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HIPERSENSIBILIDADE E RESISTENCIA SISTEMICA ADQUIRIDA EM
FEIJOEIRO MORUNA NC, INDUZIDAS PELO VIRUS DO MOSAICO DO

FEIJOEIRO DO SUL DOS ESTADOS UNIDOS

RESUMO

[

As plantas podem ficar sistemicamente protegidas contra diversas moléstias através de
uma inoculag@o prévia com patogenos &ausadores de necrose. Este fendmeno é conhecido
como resisténcia sistémica adquirida. O envolvimento de varios mecanismos na inducdo da
resisténcia adquirida tem sido sugerido. Entre eles estio a resposta de hipersensibilidade,
aumento na atividade da peroxidase, € o aumento no conteudo de acido salicilico nas folhas
resistentes.

Esta tese teve como objetivos caracterizar o fendémeno da resisténcia adquirida em
plantas de feijoeiro Moruna nc inoculadas com o virus VMFS-EUA, quanto & ocorréncia da
reacdo de hipersensibilidade; efeito do miimero de lesdes necréticas necessarias para a inducido
da resisténcia; efeito de condigdes ambientais (radiago e temperatura), durac@o do fendémeno
e efeito da nodulagdo por Rhizobium tropici; avaliar os processos bioquimicos envolvidos na
resisténcia adquirida, tais como peroxidagio de lipideos, atividade enzimaticas (catalase,
peroxidase e fenilalanina aménia-liase) e o envolvimento do 4cido salicilico; e estudar o
efeito da aplicagdo de citocininas, acido salicilico e benzotiadiazole sobre a resposta de
hipersensibilidade e a expressdo da resisténcia sistémica adquirida. Para tanto, na maioria dos
experimentos (exce¢do aos experimentos em que foi estudada a influéncia do numero de
lesdes ocorridas na indugdo na expressdo da resisténcia), o feijoeiro Moruna nc foi inoculado

na folha primaria com o virus VMFS-EUA purificado, na concentragdc de 10 ug/mL.



Geralmente a reago de hipersensibilidade ocorreu 72 horas ap6s esta inoculagio (inoculagio
de indugdo). A planta inoculada recebeu outra inoculagio (de desafio) com a mesma
concentragdo de VMFS-EUA, na 2° folha trifoliolada. Quatro dias apés esta tiltima inoculagio,
foram realizados os ensaios enziméticos ¢ as outras determinagBes bioquimicas em ambas as
folhas, induzida e desafiada.

Nos experimentos em que foi estudada a influéncia do nimero de lesBes ocorridas na
induco na expressdo da resisténcia adquirida, verificou-se que o aumento na concentracio
viral de 1,7 para 20 pg/mL durante a inoculagio de indugio resultou em menos lesdes
ocorridas no desafio, tanto nos experimentos realizados em casa de vegetacio como em
camara de crescimento. As mudancgas realizadas experimentalmente na radiacdo luminosa
incidente ndo resultaram em alterages na expressdo da resisténcia adquirida. No entanto, a
aumento na temperatura de 20°C para 30°C causou uma reducfio no niimero e tamanho de
lesGes ocorridas no desafio. De um modo geral, a resisténcia adquirida teve duragdo de 13 2 22
dias apés a indugdo da mesma. Nio foi observado efeito da nodulagio na expressdo da
resisténcia adquirida.

Malondialdeido, um produto da peroxidacio de lipideos, esteve relacionado com a
resposta de hipersensibilidade. Néo foi observado aumento na atividade da enzima catalase em
relagdo a ocorréncia de resisténcia adquirida. A atividade da peroxidase aumentou de
aproximadamente 3 para 15 unidades (expressas em AAbssz/min.g massa fresca) durante a
expressdo da resisténcia sistémica adquirida. A enzima fenilalanina amédnia-liase (PAL)
também apresentou aumento de atividade nas plantas que estavam expressando resisténcia
(uma meédia de 7 U.A.z00/h. g massa fresca x100. nas folhas nio induzidas e 27 U.A 20/h.g

massa fresca x 100 nas folhas com resisténcia adquirida). O contetido de acido salicilico nas
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folhas com resisténcia induzida aumentou mais de 30 vezes durante a ocorréncia da resisténcia
no feijoeiro Moruna nc.

O tratamento de aplicagdo de citocinina permitiu maior replicagio viral, monitorada
pelo teste PTA-ELISA, tanto nas plantas de uma variedade que permite a invasio sistémica
(cultivar Jalo), como na variedade Moruna nc. J4 as folhas tratadas com acido salicilico
apresentaram reducdo na replicagio viral. A aplicacio do 4cido salicilico induziu resisténcia
sistémica a partir de doze horas apds sua aplicagdo, evidenciada pela reduciio de 15 lesdes/cm’
de folha, no controle, para 2 lesdes/cm” de folha nas folhas tratadas.

O benzotiadiazole (sob a forma do produto comercial BION), produto indutor de
resisténcia analogo ao acido salicilico, induziu resisténcia nos feijoeiros quando aplicado nas
doses de 2,5 e 5 g/100L. Doses maiores do produto causaram sintomas de toxidez nas plantas.
Peroxidase teve sua atividade aumentada nas plantas tratadas com o produto, mas a enzima
PAL ndo apresentou tal comportamento. O produto conferiu resisténcia as plantas durante o
periodo de nove dias.

O trabalho permite concluir que o niimero e tamanho das lesdes causadas pelo VMFS-
EUA na indugio foram afetados pela temperatura, e foram fatores determinantes para a
ocorréncia da resisténcia adquirida. As enzimas peroxidase ¢ PAL foram associadas aos
processos bioquimicos que possibilitaram a ocorréncia da resisténcia sistémica. O 4cido

salicilico também esteve envolvido na expressio de resisténcia sistémica adquirida em plantas

de feijoeiro Moruna nc inoculadas com VMFS-EUA
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HYPERSENSITIVE RESPONSE AND SYSTEMIC ACQUIRED RESISTANCE IN

MORUNA BEAN INOCULATED WITH SOUTHERN BEAN MOSAIC VIRUS

SUMMARY

Plants can be systemically protected against diseases by prior inoculation with
necrotizing pathogens or physiological/biochemical stresses. This phenomenon has been
termed systemic acquired resistance (SAR). Several mechanisms have been suggested to
contribute to plant induced resistance. They include the hypersensitive response (HR),
enhanced systemic extracellular peroxidase activity, and the involvement of salicylic acid.

