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EFEITO DE REGULADORES DE CRESCIMENTO VEGETAL NAS RESPOSTAS DE

CULTIVARES DE FEIJOEIRO AO Southern bean mosaic virus

RESUMO

A aplicagdo de determinados reguladores de crescimento em plantas pode resultar na
indugdo de resisténcia contra ataques subseqiientes de patégenos. Este fenomeno ¢ conhecido
como resisténcia sistémica adquirida (SAR) e varios mecanismos estdo envolvidos, entre eles
a resposta de hipersensibilidade (HR), o aumento na atividade das enzimas peroxidases (POX)
e da fenilalanina amonia-liase (PAL) nos tecidos resistentes. A fim de se determinar o efeito
do acido salicilico (AS) e de um brassinolideo (BR 16) na resposta hipersensivel, plantas de
feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), cultivar Moruna (nc) foram tratadas com estes reguladores
de crescimento e inoculadas com o Southern bean mosaic virus (SBMV). Determinou-se o
nimero de lesdes necroticas das folhas primérias e a atividade das enzimas guaiacol
peroxidases (g-POX) e PAL. Houve uma reducao significativa no nimero de lesdes necroticas
nas plantas tratadas com ambos os reguladores de crescimento e um aumento significativo na
atividade das g-POX, mas nenhum efeito na atividade da PAL. O efeito da aplicagdo de AS e
BR 16 na resposta suscetivel foi verificado através da aplicagdo destes reguladores de
crescimento em plantas de feijoeiro da cultivar Jalo, inoculadas com o SBMV. Os tratamentos
promoveram uma redu¢do significativa na concentragao viral na 5* folha trifoliolada, 28 dias
apos a inoculacdo das folhas primarias. Os resultados indicam que as aplicacdes de acido
salicilico e do brassinolideo BR 16 podem ter promovido uma indugdo de resisténcia tanto
local quanto sistémica, em plantas de feijoeiro. O aumento na atividade das enzimas g-POX,

envolvidas nos processos de detoxificagdo de espécies reativas de oxigénio, promovido pelo
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tratamento com ambos os reguladores de crescimento, sugere uma participacdo destas na

redugdo do nimero de lesdes necrdticas das plantas inoculadas com o SBMV.



EFFECT OF PLANT GROWTH REGULATORS ON RESPONSES OF BEAN

CULTIVARS TO Southern bean mosaic virus

SUMMARY

The use of certain growth regulators in plants can result in the induction of resistance
against attacks of some plant pathogens. This phenomenon is known as Systemic Acquired
Resistance (SAR) and several mechanisms are involved in the induction of SAR, among them
are the Hypersensitive Reaction (HR), the increase in the activity of some enzymes like
peroxidases (POX) and Phenylalanine ammonia-lyase (PAL).

Two different growth regulators (salicylic acid “SA” and a brassinosteroid “BR 16”)
were used in order to determine the induction of local resistance in bean plants (Phaseolus
vulgaris L.) of cultivar Moruna (nc). After the application, the plants were mechanically
inoculated with Southern bean mosaic virus (SBMV), genus Sobemovirus. The number of
necrotic lesion was determined in the the primary leaves and the activity of the enzymes
guaiacol peroxidases (g-POX) and Phenylalanine ammonia-lyase (PAL) were also measured.
There was a significant reduction in the number of necrotic lesions in the treated plants with
both growth regulators and a significant increase in the activity of the g-POX, but there was no
effect in the PAL activity. The effect of the application of SA and BR 16 in the induction of
systemic resistance was verified through the application of these growth regulators in bean
plants cultivar Jalo, inoculated with SBMV. The treatments promoted a significant reduction
in the viral concentration in the 5™ leaf, 28 days after the inoculation of the primary leaves.
The results indicated that the applications of SA and of the BR 16 promoted both local and
systemic resistances. The increase in the activity of the guaiacol peroxidases, enzymes

involved in the scavenning of reactive oxygen species, caused by the treatment with both
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growth regulators, suggested a contribution in the reduction of the number of necrotic lesions
in the plants inoculated with SBMV. The use of SA and BR 16 did not change the activity of
PAL, enzyme involved in the lignification process and in the mechanisms of plant defense

against infections.
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1. INTRODUCAO

O controle fitossanitario sempre foi objeto de grande preocupagdo para a humanidade,
demandando grandes esforgos contra as doengas das plantas cultivadas, gerando altos custos
energéticos, econdmicos ¢ ambientais. Apesar dos resultados obtidos no controle de doengas
infecciosas, advindos das tecnologias atuais, permanece a necessidade da busca por solucdes
mais eficientes com menor risco e custo. Além disso, a demanda crescente por alimentos e
energia de biomassa, assim como a importancia que o agronegdcio adquiriu na economia
nacional, através das commodities agricolas com maior circulagdo internacional, sdo todos
fatores que pressionam para o aumento da produgdo e da produtividade agricola. No Brasil, a
resposta a esta demanda tem sido um incremento na produtividade acompanhada de um
avango das areas cultivadas com monoculturas. A cultura da soja, por exemplo, registrou um
aumento na taxa média anual de crescimento da area plantada de 3,6% no periodo 1990-2000
para nada menos do que 13,8% entre 2000-2004 (Brandao et al., 2005). A mesma perspectiva
de expansdo ocorre para a cana-de-agicar em fung¢do da demanda por combustiveis
renovaveis, bem como para outras culturas. Entretanto, o cultivo de espécies geneticamente
uniformes em areas cada vez mais extensas, leva com freqiiéncia a uma quebra da resisténcia
genética das plantas pelos patdogenos, causando epidemias com perdas no rendimento,
qualidade e na seguranca dos produtos. O uso de cultivares resistentes ¢ o método de controle
preferido por ser o mais barato ¢ o de mais facil utilizacdo. Entretanto, a pratica da
monocultura requer novas cultivares resistentes em periodos cada vez mais curtos,
dificultando os programas convencionais de melhoramento de plantas (introducdo de genes
mendelianos) (Kegler & Spaar, 1993). Para contornar as falhas de resisténcia das culturas, os
agricultores utilizam em maior escala e de forma continuada o controle quimico convencional,

favorecendo o surgimento de patdogenos resistentes aos defensivos agricolas, com elevacao de



custos e da necessidade constante de se encontrar novos principios ativos. Situagdes mais
graves podem ocorrer sob condigdes de ambiente extremamente favoravel aos patogenos e
plantas hospedeiras altamente susceptiveis. Nestas situagcdes, mesmo com o emprego de
agroquimicos, ¢ possivel ndo se obter o nivel desejado de controle das doengas. Por outro lado,
cresce a exigéncia por parte dos consumidores por produtos com maior qualidade, produzidos
em sistemas agricolas sustentaveis e livres de residuos agroquimicos.

Neste contexto, em que se revela a importancia da busca permanente por novas
medidas de prote¢do das plantas contra doencas, se destaca o conceito de inducdo de
resisténcia em plantas, que pode ser definido como a ativagdo de mecanismos latentes de
resisténcia de uma planta (Hammersrchmidt & Dann, 1997). Como esta resisténcia ocorre
naturalmente nas interacdes entre planta e patdgeno, ¢ possivel interferir, de forma que estes
mecanismos proprios sejam deflagrados e utilizados em escala comercial (Pascholati, 2003).

Embora os mecanismos proprios de defesa das plantas sejam conhecidos ha mais de
um século, apenas nos ultimos anos houve um grande aumento no volume de pesquisas
envolvendo a indugdo de resisténcia a doencas de plantas. Concomitantemente ocorreu o
surgimento de novos produtos comerciais ativadores de resisténcia que apresentam alta
eficiéncia, estabilidade e menor impacto ao ambiente (Cavalcanti, 2003). Estes avancos
recentes no entendimento de como as plantas respondem aos ataques dos patdégenos ocorreram
em funcdo da aplicacdo de novas ferramentas de pesquisa na biologia celular, usadas em
pesquisas bioquimicas, genéticas e da biologia molecular. Entretanto, muitos aspectos da
inducdo de resisténcia em plantas ainda nao estdo completamente compreendidos, como por
exemplo, a contribuicao individual dos mecanismos de resisténcia ativados, o fendmeno de
reconhecimento dos agentes indutores pelas células vegetais e de como ocorre a sinalizagao

das células do sitio de infecg@o para os demais tecidos, nas respostas sistémicas.



Mais recentemente, algumas revisdes tém sido feitas demonstrando a participacao de
reguladores de crescimento nos sistemas de defesa das plantas contra patdgenos (Fraser &
Whenham, 1982; Whenham and Fraser; 1990; Jameson & Clarke, 2002). Entretanto, ainda se
faz necessaria a compreensdo do papel destes reguladores de crescimento, tanto na
determinacdo objetiva de quais reguladores participam na ativacdo dos mecanismos de
resisténcia contra os patdgenos, quanto na forma de como estas substincias atuam nos

diferentes mecanismos de defesa vegetal.

1.1.  Resisténcia e Mecanismos de Resisténcia de Plantas Contra Patogenos

As plantas estdo sujeitas ao ataque de uma variedade de patdégenos e para assegurar a
sobrevivéncia, ao longo da evolugdo, elas desenvolveram mecanismos de resposta as doencas
infecciosas que sdo acionados assim que reconhecem a agressdao. Cada interagdo hospedeiro-
patoégeno pode ser vista como uma luta entre dois organismos pela sobrevivéncia (Dianese,
1990). De um lado, o patégeno langa mao de suas armas quimicas para atacar o hospedeiro em
potencial, a fim de estabelecer a infec¢do. Do outro lado, o hospedeiro, através de mecanismos
estruturais e/ou bioquimicos, procura se defender do patogeno (Bostok & Stermer, 1989).
Desta forma, o conceito de resisténcia de um hospedeiro pode ser definido como a capacidade
da planta em atrasar ou evitar a entrada e/ou a subseqiiente atividade de um patégeno em seus
tecidos (Pascholati & Leite, 1994).

Na natureza as reagdes de incompatibilidade sdo freqiientes e a resisténcia das plantas ¢
a regra. Para que ocorra compatibilidade e as infeccdes sejam efetivadas com sucesso €
necessario que o patéogeno venca os mecanismos de resisténcia do hospedeiro, também

denominados de fatores de resisténcia. Os mecanismos de resisténcia sdo geralmente



subdivididos em duas categorias: pré-formados (constitutivos) e pos-formados (induziveis).
Em ambos, ocorrerao fatores de resisténcia estruturais e bioquimicos.

As estruturas de resisténcia (pré ou pos-formadas), que funcionam dentro do conjunto
dos mecanismos de resisténcia, agem como barreiras fisicas e inibem o patégeno desde a sua
entrada até sua dispersdo dentro da planta. A cuticula, os estdmatos e tricomas ja estdo na
planta antes mesmo da infeccdo pelo patdégeno se constituem, portanto, em estruturas de
resisténcia pré-formadas ou constitutivas. Por estarem localizadas na superficie sdo
consideradas como a primeira linha de defesa das plantas contra os patdgenos. Entre as
estruturas de resisténcia pds-formadas ou induziveis, estdo o espessamento da parede celular
ou lignificagdo, a formagao de tiloses, papilas, halos e a deposi¢cao de gomas.

Os fatores de resisténcia bioquimicos (pré ou pos-formados) agem produzindo
substancias que sdo toxicas ou inibem o crescimento do patdégeno. Dentre as substincias pré-
formadas ou constitutivas, estdo os compostos fenolicos, os alcaldides, as lactonas insaturadas,
terpendides, glicosideos fendlicos, glicosideos cianogénicos e fototoxinas. De uma forma
geral, essas substancias estdo presentes em altas concentragdes nos tecidos sadios da planta e,
em alguns casos como resultados da infeccdo, podem ser convertidas em substancias
altamente téxicas (Nicholson & Hammerschmidt, 1992). Ja os fatores de resisténcia
bioquimicos poés-formados ou induziveis, estdo ausentes ou presentes em pequenas
concentracdes antes da infecgdo, sendo produzidos ou ativados em resposta a presenga do
patégeno. Como exemplo deste tipo de mecanismo de resisténcia induzido estd a Reacdo ou
Resposta de Hipersensibilidade (“Hypersensitive Response”-HR). A HR na sua forma classica
mostra-se como uma pequena necrose visivel a olho nu, que ocorre em diferentes 6rgaos da
planta, sendo considerada como sindnimo de morte celular ou de necrose do tecido (Kiraly,
1980; Goodmann et al., 1986). Na pratica a HR se caracteriza por restringir o crescimento e/ou

dispersdo do patdogeno (Durner et al., 1997) ocorrendo poucas horas apds o ataque deste
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(Agrios, 1998). Outros exemplos de mecanismos bioquimicos de resisténcia induzidos sdo a
producdo de fitoalexinas, quitinases, [B-1-3-glucanases, inibidores protéicos, proteases e
proteinas relacionadas com a patogénese (‘“Pathogenesis Related Proteins”-PR). Nesses
processos, existe a participacdo de varias enzimas, dentre elas, as peroxidases que participam
de iniimeras vias metabdlicas (Gaspar et al., 1991).

Desta forma, compreende-se que a resisténcia das plantas contra os patdgenos € um
sistema multicomponente, formado de um numero de mecanismos (constitutivos e induzidos),
operando de maneira coordenada e integrada, sendo que a eficiéncia desta resisténcia sera

determinada pela soma das contribuigdes individuais de cada fator de resisténcia.

1.2. Mecanismos Bioquimicos de Resisténcia

Os mecanismos estruturais de resisténcia fornecem a planta varios niveis de defesa
contra o ataque de patdogenos. Entretanto, as pesquisas cientificas mostram que, na maior parte
das interagdes planta-patogeno, as substancias produzidas pelas células do hospedeiro, por
meio dos mecanismos bioquimicos de defesa, antes ou apds o contato do patdogeno, sdao
provavelmente os verdadeiros responsaveis pela resisténcia a infeccdo das plantas contra
certos patogenos (Pascholati & Leite, 1994). Dentre estes mecanismos bioquimicos de
resisténcia, destaca-se o mecanismo de Reacdo de Hipersensibilidade (HR), uma resposta de
defesa induzida pelo patogeno. Este tipo de reacdo ocorre em fungdo do reconhecimento da
infecgdo por parte do hospedeiro, como conseqiiéncia da incompatibilidade entre a planta e o
patogeno (Doke et al., 1987), comumente determinada por um unico gene dominante presente
na planta (Dawson & Hilf, 1992). Em seu trabalho pioneiro, Harold H. Flor (1942) propos a
existéncia de um sistema de reconhecimento gene-a-gene, com interagdo especifica: uma

planta com o gene dominante de resisténcia R reconhece um patdogeno com o gene dominante
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de aviruléncia Avr. A presenca destes genes gera uma incompatibilidade entre planta e
patogeno e a doenga ndo ocorre (Resende et al., 2003). A infecgdo por patdogenos avirulentos
induz a uma série de respostas de defesa freqlientemente resultando no colapso localizado de
células vegetais conhecido como reacdo de hipersensibilidade (Stakawicz et al., 1995). Esta
reacdo resulta no rapido surgimento de lesdes necroticas restritas ao sitio de ataque,
claramente delimitadas por tecido saudavel e, mesmo que parte dos tecidos seja danificada, a
morte localizada de células contribui para a limitagdo da dispersdo do patdogeno (Keen, 1990).
Este fenomeno foi comparado com a morte celular programada e a apoptose em células
animais (Guo et al., 1998). Desta forma, a reagdo de hipersensibilidade mostra-se como uma
resposta celular extrema por parte da planta, podendo levar a um alto grau de resisténcia a
doenca e, por essa razdo ¢ considerada um dos mecanismos mais importantes de resisténcia
das plantas. No caso de infec¢des causadas por virus, havera a necessidade de um vetor ou
outros agentes de transmissao, que o coloquem em contato direto com as células da planta.
Este ¢ o caso das plantas de feijoeiro Moruna (“necrotic” nc), quando inoculadas com o virus
do mosaico do feijoeiro do sul dos Estados Unidos (“Southern bean mosaic virus”’-SBMV)
(Cupertino et al., 1982). Neste caso a HR resulta na formacao das chamadas lesdes locais, nas
quais as particulas virais ficam restritas a algumas células, podendo sobreviver por algum
tempo porém impedidas de invadir outros tecidos.

