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RESUMO

Baldo, M.; Stangarlin, J.R.; Franzener, G.; Assi, L.; Kuhn, O.J.; Schwan-Estrada, K.R.F. Deteccéo in situ de espécies reativas de oxigénio em
feijoeiro tratado com extratos de Pycnoporus sanguineus e inoculado com Colletotrichum lindemuthianum. Summa Phytopathologica, v.37, n.4,

p.174-179, 2011.

Este trabalho teve como objetivo detectar in situ a formacdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO’S), particularmente peréxido de
hidrogénio (H,0,) e radical superdxido (O,7), em plantas de feijdo
tratadas com extrato aquoso de micélio e de basidiocarpo de
Pycnoporus sanguineus, em concentracdo de 5% (p/v), e inoculadas
apds 3 dias com Colletotrichum lindemuthianum. As avaliacfes
foram realizadas as 48, 96 e 192 h apds a inoculagdo (hai). Agua
destilada, azoxystrobin (40 mg i.a. L!) e acibenzolar-S-metil (75
mg i.a. L) foram utilizados como tratamentos controle. Foi

detectada formacdo de H,O, em 48 hai apenas para o tratamento
com extrato de basidiocarpo. Para O,, foi detectada a formacéo
principalmente para o tratamento com extrato de micélio em 48
hai. Em 192 hai todos os tratamentos apresentaram reagdo para
H,0, e O, nas celulas epidérmicas e do mesofilo, provavelmente em
decorréncia do processo infeccioso. Estes resultados indicam o
potencial dos extratos de P. sanguineus na indugdo de ERO's em
feijoeiro no inicio da infec¢do, o que pode contribuir para a reducéo
da severidade de antracnose.

Palavras-chave adicionais: indugdo de resisténcia, perdxido de hidrogénio, radical superdxido.

ABSTRACT

Baldo, M.; Stangarlin, J.R.; Franzener, G.; Assi, L.; Kuhn, O.J.; Schwan-Estrada, K.R.F. In situ detection of reactive oxygen species in bean
plants treated with Pycnoporus sanguineus extracts and inoculated with Colletotrichum lindemuthianum. Summa Phytopathologica, v.37, n.4,

p.174-179, 2011.

This study aimed to detect in situ the formation of reactive oxygen
species (ROS), specially hydrogen peroxide (H,0,) and superoxide
(0,7, in bean plants treated with aqueous extracts of mycelium (AEM)
and basidiocarp (AEB) from Pycnoporus sanguineus at a
concentration of 5% (w/v) and inoculated after three days with
Colletotrichum lindemuthianum. Evaluations occurred at 48, 96 and
192 hours after inoculation (hai). Distilled water, azoxystrobin (40
mg a.i. L'*) and acibenzolar-S-methyl (75 mg a.i. L**) were used as

Keywords: resistance induction, hydrogen peroxide, superoxide.

control treatments. H,0, formation within 48 hai was detected only
for the treatment with basidiocarp extract. As to O,-, formation was
detected mainly for the treatment with mycelium extract within 48
hai. At 192 hai, all treatments showed reaction for H,0, and O, in
epidermal and mesophyllic cells probably due to the infectious process.
These results indicate the potential of P. sanguineus extracts to
induce ROS formation in bean plants in early infection, which may
contribute to reduce anthracnose severity.

As espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo moléculas
reduzidas, transitérias e altamente reativas, produzidas no caminho
metabdlico de transformacdo do oxigénio molecular (O,) a agua
(H,0) (16). A partir da adicdo de um simples elétron, o oxigénio
molecular € convertido ao radical ou anion superoxido (O,7), um
processo mediado, provavelmente, por peroxidases ou NAD(P)H
oxidases associadas a membrana, ou mesmo por lipoxigenases a
partir de acidos graxos e O, (8). O superoxido formado pode passar
por reagBes de Oxido-redugdo ou ser "dismutado” e regenerar O, e
peroxido de hidrogénio (H,0,), 0 que pode ocorrer espontaneamente
em pH neutro ou pela acdo da enzima superéxido dismutase. O
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H,O, formado pode sofrer diferentes transformagdes: reduzido ao
radical hidroxil (OH*); convertido a H,0 e O, pela acdo da catalase;
convertido a H,O pela oxidacdo de moléculas substratos, como
ascorbato, via peroxidases (24).