The purposes of this work were to characterize SAR in Moruna bean inoculated with
Southern Bean Mosaic Virus (SBMV) in relation to the HR occurrence; study the effect of
lesion number necessary to induce SAR; study the effects of light radiation and temperature;
evaluate time extension and effect of Rhizobium tropici nodulation; study biochemical
processes involved with SAR, such as lipid peroxidation, enzymatic activities (catalase,
peroxidase, and PAL) and the involvement of salicylic acid; and finally study the effects of
cytokinin, salicily acid and benzothiadiazole application in the HR and SAR expression. In
most of the experiments (except for those where the effect of lesion number necessary to
induce SAR was studied) Moruna bean was inoculated on the primary leaves with purified
SBMYV at the concentration of 10 pg/mL. It usually showed HR 72 hours after this inoculation.
Inoculated plants were challenged with the same concentration of SBMV on the second
trifoliate leaf. Four days after challenge, enzymatic assays and other biochemical assays were
performed on both induced and challenged leaves.

In the experiments where the effect of lesion number necessary to induce SAR was

studied, increasing SBMV concentration from 1.7 to 20 pg/mL as the inducing inoculum
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resulted in the development of fewer lesions at challenge in both greenhouse and growth
chamber experiments. Changes in incident light radiation did not modify the pattern of SAR
expression, but increase of temperature from 20°C to 30°C caused a reduction in both number
and lesion size at challenge. In general, SAR was expressed during 13 to 22 days. No
nodulation effects were observed on the expression of SAR.

Malondialdehyde, a product of lipid peroxidation, was associated with HR. No changes
in catalase activity were observed in relation to SAR. Peroxidase activity increased from
approximately 3 to 15 units (expressed in AAbssy/min.g fresh weight) during SAR expression.
Phenylalanine ammonia-lyase (PAL) also showed enhanced activity in the induced leaves (an
average of 7 U.A.200/ h. g fresh weight x100 in non-induced leaves, and 27 U.A 290/ h. g fresh
weight x 100 in SAR expressing leaves). Salicylic acid content on the induced leaves
increased up to 30 fold during SAR expression in Moruna bean.

Leaves treated with cytokinin showed increased virus replication, measured by PTA-
ELISA, both for plants that permit systemic spread (Jalo) as for Moruna nc. On the other
hand, leaves sprayed with salicylic acid presented less virus replication. Treatment with
salicylic acid induced systemic resistance after 12 hours, showing a reduction from 15
lesions/cm? (control) to 2 lesions/cm? (treated leaves).

Benzothiadiazole (which commercial product is called BION), an analog of salicylic
acid, induced resistance in bean when it was applied at 2.5 and 5 g/100 L. Higher amounts of
this product were toxic to the plants. Peroxidase activity was higher in plants treated with BTH
than in the control, but PAL did not show this increase in activity. Plants treated with BTH
remained resistant to SBMV during 9 days.

We conclude that number and lesion size caused by SBMV at induction were affected

by temperature, and were important for SAR occurrence. Extracellular peroxidase and PAL
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were associated with the biochemical processes leading to resistance. Salicylic acid was also

related to induced resistance of Moruna bean plants inoculated with SBMV.
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1. INTRODUCAO

As plantas estdo sendo constantemente expostas aos mais diversos patdgenos, mas o
desenvolvimento das moléstias nem sempre ocorre. Existem trés motivos para ocorrer a
incompatibilidade: (1) ou a planta ¢ incapaz de fornecer todas as condigdes necessarias para a
sobrevivéncia do patogeno e portanto nZo se constitui numa planta hospedeira; (2) ou a planta
possui barreiras estruturais pré-formadas e/ou compostos toxicos que confinam infeccdes bem
sucedidas de patogenos especificos; e (3) apos o reconhecimento do ataque do patégeno,
mecanismos de defesa podem ser ativados ¢ a invasdo se mantém localizada. Destes trés tipos
de interacfio, apenas na Gltima forma de resisténcia os mecanismos de defesa dependem da
indugfo.

As reagbes de incompatibilidade sdo freqiientemente associadas ao aparecimento de
lesbes necroticas contendo células mortas no sitio de entrada do patdgeno. Classicamente esta
resposta da planta ao ataque de patdgenos € conhecida como hipersensibilidade (HR) e ocorre
poucas horas ap6s o ataque do patdgeno (Agrios, 1998). Na pratica, HR ¢ caracterizada por
restringir o crescimento e/ou espalhamento do patdgeno (Durner et al., 1997).

Ha varias combinagBes de virus/ plantas hospedeiras nas quais a planta responde a
inoculago foliar com a formagéo de lesSes locais, grupos de células no sitio de infecgio que
apresentam sinais visiveis de alteragSes metaboélicas, podendo inclusive culminar na morte
programada das células. Se a reagdo for de hipersensibilidade, estas areas se tornam necréticas,
e o virus fica restrito as células necrosadas e as células imediatamente adjacentes, ndo

ocorrendo, portanto, o espalhamento do patégeno e o desenvolvimento da moléstia (Goodman



et al., 1986). Este € o caso das plantas de feijio Moruna nc, quando inoculadas com o virus do
mosaico do fefjoeiro do Sul dos Estados Unidos (VMFS-EUA) (Cupertino ez al., 1980).

