS Cedro (Moderadamente Resistente), BRS 187 8H
(Moderadamente suscetivel) e CNPA Precoce I (Suscetivel)
(Mehta et al., 2005; Zandona et al., 2006) foram cultivadas
em vasos plasticos (5 Kg), contendo solo esterilizado
e fertilizado de acordo com as necessidades da cultura.
O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo do
Departamento de Agronomia (DEPA-UFRPE) nos meses
de Julho e Agosto de 2007. Aos 20 dias apos a emergéncia
as plantulas foram inoculadas via pulverizagdo com 1 mL
de uma suspensdo de 1 x 10° conidios/mL de C. gossypii
var. cephalosporioides (Cgc), obtido da micoteca do
Laboratorio de Fitopatologia do DEPA. A pulverizagdo foi
realizada nas folhas do ter¢o médio inferior, constituindo o
tratamento inoculado. Para o tratamento controle (plantas
ndo inoculadas com Cgc), as plantas receberam apenas
agua destilada autoclavada. Apds a inoculagao, as plantulas
foram submetidas a cdmara imida por 72 h e aos trés dias
apos a inoculagdo (d.a.i.) coletou-se a primeira amostra
de folhas de cada cultivar, sem a presenga de sintomas
caracteristicos da ramulose, para a realizagdo dos testes
bioquimicos. As coletas seguintes ocorreram aos 15 e 30
d.a.i., também assintomaticas.

Analises bioquimicas - Os extratos enzimaticos foram
obtidos a partir da maceracdo de 1g de folhas frescas em
10 mL de tampao fosfato (Fosfato monobasico 100 mM,
EDTA 0,1 mM, pH 7.0). O macerado foi filtrado em tecido,
centrifugado a 14.000 rpm a4°C por 15 min. ¢ o sobrenadante
transferido para novos tubos que foram mantidos a -80°C
para posterior utilizagdo (Campos et al., 2004). Os ensaios
em branco foram realizados utilizando-se apenas tampao
fosfato sem a presenga dos extratos enzimaticos. Todas as
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analises foram realizadas por meio de espectrofotometria
(Fenton).

Carboidratos soliveis - Para este composto organico
empregou-se o método fenol-sulftrico (Dubois et al., 1956)
com modifica¢des. Para cada amostra de 20 uL do extrato
enzimatico, foi adicionado 480 pL de tampao fosfato, 500
puL de fenol 5% e 2,5 mL de acido sulftirico concentrado
seguindo-se de rapida agitagdo em vortex. A leitura das
amostras foi feita a 490 nm e a curva padrao foi preparada
com D-glicose 0,01 % (p/v) e utilizada para comparagao
com as absorbancias obtidas. Os resultados foram expressos
em uM de carboidratos soliveis /g de matéria fresca.

Proteinas totais - Para esta analise as amostras foram
diluidas 20 vezes. Para tanto tomou-se uma aliquota de 20
pL e 480 uL de tampdo fosfato seguindo-se de agitag@o.
Em tubos de ensaio de 15 mL depositou-se 100 pL de
cada amostra diluida juntamente com 1 mL do Reagente
de Bradford (Bradford, 1976). Apés 15 min procederam-
se as leituras a 595 nm. As absorbancias obtidas foram
comparadas com a curva padrio (solugdo estoque de
albumina bovina - 1 mg/mL) e os dados expressos em pM
de proteinas totais /g de matéria fresca.

Prolina livre - Adicionou-se 1,0 mL do extrato enzimatico
em tubos de ensaio de 15 mL, rosqueaveis, contendo
1,0 mL de ninhidrina acida e 1,0 mL de acido acético
glacial concentrado (Bates et al., 1973). Os tubos foram
acondicionados em agua, a 100 °C, por 1 h. A reagdo foi
interrompida colocando-se os tubos em banho-maria a 2
°C/30 min. Em seguida, uma aliquota de 2,0 mL de tolueno
foi adicionada ao tubo sob agitacdo por 15 s. A fase aquosa
foi recuperada e submetida a leitura a 520 nm. Os valores
obtidos foram comparados com a curva padrdo de prolina
(0,0115g de prolina em um volume final de 100 mL com
agua deionizada) e os resultados expressos em UM de
prolina /g de matéria fresca

Catalase - Para andlise desta enzima pré-aqueceu-se o
tampao fosfato (1,39 mL) por 20 min a 30°C. A seguir,
adicionou-se 50 pL do extrato enzimatico e 60 pL de perdxido
de hidrogénio (500 mM) (Beers & Sizer, 1952). Apds
agitacdo em vortex realizaram-se duas leituras a 240 nm,
sendo uma aos 15 s e outra a 60 s. Para calculo desta enzima
utilizaram-se as diferencas entre as médias. Uma unidade
de atividade foi definida como a quantidade de enzima que
causou o aumento de 0,001 unidade de absorbancia por
minuto nas condigdes utilizadas no experimento.