Varios processos caracteristicos da resposta de hipersensibilidade parecem envolver
primeiramente a ativagdo de componentes pré-existentes, ao invés de ocorrer mudangas na
expressao génica. Um desses processos ¢ a rapida liberagdo de formas ativas de oxigénio
(“Reactive Oxygen Species”-ROS). Na reagdo de hipersensibilidade, ocorre um “surto
oxidativo” (“oxidative burst”) que precede e posteriormente acompanha a morte das células da
planta hospedeira associadas a lesdao (Mehdy, 1994). As células vizinhas do local de infec¢ao

sintetizam uma série de compostos toxicos formados pela reducdo do oxigénio molecular,
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incluindo o 4nion superoxido (O,), radical hidroxila (OH’) e o peroxido de hidrogénio (H,O,).
O processo inicia-se pela producao de O,’, que provavelmente envolve uma oxidase NADP-
dependente, localizada na membrana plasmatica. Estes anions superoxido sao produzidos do
lado externo das células e geralmente convertidos em H,O,, uma molécula que pode atravessar
a membrana plasmatica e dentro da célula ser convertida em OH" (Buchanan, 2000). Estas
espécies reativas de oxigénio sdo todxicas, pois podem reagir indiscriminadamente com os
componentes celulares em uma cascata de reagdes oxidativas que resultam na quebra de DNA,
degradacdo de proteinas, pigmentos, peroxidagdo de lipideos de membranas e inativacdo de
enzimas (Lamb & Dixon, 1997). As espécies reativas de oxigénio podem participar na defesa
contra os processos infecciosos de varias formas: contribuindo para a morte celular como parte
da resposta de hipersensibilidade; atacando diretamente os organismos patogénicos; agindo
indiretamente ao deter a invasdo subseqliente através de uma rapida ligacdo cruzada entre
varias glicoproteinas ricas em prolina e hidroxiprolina com os polissacarideos da matriz da
parede celular ou, aumentando a formagdo de polimeros de lignina da parede celular através
do incremento da atividade de enzimas peroxidases. Também existe forte evidéncia indicando
o surto oxidativo, que ocorre imediatamente a infec¢do pelo patdégeno, como sendo o gatilho
responsavel pela resposta de hipersensibilidade (Low & Merida, 1996).

De acordo com os trabalhos de Alvarez et al., (1998), o desenvolvimento da HR, uma
resisténcia local ativada no sitio de infecgdo, inicialmente desencadeada pela presenga de
ROS, promove o estabelecimento gradual da resisténcia sist€émica adquirida (“Systemic
acquired resistance”-SAR). Muitas vezes, quando uma planta sobrevive ao ataque de um
patogeno, ocorre um aumento na sua resisténcia a infecgdes subseqiientes por uma grande
variedade de patdgenos, em qualquer outra regido da planta, sendo esta protecdo eficaz por
varias semanas variando conforme a espécie vegetal. Desta forma, a resisténcia induzida ¢ um

termo geral, através da qual, todos os tipos de respostas eliciadas nas plantas levam a um
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aumento da protegdo contra doencas - incluindo resisténcia induzida localmente ou
sistemicamente (Hammerschmidt ez al., 2001).

A SAR foi primeiro descrita por Gilpatrik e Weintraub (1952) (Pennazio & Roggero,
1998). A primeira evidéncia convincente de que as plantas podem desenvolver a SAR ocorreu
em fumo. A inoculagdo do patéogeno Peronospora tabaciana no caule induziu nas folhas
situadas acima do sitio de infec¢do, resisténcia contra o mildio causado pelo mesmo patdégeno
(Cruickshank & Mandryk, 1960). O estudo do fendmeno recebeu um impulso decisivo gragas
aos trabalhos de Ross & Bozart (1960) e foi objeto de muitas revisdes: Ross (1961; 1966),
Loebenstein (1972), van Loon, (1983), Fraser (1985), Withe & Antoniw (1991). A SAR
refere-se a um sinal de transdugdo proprio, que desempenha importante papel na habilidade
das plantas em defenderem-se contra patogenos. Apos a lesao local necroética tipica da resposta
de hipersensibilidade, a SAR pode ser ativada, e tal ativagdo resulta no desenvolvimento de
resisténcia de amplo espectro, e pela planta toda (Neuenshwander et al., 1995). Até o
momento, as pesquisas com SAR foram conduzidas em mais de 20 espécies ¢ a SAR foi mais
bem caracterizada em fumo e pepino (Kuc & Strobel, 1992).

Da mesma forma que o surto oxidativo parece ser o gatilho responsavel pela resposta
de hipersensibilidade, o fendmeno da morte celular decorrente da HR, pode disparar uma larga
série de mecanismos de defesa incluindo a resisténcia sistémica adquirida (Sandermann,
2000). A SAR, portanto, protege a planta contra dispersdes sist€émicas do patogeno invasor e
requer a expressao de genes de defesa nos tecidos saudaveis da planta. Embora as espécies
reativas de oxigénio sejam importantes nas interagdes iniciais entre planta e patéogeno, as
células saudaveis dos tecidos ndo infectados precisam se proteger dos efeitos colaterais
advindos da liberagdo de ROS das lesdes locais, para que a resisténcia sistémica se desenvolva

e a planta sobreviva. (Clarke et al., 2002).



1.3. Proteinas protetoras

A evolucdo do metabolismo aerdbico levou a uma indesejada producdo de formas
reativas de oxigénio em processos como a respiragdo e a fotossintese, em mitocOndrias,
cloroplastos e peroxissomos. Estas espécies reativas de oxigénio sdo subprodutos formados
durante sucessivos passos na redu¢do do O, molecular, resultado do metabolismo aerdbico,
que em condi¢des normais se encontram em baixas concentra¢des na célula. Para reduzir os
danos causados pela presenga de ROS, as plantas desenvolveram mecanismos celulares
complexos, que incluem a sintese de anti-oxidantes como o ascorbato e a glutationa, e um
aumento na atividade de enzimas como ascorbato peroxidase (APX) e glutationa peroxidases
(GPX), peroxidases (POX), glutationa redutase (GR), catalases (CAT) e superoxido
dismutases (SOD) (Smirnoff, 1996). A SOD atua como a primeira linha de defesa contra as
ROS, dismutando o ions superoxido O, em H,0O,. As enzimas CAT, APX, GPX e outras
peroxidades (POX) catalizam a quebra de H,O, em H,O e O,. As peroxidases (EC 1.11.1.7)
sdo enzimas largamente distribuidas dentro do Reino Vegetal e fazem parte de um grupo de
proteinas ndo estruturais presentes na parede celular. Atuam nos mecanismos de crescimento
da célula vegetal e participam junto com outras enzimas como a PAL (EC 4.3.1.5
“Phenylalanine Ammonia Lyase”) e a CAD (EC 1.1.1.195 “Cinnamil Alcohol
Dehydrogenase™) da biossintese de lignina. A lignificagdo tem sido associada com a atividade
de peroxidases especificas da parede celular. Existem duas hipoteses associando o aumento da
atividade das peroxidases no processo de lignificagcdo da parede celular com o impedimento da
infec¢do por um determinado patdégeno. Uma propde que a lignificagdo da parede celular no
sitio de ataque do patdgeno poderia torna-la mais resistente a dissociacdo pelas enzimas do
fungo e a outra sugere que os compostos fenolicos precursores de lignina poderiam apresentar

atividades anti-fungicas. Véarios grupos tém demonstrado em infec¢des virais o aumento na
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atividade das peroxidases que utilizam peréxido de hidrogénio (H,O;) como um substrato para
as ligacdes cruzadas da parece celular (Lagrimi & Rothstein 1987, Moshatti et al., 1993,
Montalbini ef al., 1995).

O aumento na atividade de POX causado por infec¢des virais tem sido relacionado
com os mecanismos de defesa associados a reagdo de hipersensibilidade. Plantas de feijoeiro
(Phaseolus vulgaris L.) cultivar Moruna nc, inoculadas com o virus do mosaico do feijoeiro
do sul dos EUA (“Southern bean mosaic virus”- SBMV), apresentaram um aumento na
atividade das POX dois dias apds a inoculacdo, ou seja, antes do aparecimento das lesdes
necrdticas (Rocha, 2000). No entanto, também as infecgdes com invasao do tipo sist€émica
podem promover um aumento na atividade de peroxidases. Foi verificado um aumento da
atividade de peroxidases associado a infecgdes sist€émicas em plantas de feijoeiro da variedade
Top Crop, infectadas com isolado de potexvirus que ndo forma lesdes, chamado de mosaico
do trevo branco (“White clover mosaic virus” -WCIMV) (Clarke et al., 2002). Eles verificaram
a atividade de enzimas envolvidas na detoxificacdo das ROS, onde as atividades de CAT, GR
e SOD declinaram rapidamente apds a infec¢do enquanto atividade de POX foi aumentada em
plantas inoculadas. Invasdes sistémicas em monocotiledoneas também resultaram em um
aumento atividade das POX. Plantas de cana-de-actcar (Saccharum officinarum L.) infectadas
pelo Sugarcane yellow leaf virus, apresentaram uma atividade de POX 50% maior que as
sadias (Scagliusi et al., 2003).

A L-fenilalanina amdnia liase (PAL) ¢ considerada uma enzima chave na biossintese
de compostos fenolicos uma vez que catalisa a desaminagdo redutiva da L-fenilalanina para
formar o 4cido trans-cindmico, a primeira etapa na biossintese de compostos como
fenilpropandides em plantas. Estes compostos incluem a formagdo de lignina, flavonodides e
acidos hidroxicinamicos (Morell6 et al., 2005). A atividade da PAL varia com o estadio de

desenvolvimento da planta e com a diferenciagdo celular e dos tecidos. Também pode variar
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em resposta a varios estresses, tais como irradiagdo, ferimentos, deficiéncia nutricional,
herbicidas e ataques de patdgenos, os quais aumentam a sintese da PAL ou a sua atividade. O
envolvimento da PAL na resisténcia sistémica adquirida foi demonstrado através do trabalho
de Mauch-Mani & Slusarenko (1996), no qual plantas do género Arabidopsis tornaram-se
suscetiveis a fungos anteriormente avirulentos quando a atividade da enzima PAL foi
especificamente inibida. A resisténcia das plantas pdde ser restabelecida através de tratamento
com acido salicilico (“salicylic acid”’-SA) exdgeno. Uma vez que a PAL catalisa o primeiro
passo da biossintese de acido salicilico (AS), o aumento na suscetibilidade é provavelmente
causado por um bloqueio na sintese de AS. De forma mais especifica, a biossintese de acido
salicilico inicia-se com a conversdao da L-fenilalanina ao 4cido trans-cindmico (t-CA), uma
reacdo catalisada pela PAL. Tem sido proposto que a conversdo de t-CA em &cido salicilico
provém da produgdo de acido benzodico, seguida pela hidroxilacao do carbono 2, para derivar

em acido salicilico (Yalpani et al., 1993).

1.4. O Papel do Acido Salicilico na HR e na SAR

O 4cido salicilico (AS) (Figura 01) ¢ um do varios compostos fenolicos, definidos
como compostos encontrados nas plantas contendo um anel aromatico com um grupo
hidroxila ou seus derivativos. A sua biossintese € metabolismo foram bem caracterizados,
sendo que a sintese ocorre a partir do acido frans-cinamico via acido benzoico, uma reagao
catalizada pelo 4cido benzodico 2-hidroxilase (BA2H) (Jameson & Clarke, 2002).

Apenas recentemente houve evidéncias de que o AS possui papel de regulador tnico e
especifico. A primeira sugestdo de que o AS estaria envolvido na defesa de plantas foi

formulada por White (1979), que injetando aspirina ou AS em folhas de fumo, verificou um
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aumento na resisténcia contra infecgdes subseqiientes ao virus do mosaico do fumo (“Tobacco

mosaic virus” TMV) (Klessig & Malamy, 1994).

C—OH

OH

Figura 01: Acido Salicilico

A reacdo de hipersensibilidade causada pelo ataque de um virus incompativel a uma
planta, inicia a ativa¢do da SAR através de um sinal transmitido do sitio de infec¢do para os
tecidos saudaveis. A ativacdo de genes especificos na SAR pode estar associada a um
mensageiro segundario, mas nenhum sinal ou mensageiro ¢ conhecido. Entretanto um grande
numero de evidéncias sugere que o AS desempenha uma importante fungao na transdugao de
sinais na SAR (Pennazio & Roggero, 1998). Inicialmente foi observado que o nivel de AS
aumentou centenas de vezes em plantas de fumo e pepino apo6s a infec¢do como virus TMV, e
este aumento demonstrou estar correlacionado com a SAR (Métraux et al., 1990; Malamy et
al., 1990; Rasmussem et al., 1991; Enyedi et al., 1992; Uknes et al., 1992). No processo da
resisténcia sistémica adquirida ocorre acimulo de AS, sendo que algumas formas estdo inertes
na forma glicosilada (Shualev ef al., 1995). Apods a segunda inoculag¢do do virus, chamada de
inoculacdo de desafio, as formas glicosiladas inertes de AS podem ser rapidamente liberadas
como formas livres de AS (Takahashi et al., 1997; Lee & Raskin, 1998). Outras evidéncias do

papel do AS na transdugdo de sinais na SAR indicam que tecidos tratados com AS adquirem
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resisténcia (Ward et al., 1991; Uknes et al., 1993); plantas transgénicas que expressam
salicilato hidroxilases (que previnem a sintese de AS) ndo adquirem resisténcia e nao
acumulam RNAms vinculados a SAR (Lawton et al., 1995).

Uma possivel forma de acdo do AS na transdug¢do de sinais foi proposta por Chen ef al.
(1993), onde a ligagdo do AS com uma isoforma da CAT inibiria a atividade desta enzima
com um conseqiiente aumento nos niveis de H,O,. Uma vez que o perdxido de hidrogénio ¢
capaz de atravessar a membrana plasmatica, este funcionaria como um mensageiro secundario
do AS. Entretanto, outros resultados contrapdem-se a esta possibilidade (Vernooij et al., 1994;
Neuenschwander et al., 1995). Sendo assim, Durner & Klessig (1995) sugeriram que o
mecanismo pelo qual o AS induz as respostas de defesa ndo seria através do aumento dos
niveis de H,O; e sim, através de radicais livres de acido salicilico, gerados como subprodutos
das interagoes dele com as enzimas CAT ou POX.