A resposta de hipersensibilidade € considerada uma forma de resisténcia, e &
comumente determinada por um Unico gene dominante presente no gendtipo vegetal (Dawson
& Hilf, 1992). Varios processos caracteristicos da resposta de hipersensibilidade parecem
envolver primeiramente a ativagdo de componentes pré-existentes, ao invés de ocorrer
mudangas na expresséo génica. Um destes processos rapidos é a liberagio de formas ativas de
oxigénio (Mehdy, 1994). Este surto oxidativo precede e posteriormente acompanha a morte
celular da planta hospedeira, associada 2 lesfo (Mehdy ef al., 1996).

As formas ativas de oxigénio sfio intermediarios toxicos que resultam de sucessivos
passos na redugdo do O, molecular. O surto oxidativo estd correlacionado com a resposta de
hipersensibilidade em diversas espécies de monocotiledéneas e dicotileddneas, incluindo arroz,
fumo e soja. As espécies predominantes das formas ativas de oxigénio detectadas nas
interagdes planta/patogeno sdo o ion superdxido (0,), peroxido de hidrogénio (H,0,) e o
radical hidroxila (OH") (Mehdy, 1994). Sdo todos extremamente toxicos, pois podem reagir
indiscriminadamente com os componentes celulares, 0 que provoca uma cascata de reacdes
oxidativas que resultam na quebra de DNA, degradacgio de proteinas e pigmentos, peroxidagio
de lipideos de membranas e inativagio de enzimas.

Um mecanismo capaz de auxiliar as plantas contra os danos causados pelas espécies
ativas de oxigénio € o aumento da atividade das enzimas antioxidantes, que fazem a diminuicdo
destes radicais livres. Entre estas enzimas, estio a superéxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), peroxidases (PER) e as enzimas do ciclo glutationa/ascorbato (Purvis & Shewfelt,

1993). SOD ¢ a primeira enzima do processo de desintoxicacdio. Ela converte os radicais Oy



em H,0,. CAT, ascorbato peroxidase e outras peroxidases catalizam a quebra do H>O, em H,O
e 0. No ciclo glutationa/ascorbato a agfo enzimatica da ascorbato peroxidase reduz H,0,
usando ascorbato como doador de elétrons (Queiroz, 1997).

Em um estudo de interagdo entre fumo e o virus do mosaico do fumo (TMV), O, foi
detectado em discos foliares sob reagdio de hipersensibilidade. E ao contrario, pouco O, foi
produzido nos discos foliares ndo infectados ou sob invasfo sistémica (Doke & Ohashi, 1988).

Em adi¢@0o a resisténcia pelo mecanismo de hipersensibilidade, as células da planta
respondem a infecgdo viral induzindo resisténcia mais duradoura a futuros desafios de
patdgenos, tanto no sitio primario de infecgdo como em partes nfio infectadas da planta, sendo
isto chamado resisténcia sistémica adquirida ("systemic acquired resistance”, SAR). A SAR
refere-se a um sinal de transduggo distinto, que desempenha importante papel na habilidade das
plantas em defender-se contra os patégenos. Ap6s a formagio da lesdo local necrética tipica da
resposta de hipersensibilidade, a SAR pode ser ativada, e tal ativagio resulta no
desenvolvimento de resisténcia de amplo espectro, e pela planta toda (Neuenschwander et al.,
1996).

A primeira evidéncia convincente de que as plantas podem desenvolver a SAR aos
patogenos foi obtida em experimentos realizados com fumo. O patégeno Peronospora
tabacina normalmente infecta as folhas de fumo, causando mildio. A inoculagfio dos tecidos do
caule induz resisténcia ao mildio nas folhas localizadas acima do sitio de infecgfio (Cruickshan
& Mandryk, 1960, citados por Lucas, 1999). O desenvolvimento das leses locais necréticas
devido a penetra¢do do patogeno nos tecidos do caule parece ser importante para a indugio de
resisténcia, pois a injecdo do indculo denaturado por calor ou sonicago ndo foi efetiva (Cohen

& Kuc, 1981). A protegdo se desenvolve em um periodo superior a trés semanas seguidos a



inoculagio de inducdo, e € altamente efetiva, reduzindo a infecclio acima de 90%, quando
comparada com as plantas nfio induzidas. Neste sistema, a protegio ¢ de longa duracio,
permanecendo ativa durante o periodo de crescimento da planta. No entanto, a resisténcia
induzida ndo € transmitida pelas sementes (Lucas, 1999)

Ross (1961, citado por Lucas, 1999) demonstrou que a inoculacio de uma folha de
determinada cultivar de fumo que apresentava resisténcia localizada ao virus TMV , aumentou
a resisténcia de outras folhas na mesma planta aoc TMV. A resisténcia sistémica adquirida foi
expressa através da redugfio no nimero e tamanho das lesdes produzidas. Trabalhos
posteriores mostraram que a inoculagio de indugdo nfio apenas ativou a resisténcia ao proprio
TMYV, como também a outros patdgenos tais como fungos e bactérias (Mclntyre ez al., 1981).

Em uma série de artigos, foi demonstrada a ocorréncia de resisténcia sistémica
adquirida 2 antracnose em feijdo (Elliston ef al, 1971) ¢  pepino inoculado com
Colletotrichum lagenarium (Hammerschmidt ef al, 1976, Kuc & Richmond, 1977).
Atualmente, o espectro biologico de protegdo conferida pela resisténcia sistémica adquirida
inclui patégenos tdo diversos quanto os fungos causadores de manchas foliares, bactérias
causadoras de murcha foliar, virus que causam necrose € mosaico (Lucas, 1999).

Até os dias atuais, a resisténcia sistémica adquirida tem sido um fendémeno descrito em
pelo menos 20 espécies de plantas de seis familias diferentes (Sticher et al., 1997). Alguns tipos
de resisténcia sistémica foram demonstrados também em &caros e insetos (Karban & Carey,
1984; Ryan, 1990). No entanto, questdes importantes permanecem obscuras, tais como, quais
mecanismos s30 realmente responsaveis pela indugio e expressio da resisténcia sistémica

adquirida; e se este fendmeno ocorre da mesma forma nas diferentes espécies vegetais.