Peroxidase - Nesta analise utilizou-se 1,5 g de folha
macerada em nitrogénio liquido. Ao macerado acrescentou-
se 4 mL de solugdo tampao composta por acetato de soédio
(0,1 mM/ pH 7,0) , acido acético glacial (0,1 M), EDTA (1
mM) e 1% (v/v) de polivinilpirrolidona (PVP). As amostras
foram centrifugadas a 14.000 rpm por 25 min (4°C) e o
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sobrenadante transferido para novos tubos e armazenado a
-80°C.

Para a quantificacdo desta enzima utilizou-se a
metodologia descrita em Dann & Deverall (2000). Ao tubo
de ensaio adicionou-se 25 pL de guaiacol (0,02 M), 1,0
mL do tampao acetato (100 mM) e 250 pL de peroxido de
hidrogénio (0,38 M). Apos agitagdo a mistura foi utilizada
como padrdo branco para leitura no espectrofotometro.
Em seguida, adicionou-se 25 pL do extrato enzimatico
e registraram-se os valores da primeira leitura, sendo a
segunda efetuada 2 minutos apds. A determinagdo da
atividade foi feita medindo-se a variagdo de absorbancia
a 470 nm da substincia formada na reagdo enzimatica
(tetraguaiacol). Uma unidade de atividade foi definida
como a quantidade de enzima que causou o aumento de
0,001 unidade de absorbancia por minuto nas condigdes
anteriormente citadas.

Analise dos dados - O delineamento experimental utilizado
foi inteiramente casualizado com esquema bi-fatorial
(cultivares x tratamentos) e seis repeticdes. A analise
estatistica dos dados foi realizada utilizando-se o programa
SigmaStat 2.0 e as médias foram comparadas pelo teste de
SNK (P<0,05).

Reacdo do algodoeiro a infeccio por C. gloeosporioides
var. cephalosporioides - As plantas inoculadas apresentaram

sintomas tipicos de ramulose nas folhas, peciolo e hastes aos
12 dias apos a inoculagdo, sendo menos acentuado nas cvs.
Antares e Cedro e mais acentuados na cv. CNPA Precoce 1.
As taxas de prolina diferiram entre os tratamentos,
apresentando efeito linear ascendente nas cultivares
inoculadas, com maior aumento a partir dos 15 dai, atingindo
uma média de 69,5 pmol/g aos 30 dai. Isso representa
uma diferenca de 360% em relacdo a média do controle.
A cultivar resistente BRS Antares apresentou o maior teor
de prolina quando inoculada, com média de 40,8 pmol/g
aos 15 dias e 104, 3 umol/g aos 30 dias (Tabela 1), sendo
superior ao controle em 167 e 567%, respectivamente.
Apo6s reconhecimento do patéogeno pela planta,
ocorre a sintese de compostos anti-oxidantes que buscam
diminuir os danos as células vegetais devido a agdo
das espécies reativas a oxigénio (ROS) sendo a prolina
um desses antioxidantes (Chen & Dickman, 2005). Na
literatura, o aumento da prolina tem sido reportado como
um processo de defesa das plantas contra o patdogeno, cuja
analise deste composto ¢ ferramenta acessivel para trabalhos
de melhoramento, visando detectar plantas resistentes a
este fungo. Neste trabalho os registros da concentragdo
de prolina nas plantas foram tomados preliminarmente a
partir de 48 h, apenas nas cultivares BRS Antares e CNPA
Precoce 1. Contudo, nenhuma diferenga significativa foi
verificada nesta fase (dados ndo mostrados). A partir dos
trés dias (72 h) observou-se uma diferenga em todas as

TABELA 1 - Valores médios das concentragdes de Prolina, Carboidratos soliveis e Proteinas totais em folhas de quatro cultivares de
algoddo aos 3, 15 e 30 dias apds inoculagdo com Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides

Prolina (uM.g” MF)

Cultivar 3 dias 15 dias 30 dias

C | C | C |
CNPA Precoce 1 22,07aA 18,83dB 10,41bB 34,70bA 15,19aB 59,55bA
BRS Antares 19,22bB 28,12aA 15,29aB 40,83aA 15,63aB 104,33aA
BRS 187 8H 18,41bB 25,21bA 10,44bB 30,69cA 15,06aB 66,07bA
BRS Cedro 16,16bB 21,97cA 11,36bB 27,72cA 13,32aB 64,81bA