Por outro lado, ratificando os resultados obtidos por Chen et al. (1993), Arias et al.,
2003 relacionam o AS com a repressdo de atividade de enzimas anti-oxidantes, com o
acumulo de peroxido de hidrogénio, com a sinalizagao e com queda na concentragdo de virus
em infecg¢des sist€émicas. Estes resultados foram obtidos trabalhando-se com duas linhagens
susceptiveis (L2 e L33) de girassol (Helianthus annuus L.) infectadas sistemicamente pelo
potyvirus “Sunflower chlorotic mottle virus” (SuCMoV). As linhagens apresentavam
diferencas na intensidade e na taxa de desenvolvimento das infec¢des, sendo a L2 mais
susceptivel que a L33. Foi verificado que na L33, mais resistente, apos a inoculacao e antes do
surgimento dos sintomas, ocorreu um acumulo de H,O,. Isto contrastou com a L2 que
apresentou um aumento na atividade de enzimas anti-oxidantes e somente apos o surgimento
das lesdes cloroticas gerou acumulo de H,O,. A aplicagdo de acido salicilico antes da
inoculagdo na L2, gerou uma reagdo similar a L33, prevenindo o aumento da atividade das

enzimas anti-oxidantes e promovendo o acimulo de H,O,, antes do aparecimento das cloroses,
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e causou ainda uma queda na concentragdo do SuCMoV. Isto sugere que o aumento na
atividade de enzimas anti-oxidantes interrompe os sinais gerados pelo incremento de ROS,
que poderiam disparar reacdes de defesa no hospedeiro. Enquanto o papel do AS como um
componente necessario para a SAR ¢ geralmente aceito, a possibilidade de ser um sinal de
longa distancia entre o sitio de infeccdo e a resposta sist€émica permanece em debate (Pennazio
& Roggero, 1998). Mais recentemente foi demonstrado que, apos infec¢des por patdogenos em
plantas, ocorre o aumento em paralelo, tanto do AS quanto de um metil-éster volatil do AS
(metilsalicilato), que teriam implicagdes na comunicagdo interna da planta e entre plantas

(Shulaev et al., 1997).

1.5. Brassinosteroides e o seu papel na defesa vegetal

Hormonios esterdides sdao reguladores bem conhecidos em sistemas animais,
entretanto, a comprovacao da existéncia de hormonios esterodides desenvolvendo fungdes no
desenvolvimento e na fisiologia de plantas ¢ relativamente recente. No inicio dos anos 70 John
Mitchell e colaboradores do Departamento de Pesquisa Agricola dos estados Unidos (USDA)
iniciaram uma triagem em graos de pélen de plantas do género Brassica, em busca de novos
hormomios vegetais. Em 1972 Mitchell e Gegory demonstraram o efeito das brassinas
(mistura de lipideos purificada do polen de colza, Brassica napus) no aumento do rendimento
de plantas e no vigor de sementes (Arteca, 1995). Posteriormente foi identificado um
brassinolideo (BL) como o composto ativo das brassinas (Figura 02).

A ocorréncia de BLs e seus congéneres parece ser ubiqua e ja foram isolados em mais
de 50 espécies vegetais (Fujioka, 1999). At¢ o momento, mais de 60 compostos ja foram
identificados e sdo coletivamente denominados brassinosteroides (BRs), sendo a castasterona,

um precursor direto do BL, o BR mais comum. Os brassinosterdides tém sido encontrados em
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todos os orgdos de plantas testados, apresentando altos teores em tecidos jovens em
crescimento quando comparados com tecidos mais maduros. As concentragdes mais altas sdo

encontradas em polen e sementes imaturas (Bajguz & Tretyn, 2003).

Figura 02: Brassinolideo.

De forma semelhante aos esterdides em animais, a estrutura dos BRs consiste de um
esqueleto de colesterol com varias substituigdes de hidroxila e grupos funcionais ligados. A
intensidade das respostas eliciadas por um dado composto depende das alteracdes presentes
nestes grupos funcionais (Brosa, 1999; Back & Pharis 2003). Os BRs sdo necessarios para o
crescimento normal das plantas, a deficiéncia na biossintese ou na percepcao destes hormonios
implica em plantas anas, tipicamente verde-escuras apresentando epinastia nas folhas com
reduzida ou nenhuma fertilidade e retardo do desenvolvimento (Bishop & Koncz 2002). Os
brassinosterdides representam a nova sexta classe de hormonios em plantas com larga
ocorréncia no reino vegetal (Bajguz & Tretyn, 2003) sendo que a sintese dos BRs pelas
plantas deve ocorrer a partir de outros de seus fitosterdides, como sitosterol e campesterol

(Zullo & Adam, 2002). Estudos com cultura de células de Catharanthus roseus sugerem que a
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partir do campesterol ocorrem duas rotas de biossintese dos BRs, que podem se intercruzar
implicando em que ndo sejam completamente autonomas (Fujioka & Yokota, 2003).

Embora BRs compartilhem similaridades com hormonios esterdides animais, em
termos de estrutura e requerimento para o desenvolvimento normal, existem diferengas na
funcdo e no modo de agdo. No modelo cldssico em animais, esteroides lipofilicos difundem-se
através da membrana plasmatica e se ligam com receptores especificos localizados no citosol
ou no nucleo. Esta ligagdo induz & uma mudanca conformacional em que o complexo
ligante/receptor segue para ligar-se ao DNA e modificar a expressdo genética diretamente em
um periodo de horas ou até mesmo dias (Liisel & Wehling 2003). Segundo Haubrick &
Assmann (2006), o genoma de Arabidopsis nao contém seqiiéncias diretamente homodlogas
para receptores de esterdides nucleares animais e desta forma, a percepcao dos BRs poderia
ocorrer na membrana plasmatica e ter os seus efeitos mediados pela transducdo de sinais em
cadeia.

As funcgdes dos BRs em plantas tém sido intensivamente estudadas nos ultimos anos.
Além dos efeitos no crescimento e desenvolvimento em plantas, os BRs foram associados a
inducdo da sintese de etileno (Y1 ef al., 1999) e na prote¢do das plantas contra salinidade,
calor, seca e frio (Mazorras et al., 2002), sugerindo que os BRs possuem uma fun¢do na
resposta contra diferentes tipos de estresses. Entretanto, os mecanismos pelos quais os BRs
modulam as respostas a estes estresses nao estdo compreendidos. Um mecanismo que pode
estar envolvido na resisténcia a varias formas de estresse ¢ o incremento na atividade de
enzimas anti-oxidantes. A aplicagdo de duas formas de brassinosterdides em discos foliares de
plantas de tomateiro, acarretou um aumento na atividade da SOD, POX e CATs, em resposta
ao calor, para os dois tipos de BRs (Mazorras et al., 2002). O papel dos BRs na defesa das
plantas contra patégenos também esta sendo investigado. A aplicacao topica de BRs indicou

uma agdo protetora contra fungos, porém este efeito foi dependente das concentragdes bem
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como do método e do momento da aplicacdo (Khripach et al., 2000). Um trabalho realizado
por Nakashita et al. (2003) demonstraram que a aplicagdo de BL induziu resisténcia contra
varios patégenos em mono e dicotiledoneas. Foi verificado que plantas de fumo tratadas com
BL apresentaram um aumento na resisténcia contra o Tobacco mosaic virus (TMV),
Pseudomonas syringae pv. Tabaci (Pst) e Oidium spp., e contra Magnaphorte grisea e
Xanthomonas oryzae pv. Oryzae em plantas de arroz. O tratamento simultaneo de plantas com
BL e indutores de SAR resultou em um efeito de protecdo adicional contra o ataque de
patogenos. Eles observaram ainda que a indugdo da resisténcia promovida pelo BL funciona
independentemente do AS e de forma diferente da resisténcia decorrente da SAR.

Uma intrigante conec¢do entre BRs e sinalizadores de ferimentos foi encontrada em
tomateiro. Um peptideo especifico de solaniceas, a sistemina, ¢ liberada apds o ataque de
insetos ou herbivoros. Um receptor da sistemina, o SR 160, foi clonado apos a purificacao e se
revelou idéntico a um putativo receptor de BR no tomateiro, o tBRI1 (Scheer & Ryan 2002;
Montoya et al., 2002). A ligagdo de BR com o tBRI1 ndo foi demonstrada, sendo sugerido por
Szekeres et al. (2003) que a castasterona e ndo o BL seria o responsavel pela sinalizacao de
BR em plantas de tomateiro. Niveis detectdveis de BL ndo sdo tipicamente encontrados em
tomate, embora estudos recentes tenham encontrado BL no pericarpo de tomates no
amadurecimento (Montoya et al., 2005). Muitos trabalhos tém demonstrado o papel dos BRs,
sozinhos ou em associa¢des com outros hormonios vegetais em processos como alongamento
celular ou germinagdo. Entretanto, pouco ainda ¢ conhecido sobre o papel dos BRs em
respostas fisiologicas especificas como a resisténcia contra o ataque de patdgenos.

Os efeitos das infeccdes virdticas na biossintese € metabolismo de hormonios vegetais
sdo extremamente complexos. De uma forma simples, € possivel descrever as infecgdes virais
como alteragdes na quantidade de um hormonio em particular e, com freqiiéncia, os sintomas

induzidos por virus podem ser repetidos através da aplicagdo ou remog¢do de um dado
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hormonio vegetal (Jameson & Clarke, 2002). Desta forma, para o desenvolvimento de novos
métodos de controle de doengas que utilizam a ativagdo dos mecanismos de defesa vegetal, ¢
fundamental o entendimento dos fendmenos bioldgicos envolvendo reguladores de
crescimento na indug¢do de resisténcia em plantas, contra patdogenos, tanto para o
desenvolvimento de expressdes constitutivas de resisténcia quanto para o uso de novos

produtos ativadores de resisténcia.

1.6. Virus do Mosaico do Feijoeiro do Sul dos Estados Unidos

A produgdo mundial de feijao (Phaseolus vulgaris L.) ¢ da ordem de 18,9 milhdes de
toneladas. O Brasil ¢ o maior produtor mundial de feijado com uma produg¢dao em 2005/2006
estimada em 3,2 milhdes de toneladas, em 4.034 ha com um rendimento médio de 808 kg/ha,
segundo dados da CONAB (2006). A cultura do feijoeiro possui um grande valor social no
Brasil, pois ¢ a base da alimentacdo da populacdo como fonte de proteina vegetal de baixo
custo.

A produtividade da cultura é grandemente afetada por doengas e, aquelas causadas por
virus representam um dos principais fatores associados as perdas na América Latina e no
Brasil, tanto pela redu¢do da produtividade e qualidade, quanto pela dificuldade de seu
controle (Costa, 1987). No Brasil, foram descritas mais de dez viroses em feijoeiro (Costa et
al., 1972; Bianchini et al., 1997), citando-se entre elas as causadas pelo virus do mosaico do
feijoeiro do sul dos EUA (Southern bean mosaic virus - SBMV), género Sobemovirus (Van
Regenmortel et al., 2000). Este virus tem uma gama restrita de hospedeiras, confinada quase
que exclusivamente a espécies da familia das leguminosas. Foi primeiramente relatado
infectando feijoeiro no Distrito Federal, ocasionando sintomas de mosaico fraco a severo,

deformacdo da vagem e distorcdo foliar (Cupertino et al., 1982) e, posteriormente foi
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encontrado no Estado de Sao Paulo (Costa, 1987). O SBMV possui particulas isométricas (28-
30 nm) contendo RNA genomico de 4-4,5 Kb com polaridade positiva e proteina capsidial
com massa molecular de 29-30 kDa (Shepherd, 1971; Sehgal, 1981).

De uma forma geral, algumas infec¢des causadas por virus podem induzir resisténcia
em determinadas plantas. Resisténcia aqui compreendida como qualquer inibigao da
replicacdo e/ou dispersdo viral na planta, que ndo ¢ hereditaria, mas apresenta certas vantagens
como especificidade viral e nenhum efeito colateral no genotipo da planta (Pennazio &
Roggero, 1998). A inoculagdo de plantas de feijoeiro com SBMV ¢ uma associagdo pratica e
de facil execu¢do, desta forma, esta combinagdo se constitui em um modelo experimental

importante e eficiente para se investigar indugao de resisténcia em plantas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

e Verificar o efeito de reguladores de crescimento na inducdo de resisténcia local e
sistétmica em plantas de feijoeiro inoculadas com o Southern bean mosaic virus
(SBMV).

e Investigar o efeito da aplicacdo de reguladores de crescimento na atividade de enzimas
envolvidas nos processos de defesa local e sistémica, em plantas de feijoeiro sadias e

infectadas pelo SBMV.

2.2. Objetivos especificos

e Estudar o efeito da aplicacdo de AS e BR 16 na inducdo da resposta de defesa local,
através da determinacdo do numero de lesdes necrdticas (HR), em plantas de feijoeiro
Moruna (nc) inoculadas com o SBMV.

e Avaliar o efeito da aplicacdo de AS e BR 16 na atividade das enzimas gPOX e PAL,
em plantas de feijoeiro Moruna (nc), sadias e inoculadas com o SBMV.

e Analisar o efeito da aplicacio de AS e BR 16 na indugdo da resisténcia sistémica
adquirida (SAR), através da determinagdo da concentracdo viral, em infeccdes
sistémicas de plantas de feijoeiro Jalo, infectadas pelo SBMV.

e Estudar o efeito da aplicagdo de AS e BR 16 na atividade das enzimas g-POX e PAL,

em plantas de feijoeiro Jalo sadias e infectadas pelo SBMV.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material Vegetal

Duas cultivares de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) foram utilizadas para os testes de
inducdo de resisténcia. As plantas da cultivar Moruna (nc), que apresentam a reagdo de
hipersensibilidade (HR) caracteristica em resposta a infec¢des pelo SBMV, foram utilizadas
nos experimentos do efeito de reguladores de crescimento na indugdo de resisténcia local. As
sementes foram cedidas pelo Instituto Agronémico de Campinas — IAC, Estado de Sdo Paulo.
Como modelo para o estudo de inducdo de resisténcia sistémica adquirida, foram utilizadas
plantas de feijoeiro da cultivar Jalo, susceptivel a infec¢des sist€émicas pelo SBMV, que causa

nesta variedade um mosaico discreto e o enrugamento nas folhas.

3.2.  Virus do Mosaico do Feijoeiro do Sul dos EUA

Um isolado do Southern bean mosaic virus (SBMV) (Figura 3). O virus foi obtido na
UNESP/Sao José do Rio Preto e cedido para o Departamento de Fisiologia Vegetal do IB-
UNICAMP, pelo professor Dr. Jos¢ Osmar Gaspar. O virus purificado foi utilizado nas
primeiras inoculagdes e depois nos padrdes de concentragdes virais dos testes serologicos.
Posteriormente foi perpetuado em plantas de feijoeiro da cultivar Jalo, cujo extrato das folhas

das plantas infectadas constituiu-se na fonte de inodculo para as demais infecgoes.
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Figura 3. Micrografia eletronica de particulas do SBMV, a barra representa 100 nm.
Fonte: Moreira A. E. & Gaspar J. O. - IBILCE/UNESP, Sao José do Rio Preto/SP.