Enquanto na resisténcia do tipo gene-a-gene, a planta é suscetivel ou resistente a
determinada raga do patégeno, a resisténcia sistémica adquirida confere protegio quantitativa
a um amplo espectro de patdgenos. O tempo necessario para o estabelecimento da resisténcia
adquirida depende tanto da espécie vegetal quanto do tipo de organismo indutor. Uma indugo
muito rapida foi observada em pepino, onde a resisténcia foi conferida 7 horas apés a
inoculaglo com Pseudomonas syringae (Smith & Métraux, 1991). O nivel de protecdo pode
variar dependendo do organismo usado para a inoculagio de indugdo, e particularmente da
extensdo da necrose causada por este organismo (Madamanchi & Kuc, 1991). Embora os
parametros que sdo criticos para a indugio da resisténcia ainda que nio sejam bem definidos e
entendidos, € de consenso que a inoculagdo de indugfio é responsavel pela ocorréncia da
resposta de hipersensibilidade ¢ o grau de ocorréncia da mesma & fator determinante da
expressdo da resisténcia sistémica adquirida (Sticher et al., 1997).

Um grande nimero de evidéncias sugere que o acido salicilico ("salicylic acid", SA)
desempenha uma importante fun¢fo na transdugdo de sinal da SAR. Inicialmente foi observado
que o nivel de SA aumentou centenas de vezes em plantas de fumo e de pepino apGs a infecgio
de virus TMV, e este aumento demonstrou estar correlacionado com a SAR (Métraux ef al.,
1990, Rasmussem ef al., 1991). A partir destes relatos, uma quantidade consideravel de
trabalhos tém confirmado a relagdo existente entre acido salicilico e resisténcia sistémica
adquirida (Uknes ef al., 1993; Yalpani er al., 1993; Cameron et al., 1994). No entanto, o
mecanismo pelo qual o acido salicilico induz esta resisténcia ainda n3o estd totalmente
esclarecido.

Uma possivel funcdo exercida pelo acido salicilico ¢ a sua ligagdo e inativagio de uma

isoforma da enzima CAT, proposta por Chen ef al.(1993). Neste trabalho, foi sugerido que o



papel do acido salicilico na transducgo de sinal seria o de inibir a atividade da CAT, levando a
um aumento nos niveis de H;O, , o qual por sua vez funcionaria como um mensageiro
secundario do é&cido salicilico. Entretanto, resultados obtidos em outros experimentos
contestam tal observagdo (Neuenchwander ef al., 1995; Vernooij ef al., 1995).

Recentemente foi demonstrado que niveis elevados de H,O- , e tratamento com ozénio
ou raios ultravioleta estimulam a biossintese de 4cido salicilico (Leén e al, 1995;
Summermatter ef al., 1995).

Se o mecanismo pelo qual o 4cido salicilico induz respostas de defesa n3o é através do
aumento dos niveis de Hy0,, causado pela inibicio das enzimas catalase e ascorbato
peroxidase, como o sinal deste regulador de crescimento é percebido e transmitido? Uma
possibilidade € através da gerag@io de radicais de acido salicilico, subprodutos da interacio do
acido salicilico com a catalase e peroxidases (Durner & Klessig, 1996).

Dada a sua importancia na resisténcia vegetal, a rota biossintética do acido salicilico
pode representar um ponto de controle das respostas de defesa vegetal. A biossintese de acido
salicilico parece comegar com a conversdo da fenilalanina a 4cido trans-cindmico (t-CA),
reagdo catalisada pela enzima fenilalanina amonia-liase (PAL). Tem sido proposto que a
conversgo de t-CA em 4cido salicilico provém da produgdio de 4cido benzoico, seguida pela
hidroxilagdo do carbono 2 para derivar em 4cido salicilico (Yalpani et al, 1993). Tanto o
acido benzéico como o 4cido salicilico podem ser conjugados a glicose. O aumento nas formas
livres de acido benzdico e acido salicilico est correlabionado com o decréscimo dos niveis da
forma conjugada de acido benzoico (Yalpani ez al., 1993).

O envolvimento da enzima 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. Uma vez que a PAL catalisa o primeiro passo da
biossintese de &cido salicilico, e a resisténcia pode ser restabelecida em plantas com atividade
da PAL inibida através de tratamento com 4cido salicilico exégeno, o aumento na
suscetibilidade € provavelmente causado por um bloqueio na sintese de 4cido salicilico.

Embora o 4cido salicilico pareca ser necessario para a ocorréncia da resisténcia
sistémica adquirida, analises de mutantes e plantas transgénicas tém sugerido que o mesmo ndo
¢ um requisito absoluto para a resposta de hipersensibilidade (Dangl et al., 1996; Ryals ef al.,
1996).

Tem sido relatado que em alguns casos a expressdo dos genes que codificam para as
proteinas relacionadas a resisténcia (PRs) e para a resisténcia em si, pode ser ativada de
maneira independente de 4cido salicilico (Hammond- Kosack & Jones, 1996; Pieterse et al.,
1996), mesmo que o &cido salicilico e a rota de transdugfio de sinal em que ele est4 envolvido
estejam relacionados 4 resisténcia a varios patégenos.

Desde os anos 60 tem sido observado que a resisténcia vegetal pode ser modificada por
citocininas. Foi verificado que ocorreu supressio da resposta de hipersensibilidade de plantas
de tomate infectadas por Meloidogyne incognita (Dropkin et al., 1969) e fumo inoculado com
Pseudomonas tabaci (Novacky, 1972), quando estas plantas foram tratadas com citocininas.
Estes relatos sugerem que as citocinas podem atenuar a resposta de hipersensibilidade a fungos,
bactérias e nematdides patogénicos. No entanto, os estudos sobre efeito de citocininas na
inducdo a resisténcia de fumo infectado com TMV indicaram resultados contrarios 20s
observados nos trabalhos anteriores (Kirdly & Szirmai, 1964). Em estudo com feijoeiro

Moruna nc hipersensivel ao VMFS-EUA, Vega (1995) verificou que a aplicacio de 6-



benzilaminopurina incrementou o niimero de lesdes locais necréticas. Para o autor, é provavel
que este aumento das leses esteja relacionado a uma maior replicagio inicial do virus. Ja
segundo Beckman & Ingram (1994) deve haver uma ligacio mecanistica entre resisténcia e
senescéncia, ou seja, a idade fisiologica da planta deve influenciar na resposta de
hipersensibilidade e resisténcia sistémica adquirida.