Carboidratos (uM.g'1 MF)
3 dias 15 dias 30 dias

C 1 C 1 C 1
CNPA Precoce 1 59,27aA 59,79abA 34,77aA 37,44aA 28,26aA 28,73bA
BRS Antares 65,57aA 73,55aA 29,66aB 45,94aA 34,43aA 34,51abA
BRS 187 8H 59,35aA 65,92aA 32,29aA 37,62aA 28,31aA 28,84bA
BRS Cedro 39,26bA 50,17bA 29,55bB 44,80aA 28,11aB 40,21aA

Proteinas totais (uM.g"! MF)
3 dias 15 dias 30 dias

C 1 C | C 1
CNPA Precoce 1 1888,9aA 2341,9aA 1901,7aB 4222.2aA 2863,2bB 5670,9aA
BRS Antares 2497 4aA 2628,2aA 2458,6aB 4098,3aA 4876,1aA 5953,0aA
BRS 187 8H 1778,1aA 3350,4aA 2072,6aB 4910,3aA 2363,2bA 3249,7bA
BRS Cedro 2739,3aA 2891,5aA 2914,8aB 4575,2aA 3512,8bA 3474,4bA

Médias seguidas de letras iguais, maitsculas entre tratamentos e mintisculas entre cultivares, ndo diferem significativamente entre si pelo teste

SNK (P<0,05). C — controle, I — Inoculado.
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cultivares inoculadas, sendo o acumulo mais expressivo
a partir dos 15 dias, quando as médias superaram mais
que o dobro as registradas no controle, especialmente na
cv. resistente, BRS Antares (Tabela 1). Goicoecha et al.
(2000) analisaram a concentragdo de prolina em folhas de
Capsicum annuum infectadas com o fungo Verticillium
dahliae, e verificaram mais do que o triplo de actimulo de
prolina quando as plantas estavam entre 21 e 30 d.a.i. Antes
disso, a concentragdo do aminoacido manteve-se em nivel
basal, nos dois tratamentos. Isso sugere que, para uso deste
descritor como ferramenta discriminatoria, a selegdo das
plantas a partir dos 15 dias ap6s a inoculagdo ¢ mais confiavel
e indicada na selegdo de plantas resistentes.

Para os teores de carboidratos, as cultivares de algodao
apresentaram basicamente a mesma reagdo com excecdo, da
BRS Cedro que diferiu em todos os periodos de avaliagao
quando as plantas foram submetidas a infecgdo (Tabela 1).
Porém, as diferengas ndo foram grandes o suficiente para
que este descritor possa ser sugerido como um carater na
identificacdo de plantas resistentes ou suscetiveis a ramulose.
Isso deve justificar a correlagdo existente entre o modo de
penetragdo dos fungos na parede celular da planta e a sintese
de carboidratos. Os hospedeiros resistentes respondem a
esta invasdo sintetizando novos carboidratos principalmente
celulose e calose. Esta deposi¢ao de agucares soluveis pode se
prolongar porum longo periodo até formar as chamadas papilas.
Em individuos suscetiveis esta deposicdo ¢ normalmente
escassa ou inexistente (Bell et al., 1981).

Com relagdo aos teores de proteinas totais (PT)
verificou-se aumento na maioria das cultivares inoculadas a
partir dos trés dias, sendo mais expressivo aos 15 dias. A partir
desde periodo houve diferengas nas cultivares, com aumento
nas cvs. BRS Antares e CNPA Precoce 1 e decréscimo nas
demais (Tabela 1). Apesar do acréscimo verificado nas médias

da BRS Antares aos 30 dias, nenhuma diferenga estatistica
foi obtida entre os tratamentos. Devido a esses resultados,
esse descritor, tal como para carboidratos, ndo ¢ util para
discriminacdo de cultivares sensiveis ou resistentes a doenga.

Quanto as enzimas oxidativas, observaram-se para
peroxidase (POX) duas tendéncias com relagdo a sua expressao.
Uma representada pelas cvs. BRS Antares e CNPA Precoce I e
outra para BRS Cedro e BRS 187 8H. Nas primeiras, a resposta
foi observada aos trés d.a.i., com producao de 25.907 U/mL e
14.080 U/mL, contra 3.840 U/mL e 2.743 U/mL no controle,
respectivamente (Tabela 2). Essa diferenga correspondeu a um
aumento de 674% nos teores desta enzima na BRS Antares
e 573% na CNPA Precoce 1. Para as cultivares BSR Cedro e
BRS 187 8H, ocorreu o contrario, sendo a maior producao
aos 30 dias, quando as plantas inoculadas produziram 13.920
U/mL e 16.333 U/mL, contra 5.762 U/mL ¢ 3.333 U/mL no
controle, respectivamente.