Espécies reativas de oxigénio podem se acumular rapidamente
no inicio do processo infeccioso em ambas interagdes patégeno-
hospedeiro, compativeis ou incompativeis, um processo conhecido
como explosdo oxidativa (12). Essa rapida resposta ocorre em
poucos minutos depois da infeccdo, persistindo, no entanto, ndo
mais do que uma hora até que retorne ao seu nivel basal. A explosédo
oxidativa tem sido verificada em reacdes de hipersensibilidade em
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resposta a infeccdo por fungos (22) e bactérias (2). Além disso,
estresses abidticos (9) e varias fitotoxinas fungicas e bacterianas
podem induzir a formacdo de espécies reativas de oxigénio (12).

As espécies reativas de oxigénio podem atuar de diferentes
maneiras durante a resposta de resisténcia da planta (8): a)
diretamente sobre o patégeno, inibindo seu desenvolvimento; b)
fortalecendo a parede celular por favorecer a formacdo de ligagdes
cruzadas com proteinas estruturais; c) peroxidacdo de lipideos da
membrana plasmaética, fortalecendo sua integridade devido a redugéo
da sua fluidez; d) o peroxido de hidrogenio (H,0,), a espécie reativa
de oxigénio mais estavel e prontamente transportada através da
membrana, pode regular a expressdo de genes requeridos para a
ativacdo da resisténcia ou pode formar &cido jasmonico, um
mensageiro secundario, a partir da atividade da enzima lipidio
hidroperoxidase presente na membrana plasmatica.

A detec¢do e quantificagdo de ERO em sistemas bioldgicos sdo
particularmente dificeis devido a rapida destruicdo e detoxificacdo
("scavenging") desses radicais por mecanismos antioxidantes
celulares. Além disso, as ERO sdo dificeis de serem detectadas
diretamente por métodos espectrofotométricos ou HPLC. Por isso,
a maioria das técnicas de deteccdo baseia-se na oxidagao ou reducédo
de certos compostos pelas ERO (18). Alguns métodos de detecgdo
de ERO em plantas podem ser: macroscopico/microscdpico (com
nitroblue tetrazolium, amido/iodeto de potassio e cloreto de titanio);
espectrofotométrico (com nitroblue tetrazolium, citocromo C e
epinefrina); fluorescente (com piranina e escopoletina) e
quimioluminescente (com luminol e luciginena) (3).

Considerando os diversos trabalhos que apontam o potencial
de basidiomicetos para controle de doencas em plantas (1, 7, 23),
este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de detectar a formagéo
in situ das espécies reativas de oxigénio peroxido de hidrogénio e
superdxido em feijoeiro tratado com extratos de basidiocarpo e de
micélio de Pycnoporus sanguineus (L. ex Fr.) Murr e inoculado
com Colletotrichum lindemuthianum (Sacc & Magn.) Lams-Scrib.

MATERIAL E METODOS

O patdgeno foi isolado a partir de lesées em folhas de feijoeiro
infectadas naturalmente com C. lindemuthianum, coletadas no
municipio de Marechal Candido Rondon, e cultivado em meio &gar-
vagem (17).

A obten¢do do extrato bruto foi adaptada da metodologia de
Assi (1). Basidiocarpos de P. sanguineus foram coletados na regido
Oeste do Parand, secos em temperatura constante de 30 °C e moidos
em moinho de facas. O preparo dos extratos aquosos (EA)
constituiu na hidratagdo do pd seco de basidiocarpos por 24 h a
temperatura de 4 °C, na proporcao de 14 mL de 4gua destilada para
1 g de pd seco de basidiocarpo, sendo em seguida filtrados em
papel Whatman n° 1 (7). Os filtrados coletados foram submetidos
a uma nova filtragem de esterilizagdo em sistema Millipore com
membrana de 0,45 um de didmetro de poro. Esses filtrados foram
armazenados em geladeira a 4 °C e diluidos para a concentracdo de
5%.

Para obtencdo do micélio de P. sanguineus, foram preparados
100 mL de meio de cultura BD (batata-dextrose) e autoclavados a
120 °C e 1 atm por 20 min, para onde foram repicados cinco discos
de meio de cultura contendo micélio de P. sanguineus, crescido por
14 dias em meio BDA e escuro a 25 °C. Os frascos foram mantidos
em escuro sob temperatura de 25 °C, sob agitacdo (100 rpm) (23).
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Ap6s vinte dias, foi filtrado o conteddo de cada frasco em papel
filtro Whatman n° 1. O micélio retido no filtro foi colocado em
estufa a 40 °C até obtencéo de peso constante. O micélio foi
macerado e posteriormente hidratado conforme metodologia
utilizada para o extrato de basidiocarpo.