Ha evidéncias de que produtos da peroxidag8o de lipidios, tal como o 4cido jasménico,
podem agir como sinalizadores intracelulares que levam 2 ativacio da resisténcia (Mehdy et al.,
1996). Além disto, hé varias substincias quimicas que tem sido relatadas como indutoras de
resisténcia sistémica quando aplicadas nas plantas (Kesmann ef al., 1994). Uma delas é o CGA
245704 (benzo[1,2,3 ]tiadiazole-7-4cido 7-carbotioico S-metil ester) ou BTH, cujo produto
comercial € o BION, e que ¢ produzido pela empresa Novartis. Este produto encontra-se em
fase de testes em diversas culturas no mundo, e tem apresentado resultados promissores na
indugdo de SAR.

Por outro lado, Rhizobium, Bradyrhizobium e Azorhizobium, bactérias que formam
nédulos em raizes das leguminosas e sdo responsaveis pela fixacdio de nitrogénio. A sua
associagdo com as leguminosas se constitui numa interagdo planta-microbio especial (simbiose),
que ndo induz uma resposta de defesa da planta. Varios genes bacterianos sdo responsaveis
pelo sucesso na interagdo com a hospedeira. Estes sdo, por exemplo, os genes de nodulagio
(nod), e os genes envolvidos na sintese de exopolissacarideo (exo) e lipopolissacarideo (/ps)
(Spaink, 1995). Embora as funcdes dos genes exo e Ips na nodulagdo ndo sejam muito claras,
vérios estudos sugerem um papel no controle da resposta de defesa da planta hospedeira
(Niehaus ef al., 1993; Perotto ef al., 1994). Os fatores Nod também podem desempenhar um

importante papel no controle da defesa, pois foi sugerido que podem agir como elicitores da



sintese de fitoalexinas (Savouré et al., 1997). Além disto, Vasse et al. (1993) demonstraram
que numa interag@o de compatibilidade com virus, a bactéria noduladora induziu a uma reagio
de hipersensibilidade, transformando-a em interagiio de incompatibilidade. Os autores entdo
sugeriram que a infecgdo com bactérias noduladoras pode fazer parte do mecanismo que
confere resisténcia a infecgdes. McKhann ef al. (1997), estudando a expressio de genes na
sintese da enzima PAL, observaram que de alguma forma as bactérias noduladoras inibem o
inicio do processo da resposta de defesa das plantas.

Desta forma, € possivel verificar que existem muitos fatores fisiolégicos € bioquimicos
que afetam a resposta de hipersensibilidade e a resisténcia sistémica adquirida. O entendimento
das alteragdes bioquimicas que levam ao estado de resisténcia adquirida poderdo permitir tanto
o desenvolvimento de plantas geneticamente modificadas com aumento de resisténcia a

moléstias, como a gerac@o de produtos quimicos, com um novo modo de agfio, que estimulem

os mecanismos de resisténcia de plantas.






2. OBJETIVOS

Esta tese teve como objetivos:

- Caracterizar o fenémeno da resisténcia adquirida em plantas de feijoeiro Moruna nc
inoculadas com o virus VMFS-EUA, quanto a ocorréncia da reagiio de hipersensibilidade,
efeito de condigbes ambientais, dura¢io do fenémeno e efeito da nodulacdo por Rhizobium
tropici,

- Avaliar os processos bioquimicos envolvidos na resisténcia adquirida, tais como
peroxidagdo de lipideos, atividades enzimaticas (catalase, peroxidase e fenilalanina aménia-
liase) e o envolvimento do acido salicilico;

- Estudar o efeito da aplicagdo de citocininas, acido salicilico e benzothiadiazole sobre a

resposta de hipersensibilidade e a expressdo da resisténcia sistémica adquirida.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Material vegetal e virus

O modelo para o estudo da resisténcia adquirida foi composto por feijoeiro (Phaseolus
vulgaris, L.) da variedade Moruna nc, que apresenta a caracteristica de reacio de
hipersensibilidade ao virus do Mosaico do Feijoeiro do Sul dos Estados Unidos (VMFS-EUA).
Sementes desta variedade de feijdo foram cedidas pelo Instituto Agronémico de Campinas,
Estado de S@o Paulo. O virus utilizado neste estudo € um isolado do VMFS-EUA obtido na
UNESP/S#o José€ do Rio Preto, e que possui a caracteristica de causar um discreto mosaico e
enrugamento das folhas de plantas de feijoeiro que sdo suscetiveis a este virus (feijoeiro cultivar

Jalo).

3.2. Caracterizacio do modelo de resisténcia quanto a ocorréncia da reaciio de
hipersensibilidade, efeito de condicdes ambientais, duracio do fenomeno e

efeito da nodulaciio por Rhizobium tropici.

3.2.1. Efeito do miimero de lesdes locais necréticas na inducie da resisténcia
adquirida

As plantas de feijdo da variedade Moruna nc foram cultivadas em substrato vermiculita

e irrigadas trés vezes por semana com 100 mL de solugo completa de Hoagland (Hoagland &

Amon, 1938). Um lote destas plantas foi mantido em cidmara de crescimento, com 120

pmol/m’.s de radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR), fotoperiodo de 12 horas, e temperatura

constante de 25°C + 2°C. Outro lote foi cultivado em casa de vegetacdo durante os meses de

il



setembro e outubro de 1997. InformagGes & respeito da temperatura ocorrida nestes meses
estdo presentes no apéndice 1.