Os principais eventos da infeccdo ocorrem dentro
das primeiras 24 h (Honty et al., 2005), mas a detec¢do das
alteragdes bioquimicas nas plantas por meio das enzimas
oxidativas pode ser rapida ou lenta, dependendo do patégeno e
da cultura infectada. Honty et al. (2005) estudaram a atividade
das enzimas peroxidase e polifenoloxidase em cultivares
de péra sensiveis e resistentes a Erwinia amylovora, as 2,
48 e 72 h apo6s a inoculagdo. Dois dias apds a inoculagdo a
quantidade de enzima na cv. resistente aumentou ao longo do
desenvolvimento da doenca, enquanto que na sensivel houve
um decréscimo da POX. Campos et al. (2004) verificaram
aumento de atividade da POX em plantas de feijao resistentes
a C. lindemuthiamum somente a partir de 3 d.a.i. Em
algodao, Dai et al. (1996) verificaram aumento de atividade
da peroxidase em plantas resistentes a Xanthomonas
campestris pv. malvacearu 4 h ap6s a inoculag@o. Os altos
teores de POX aqui encontrados na cv. BRS Antares atestam

TABELA 2 - Valores médios das concentragdes de Peroxidase ¢ Catalase em folhas de quatro cultivares de algodao aos 3, 15 e 30 dias
apos inoculagido com Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides

Peroxidase (U/mL)

Cultivar 3 dias 15 dias 30 dias

C 1 C 1 C 1
CNPA Precoce 1 2746,7bB 14080,0bA 1993,3bB 9906,6bA 4226,6aB 9106,6bA
BRS Antares 3840,0bB 25906,7aA 3680,0abB 19026,7aA 3693,3aB 15346,6aA
BRS 187 8H 1780,6bB 10813,3bA 3506,7abB 15880,0aA 3333,3aB 16333,3aA
BRS Cedro 7936,0aB 11626,7bA 6680,0aB 12546,7bA 5762,2aB 13920,0aA

Catalase
3 dias 15 dias 30 dias

C | C | C 1
CNPA Precoce 1 3093,3bcB 11586,7cA 2450,0aB 7146,6bA 1386,6aA 1173,3aA
BRS Antares 4638,7abB 22466,7aA 1824,0aA 1706,6cA 1853,3aA 1693,3aA
BRS 187 8H 2093,3cB 9520,0dA 1440,0aA 1360,0cA 1460,0aA 1293,3aA
BRS Cedro 5600,0aB 15426, 7bA 1933,3aB 11386,6aA 533,3bA 880,0aA

Médias seguidas de letras iguais, maitsculas entre tratamentos e mintisculas entre cultivares, ndo diferem significativamente entre si pelo teste
SNK (P<0,05). C — controle, I — Inoculado.
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sua condi¢do de resisténcia a ramulose sendo, portanto,
um relevante recurso genético a ser utilizado em trabalhos
de melhoramento para transferéncia de resisténcia a esta
doenga.

Quanto a catalase, verificou-se maior produgdo no
inicio da infecgdo e queda a partir dos 15 dai (Tabela 2). As
cvs. BRS Antares e BRS Cedro apresentaram 4.638 U/mL e
5.600 U/mL nas plantas controle aos 3 dai, respectivamente.
Quando infectadas, os niveis foram elevados para 22.467
U/mL e 15.427 U/mL, superando os valores encontrados
nas cultivares suscetiveis em ambas as situagdes. De acordo
com Kuzniak & Sklodowska (2005) e Luhova et al. (20006),
os teores elevados de catalase servem como indicador da
resposta da planta a infec¢do, sendo frequentemente mais
elevado na planta resistente, no inicio da infecgao.

Em trabalhos convencionais de melhoramento
de plantas, geralmente, todo procedimento ¢ baseado em
descritores fenotipicos, obtidos por meio de inoculagdo
de plantas com o patégeno. A possibilidade de seleg@o de
gendtipos resistentes por meio de descritores bioquimicos
confidveis abre perspectivas para auxiliar nos processos
de selecdo, apresentando ainda a vantagem de redugdo de
custo e de tempo na identificagdo de acessos resistentes.
Apesar de ndo ter sido encontrada relacdo direta quanto
ao teor de carboidratos e de proteinas na distingdo das
cultivares resistentes ou suscetiveis de algodoeiro, os
resultados obtidos com a prolina e as enzimas peroxidase
e catalase foram expressivos e confirmam sua associagao
com a resposta de defesa da planta ao patogeno.
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