3.3. Preparo dos extratos e inoculacio do SBMV

Os extratos de fitovirus utilizados nas inoculagdes das plantas durante os experimentos
foram preparados a partir de 1 g de folhas de feijoeiro Jalo, infectadas com o SBMV,
maceradas em 10 mL de tampao fosfato de potassio (20 mM KH,PO,), adicionado de 25 mg
de sulfito de sodio (20 mM de Na,SO;) como antioxidante e, pH ajustado para 7,0 (KOH). Em
todos os ensaios as inocula¢des foram realizadas mecanicamente na face adaxial das folhas
primdrias, através do espalhamento manual suave do extrato de fitovirus de folhas de feijoeiro

infectadas e utilizando carborundum como agente abrasivo.

3.4. Reguladores de crescimento e preparo das solucoes

Para avaliar o efeito de reguladores de crescimento na inducdo de resisténcia local e

sistémica em plantas de feijoeiro inoculadas com SBMYV, foi utilizado o 4cido salicilico,

22



produto comercial Sigma-Aldrich, e um analogo espirostanico de brassinoesteroide (BR 16), o
BIOBRAS-16. Composto sintetizado em Cuba e cedido pela Dra. Miriam Nuiiez Vazquez, do
Departamento de Fisiologia e Bioquimica Vegetal, do Instituto Nacional de Ciéncias
Agricolas de San Jos¢ de las Lajas, La Habana. Em todos os ensaios a aplicacdo dos
reguladores de crescimento foi exodgena, sendo as solugdes aspergidas sobre as plantas através
de borrifadores manuais. As solugdes de AS foram feitas na concentracao de 5 mM (Hooft van
Huijsduijnen et al., 1986; Rocha, 2000), ajustado para pH 7,0 com KOH. A concentragdo de
BR 16 utilizada foi de 0,1 mg/L (Nufiez et al., 2003). O melhor efeito bioldgico destas
concentracdes foi confirmado em testes prévios de concentragdes para os dois reguladores de
crescimento utilizados. Em todas as solugdes preparadas foi adicionado TWEEN 20

(Polioxietilensorbitano — Monolaurato) como emulsificante, na concentragao de 0,1%.

3.5. [Efeito de reguladores de crescimento na inducao de resisténcia local (HR)

3.5.1. Efeito de reguladores de crescimento no nimero de lesdées necroticas em

plantas de feijoeiro Moruna (nc) inoculado com SBMV

Sementes de feijoeiro da variedade Moruna (nc), que apresenta lesdes locais em
resposta a infeccdo com SBMV, foram postas para germinar em copos plasticos de 700 mL
com substrato vermiculita e irrigadas com solu¢ao completa de Hoagland (Hoagland & Arnon,
1938). As plantas foram mantidas em casa de vegetagdo até a completa expansdo das folhas
primarias e entdo transferidas para cimara de crescimento com 360 pmol/m”s de radiacio
fotossinteticamente ativa (PAR), fotoperiodo de 12 horas, e temperatura constante de 25°C
+2°C. Apo6s a expansdo completa da primeira folha trifoliolada, as plantas foram aspergidas

com solu¢des de AS (5 mM), BR 16 (I mg/mL) e com agua como controle. Conforme
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metodologia utilizada por Rocha (2000), um dia apods a aplicagdo dos reguladores de
crescimento, as plantas foram inoculadas com o Southern bean mosaic virus (SBMV),
conforme o item 3.3. A estabilizacdo do numero de lesdes locais, decorrentes da reacdo de
hipersensibilidade em resposta ao SBMV, ocorreu seis dias apds a inoculagdo. As folhas
primarias foram entdo coletadas e a area foliar individualmente determinada, através de
integralizador eletronico marca Licor, modelo Li-3100. A seguir, o numero total de lesdes de

. - , ~ 2
cada folha foi contado, com auxilio de uma lupa, para se obter o nimero de lesdes por cm™.

3.5.2 Efeito de reguladores de crescimento na atividade de peroxidases em

plantas de feijoeiro Moruna (nc)

Em outro ensaio com plantas da variedade Moruna (nc), as sementes foram postas para
germinar em copos plasticos de 700 mL com substrato vermiculita e irrigadas com solugdo
completa de Hoagland, as plantas foram cultivadas conforme descrito no item 3.5.1. Apos a
completa expansdo da primeira folha trifoliolada, as plantas foram aspergidas com solugdes de
AS (5 mM), BR 16 (1 mg/mL) e 4gua como controle. Um dia ap6s a aplicagdo dos reguladores
de crescimento, as folhas primarias de todos os tratamentos foram coletadas para a

determinagao da atividade das enzimas guaiacol-peroxidases (g-POX).

3.5.3 Efeito de reguladores de crescimento na evolucio da atividade das
peroxidases e no numero de lesoes necroticas em plantas de feijoeiro Moruna (nc)

inoculadas com SBMV

Um experimento com plantas de feijoeiro Moruna (nc) foi executado para avaliar o

efeito da aplicagdo de reguladores de crescimento na evolucdo da atividade da guaiacol-
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peroxidase (g-POX), em plantas inoculadas e ndo inoculadas com o SBMV. Sementes de
feijoeiro Moruna (nc) foram postas para germinar em vasos de 2 L, com substrato vermiculita
e cultivadas conforme o item 3.5.1. Apos a expansdo completa da primeira folha trifoliolada,
as plantas foram organizadas em dois grupos, que receberam os mesmos tratamentos
hormonais. Em ambos os grupos, as plantas foram aspergidas com solugdes de AS (5 mM) ou
com BR 16 (1 mg/mL) e com 4gua como controle. Entretanto, apenas um dos grupos foi
inoculado com o Southern bean mosaic virus (SBMV), de forma que os tratamentos se
constituiram em Agua; AS; BR 16; Agua + SBMV; AS + SBMV ¢ BR 16 + SBMV. A
inoculagdo foi realizada 24 horas ap6s a aplica¢do dos reguladores de crescimento, conforme o
item 3.3. Tanto nas plantas sadias quanto nas plantas inoculadas, foram avaliadas as atividades
das peroxidases POX (EC 1.11.1.7), nas folhas primarias, no 2° 4° 6° e 8° dia apos a
aplicacao dos reguladores de crescimento. Nas plantas inoculadas, as folhas primarias tiveram
o numero total de lesdes necroticas determinado em dois momentos, no 4° € no 8° dia apds a
aplicagdo dos reguladores de crescimento, que correspondem, portanto, ao 5° e 7° dias apos a
inoculagdo, respectivamente. O numero de lesdes por cm” foi obtido através da determinagio
individual da éarea foliar das folhas primarias, através de integralizador eletronico e da

contagem do ntimero total de lesdes por folha.

3.5.4. Efeito de reguladores de crescimento na atividade da L-fenilalanina
amonia-liase (PAL) e no niimero de lesdoes necrdticas em feijoeiro Moruna (nc)

inoculadas com SBMYV.

Para avaliar o efeito da aplicacdo dos reguladores de crescimento na atividade da
fenilalanina amoénia-liase (PAL), em plantas inoculadas e nao inoculadas, foi realizado um

experimento com plantas de feijoeiro Moruna (nc), executado de forma idéntica a descrita
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anteriormente (item 3.4.3). Além da avaliacdo da atividade da PAL, também foi determinado o
numero de lesdes necroticas nas folhas inoculadas, conforme descrito no item 3.5.1. Neste
experimento, a coleta das folhas primarias para todos os testes foi realizada no 5° dia apos a
inoculagdo. A seguir foram realizados os testes enzimaticos de atividade da PAL nas folhas

primarias de todos os tratamentos.

3.6. Atividade da Fenilalanina amoénia-liase (PAL)

A atividade da enzima PAL (E.C.4.3.1.5.) foi determinada de acordo com
modificagdes do método descrito por Pascholati et al. (1986). A extracdo das enzimas foi feita
a partir de 1g de tecido das folhas. As amostras foram entdo maceradas a 4°C, em 5 mL de
tampao borato de sddio (H;BO; Sigma) 100 mM, pH 7,0; contendo 0,1 g de polivinil-poli-
pirrolidona (PVPP). Apds a homogeneizagdo, a emulsdo foi centrifugada a 20.800 g, em
centrifuga Beckman modelo J2-21 (rotor JA21, 13.500 rpm) ajustada para 4°C, por 35
minutos. Do sobrenadante foram retirados 3 mL e adicionados 0,45 g de polietilenoglicol
(PEG-8000 Sigma) para a precipitacdo da proteina. Apods uma hora de descanso com o PEG a
4°C o material foi novamente centrifugado nas mesmas condi¢des anteriores por 30 minutos,
onde o sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso em 2 mL de tampao borato de
sodio 100 mM, com pH ajustado para 8,8 com KOH. Essa fracao foi usada para a avaliacao da
atividade enzimatica. O meio de rea¢ao foi composto por 0,8 mL do extrato da amostra, 1,0
mL do tampao borato 100 mM, pH 8,8 ¢ 1,0 mL de L-fenilalanina 12 mM, no mesmo tampao.
Como branco foram utilizados 0,8 mL do extrato da amostra e 2,0 mL de tampao borato pH
8,8. A atividade da PAL foi determinada a 40°C através de medida espectrofotométrica da
conversao da L-felilalanina para 4cido-transcindmico em 290 nm, e foi expressa em relagdo a

massa fresca (umol/min.g).
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3.7. Atividade de Peroxidases (POX)

As andlises para a determinagdo de peroxidases (EC 1.11.1.7) foram feitas seguindo
protocolo descrito por Peyrano ef al. (1997) com algumas modificagdes. Os ensaios foram
feitos através da oxidag¢do do substrato guaiacol que detecta todas as isoformas de peroxidases
(Goldberg et al., 1983). As amostras de folhas foram maceradas a 4°C em 50 mM de tampao
fosfato a pH 6,0, na propor¢do 1,0 g de tecido para 5,0 mL de tampdo. O extrato foi
centrifugado a 12.000 x g por 10 minutos e o sobrenadante obtido foi utilizado nos ensaios
enzimaticos. O meio de reacdo para determinar a atividade da guaiacol-peroxidase foi
composto de 5 mM de guaiacol (Sigma), 5 mM de H,O, (Merck) e 50 mM de tampao fosfato
(NaH,POg4) pH 6,0 (NaOH). Para cada 3,0 mL do meio de reagdo, foram adicionados 30 puL do
extrato foliar. A absorbancia foi determinada em espectrofotometro a 470 nm, sendo a leitura

feita a cada 10 segundos, por um periodo de 3 minutos.

3.8. Efeito de reguladores de crescimento na inducdo de resisténcia sistémica

adquirida

3.8.1 Efeito de reguladores de crescimento na concentracio viral de plantas de

feijoeiro Jalo infectadas com 0 SBMV

Foi executado um experimento em casa de vegetacao, com semeadura em 10 de Maio e
a coleta do material realizada em 26 Junho de 2004 (tabelas de temperaturas no anexo I).
Neste ensaio, sementes de feijoeiro da cultivar Jalo, susceptiveis a infec¢des sistémicas pelo

SBMV, foram postas para germinar em vasos de 5 L com substrato vermiculita e irrigadas
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com solugdo completa de Hoagland (Hoagland & Arnon, 1938). Apo6s a completa expansao da
primeira folha trifoliolada, foram realizadas trés aplicagdes nas plantas, em intervalos de 4
dias, com solugdes de AS (5 mM), BR 16 (1 mg/mL) ou borrifadas com dgua, como controle.
Um dia ap6s a primeira aplicacdo dos reguladores de crescimento, as folhas primarias foram
inoculadas da mesma forma que o cultivar Moruna (item 3.3). Nas plantas aspergidas com
agua um grupo foi inoculado e outro ndo, de forma que os tratamentos se constituiram em
Agua (plantas sadias), Agua+SBMV, AS+SBMV e BR 16+SBMV. A Tabela 1 apresenta a

disposi¢ao em que o conjunto dos tramentos foi organizado.

Tabela 01. Composi¢ado dos tratamentos de efeito de reguladores de crescimento em plantas de
feijoeiro Jalo infectadas com SBMV. ASx3 = 4cido salicilico aplicado trés vezes, BRx3 =
brassinolideo BR 16 aplicado trés vezes. O intervalo entre as aspersoes foi de 4 dias.

Ordem Tratamento x n° de aplicacdes Inoculagdo com SBMV
1 ASx3 Sim
2 Agua Sim
3 Agua Nao
4 BRx3 Sim

As folhas destinadas para as andlises das infecgdes sistémicas foram trifoliolos,
numerados a partir do sitio de infeccdo, que foram as folhas primarias. Trifoliolos o mais
jovem possivel e que apresentassem os sintomas de mosaico, caracteristicos nas infec¢des
sistémicas de SBMV em feijoeiro Jalo, foram os critérios adotados para a coleta das amostras.
Desta forma, a 5° folha trifoliolada de todas as plantas foi coletada, 28 dias apds a inoculagao
do SBMV. As amostras foram submetidas aos testes serologicos de PTA-ELISA, a fim de se
determinar o efeito dos reguladores de crescimento na concentragdo de SBMV, em infec¢des

sistémicas.
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3.8.2 Efeito de reguladores de crescimento na concentracio viral e na atividade

das enzimas g-POX e PAL, em plantas de feijoeiro Jalo infectadas com SBMV.

Outro experimento foi realizado com infecgdes sistémicas de SBMV em plantas de
feijoeiro Jalo e conduzido em casa de vegetacdo, a semeadura ocorreu em 23 de Janeiro e a
coleta do material foi realizada em 25 de Fevereiro de 2005 (temperaturas diarias no anexo II).
Neste ensaio as plantas foram cultivadas nas mesmas condi¢gdes que o ensaio anterior (item
3.8.1.). Apos a completa expansdo da primeira folha trifoliolada, foram realizadas uma, duas
ou trés aplicagdes nas plantas, em intervalos de 4 dias, com solu¢des de AS (5 mM), BR 16 (1
mg/mL) ou borrifadas com agua, como controle. As plantas foram entdo divididas em dois
grupos, ambos iguais, contendo todos os tratamentos e 24 horas apds a primeira aplicacao dos
reguladores, um grupo de plantas foi inoculado com o SBMV (conforme item 3.3) e outro
grupo permaneceu sadio. Os tratamentos usados neste ensaio estdo representados na tabela 2.
Tabela 2. Composi¢ao dos tratamentos de efeito de reguladores de crescimento em plantas de
feijoeiro Jalo infectadas com SBMV. ASx3 = 4cido salicilico aplicado trés vezes, BRx3 =
brassinolideo BR 16 aplicado trés vezes. ASx2 = 4cido salicilico aplicado duas vezes, BRx2 =

brassinolideo BR 16 aplicado duas vezes. ASx1 = 4cido salicilico aplicado uma vez, BRx1 =
brassinolideo BR 16 aplicado uma vez. O intervalo entre as aplicagdes foi de 4 dias.