O virus VMFS-EUA foi mantido no feijoeiro do cultivar Jalo, e purificado segundo
metodologia proposta por Hull (1977). Este virus foi inoculado mecanicamente numa metade
de cada uma das duas folhas primarias do feijoeiro Moruna nc, em tratamentos de diferentes
concentragdes (20 pg/mL; 10 pg/ml; 5 pg/ml; 2,5 ug/mL e 1,7 pg/ml). A inoculagio
mecanica constituiu-se na aplicacdo de carborundo e uma mistura composta pelo virus
purificado, tamp@o fosfato de potassio 20 mM, pH 7,0 e sulfito de sédio 20 mM. Vinte e
quatro horas apés o surgimento das primeiras lesdes necréticas (que ocorreu geralmente 72
horas apés a inoculag8o), foi realizada a inoculagio de desafio na outra metade de cada uma
das folhas primérias com o virus VMFS-EUA, na concentragio de 10 pg/mL. Nos tratamentos
controle, a inoculagdo de indugdo foi realizada somente com o tampio fosfato de potassio 20
mM, pH 7,0 + sulfito de sédio 20 mM e carborundo, e a inoculagio de desafio foi efetuada
com o virus (10 ug/mL). Quatro dias ap6s a inoculaggio de desafio, foi realizada a determinagio
do mimero de lesdes/cm’ de folha, mediante a amostragem da regifio média entre a nervura
central ¢ a margem da folha, de trés por¢des de 1 cm?® de cada meia-folha primaria. Foram
utilizadas 18 repeticGes.

Em outros experimentos, o virus purificado foi inoculado mecanicamente nas duas
folhas primérias inteiras (nas mesmas concentra¢Bes descritas anteriormente), constituindo a
inoculagdio de indugdo. Vinte e quatro horas ap6s o surgimento das primeiras lesdes necréticas,
o virus foi inoculado na segunda folha trifoliolada da mesma planta, na concentracio de 10

pg/mL (inoculag@o de desafio). Da mesma forma, aos quatro dias ap6s a inoculacio de desafio,
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foram contadas as lesSes/cm” de trés amostras escolhidas aleatoriamente de cada folha primaria

e foliolos constituintes da segunda folha trifoliolada.

3.2.2. Efeito da radiacfio luminosa na inducio da resisténcia adquirida

As plantas de feijdo da variedade Moruna nc foram cultivadas em substrato vermiculita
e irrigadas trés vezes por semana com 100 mL de solugdo completa de Hoagland (Hoagland &
Amon, 1938). Os tratamentos consistiram de: 1) Plantas cultivadas em pleno sol (média de
1936 umol/m®s de PAR ao meio-dia); 2) Plantas cultivadas sob uma camada de sombrite
(média de 920 pumol/m>s de PAR ao meio-dia) ; 3) Plantas cultivadas sob 3 camadas de
sombrite (média de 173 pmol/m®s de PAR ao meio-dia); 4) Plantas cultivadas em cimara de
crescimento, com 120 pmol/m”.s de PAR, fotoperiodo de 12 horas, e temperatura constante de
25°C +2°C; e 5) Plantas cultivadas nas mesmas condi¢des anteriores (4), nas quais foi realizada
somente a inoculacdo de desafio (plantas controle).

O fluxo da radiacdio luminosa dos diversos tratamentos foi medida durante trés dias
consecutivos no decorrer do experimento, mediante a utilizacdo de um sensor pontual de
radiagdo acoplado a um “datalogger” (modelo LI-1000, LICOR). Tais parimetros estio
presentes no apéndice 2.

Nos tratamentos 1 a 4 , o virus VMFS-EUA purificado foi inoculado mecanicamente
nas duas folhas primarias do feijoeiro Moruna nc, na concentracio de 10 ug/mL. Tal
inoculagdo mecénica constitui-se na aplicagio de carborundo e uma mistura composta pelo
virus purificado, tampéo fosfato de potassio 20 mM, pH 7,0 e sulfito de sédio 20 mM. Vinte e
quatro horas ap0s o surgimento das primeiras lesdes necréticas foi realizada a inoculagdo de

desafio na segunda folha trifoliolada, na concentracdo de 10 ug/mL. No tratamento controle
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(5), a inoculagdo de indugdo foi realizada somente com o tampaio fosfato de potéssio 20 mM,
pH 7,0 + sulfito de s6dio 20 mM e carborundo, € a inoculagio de desafio foi efetuada com o
virus (10 pg/mL). Quatro dias apds a inoculagfio de desafio, foi realizada a determinacdo do
namero de lesdes/cm” de folha, mediante a amostragem aleatdria de trés porgdes de 1 cm? de

cada folha primana e foliolo da segunda folha trifoliolada.

3.2.3. Efeito da temperatura na inducfio da resisténcia adquirida

As plantas de feijédo da variedade Moruna nc foram cultivadas em casa de vegetagio,
substrato vermiculita e irrigadas trés vezes por semana com 100 mL de solugio completa de
Hoagland (Hoagland & Amon, 1938). Quando apresentaram a primeira folha trifoliolada
totalmente expandida, as plantas foram transferidas para cimaras FANEM 347F, 150
umol/m’s de PAR, 12 horas de fotoperiodo e diferentes tratamentos de temperatura: 1)
Plantas cultivadas a 15°C + 2°C; 2) Plantas cultivadas a 20°C + 2°C; 3) Plantas cultivadas a
25°C + 2°C; e 4) Plantas cultivadas a 30°C + 2°C.