Sementes de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) IAPAR 81
(Carioca), cultivadas em vasos em casa de vegetacdo, foram tratadas
com extratos aquosos de micélio e basidiocarpo de P. sanguineus
(5%), azoxystrobin (40 mg i.a. L?); acibenzolar-S-metil (ASM - 75
mg i.a. L) e 4gua. Os extratos foram aplicados na primeira folha,
trés dias antes da inoculacéo do patégeno. Ainoculacdo do patégeno,
com suspensdo de 1 x 104 conidios mL", foi realizada na primeira
folha trifoliada tratada, bem como na segunda folha trifoliada ndo
tratada, e ap6s a inoculacdo as plantas foram mantidas em
temperatura de 25 °C e em camara Umida, durante todo o periodo
de avaliacdo (192 h). Apoés esse periodo as plantas foram retiradas
da cdmara Umida e mantidas em casa de vegetagdo climatizada a 25
oC até o aparecimento dos sintomas. A severidade foi estimada a
cada trés dias com auxilio de escala diagramatica (6). Com as
avaliacOes de severidade da doenca, procedeu-se a constru¢do da
curva de progresso da doenca e a determinacdo da area abaixo da
curva de progresso da doenga (AACPD) por meio de equacdo
proposta por Campbell & Madden (4).

As andlises histologicas foram realizadas 48, 96 e 192 h
apos inoculagdo (hai). Trés discos foliares de 0,785 cm? de cada
tratamento foram usados para as observagoes. A localizagdo in situ
de H,0, e O, foi adaptada das metodologias adotadas por Romero-
Puertas et al. (19) e Freyer et al. (10). Esses discos foliares foram
imersos em solucdo DAB (diaminobenzidine) para localizacdo de
H,O, e solugdo NBT (nitro blue tetrazolium) para O,-, ambas a
0,1% em tampdo fosfato de sédio 50 mM (pH 6,0). Os tecidos
tratados foram infiltrados em suas respectivas solugdes, em vacuo
(90 mm Hg) durante dois periodos de 25 min cada. Posteriormente,
os tecidos foram descolorados por imersdo em etanol (96 °GL)
aquecido a 60 °C (20). Ap6s a coloragdo, os discos foram montados
em laminas de vidro e observados em microscopio 6tico. A formacédo
de H,0, foi determinada através de observagdo de precipitados de
coloragdo marrom no tecido, e de O,- através de observacéo de
precipitados de coloracdo azul no tecido.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos de P. sanguineus induziram a formagéao de espécies
reativas de oxigénio. No tratamento com extrato aquoso de
basidiocarpo, em 48 hai, observou-se regido contendo alguns
esporos germinados em que havia reagdes para H,0, ocorrendo na
parede das células epidérmicas que estavam em contato com esses
conidios (Figura 1A). Para os demais tratamentos ndo houve reagdo
para ERO's nos momentos iniciais (Figura 1B), mas apenas a partir
de 192 hai. Para este tempo de amostragem na testemunha 4gua,
visualizou-se, em decorréncia do processo infeccioso, presenca de
hifas, desorganizacdo citoplasmaética e colapso das células da
epiderme, representado pela coloragdo marrom uniformemente
distribuida pelo citoplasma, observadas tanto na 12 quanto na 22
folha trifoliolada (Figura 1C).

Para O,-, em 48 hai, no tratamento com extrato aquoso de
basidiocarpo observou-se fraca reacdo nas células epidérmicas
(Figura 2A), enquanto que nas folhas tratadas com extrato aquoso
de micélio detectou-se presenca de forte reacdo nas células
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Figura 1. Formagéo de H,O, em feijoeiro tratado com extratos aquosos de
micélio e de basidiocarpo de P. sanguineus e inoculado com C.
lindemuthianum. A) extrato de basidiocarpo - parede das células epidérmicas
(CE) com forte deposicéo de H,O,, indicada pela coloragéo avermelhada,
as 48 hai; B) agua - auséncia de formagdo de H,0,, as 96 hai; C) agua -
colapso de células indicadas pela cor marrom uniformemente distribuida
pelo citoplasma, as 144 hai. CO: conidio e HI: hifa de C. lindemuthianum.
ES: estdmato.
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Tabela 1. Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para
antracnose causada por C. lindemuthianum em feijoeiro em fun¢do dos
tratamentos com extratos aquosos (EA) de basidiocarpo e micélio de
cultura de P. sanguineus.