Ordem Tratamento x n° de aplicacoes Inoculag¢io com SBMV
1 ASx3 Sim
2 ASx3 Niao
3 ASx2 Sim
4 ASx2 Niao
5 ASx1 Sim
6 ASx1 Niao
7 Agua Niao
8 Agua Sim
9 BRx1 Nao
10 BRx1 Sim
11 BRx2 Nao
12 BRx2 Sim
13 BRx3 Nao
14 BRx3 Sim
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O critério para a coleta das amostras foi 0 mesmo do item anterior (3.8.1), entretanto,
neste experimento a 2* folha trifoliolada de todas as plantas foi coletada 17 dias apds a
inoculagdo. Cada foliolo de cada folha foi destinado a um tipo de analise. Observando as
folhas trifolioladas em sua superficie adaxial, os foliolos esquerdos das folhas foram destinado
aos testes serologicos de PTA-ELISA, os foliolos centrais foi utilizado para os testes de
atividades da guaiacol-peroxidase (g-POX), e os foliolo direitos foram utilizados para a

determinagao da atividade da L-fenilalanina amoénio-liase (PAL).

3.9. Testes Serologicos

A técnica utilizada para determinar o efeito dos reguladores de crescimento na
concentracao viral em infecgdes sistémicas de SBMV em feijoeiro Jalo foi o “Plate Trapped
Antigen” PTA-ELISA, como descrito por Mowat & Dawson (1987), com algumas
modificagdes. As amostras dos trifoliolos foram maceradas na propor¢ao de 1 g de tecido para
10 mL de tampao carbonato de sodio (pH 9,6), acrescido de 1% p/v de sulfito de sodio
(N2SO3) como antioxidante. Os extratos foram centrifugados a 12.000 g por 15 minutos (4 °C).
Em seguida o sobrenadante foi retirado e sofreu nova dilui¢do com tampao carbonato de
sodio, na propor¢ao de 1:50. A primeira etapa deste método consistiu em incubar 100 uLL do
extrato de cada amostra na placa de ELISA, por 60 minutos em estufa a 25 +2 °C, utilizando
sempre 4 pocinhos para cada amostra. Este tempo e temperatura foram iguais para todas as
demais etapas realizadas. A placa foi entdo lavada trés vezes com tampao de bloqueio, PBS
(0,8% NaCL; 100 mM Na,HPO,4.7H,0; 0,2% KCI; 100 mM KH,PO, ; pH 7,4) acrescido de
2% p/v de leite em pd. A placa recebeu entdo 100 puL de anti-soro especifico para o SBMV,

diluido em tampao PBS (1:1000). Apos a incubag¢do do anti-soro, a placa sofreu uma lavagem
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tripla com tampao PBS adicionado de 0,05% (v/v) de Tween-20. Foram entdo adicionadados
nos pocinhos 100 pL do anticorpo secundério, preparado contra a IgG de coelho (“Goat anti-
rabbit immunoglobulin G” - Sigma-Aldrich), conjugado com fosfatase alcalina, diluido em
tampao PBS (1:20.000). Apoés a incubacdo e a tripla lavagem (PBS + Tween-20) foi
adicionado o substrato PNPP (p-nitrophenylphosphate), na concentracdo de 0,5 mg/mL. A
leitura foi realizada apds 90 minutos de incubacdo a 25 £2 °C, em leitor de ELISA (BioRad),
considerando a absorbéncia a 405 nm.

Em cada placa de ELISA foi realizada uma a curva de concentracao utilizando SBMV
purificado nas concentracdes de 0, 10, 20, 40 ¢ 80 ug, diluido em tampao carbonato de sddio.
A seguir foi calculada uma curva de regressdo para placa, a fim de se determinar as

concentracdes de SBMV presentes nas amostras.
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4. RESULTADOS

4.1. Efeito de reguladores de crescimento na indu¢io de resisténcia local em

feijoeiro Moruna (nc)

4.1.1. Efeito de reguladores de crescimento no numero de lesdes necroticas

A aplicagdo prévia dos reguladores de crescimento acido salicilico (AS) e do
brassinolideo (BR 16) em plantas de feijoeiro Moruna (nc), aplicados 24 horas antes da
inoculagdo da plantas com Southern bean mosaic virus (SBMV), resultou em uma redugdo
significativa no nimero de lesdes necroticas em relacdo ao controle (plantas aspergidas com
agua) (Figura 04). Os resultados obtidos neste experimento foram observados também em

outros 5 ensaios, revelando as mesmas diferencas estatisticas (dados nao mostrados).
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Figura 04. Efeito da aplicacdo prévia (24 h antes da inoculagdo) de reguladores de crescimento
no numero de lesdes necréticas em plantas de feijoeiro Moruna (nc), 6 dias apos a inoculagdo
com SBMV. Letras acompanhadas de mesmos nimeros ndo diferem estatisticamente pelo
teste Scott-Knott (1974) a 5% de probabilidade, médias de 10 repeti¢des (folhas).
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4.1.2. Efeito de reguladores de crescimento na atividade de guaiacol-peroxidases

Plantas de feijoeiro Moruna (nc) tratadas com AS e BR 16, apresentaram um aumento
significativo na atividade da enzima guaiacol-peroxidase (g-POX), 24 horas apds a aplicacdo
dos reguladores de crescimento, quando comparadas com a atividade enzimatica observada
nas plantas aspergidas com agua (Figura 5). O aumento verificado na atividade da g-POX em
plantas tratadas com BR 16, foi maior do que o observado nas plantas tratadas com AS, mas

esta diferenca ndo foi significativa.
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Figura 05. Atividade da enzima guaiacol-peroxidase, 24 horas apos a aplicacdo de AS e BR 16
em plantas de feijoeiro Moruna (nc), médias de 3 repeticoes. MF = Massa Fresca.

4.1.3. Efeito de reguladores de crescimento na evolucio da atividade das

guaiacol-peroxidases e no niimero de lesdes necroticas

Dois dias apos a aplicacdo de reguladores de crescimento, as plantas de feijoeiro
Moruna (nc) tratadas com BR 16 apresentaram um aumento significativo na atividade da g-

POX, em relacdo as plantas tratadas com AS e ao controle. Este incremento na atividade da
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enzima g-POX em plantas tratadas com BR 16, permaneceu significativo até o 4° dia apos a
aplicag@o, quando ocorreu um declinio até a estabilizagdo em um nivel de atividade idéntico
ao apresentado nas plantas aspergidas com agua no 6° e 8° dia (Figura 6). As plantas tratadas
com AS apresentaram um aumento na atividade da g-POX, dois dias apo6s a aplicacdo em
relacdo ao controle, mas esta diferenca nao foi significativa. Neste tratamento houve um
aumento gradual entre o 4° e 6° dia na atividade da g-POX, de forma que a diferenca ja era
signicativa em relagdo a atividade verificada nas plantas controle no 4° dia. Entre o 6° ¢ o 8°
dia apds a aplicagdo do AS, houve um rapido incremento na atividade da g-POX, sendo que no
8° dia esta atividade foi significativamente maior do que a observada nas plantas tratadas com

BR 16 e com o controle.
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Figura 6. Efeito de AS e BR 16 na evolugdo da atividade de g-POX em plantas de feijoeiro
Moruna (nc) (médias de 3 repetigdes). MF = Massa Fresca.

A inoculacdo de plantas de feijoeiro Moruna (nc) com o SBMV, 24 horas apds a
aplicagdo de AS e BR 16, resultou em um aumento significativo na atividade da g-POX, dois

dias ap6s a aplicacdo dos reguladores de crescimento em relacdo as plantas aspergidas com
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agua (controle). Nas plantas tradadas com BR 16, a atividade da g-POX declinou rapidamente
até o 4° dia apds a aplicacdo. No 6° e 8° dias, a atividade da enzima permaneceu igual aos
niveis verificados nas plantas controle e foi significativamente inferior a atividade das
peroxidases das plantas tratadas com AS, a partir do 4° dia (Figura 7). As plantas tratadas com
AS apresentaram um aumento gradual na atividade da g-POX, em relagdo a atividade
observada nas plantas controle no 4° e no 6° dias, e um rapido incremento entre o 6° e o 8° dia
apos a aplicagdo do regulador de crescimento. A inoculacdo com SBMV, 24 horas apos a
aplicagdo do AS, resultou em um aumento significativo na atividade da g-POX, em relacdo a

atividade verificada nas plantas aspergidas com dgua, em todos os intervalos observados.
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Figura 7. Efeito de AS e BR 16 na evolugdo da atividade da g-POX em plantas de feijoeiro
Moruna (nc), inoculadas com SBMV 24 horas ap6s a aplicagdo dos hormonios (médias de 3
repeticdes). MF = Massa Fresca.

A aplicagdao de AS e BR 16 em plantas de feijoeiro Moruna (nc), 24 horas antes da

inoculagdo com o SBMV, reduziu de forma significativa o nimero de lesdes locais em relagdo

ao controle, uma semana apds a infecc¢ao das plantas (Figura 8). Nas plantas tratadas com AS a
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atividade da enzima g-POX foi significativamente maior do que a atividade verificada nas

plantas tratadas com BR 16 e nas plantas controle, que por sua vez, ndo diferiram entre si.
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Figura 8. Efeito da aplicacdo de AS e BR 16 no niimero de lesdes necrdticas e na atividade de
g-POX, em plantas de feijoeiro Moruna (nc), uma semana apos a inoculagdo com SBMV.
Letras acompanhadas de mesmos nimeros nao diferem estatisticamente pelo teste Scott-Knott
(1974) a 5% de probabilidade (médias de 3 repeti¢cdes). MF = Massa Fresca.

4.1.4. Efeito de reguladores de crescimento na atividade da L-fenilalanina

amonia-liase (PAL) e no niimero de lesdes necroticas.

Nao houve efeito da aplicagdo de AS e BR 16, em plantas de feijoeiro Moruna (nc), na
atividade da enzima L-fenilalanina amodnia-liase (PAL), verificada seis dias apods a aplicacao
dos reguladores de crescimento. No entanto, a inoculacdo das plantas com SBMV, 24 horas
apos a aplicagdo dos reguladores de crescimento, promoveu um aumento na atividade da PAL

em todos os tratamentos, quando comparada com a atividade observada nas plantas nao
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inoculadas com o virus (Figura 9). O aumento na atividade da PAL foi significativamente
maior nas plantas infectadas aspergidas com &agua (controle), em relagdo ao aumento

verificado nas plantas tratadas com AS e BR 16, que por sua vez, ndo diferiram entre si.
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Figura 9. Efeito da aplicagdo de AS e BR 16 na atividade da PAL, em plantas de feijoeiro
Moruna (nc), inoculadas e ndo inoculadas com SBMV, avaliado no 5° dia apds a inoculagao.
Letras acompanhadas de mesmos niimeros nao diferem estatisticamente pelo teste Scott-Knott
(1974) a 5% de probabilidade (médias de 3 repeticdes). MF = Massa Fresca.

Neste ensaio os resultados do numero de lesdes necroticas e da atividade da L-
fenilalanina amodnia-liase foram observados 5 dias apds a inoculacdo. A aplicagdo prévia de
AS e BR 16, 24 horas antes da inoculagdo com SBMV, em plantas de feijoeiro Moruna (nc),
provocou uma redugdo significativa tanto no niumero de lesdes necrdticas quanto na atividade
da PAL, em relagdo com as plantas aspergidas com agua (Figura 10). A reduc¢do do nlimero de

lesdes promovida pela aplicagdo de BR 16 foi significativamente maior do que a redugdo no

numero de lesdes provocada pela aplicacdo de AS. Este fendmeno também ocorreu em relagdo
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a atividade da PAL, onde as plantas tratadas com BR 16 apresentaram atividades mais baixas
desta enzima em comparacdo com a atividade verificada nas plantas tratadas com AS,

entretanto, a diferencga neste caso nao foi significativa.
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Figura 10. Efeito da aplicagdo de AS e BR 16 na atividade da PAL e no nimero de lesdes
locais em plantas de feijoeiro Moruna (nc) inoculadas com SBMYV, avaliados no 5° dia apds a
inoculagdo. Letras acompanhadas dos mesmos numeros ndo diferem estatisticamente pelo
teste Scott-Knott (1974) a 5% de probabilidade (médias de 3 repeti¢des). MF = Massa Fresca.

4.2. Efeito de reguladores de crescimento na induciio de resisténcia sistémica

4.2.1 Efeito de reguladores de crescimento na concentracio viral de plantas em

de feijoeiro Jalo infectadas com o SBMV

O efeito de trés aplicacdes de AS em plantas de feijoeiro Jalo, inoculadas com SBMV,

reduziu a concentracdo viral, na 5* folha trifoliolada, 28 dias apds a inocula¢do das folhas
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primarias, em compara¢do com a concentragdo viral verificada nas mesmas folhas das plantas
controle. Entretanto, esta redu¢@o ndo foi significativa. A aplicacao tripla de BR 16 promoveu
uma redugdo significativa na concentragao viral no 5° trifoliolo em relagdo a concentragao
observada nos trifoliolos das plantas aspergidas com agua. Quando comparadas as redugdes
nas concentracdes de SBMV promovidas pelas aplicagdes de AS e BR 16, as diferengas nao

foram significativas (Figura 11).
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Figura 11. Efeito de trés aplicacdes de AS e BR 16, nas concentragdes de SBMV, em plantas
de feijoeiro Jalo, avaliadas 28 dias apds a inoculagdo. Letras acompanhadas de mesmos
niameros ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Dados
transformados pela raiz quadrada (SQRT) (médias de 3 repeti¢des). ASx3 = acido salicilico
aplicado trés vezes; BRx3 = brassinolideo BR 16 aplicado trés vezes.
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4.2.2 Efeito de reguladores de crescimento na concentracio viral e na atividade

das enzimas g-POX e PAL, em plantas de feijoeiro Jalo infectadas com SBMV.

Nao houve efeito da aplicacdo multipla (1, 2 ou 3 vezes) de AS e BR 16, na
concentracao viral da 2* folha trifoliolada em plantas de feijoeiro Jalo infectadas com SBMV,
avaliadas 17 dias apods a inoculacdo, em comparacdo com as concentragdes virais observadas

nas plantas controle (Figura 12).
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Figura 12. Efeito da aplicagdo multipla de AS e BR 16, aplicados 1, 2 ou 3 vezes, nas
concentracdes de SBMV, em plantas de feijoeiro Jalo. As avaliagdes foram executadas 17 dias
apos a inoculagdo. Letras seguidas de mesmos numeros ndo diferem estatisticamente pelo
reste Scott-Knott (1974) a 5% de probabilidade (médias de trés repetigoes). ASx3 = acido
salicilico aplicado trés vezes; ASx2 = acido salicilico aplicado duas vezes; ASx1 = acido
salicilico aplicado uma vez; BRx3 = brassinolideo BR 16 aplicado trés vezes; BRx2 =
brassinolideo BR 16 aplicado duas vezes; BRx1 = brassinolideo BR 16 aplicado uma vez.
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A aplicacao de AS e BR 16, em plantas de feijoeiro Jalo infectadas com o SBMV, nao
promoveu diferencas significativas na atividade das enzimas g-POX e PAL, na 2* folha
trifoliolada, 17 dias apds a aplicagdo dos reguladores de crescimento, independentemente do
numero de aplica¢des realizadas (Figura 13). As plantas sadias que receberam os mesmos
tratamentos também ndo apresentaram diferengas significativas na atividade destas enzimas

(dados nao apresentados).
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Figura 13. Efeito de reguladores de crescimento (AS e BR 16), aplicados 1, 2 ou 3 vezes, na
atividade das enzimas g-POX e PAL, em plantas de feijoeiro Jalo inoculadas com SBMV.
Letras acompanhadas de mesmos ntimeros nao diferem estatisticamente pelo teste Tukey a 5%
de probabilidade (médias de trés repetigdes). ASx3 = acido salicilico aplicado trés vezes;
ASx2 = acido salicilico aplicado duas vezes; ASx1 = 4cido salicilico aplicado uma vez; BRx3
= brassinolideo BR 16 aplicado trés vezes; BRx2 = brassinolideo BR 16 aplicado duas vezes;
BRx1 = brassinolideo BR 16 aplicado uma vez.