O virus VMFS-EUA purificado foi inoculado mecanicamente na metade de cada uma
das duas folhas primarias (sistema meia-folha) em um lote de plantas e nas duas folhas
primaérias inteiras (sistema sistémico) em outro lote de plantas de Moruna nc, na concentragio
de 10 pug/mL. Tal inoculagio mecanica constituiu-se na aplicagio de carborundo e uma mistura
composta pelo virus purificado, tampdo fosfato de potassio 20 mm, pH 7,0 e sulfito de soédio
20 mM. Vinte e quatro horas ap6s o surgimento das primeiras lesbes necroticas foi realizada a
inoculac@o de desafio da outra metade das folhas primarias (sistema meia-folha) e da segunda
folha trifoliolada (sistema sistémico), na concentracio de 10 ug/mL. Nos tratamentos controle,

foi realizada a moculacio de indugdio somente com o tampéo fosfato de potassio 20 mm, pH
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7,0 + sulfito de sodio 20 MM e carborundo, e posteriormente foi realizada a inoculagio de
desafio com o virus na concentragio de 10 pg/mL. Quatro dias ap6s a inoculagio de desafio,
foi realizada a determinagio do numero de lesdes/cm® de folha, mediante a amostragem
aleatoria de trés porcdes de 1 cm? de cada folha primaria e foliolo da segunda folha trifoliolada.
Neste momento também foi determinado o didmetro das lesdes locais produzidas, com o
auxilio de uma lupa estereoscopio € uma régua milimetrada, realizando-se uma amostragem de
10 lesdes por folha priméria e por foliolo da segunda folha trifoliolada.

No final do experimento, foi realizada a determinagdo da altura das plantas; as folhas
primarias foram coletadas, avaliada sua area foliar com o auxilio de um “scanner” e
posteriormente estas folhas foram colocadas para secar na estufa a 65°C .

No caso das plantas mantidas a 15°C + 2°C, devido ao fato de ndo ter sido observada a
formagdo de lesGes locais na inoculagio de indugdo, as plantas foram transferidas para a
camara de crescimento (25°C) aos trés dias apOs tal inoculagdo, no intuito de se verificar a
possibilidade de ocorrer a formagdo das lesGes em uma temperatura mais elevada. Outro lote

de plantas mantidas a 15°C + 2°C tiveram seu crescimento e desenvolvimento medido.
P

3.2.4. Duracéo da induciio da resisténcia adquirida

As plantas de feijdo da variedade Moruna nc foram cultivadas em substrato vermiculita
e irrigadas trés vezes por semana com 100 mL de solugdo completa de Hoagland (Hoagland &
Arnon, 1938). Tais plantas foram mantidas na cimara de crescimento, com 120 pmol/m’.s de
PAR, fotoperiodo de 12 horas, e temperatura constante de 25°C + 2°C.

O virus VMFS-EUA purificado foi inoculado mecanicamente em metade de cada uma

das duas folhas primirias do feijoeiro Moruna nc, na concentragio de 10 pg/mL. Tal
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inoculagdo mecénica constituiu-se na aplicagdio de carborundo e uma mistura composta pelo
virus purificado, tampdo fosfato de potassio 20 mM, pH 7,0 e sulfito de sodic 20 mM. A
inoculagdo de desafio da outra metade das folhas primarias foi realizada na concentragio viral
de 10 pg/mL, a partir de quatro dias ap6s a inoculacéio de inducdo, em intervalos de 24 horas
até o oitavo dia apos a indugdo, e depois aos 13 e aos 22 dias. Quatro dias apos cada
inoculagiio de desafio foi efetuada a determinacio do niimero de lesdes/cm” de folha, mediante
a amostragem aleatoria de trés porgdes de 1 cm? de cada meia-folha.

Nos tratamentos controle foi realizada a inoculagio de indugfio somente com o tampio
fosfato de potassio 20 mM, pH 7,0 + sulfito de sédio 20 mM e carborundo, e posteriormente
foi realizada a inoculagéo de desafio com o virus (10 pg/mL).

Em outro lote de plantas, o virus purificado foi inoculado mecanicamente nas duas
folhas primarias inteiras, constituindo a inoculagdo de indugdio. A inoculagio de desafio na
segunda folha trifoliolada foi realizada de modo similar ao descrito anteriormente. Da mesma
forma, aos quatro dias ap6s a inoculagio de desafio, foram contabilizadas as lesdes
formadas/cm’ de cada trés amostras escolhidas aleatoriamente de cada folha primaria e foliolo

constituinte da segunda folha trifoliolada.

3.2.5. Efeito da nodulacio por Rhizobium tropici na inducio da resisténcia
adquirida

As sementes de feijoeiro Moruna nc foram colocadas para germinar em vermiculita, em

casa de vegetacdo. Logo ap6s a emergéncia das plantulas, estas foram inoculadas, ou n3o, com

Rhizobium tropici SMS 731, obtido no Instituto Agrondmico de Campinas. As plantas foram

transferidas para cAmara de crescimento, com 120 pmol/m’.s de PAR, fotoperiodo de 12 horas,
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e temperatura constante de 25°C + 2°C. Estas plantas foram cultivadas em vermiculita e
irrigadas trés vezes por semana com 100 mL de solucdio de Hoagland sem nitrogénio (plantas
inoculadas) ou completa (plantas nfio inoculadas) (Hoagland & Amon, 1938).

O virus VMFS-EUA purificado foi inoculado mecanicamente nas folhas priméarias dos
feijoeiros, na concentragdo de 10 pg/ml (inoculagio de inducdo). Nas plantas controle foi
aplicado carborundo e tamp@o fosfato de potassio 20 mM, pH 7,0 + sulfito de sodio 20 mM.
Vinte e quatro horas apdés o surgimento das primeiras lesdes necréticas, em alguns dos
tratamentos, a segunda folha trifoliolada destas mesmas plantas foi inoculada com o virus, na
mesma concentragio utilizada anteriormente (inoculagiio de desafio) (tabela 1). Quatro dias
apos esta Gltima inoculagfo, foi realizada a determinacio do numero de lesdes/cm’ de cada
folha ou foliolo. Por tltimo, foram determinados o nimero e a massa dos nodulos produzidos

por planta inoculada com Rhizobium tropici.
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Tabela 1. Tratamentos aplicados no fefjoeiro Moruna ne, experimento de estudo do

efeito da nodulagio por Rhizobium tropici na indugio da resisténcia

adquirida.
Tratamentos Inducdo Desafio
Controle, planta nio inoculada nio nio
Controle, planta inoculada nio ndo
Planta ndo inoculada nao sim
Planta nfo inoculada sim nio
Planta ndo inoculada sim sim
Planta inoculada nio sim
Planta inoculada sim ndo
Planta inoculada sim sim

3.3. Caracterizaciio bioquimica do modelo de resisténcia sistémica adquirida em

feijoeiro Moruna nc inoculado com o virus VMFS-EUA

3.3.1. Determinacdes bioquimicas

Plantas de feijoeiro Moruna nc e Jalo foram cultivadas em substrato vermiculita e
irrigadas trés vezes por semana com 100 mL de solugio completa de Hoagland (Hoagland &
Arnon, 1938). Tais plantas foram mantidas em cimara de crescimento, com 120 umol/m’.s de
PAR, fotoperiodo de 12 horas, e temperatura constante de 25°C + 2°C.