Tratamentos’ AACPD

1*Folha’ 2* Folha®
Extrato de basidiocarpo3 12,99 ab° 8,14 ab®
Extrato de micélio’ 6,8 cd 2,95d
Agua 14,93 a 10,44 a
Fungicida’ 250 e 3,67 cd
ASM’ 49d 2,79d
C.V. (%) 7,94 11,01

Tratamento realizado por aspersdo trés dias antes da inoculagéo;
2Tratamento realizado na 12 folha; inoculagdo realizada nas 12 e 22 folhas;
3Extratos aquosos de basidiocarpo e de micélio de P. sanguineus em
concentragéo de 5% (p/v);

4Azoxystrobyn (40 mg i.a. L);

*Acibenzolar-S-metil (75 mg i. a. L?);

8Médias na coluna, seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Para anlise estatistica, os
dados foram transformados em arc sen ¥/ (A/100).

epidérmicas e do mesdfilo (Figura 2B). Para ASM em 48 hai ocorreu
forte reacdo nas células epidérmicas e do meséfilo (Figura 2C) e em
96 hai observaram-se reagdes fracas nas células epidérmicas e fortes
nas células do meséfilo, principalmente nos cloroplastos (Figura
2D). Nos tempos 48 e 96 hai ndo houve formagdo dessa ERO nos
tratamentos agua e fungicida. Em 192 h.a.i. observou-se presenca
de reacdo nas células epidérmicas e do mesofilo nos tratamentos
agua, provavelmente em decorréncia do avanco do processo
infeccioso.

A formacdo de espécies reativas de oxigénio neste trabalho pode
ter sido responsavel pela redugdo na severidade da antracnose. Isto
se deve ao fato de que a aplicacdo de EA de P. sanguineus em
feijoeiro reduziu a severidade, em média, em 54% para a primeira
folha trifoliolada tratada e inoculada e em 72% para a segunda
folha apenas inoculada, indicando inducéo de resisténcia sistémica
(Tabela 1). Para ASM a reducdo média da severidade foi de até 70%
e para o fungicida foi de até 76%.

A explosdo oxidativa é freqlientemente uma resposta muito
rapida, ocorrendo no intervalo de segundos ou minutos depois do
tratamento com elicitor. Isto envolve a ativagdo de enzimas pré-
existentes (12). A geragéo de ERO pode ocorrer em duas fases, uma
inicial que se da no intervalo de minutos apds a adigdo do patégeno,
e uma fase secundaria que se inicia varias horas depois da fase
inicial de infeccdo ou tratamento com elicitores (15).

No caso de elicitores, Levine et al. (14) estudaram a produgéo
de H,0, induzida pela incubacéo de células de soja com o patégeno
bacteriano Pseudomonas syringae pv. glycinea (Coerper) Young,
Dye & Wilkie (Psg). O isolado Psg carregando o gene de aviruléncia
avrC ndo é reconhecido pela cultivar de soja Williams 82, a qual
nédo possui 0 gene de resisténcia Rpg3. Dessa forma, Psg(AvrC) é
virulento para este genétipo de soja. Em contraste, hd um rapido
reconhecimento de Psg carregando o gene de aviruléncia avrA,

Summa Phytopathol., Botucatu, v. 37, n. 4, p. 174-179, 2011



Figura 2. Formagéo de O, em feijoeiro tratado com extratos aquosos de micélio e de basidiocarpo de P. sanguineus e inoculado com C. lindemuthianum.
A) extrato de basidiocarpo - parede das células epidérmicas (CE) com fraca deposi¢do de O,, indicada pela coloracdo arroxeada, as 48 hai; B) extrato de
micélio - parede das células epidérmicas (CE) com forte deposicdo de O,-, indicada pela coloracdo arroxeada, as 48 hai; C) ASM - forte reacdo na parede
de células epidérmicas (C1) e nas células do mesofilo (C2), as 48 hai; D) Fungicida - auséncia de formacéo de O, CO: conidio e HI: hifa de C.