Em relagdo aos resultados da atividade da enzima L-fenilalanina amdnia-liase (PAL),
apesar de ndo terem ocorrido diferencas significativas, foi observado que ao se considerar as

médias das repetigdes, as plantas tratadas com agua e infectadas apresentaram uma atividade
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maior desta enzima do que as plantas tratadas com agua e sadias. O mesmo resultado ocorreu
nas plantas tratadas com AS, independentemente do numero de aplicagdes, onde a atividade da
PAL das plantas infectadas também foi maior do que os das plantas sadias. Esta maior
atividade da PAL em plantas inoculadas parece decorrer naturalmente em funcao do processo
infeccioso, entretanto, nas plantas tratadas com o BR 16, independentemente do nimero de
aplicacdes, a atividade desta enzima foi menor nas plantas infectadas do que a verificada nas

plantas sadias (Figura 14).
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Figura 14. Efeito de reguladores de crescimento (AS e BR 16), aplicados 1, 2 ou 3 vezes, na
atividade da PAL, em plantas de feijoeiro Jalo inoculadas com SBMV e sadias. Letras
acompanhadas de mesmos numeros nao diferem estatisticamente pelo teste Scott-Knott (1974)
a 5% de probabilidade (médias de trés repeti¢cdes). ASx3 = acido salicilico aplicado trés vezes;
ASx2 = acido salicilico aplicado duas vezes; ASx1 = acido salicilico aplicado uma vez; BRx3
= brassinolideo BR 16 aplicado trés vezes; BRx2 = brassinolideo BR 16 aplicado duas vezes;
BRx1 = brassinolideo BR 16 aplicado uma vez.
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5. DISCUSSAO

Virios testes preliminares foram conduzidos sobre o efeito de reguladores de
crescimento na indugdo de resisténcia em plantas e durante a execugdo destes ensaios,
compostos reconhecidamente envolvidos nos processos de defesa foram utilizados como
referéncia. A indu¢do de resisténcia a doencas pode ser obtida através da aspersao das plantas
com acido salicilico (AS), um analogo mais potente como o acido isinicotinico (INA) ou um
composto sintético, o benzothiadiazole (BTH) (Keller et al., 1996; Hammershmidt, 1999).

Ao longo das pesquisas foi realizado um escrutinio de compostos e reguladores de
crescimento com potencial para indugdo de resisténcia em plantas, para verificagdo de algum
possivel efeito na indugdo de resisténcia, através da comparacao dos seus efeitos com aqueles
promovidos pelo AS e BTH, utilizados como padrdes. Posteriormente, alguns reguladores
foram descartados da pesquisa, tais como citocininas e acido jasmonico (dados nao
apresentados), em funcdo de nao ter sido observado algum efeito. Entretanto, foi observado
que os efeitos da aplicagdo do brassinolideo BR 16, na indugao de resisténcia local, em plantas
de feijoeiro Moruna (nc) inoculadas com Southern bean mosaic virus, foram similares aos
verificados nas plantas tratadas com AS e BTH. A partir deste momento, o benzothiadiazole
foi descartado, permanecendo apenas o AS como parametro. Além de ser um hormonio de
ocorréncia natural nas plantas, o AS ¢ agora reconhecido como um sinalizador com fungao

critica para a expressao de resisténcia induzida para muitos patdégenos (Bostok, 1999).
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5.1. Efeito de reguladores de crescimento na inducio de resisténcia em plantas de

feijoeiro Moruna (nc).

As infecgdes virais localizadas sdo modelos muito utilizados nas pesquisas sobre HR e
SAR, uma vez que a HR ¢ a forma mais comum de inducdo da SAR contra infec¢des virais
(Pennazio & Roggero, 1998). No modelo estudado com plantas de feijoeiro Moruna (nc)
inoculadas com SBMV, o numero de lesdes locais foi avaliado 6 dias apds a inoculag@o. Neste
ensaio, a redu¢do do niumero de lesdes necroticas como efeito do tratamento com AS, aplicado
24 horas antes da inoculac¢do, é consistente com a inducdo de resisténcia contra varios outros
patogenos necrdticos (virus, bactérias e fungos), em uma variedade de plantas (Weete, 1992).
Entretanto, o efeito da redu¢dao no ntimero de lesdes necroticas nas plantas aspergidas com BR
16, na mesma magnitude da reducdo observada nas plantas tratadas com AS, ndo era esperado
(Figura 4).

A resposta de hipersensibilidade ¢ o principal estimulo para a geragdo de AS, embora
este regulador de crescimento parega ndo ser um estimulo critico para a morte celular (Keller
et al., 1996). Em infec¢des virais em plantas de fumo, parece haver uma relacdo entre
quantidade de AS e o numero de lesdes necrdticas desenvolvidas (Yalpani ef al., 1993). Desta
forma, € possivel que um aporte exdégeno de AS, antes da infeccdo viral, promova como
resultado uma redugdo na quantidade das lesdes locais nas plantas tratadas. Entretanto, se
aparentemente o AS ndo se relaciona com o processo de morte celular, torna-se necessario o
entendimento do mecanismo pelo qual este regulador poderia restringir o numero de lesdes
necrdticas. Uma possibilidade seria pela propria forma que o processo de resposta de
hipersensibilidade se desenvolve.

A répida sinalizagdo entre planta e patdgeno resulta em um surto oxidativo (oxidative

burst), que causa alteragdes na permeabilidade da membrana e provavelmente na estimulagao

44



da expressao de genes (Yang et al., 1997). O colapso celular ocorre algumas horas antes da
necrose, como conseqiiéncia da perda do controle osmotico, a destrui¢do das membranas das
organelas, e da ruptura da membrana celular das células hipersensiveis invadidas (Kato &
Misawa, 1976; Goodmann & Novacky, 1994). O surto oxidativo e a geragdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) foram explicados através de um modelo envolvendo um sistema
ativado pela HR, produzindo perdxido de hidrogénio (Levine et al., 1994). Alvarez et al.
(1998) demonstraram que o surto oxidativo, promovido pela inoculagdo de um patdégeno
avirulento em Arabidopsis, nao ocorre somente no sitio de infec¢do, mas também em discretas
reagoes oxidativas em tecidos vizinhos, de células ndo infectadas. Desta forma, um aumento
na atividade de enzimas de detoxificacdo das ROS, promovido pela aplicagdo de acido
salicilico, poderia restringir rapidamente o tamanho das lesdes locais por parte das células
saudaveis proximas ao sitio de infec¢do, de forma que muitos pontos infectados ndo se
tornariam perceptiveis. De fato, no experimento em que plantas sadias foram aspergidas com
AS e BR 16, houve um incremento significativo na atividade das enzimas guaiacol-
peroxidases, que detoxificam moléculas de H,O,, 24 horas apds a aplicagdo dos reguladores
de crescimento (Figura 5).

A possibilidade de que um aumento na atividade de enzimas de protecdo contra as
ROS auxilie na redugdo do numero de lesdes, contrasta com alguns resultados encontrados na
literatura. O aumento na quantidade de ROS, que sempre ocorre ap6s a infec¢do por patogenos
(Low & Merida, 1996), pode ser uma conseqiiéncia direta da queda na atividade de enzimas
envolvidas na detoxificacdo das ROS (Baker & Orlandi, 1995). Tratamentos prolongados com
AS em Arabidopsis thaliana inativaram a catalase (CAT) e a ascorbato-peroxidase (APOX)
(Rao et al., 1997). Houve um declinio da atividade da CAT em folhas de fumo tratadas com
AS (0,5 mM ou 1 mM) (Chen et al., 1993; Conrath et al., 1995). A atividade das peroxidases

(POX) foi reduzida pela aplicacdo de 1 mM AS (Durner & Klessig, 1995). Por outro lado,
45



Clarke et al. (2002), verificaram que plantas de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) tratadas de
forma continua com AS, e inoculadas com o White Clover Mosaic potexvirus (WCIMV),
apresentaram um aumento na atividade das enzimas CAT, GR, SOD e POX. A atividade da
enzima superoxido dismutase (SOD), aumentou com a aplicacdo de 1mM de AS tanto em
plantas de trigo quanto em plantas de soja (Zhao et al., 1995).

Variagdes tao diferentes na atividade destas enzimas podem estar relacionadas com a
dose, forma de aplicagdo ou com o momento em que as atividades foram mensuradas, entre
outros fatores como a espécie, por exemplo. Estes ultimos resultados e especialmente o
trabalho recente de Clarke ef al. (2002), que trabalharam com plantas de feijoeiro inoculadas
com o WCIMV, sugerem que além do aumento na atividade das g-POX, promovido pela
aplicacao de AS, outras enzimas de detoxificagdo podem ter tido a sua atividade aumentada,
auxiliando a reducdo do nimero de lesdes locais em plantas de feijoeiro Moruna (nc)
inoculadas com o SBMV. Por extensao, esta mesma possibilidade poderia ser imputada ao
efeito da aplicagdo do BR 16, na redugdo do nimero de lesdes locais, uma vez que 24 horas
apos a aplicagdo deste regulador também houve um aumento na atividade das g-POX, igual ao
observado nas plantas tratadas com AS e significativamente maior do que verificado em
relacdo as plantas aspergidas com agua (Figura 5).

Para avaliar uma possivel relagdo entre redugdo do niimero de lesdes necréticas e o
aumento na atividade das g-POX, em plantas de feijoeiro Moruna (nc) tratadas com AS e BR
16, foi executado outro experimento. Neste ensaio, a atividade da enzima g-POX e o numero
de lesdes necoticas foram determinados sete dias apds a inoculagdo com SBMV. As plantas
tratadas com AS apresentaram resultados significativos tanto na reducdo no numero de
necrdticas quanto no aumento da atividade da enzima g-POX, enquanto que nas plantas
aspergidas com agua (controle) os resultados foram exatamente inversos, o que sugere o efeito

das enzimas de detoxificacao na restricao das lesdes locais. Porém, as plantas tratadas com BR
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16 apresentaram uma reducdo significativa no numero de lesdes, mas sem aumento na
atividade das g-POX (Figura 8).

Estes resultados abrem a possibilidade de que a reducdo do numero de lesdes
necroticas, nas plantas tratadas com o BR 16, ocorreu por um mecanismo diferente, que nao o
da protecdo antecipada contra as ROS, promovida pelo aumento da atividade das g-POX, nas
células sadias circunvizinhas ao sitio de infec¢do. Entretanto, ao se observar os resultados do
efeito da aplicagdo de AS e do BR 16 na evolugdo a atividade das g-POX, nas plantas
inoculadas deste mesmo experimento, verifica-se que houve um aumento significativo na
atividade das g-POX, dois dias apds a aplicacao dos reguladores de crescimento (24 horas
apods a inoculagdo) com ambos os reguladores de crescimento. Nas plantas tratadas com BR
16, este aumento na atividade das peroxidases, declinou rapidamente quatro dias apos a
aplicacdo do BR 16 (3 dias apds a inoculag¢do). No caso das plantas tratadas com AS, este
aumento foi sustentado e ampliado, ao longo de todas as demais verificagdes (Figura 7).

Segundo Lagrimi & Rothstein (1987), as inoculagdes sempre resultam em danos aos
tecidos e, os aumentos iniciais na atividade das enzimas de detoxificagdo estariam mais
envolvidos com a resposta a estes ferimentos. Entretanto, esta possibilidade nao se aplica nos
resultados obtidos neste experimento, em relagdo ao aumento da atividade da g-POX
promovido pelo AS, em funcdo da continuidade do incremento ao longo da evolucdo da
atividade da enzima (Figura 7). Em relacdo ao aumento na atividade das g-POX, dois dias
apds a aplicagdo do BR 16, e o rapido declinio subseqiiente, ¢ pouco provavel que este
incremento observado tenha ocorrido apenas como uma resposta aos ferimentos decorrentes
da inoculagdao com o SBMV. Como ja observado anteriormente, a aspersao de BR 16 em
plantas sadias promove um aumento na atividade das g-POX, 24 horas ap6s a aplicagcdo do
regulador de crescimento. Além disso, ao se observar a evolugdo da atividade das g-POX, em

plantas sadias tratadas com AS e BR 16, apenas as plantas que receberam o brassinolideo
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apresentaram aumento significativo na atividade das g-POX, uma vez que o incremento
verificado nas plantas tratadas com AS nao foi significativo, dois dias ap6s a aplicacdo dos
reguladores (Figura 6). Além disso, o aumento na atividade das g-POX em plantas sadias
tratadas com BR 16 permaneceu significativo até o quarto dia ap6s a aplicagao, mais tempo do
que o observado na plantas tratadas com este regulador e inoculadas. Portanto, no caso
especifico do BR 16, a inoculagdo ndo aparenta ser a responsavel pelo aumento inicial na
atividade das g-POX, ao contrario, parece reduzir o tempo em que a atividade destas enzimas
permanece superior a atividade observada nas plantas controle.

Apesar da inoculagdo em si e a infecgdo com SBMV promoverem uma maior atividade
das g-POX, foi verificado um aumento inicial na atividade destas enzimas em plantas tratadas
com AS e BR 16. Entretanto, se este aumento inicial na atividade das g-POX das plantas
tratadas com BR 16 seria suficiente para uma restri¢do do numero de lesdes necrdticas, como
as observadas neste experimento, ¢ outra questdo que se coloca. E possivel que o efeito na
reducdo do nimero de lesdes locais, em plantas de feijoeiro Moruna (nc) tratadas com BR 16,
tenha ocorrido por um mecanismo completamente diferente.

No processo de desenvolvimento do surto oxidativo, além do modelo gerador de ROS
do sistema NADPH oxidase, existe a proposta de um segundo modelo, o sistema dependente
de peroxidases, similar ao primeiro, no entanto, as proteinas peroxidases responsaveis pela
producdo de ROS estariam no apoplasto. Nesse modelo, a alcalinizacdo do apoplasto ¢
obrigatoria, além da presenca de agentes redutores nesta regido (Falk ef al., 1999). Da mesma
forma que no modelo NADPH oxidase, a interagdo receptor-ligante esta acoplada com a
abertura de canais de ions devido a interagdo direta com uma proteina G ou por meio da agao
da adenilato ciclase. O influxo de Ca™ ativaria diretamente, ou por meio de cinases
dependente de Ca™ (CDPK), uma NADPH oxidase. Uma vez ativada, esta proteina seria

capaz de promover a redu¢do de uma molécula de oxigénio gerando radicais superoxidos (O7)
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que seriam rapidamente convertidos a peroxido de hidrogénio (H,0O,), pela acdo da proteina
superoxido dismutase (SOD) (Bolwell, 1999). Os radicais superdxido de oxigénio podem
gerar radicais de hidroperoxil (HO;) que sdo capazes de atravessar membranas tao
eficientemente quanto os radicais de peroxido de hidrogénio.

O perdxido de hidrogénio (e possivelmente metabolitos relacionados) funciona como
um gatilho local para a morte celular programada de células desafiadas e como um sinal
difusivel para a indugdo de genes de protegdo celular, nas células circunvizinhas (Levine et al.,
1994). Em condig¢des apropriadas, o hidroperoxil e o peroxido de hidrogénio podem converter
os acidos linoléico, linolénico e araquidonico em peroxidos lipidicos, que atuam como
moléculas sinalizadoras. Além disso, o peroxido de hidrogénio pode atuar como substrato para
peroxidacao lipidica, envolvendo lipoxygenases, levando a formagao de precursores do acido
jasmonico, que também tém fungdo sinalizadora. O peroxido de hidrogénio promove ainda a
atividade da 2-acido benzoico hidroxilase (BA2-H), enzima que ¢ requerida para a sintese de
acido salicilico (SA) e ainda, Lamb & Dixon (1997) relataram a expressao de genes que
codificam L-fenilalanina amonia-liase (PAL), induzidos pelo H,O,.

O desbalango do potencial redox causado por ROS pode ainda alterar o padrao de
expressao génica. A estabilidade de alguns transcritos envolvidos na repostas de defesa
também pode ser regulada pelo balango redox. Concomitantemente a geracao de ROS, ocorre
a sintese de novo de 6xido nitrico (NO), detectada no sitio de infec¢do. Durner et al. (1998)
demonstraram que a atividade da proteina 6xido nitrico sintase (NOS) aumentou quatro a
cinco vezes em folhas de tabaco apds a infecgdo com o virus do mosaico do tabaco. O 6xido
nitrico (NO) potencializa a inducao de morte celular no sitio da infec¢do, provavelmente pela
sua capacidade de inibir as enzimas catalase e peroxidase, as quais detoxificam os radicais
H,0,. O 6xido nitrico também ¢é capaz de ativar a proteina adenilato ciclase que, via AMP

ciclico, induz a expressao de PAL. A fenilalanina amonia-liase € a primeira enzima na rota dos
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fenilpropandides, que estdo envolvidos na sintese de compostos antimicrobianos de baixo peso
molecular, conhecidos como fitoalexinas (Klessig, 2000).

A redugao do nimero de lesdes locais, promovida pela aplicagdo de BR 16, em plantas
de feijoeiro Moruna (nc) inoculadas com o SBMV, poderia ser devida a uma maior expressao
dos genes que codificam a PAL, promovida pela indugdo através do peroxido de hidrogénio e
sinalizadores relacionados ou derivados. O efeito da aplicagdo de AS e BR 16 na atividade da
L fenilalanina amoénia-liase, em plantas de feijoeiro Moruna (nc) inoculadas com SBMV e ndo
inoculadas, foi verificado 6 dias ap6s a aplicagdo dos reguladores de crescimento nas plantas
(5 dias apos a inoculagdo no caso das plantas infectadas). Nenhum efeito na atividade da PAL
foi verificado pela aplicagcdo dos reguladores de crescimento. Entretanto, a inoculagdo com
SBMV promoveu um aumento significativo na atividade desta enzima (Figura 9). Ao analisar
a relacdo entre a atividade da PAL e o nimero de lesdes necroticas, foi observada uma
proporcionalidade, onde a redugdo do niimero de lesdes foi acompanhada por uma reducgao
semelhante na atividade desta enzima (Figura 10). Desta forma, neste experimento, nenhuma
relag¢do foi encontrada entre a atividade da PAL ¢ a reducdo do niumero de les6es locais tanto
nas plantas tratadas com AS quanto naquelas que receberam BR 16. A impossibilidade de
relacionar a reducao do niimero de lesdes com aumento de atividade da g-POX ou da PAL, e
plantas tratadas com BR 16, sugere que outras rotas devem ser consideradas.

A ativagdo de genes de defesa por ROS, NO e 4cido salicilico ocorre sinergicamente
ndo s6 no sitio da infeccdo, mas por toda a planta, levando a SAR (Dangl et al., 1996;
Ousborn, 1996), que requer acido salicilico (Dempsey, 1999). Durante esta resposta ocorre a
expressao de diversas proteinas relacionadas a patogénese (PR), algumas das quais apresentam
atividade antimicrobiana in vitro e intensificam a resposta de resisténcia quando
superexpressadas. O gene NPRI1, clonado em Arabidopsis ¢é requerido tanto para o

estabelecimento de SAR como para expressao de PR-1, induzidas por SA (Cao et al., 1994).
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Uma diferente resposta sistémica foi descoberta recentemente em plantas que respondem a
cepas nao-patogénicas da bactéria colonizadora de raizes Pseudomonas fluorescens. Esta
resposta tem sido referida como Resisténcia Sistémica Induzida (ISR) e também ¢ efetiva para
multiplos patdgenos (McDowell & Dangl, 2000; Pieterse, 1998). ISR ¢ independente de SA e
ndo esta associada com a ativagdo da expressao de PR-1, porém requer a operacao das rotas
sinalizadoras que respondem ao acido jasmonico (JA) e ao etileno. Embora independente de
SA, ISR requer a expressdao do gene NPRI, sugerindo que este gene tem um papel basal nas
respostas sistémicas de defesa das plantas. NPR/I apresenta um sinal de localizagdo nuclear
(NLS) e parece ser capaz de interagir com elementos responsivos a SA nas regides promotoras
dos genes relacionados com a patogénese.

Etileno e JA sdo moléculas sinalizadoras envolvidas na resposta de defesa a estresses
bioticos e abidticos. Induzem a expressdo de compostos antimicrobianos ndo induzidos por
SA. Acredita-se que estas moléculas atuem em uma cascata antagonista a cascata envolvendo
SA, embora possa haver cruzamento entre estas duas rotas de sinalizagdo (Dong, 1998). O
papel destas duas moléculas nas repostas de defesa a patdogenos em plantas ainda ndo esta
muito bem esclarecido.

Um supressor de NPRI, denominado SS/, foi identificado mais recentemente, e
demonstrou-se que nos duplos-mutantes (nprl-ssi) ha expressao constitutiva de PDF[.2, um
gene marcador para a rota dependente de JA, de maneira dependente de SA, o que leva a uma
nova interpretacdo destas rotas de sinalizagdo, ou seja, que os processos dependentes de SA
podem ser desacoplados do gene NPRI e que haja interagdo entre as duas rotas (Shah et al.,
1999; Feys, 2000). Também, de maneira intrigante, o gene marcador PDF[.2 da rota de JA
nao ¢ expresso durante a ISR, indicando um desvio na rota para expressao dessa defensina.

Da mesma forma que o etileno e o acido jasmoénico, € possivel que ocorra algum

cruzamento na rota de sinalizagdao de defesa promovida pela aplicagao do brassinolideo BR 16
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com a do AS, ou ainda, que este deflagre diretamente a expressdo de genes de defesa. Os
resultados encontrados na redugdo do niimero de lesdes necrdticas em plantas de feijoeiro
Moruna (nc) inoculadas com SBMYV, através da aplicacdo prévia de AS e BR 16, sdo
consistentes tanto pelas diferengas significativas encontradas em todos os ensaios quanto pela

alta repetibilidade dos resultados.

5.2. Efeito de reguladores de crescimento na inducio de resisténcia em plantas

de feijoeiro Jalo.

Plantas de feijoeiro Jalo submetidas a uma aplicagdo prévia de BR 16, 24 horas antes
da inoculacdo com SBMYV, e mais duas aspersoes posteriores no quarto e no oitavo dia apos a
primeira aplicagdo com este regulador de crescimento, apresentaram uma redugao significativa
na concentracdo viral, na 5 folha trifoliolada, 28 dias ap6s a inoculagdo das folhas primarias,
em relagdo as plantas aspergidas com agua. A aplicagdo triplice de AS também promoveu um
efeito significativo na redugdo da concentracdo de SBMV, entretanto, devido ao resultado de
uma das repeti¢cdes neste tratamento, houve a necessidade da transformacao estatistica dos
resultados neste experimento (Figura 11). Ao se comparar a concentragdo viral das plantas
controle negativo (sadias) com a verificada nas plantas tratadas com BR 16, os resultados sdo
idénticos (Figura 11). Isto se deve provavelmente a menor sensibilidade do teste serologico
PTA-ELISA, em comparagdo com a sensibilidade do DAS-ELISA, que pode desta forma, ndo
ter detectado as baixas concentragdes virais que ocorreram nas plantas tratadas com o
brassinolideo, aparentando que estas plantas ndo foram inoculadas.

A reducdo na concentracdo de SBMV, em infecg¢des sit€émicas de feijoeiro Jalo, como
efeito da triplice aplicagdo de BR 16, foi significativa e parece ser consistente com a redugdo

do ntimero de lesdes necrdticas observada nas plantas de feijoeiro Moruna (nc) inoculadas
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com o SBMV. Estes resultados sugerem a ocorréncia de uma indugdo de resisténcia tanto local
quanto sistémica, promovida pelo brassinolideo BR 16. Foi também observado que os
sintomas de mosaico, caracteristico das infec¢des sistémicas de SBMV em feijoeiro Jalo,
foram menos intensos nas folhas das plantas tratadas com o BR 16, do que os expressados nas
plantas do controle positivo (plantas inoculadas) e também em relagdo as plantas tratadas com
AS. Um fendmeno interessante ocorreu em um ensaio com plantas de feijoeiro Jalo, tratadas
com uma, duas ou trés aplicacdes de AS e BR 16, e inoculadas com o SBMV, que foi
cancelado em funcdo da ocorréncia de oidio (Erysiphe polygoni). Antes do descarte das
plantas, foi observado que os sintomas menos severos ocorreram nas plantas tratadas trés
vezes com 0 BR 16 em comparagdo com todos os demais tratamentos. A doenga ocorreu de
forma espontanea e ndo controlada, de forma que as lesdes (manchas) ndo foram mensuradas.
De todo modo, apesar da nulidade empirica, este incidente sugere um efeito de indugdo de
resisténcia de amplo espectro, como caracterizado na SAR, pela aplicagdo do BR 16.

Para se testar o efeito de uma, duas ou trés aplicagdes de AS e BR 16, na concentragao
viral em infec¢des sistémicas, outro experimento com feijoeiro Jalo foi executado. A primeira
aplicacao dos reguladores de crescimento foi executada 24 horas antes da inoculagdo com o
SBMV, e as demais ocorreram no quarto € no oitavo dia apds a primeira aplicacdo. Neste
experimento a segunda folha trifoliolada foi coletada de todos dos tratamentos, 17 dias apos a
inoculagdo, quando também foi verificado o efeito da aplicagdo dos reguladores de
crescimento na atividade das enzimas g-POX e da PAL. Nao houve efeito da aplica¢do dos
reguladores de crescimento na concentragdo viral (Figura 12). Da mesma forma, nao houve
diferenca na atividade das enzimas g-POX e PAL, nas plantas de feijoeiro Jalo tratadas com
AS e BR 16, no intervalo de tempo analisado, tanto nas plantas inoculadas (Figura 13), quanto
nas sadias (resultados ndo apresentados). Entretanto, apesar de ndo ter ocorrido diferengas

significativas, ao se comparar as médias da atividade da PAL entre as plantas inoculadas e as
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sadias, tratadas com BR 16, as médias das plantas infectadas, se revelaram menores do que as
médias das plantas sadias (Figura 14). O efeito da inoculagdo com o SBMV, nas plantas
tratadas com BR 16, deveria ter promovido um aumento na atividade desta enzima,
exatamente como o verificado nas plantas inoculadas e tratadas com AS. Portanto, estas
atividades médias menores da PAL, em plantas tratadas com SBMV e tratadas com BR 16,
reforcam os resultados verificados nos experimentos com a atividade da PAL, em feijoeiro
Moruna (nc), em que a aplicagdo do BR 16 em plantas infectadas promove uma redugdo na
atividade desta enzima.

Este experimento expds as limitagdes do método utilizado nas pesquisas de indugdo de
resisténcia, utilizando o modelo de infecgdes sist€émicas em feijoeiro Jalo. Neste sistema, as
aplicacdes sdao exogenas, realizadas através da aspersdo manual dos reguladores de
crescimento. Este sistema revelou-se adequado para os ensaios de indugdo de resisténcia local,
com plantas de feijoeiro Moruna (nc), provavelmente em fungdo da natureza dindmica do
processo de resposta de hipersensibilidade. Nesta resposta, as reagdes ocorrem em poucos
dias, sob a influéncia dos reguladores de crescimento, aplicados 24 horas antes das
inoculagcdes com o SBMV. Para o modelo de infecgdes sitémicas, onde um tempo minimo ¢
necessario para a dispersdo do virus, ocorre um distanciamento entre a aplicagdo inicial do
regulador de crescimento e 0 momento da coleta do trifoliolo. Reaplica¢des hormonais podem
implicar em problemas de “timing”, em que sinalizagdes repetidas podem provocar efeitos
antagonicos e nao sinérgicos, na indugdo de resisténcia. Existe ainda o carater individual de
resposta de cada folha ao processo da invasao sistémica e a propria dispersao do virus que esta
condicionada a variacao da temperatura.

Os dados apresentados na Figura 11, refererem-se ao ensaio em plantas de feijoeiro
Jalo, com trés aplicagdes de AS e BR 16, e infectadas com SBMV, em que houve uma redugao

significativa na concentragdo viral das plantas tratadas com BR 16. Entretanto, este ensaio se
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desenvolveu entre Maio e Junho de 2004, com temperaturas médias didrias de 17,8 °C (Anexo
I), onde a 5* folha foi amostrada, 28 dias apos a inoculagdo. O segundo ensaio com plantas de
feijoeiro Jalo, tratado com AS e BR 16, ocorreu entre Janeiro e Fevereiro de 2005, onde a 2*
folha trifoliolada foi coletada 17 dias apds a inoculagdo com SBMV, e as temperaturas médias
diarias foram de 23,9 °C. Neste experimento ndo houve efeito dos tratamentos nas
concentragdes virais, nem na atividade das enzimas g-POX e PAL. Isto demonstra que para
ensaios com o modelo de infecgdes sistémicas, o fornecimento dos reguladores deveria ser
feito de forma continua, talvez com concentragdes proximas as fisioldgicas, e seguramente sob
condig¢des de temperatura controlada.