lindemuthianum. ES: estdmato.

mediado pelo gene de resisténcia complementar Rpg2, e, dessa
forma, Psg(avrA) é avirulento para a cultivar Williams 82,
induzindo uma rapida resposta de hipersensibilidade em tecidos
foliares inoculados. A inoculagdo de células de soja da cultivar
Williams 82 com ambas Psg(avrA) ou Psg(avrC) conduz a uma
rapida mas fraca e transitéria explosdo oxidativa. Nenhuma posterior
produgdo de H,O, foi observada nas células inoculadas com o isolado
virulento Psg(avrC), mas, por outro lado, cerca de trés horas depois
da inoculagdo com o isolado avirulento Psg(avrA), houve uma
segunda e expressiva explosdo oxidativa, que se manteve por varias
horas. A semelhan¢a do que ocorreu com este isolado avirulento, o
mesmo poderia ter ocorrido neste trabalho com o tratamento com
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os elicitores derivados de P. sanguineus, uma vez que 0s extratos
de basidiocarpos e de micélio desse fungo desencadearam a geragéo
de peroxido de hidrogénio e superéxido, o que pode ter culminado
com a reducéo da severidade da antracnose no feijoeiro.

Essa relagdo entre a formagdo de ERO's e resisténcia a doenca
pode ser vista no trabalho de Chandra et al. (5). Esses autores
trabalharam com duas culturas de suspensdo de células de tomates
transgénicos (+/- Pto) para producéo de H,O, apds o desafio com
dois isolados de P. syringae pv. tomato (Okabe) Young, Dye &
Wilkie (+/- avrPto), isoladamente. Somente quando Pto e avrPto
estdo presentes nos correspondentes organismos é que ocorrem
duas fases distintas da explosdo oxidativa. Nas remanescentes trés
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interacles planta-patdgeno compativeis, esses pesquisadores néo
observaram nenhuma explosdo ou somente uma exploséo inicial,
indicando que a segunda explosdo oxidativa esta relacionada com a
resisténcia & doenca.

Outro trabalho que mostra evidéncias de que H,O, esta
envolvido na resposta de resisténcia é o de Wu et al. (25). Esses
autores verificaram que a expressdo constitutiva de uma glicose-
oxidase de Aspergillus niger Tiegh. envolvida na geracéo de H,O,
no apoplasto de plantas transgénicas de batata resultou em
resisténcia contra a podriddo bacteriana causada por Erwinia
carotovora subsp. carotovora (Jones) Bergey et al., além de
incrementar a resisténcia a Phytophthora infestans (Mont) De Bary.

Além do efeito direto téxico sobre os patégenos, o peréxido de
hidrogénio, na presenc¢a de ferro, d& origem ao radical hidroxila,
extremamente reativo. Alternativamente, pode contribuir para
reforcar as paredes celulares, tanto por interligacdes de
hidroxiprolinas e glicoproteinas ricas em hidroxiprolina & matriz
de polissacarideos ou aumentando a taxa de formagdo de lignina
por meio da atividade das peroxidases. Ambos mecanismos fazem
mais resistente a parede celular a penetracdo do patdgeno e a
degradacdo enzimatica (21). O H,0, também intervém na biossintese
do 4cido salicilico (11), importante sinalizador nas respostas de
resisténcia sistémica adquirida.

Em patossistema envolvendo feijoeiro, Iriti & Faoro (13)
estudaram o envolvimento da resisténcia induzida por acibenzolar-
S-metil (ASM) contra Uromyces appendiculatus. ASM (0,3 mM)
aplicado sete dias antes da inoculagdo do patdégeno permitiu o
completo controle da ferrugem, provavelmente devido ao acimulo
de perdxido de hidrogénio no apoplasto da epiderme das folhas
tratadas, culminado com incremento na atividade de peroxidases e
fortalecimento das paredes celulares.

Os resultados obtidos indicam que os extratos aquosos de
basidiocarpo e de micélio de P. sanguineus possuem atividade
indutora de resisténcia, possivelmente mediada pela formagdo de
espécies reativas de oxigénio, particularmente perdxido de
hidrogénio e superoxido, contribuindo na protecédo do feijoeiro a C.
lindemuthianum.
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