A descoberta do papel dos brassinosterdides no crescimento e desenvolvimento de plantas,
ocorrida nos ultimos anos foi um fendmeno marcante na estudo da fisiologia vegetal. A
interacdo entre os BRs e outros hormonios envolvidos neste processo sugere uma rede
complexa de sinalizagdo hormonal com efeitos na indugdo da expressdo de genes. A
possibilidade do papel dos BRs na adaptacao aos estresses ambientais e ataque de patdgenos €
igualmente intrigante (Haubrick & Assmann, 2006). Os resultados obtidos na inducdo de
resisténcia local com plantas de feijoeiro Moruna (nc), € na inducao de resisténcia sist€émica
com plantas de feijoeiro Jalo, inoculadas com SBMV, sugerem uma participacdo do BR 16,
nos processos de indugdo de defesa tdo importantes quanto aqueles promovidos pela aplicagdo

do AS.
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6. CONCLUSOES

A aplicagdo exogena de acido salicilico (AS) ou do brassinolideo (BR 16) em plantas
de feijoeiro Moruna (nc) inoculadas com o Southern bean mosaic virus (SBMV)
promoveu uma reducao significativa no nimero de lesdes necroticas e na atividade da
enzima guaiacol peroxidases (g-POX), mas nao teve efeito sobre a atividade da L-

fenilalanina amonia-liase (PAL).

Aplicagdes exdgenas com BR 16 em plantas de feijoeiro Jalo inoculadas com SBMV
podem ter contribuido para uma redugao significativa na concentragao viral na 5* folha

trifoliolada, 28 dias apos a infec¢do das folhas primarias.

Os dados sugerem que a aplicacdo exodgena de AS ou BR 16 promove um efeito na

indugdo de resisténcia local em plantas de feijoeiro Moruna (nc), inoculadas com o

SBMV.
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ANEXO | - Temperaturas maximas e minimas (°C), e precipitagado diaria (mm) em Campinas.
Ano de 2004, Fonte: CIIAGRO - IAC- Campinas/SP

Data Max | Min | Chuva Data Max | Min | Chuva Data Max | Min | Chuva
1/4/2004 |129,6|17,6| 0,0 15/5/2004 119,4|16,8| 1,6 28/6/2004 |27,2(16,2| 0,0
2/4/2004 |30,4(17,8| 0,0 16/5/2004 |1 20,2|10,8| 7,8 29/6/2004 |27,8|16,2| 0,0
3/4/2004 |31,0(17,8| 0,0 17/5/2004 |122,6| 9,4 0,0 30/6/2004 |26,4(154| 0,0
4/4/2004 126,8|119,6| 0,0 18/5/2004 {20,8|10,0| 0,0 1/7/2004 126,6|14,2| 0,0
5/4/2004 |29,6|16,8| 2,5 19/5/2004 |124,21126| 2,8 2/7/2004 |26,4]/14,0| 0,0
6/4/2004 [29,0118,8| 0,0 20/5/2004 | 23,0|15,2| 04 3/7/2004 |26,4(14,2| 0,0
7/4/2004 |28,0(17,4| 12,9 21/5/2004 |23,8(14,8| 0,0 4/7/2004 27,6150 0,0
8/4/2004 |31,4(17,8| 0,0 22/5/2004 |24,4(14,6| 4,3 5/7/2004 |25,2(15,8| 0,0
9/4/2004 |30,0/19,4| 0,0 23/5/2004 22,6 |15,6| 0,0 6/7/2004 |25,6|16,0| 0,0
10/4/2004 |28,6119,0| 0,0 24/5/2004 [ 26,8|15,4| 3,1 7/7/2004 |27,4(14,6| 0,0
11/4/2004 129,2117,8| 0,0 25/5/2004 |{21,8/16,8| 1,8 8/7/2004 |27,0/15,0] 0,0
12/4/2004 129,819,2| 04 26/5/2004 |17,4(12,2| 45,9 9/7/2004 |121,4(16,4| 44
13/4/2004 |27,0119,4| 0,0 27/5/2004 |18,4| 7,4 0,0 10/7/2004 120,8|14,2| 04
14/4/2004 124,0120,4| 5,4 28/5/2004 | 21,2 | 8,2 0,0 11/7/2004 119,0|13,6| 42,0
15/4/2004 |128,8|17,8| 1,5 29/5/2004 |23,6(10,8| 0,0 12/7/2004 124,0111,8| 0,0
16/4/2004 | 26,6 18,0 2,8 30/5/2004 [26,0(12,2| 0,2 13/7/2004 125,2111,6| 0,0
17/4/2004 128,8|17,4| 4,3 31/5/2004 |22,4(14,8| 0,2 14/7/2004 26,6 |14,6| 0,0
18/4/2004 |1 30,4|19,0| 0,0 1/6/2004 |123,6|13,4| 64 15/7/2004 |127,2114,6| 0,0
19/4/2004 30,6 19,0 0,0 2/6/2004 [22,4114,0| 0,0 16/7/2004 |27,2115,0] 0,0
20/4/2004 |27,818,2| 16,8 3/6/2004 |[17,0(14,2| 11,8 17/7/2004 119,6|15,2| 0,3
21/4/2004 |28,8|18,8| 0,0 4/6/2004 |19,4|11,4| 25,3 18/7/2004 |120,4|113,8| 0,0
22/4/2004 [28,8/19,4| 0,0 5/6/2004 |20,2(11,6| 0,0 19/7/2004 |1 15,0113,2| 3,1
23/4/2004 [29,4(17,2| 0,0 6/6/2004 |22,2| 9,4 0,0 20/7/2004 [15,013,2| 431
24/4/2004 |26,4(18,4| 0,0 7/6/2004 [22,0| 8,4 0,0 21/7/2004 19,6 (12,2 04
25/4/2004 |24,2120,0| 0,0 8/6/2004 |24,8| 9,6 0,0 22/7/2004 {19,0] 9,2 0,0
26/4/2004 [23,6|16,2| 1,0 9/6/2004 |22,611,3| 0,0 23/7/2004 | 18,8 | 9,2 0,0
27/4/2004 |26,216,4| 0,0 10/6/2004 | 27,2|14,2| 0,6 24/7/2004 |21,6] 9,2 0,0
28/4/2004 | 26,2154 0,0 11/6/2004 | 26,4|14,8| 0,0 25/7/2004 | 20,8 | 9,8 0,0
29/4/2004 [26,2(14,6| 0,0 12/6/2004 |17,8|15,8| 0,0 26/7/2004 [21,4| 9,4 0,0
30/4/2004 |26,2(13,4| 0,0 13/6/2004 | 16,8| 9,6 | 11,7 27/7/2004 |23,0| 9,4 0,0
1/5/2004 |27,0{14,0( 0,0 14/6/2004 |24,0| 9,6 0,0 28/7/2004 |22,6(10,2| 0,0
2/5/2004 |[28,21154| 0,0 15/6/2004 |20,2|10,0| 0,0 29/7/2004 |23,2111,0| 0,0
3/5/2004 |31,0(16,8| 0,0 16/6/2004 |254|11,8| 2,7 30/7/2004 |22,6|10,8| 0,0
4/5/2004 |28,8|17,4| 0,0 17/6/2004 1 25,6 |11,0| 0,0 31/7/2004 |25,4(11,6| 0,0
5/5/2004 |26,8|18,0| 25,6 18/6/2004 |1 26,0|10,0| 0,0 1/8/2004 124,8{10,4| 0,0
6/5/2004 |23,0/18,2| 3,5 19/6/2004 |1 25,4110,6| 0,0 2/8/2004 |25,6| 8,2 0,0
7/5/2004 |20,0(18,2| 7,4 20/6/2004 |25,0(12,4| 0,0 3/8/2004 |28,2(14,8| 0,0
8/5/2004 |20,4]/16,4| 10,8 21/6/2004 |26,0/13,0| 0,0 4/8/2004 |27,6|14,8| 0,0
9/5/2004 |22,0110,0| 0,2 22/6/2004 |25,6|11,0| 0,0 5/8/2004 [27,2113,8| 0,0
10/5/2004 |123,4|11,6| 0,0 23/6/2004 |26,0(11,6| 0,0 6/8/2004 |25,6(12,4| 0,0
11/5/2004 |25,6|14,4| 0,0 24/6/2004 |25,0/13,6| 0,0 7/8/2004 |26,2(13,8| 0,0
12/5/2004 | 28,2112,8| 0,0 25/6/2004 | 25,614,0| 0,0 8/8/2004 |20,6|13,6| 0,0
13/5/2004 120,4|13,6| 0,0 26/6/2004 |26,2|16,8| 0,0 9/8/2004 (21,6 7,8 0,0
14/5/2004 |123,6|16,6| 0,3 27/6/2004 |26,2113,8| 0,0 10/8/2004 | 22,8 | 8,4 0,0
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ANEXO Il - Temperaturas maximas e minimas (°C), e precipitagao diaria (mm) em Campinas.
Ano 2005, Fonte: CIIAGRO - IAC- Campinas/SP

Data Max | Min | Chuva Data Max | Min | Chuva Data Max | Min | Chuva
1/1/2005 |32,619,6| 0,0 14/2/2005 |1 29,0|17,4| 0,0 30/3/2005 {31,2(18,4| 0,0
2/1/2005 |30,8/20,0| 0,0 15/2/2005 |1 29,6 |16,4| 0,0 31/3/2005 | 30,6 |20,2| 0,0
3/1/2005 [29,8|18,8| 151 16/2/2005 | 31,6 16,0 0,0 1/4/2005 |131,4120,8| 0,2
4/1/2005 |24,0/19,6| 18,5 17/2/2005 |32,4119,0] 0,0 2/4/2005 [31,619,6| 0,0
5/1/2005 |27,0/19,6| 64,5 18/2/2005 | 33,2|18,4| 27,5 3/4/2005 |32,2(20,4| 0,0
6/1/2005 |[29,2/20,4| 10,5 19/2/2005 |1 32,0/20,4| 11,5 4/4/2005 |131,6|21,2| 0,0
7/1/2005 [30,0/21,4| 0,0 20/2/2005 | 30,6 19,2| 0,0 5/4/2005 [29,2]21,4| 25,2
8/1/2005 |32,0/20,0| 20,5 21/2/2005 | 29,4 (17,2 0,0 6/4/2005 |31,6[/21,6| 0,0
9/1/2005 [29,8/21,6| 0,0 22/2/2005 | 32,6 16,8| 0,0 7/4/2005 |31,6(21,6| 2,8
10/1/2005 |1 30,8|21,2| 0,0 23/2/2005 | 33,6 [18,4| 0,0 8/4/2005 |33,0/20,0] 0,0
11/1/2005 [ 25,2121,8| 9,1 24/2/2005 [34,0121,8| 0,0 9/4/2005 [32,4|21,4| 6,7
12/1/2005 | 25,2|21,6| 27,9 25/2/2005 |32,4 (22,4 0,0 10/4/2005 |1 31,6|21,0| 0,0
13/1/2005 |1 30,0121,6| 0,0 26/2/2005 27,6 19,6 31,0 11/4/2005 |1 31,4|19,6| 0,0
14/1/2005 | 32,0|17,4| 0,0 27/2/2005 | 29,0(20,8| 5,1 12/4/2005 | 31,6|18,6| 0,0
15/1/2005 |1 32,2119,8| 0,0 28/2/2005 | 31,0/20,2| 13,3 13/4/2005 | 30,2|19,6| 0,0
16/1/2005 |1 31,0122,8| 0,0 1/3/2005 |130,4{19,4| 0,0 14/4/2005 |1 31,0119,2| 0,0
17/1/2005 |27,4121,2| 0,0 2/3/2005 [28,0119,6| 0,0 15/4/2005 [31,4]118,4| 0,0
18/1/2005 |128,4|21,0f 0,0 3/3/2005 |28,6(18,0| 0,0 16/4/2005 | 30,8|18,6| 0,0
19/1/2005 |123,8|21,2| 138,5 4/3/2005 |27,8|176| 04 17/4/2005 | 31,4|20,8| 0,0
20/1/2005 |25,4|20,8| 154 5/3/2005 [29,2117,8| 0,0 18/4/2005 | 29,2118,4| 0,0
21/1/2005 |27,6 (21,0 11,4 6/3/2005 |29,2(17,4| 0,0 19/4/2005 | 30,0|17,8| 0,0
22/1/2005 |27,6 [21,0| 16,4 7/3/2005 |29,2(18,4| 0,0 20/4/2005 | 30,2|16,6| 0,0
23/1/2005 [31,4[19,0| 13,3 8/3/2005 |[33,4[19,6| 0,0 21/4/2005 [29,0/18,0] 0,0
24/1/2005 |30,0(20,8| 0,8 9/3/2005 |33,0/20,8| 0,0 22/4/2005 | 29,4 (18,2 0,0
25/1/2005 [29,0(21,0] 11 10/3/2005 | 33,4|19,4| 0,0 23/4/2005 | 29,0(17,8| 0,0
26/1/2005 |22,6 | 18,2| 56,9 11/3/2005 |1 33,6|21,0f 0,0 24/4/2005 [29,6 | 154| 0,0
27/1/2005 |21,4(16,6| 0,0 12/3/2005 |1 31,2119,8| 0,0 25/4/2005 |24,6 (17,4 0,0
28/1/2005 |24,4(17,8| 1,3 13/3/2005 | 32,6 20,2 7,0 26/4/2005 21,6 (17,4 0,0
29/1/2005 |24,4]119,6| 10,3 14/3/2005 |1 30,2|22,2| 0,6 27/4/2005 | 24,2115,0] 0,0
30/1/2005 |27,2120,0| 4,6 15/3/2005 | 28,4|20,6 | 107,9 28/4/2005 | 20,4 15,2 0,0
31/1/2005 |30,0({17,8| 16,7 16/3/2005 | 28,4|20,0| 36,2 29/4/2005 |26,0(15,2| 6,4
1/2/2005 |128,8119,6| 0,0 17/3/2005 | 27,6 |20,2| 36,6 30/4/2005 |23,0/15,6| 0,3
2/2/2005 [29,6|19,8| 0,0 18/3/2005 | 28,6 20,8 2,1 1/5/2005 |24,0115,0] 0,0
3/2/2005 |[29,8/21,0|] 0,0 19/3/2005 | 30,6 18,0 0,2 2/5/2005 |24,0/13,8| 0,0
4/2/2005 |29,0120,8| 0,0 20/3/2005 |30,2(20,2| 0,0 3/5/2005 |25,6(14,0] 0,0
5/2/2005 [28,4119,2| 0,0 21/3/2005 | 27,2]120,2| 0,0 4/5/2005 |26,8|13,8| 0,0
6/2/2005 |27,8/18,4| 0,0 22/3/2005 |27,2(20,8| 0,0 5/5/2005 |27,0(14,0| 0,0
7/2/2005 |27,4(16,0| 0,0 23/3/2005 | 29,6 [20,0| 84,5 6/5/2005 |26,4(14,2| 0,0
8/2/2005 |27,8/156| 0,0 24/3/2005 | 25,4(19,6| 15,6 7/5/2005 |27,4(14,8| 0,0
9/2/2005 [29,4|16,6| 0,0 25/3/2005 | 26,4119,6| 17,0 8/5/2005 |[27,8|15,6| 0,0
10/2/2005 |129,6|16,6| 0,0 26/3/2005 |26,8|17,6| 0,0 9/5/2005 |26,8|/16,6| 0,7
11/2/2005 29,6 16,0 0,0 27/3/2005 | 29,2117,8| 0,0 10/5/2005 |27,6|17,4| 0,0
12/2/2005 | 30,4 |176| 84 28/3/2005 [ 29,3/19,2| 0,0 11/5/2005 |1 29,8 16,6 0,0
13/2/2005 |129,4|16,0| 0,0 29/3/2005 | 30,4(18,2| 0,0 12/5/2005 |1 30,2|14,8| 0,0
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