Os tratamentos constaram de: 1) Plantas controle, sadias; 2) Aplicagio de tampao

fosfato de potassio + sulfito de sodio e carborundo na folha primaria; 3) Aplicacdo de tampdo
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fosfato de potassio + sulfito de sodio e carborundo na segunda folha trifoliolada; 4) Inducio
com virus; 5) Desafio com virus; 6) Induggo e desafio com virus; 7) Infecgdo sistémica (Jalo).

O virus VMFS-EUA purificado foi inoculado mecanicamente nas folhas primarias,
mediante a aplicagdo de carborundo e uma mistura composta pelo virus purificado (10 pg/mL),
tampdo fosfato de potassio 20 mM, pH 7,0 e sulfito de sddio 20 mM. Vinte e quatro horas
ap6s o surgimento das primeiras lesdes necréticas no cultivar Moruna nc, foi realizada a
inoculagdo de desafio da segunda folha trifoliolada, também na concentracdo de 10 pg/mL.
Nos tratamentos controle, a inoculagdo das folhas foi realizada somente com tampdo fosfato e
sulfito de sédio. Quatro dias ap6s a inoculagiio de desafio foi efetuada a determinacio do
ntimero de lesdes/cm’® de folha, mediante a amostragem aleatéria de trés porgdes de 1 cm’ de
cada folha ou foliolo. Neste mesmo momento, as folhas priméria e segunda folha trifoliolada
foram coletadas para as avaliagdes bioquimicas, tais como conteido de malondialdeido e
atividades enzimaticas. Para as plantas que permitiam a invasio sistémica, ou seja, a replicagio
viral em toda a planta (cultivar Jalo), foram realizadas amostragens na folha primaria
(inoculada) e segunda folha trifoliolada (onde o virus invadiu sistemicamente). As  enzimas
que tiveram sua atividade estimada foram catalase, peroxidase e fenilalanina aménia-liase.

No caso das enzimas peroxidase e fenilalanina aménia-liase, também foram realizadas
dosagens de suas atividades no decorrer de 144 horas apés a inoculagdo de indugio com o

virus VMFS-EUA, em intervalos de 24 horas.

3.3.1.1. Determinacio do conteiido de malondialdeido (MDA)
O nivel de peroxidagio de lipideos no tecido foliar foi estimado através do contetido de

MDA presente nas folhas, segundo metodologia descrita por Dhindsa e al. (1981). Amostras
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de 0,25 g de tecido foliar foram homogeneizadas em 5 mL de 4cido tricloroacético (TCA) a
0,1% (v/v). Este material foi centrifugado a 10000 g durante 5 minutos. Recuperou-se 1 mL do
sobrenadante coletado, ao que foram adicionados 4 mL de TCA 20% (v/v) contendo 0,5%
(p/v) de acido tiobarbiturico (TBA). A mistura foi aquecida em banho-maria a 95°C durante 30
minutos, € entdo fol rapidamente resfriada em banho de gelo. Apés nova centrifugagio a 10000
g por 10 minutos, o sobrenadante foi coletado e a absorbéncia foi determinada a 532 e 600
nm. Subtraiu-se os valores da Abssi; € Absey, para eliminar o fator de interferéncia de
pigmentos. A concentracdo de MDA foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingiio molar

155 mM/cm.

3.3.1.2. Atividade da enzima catalase (CAT) (EC 1.11.1.6)

A atividade da CAT foi estimada segundo método proposto por Liick (1965), mediante
o monitoramento da decomposicdo do peréxide de hidrogénio a 240 nm. O ensaio baseou-se
na adig¢io de 40 pL de H;O, 1 M em uma mistura de rea¢do contendo 3 mL de tampio fosfato-
citrato 65 mM, pH 7,0 e 50 plL do extrato enzimatico. As leituras da densidade optica foram
realizadas a cada 30 segundos, durante dois minutos. Para o calculo da atividade da enzima
foram realizados os procedimentos descritos por Vega (1991). A atividade da CAT foi

expressa em unidades de catalase (U.C.)/g massa fresca.min.

3.3.1.3. Atividade da enzima peroxidase (PER) (EC 1.11.1.7)
Os ensaios para a determinagdo da atividade da enzima PER foram realizados segundo
metodologia apresentada por Peyrano et al. (1997). Para tanto, 50 uL do extrato vegetal foram

adicionados 4 3 mL da mistura de reagfio contendo 1,2 mM de guaiacol, tampéo fosfato de

20



sodio 50 mM, pH 5,7. A reag#o foi iniciada mediante a adicdo de 18,5 pL de H,0, 1 M. A
reagdo foi monitorada a 470 nm, e as leituras da absorbancia foram realizadas a cada 10
segundos, durante um minuto e trinta segundos. A declividade da curva obtida forneceu uma

estimativa da atividade da PER, que foi expressa em variagio da Abs,/min.g massa fresca.

3.3.1.4. Atividade da enzima fenilalanina aménia-liase (PAL) (EC 4.3.1.5)

A determinagdo da atividade da PAL foi realizada conforme método descrito por
Corrizosa & Espitia (1982), com modificagdes. O material vegetal foi macerado em tampéo
borato 0,1 M, pH 8,8. Apés centrifugacio, o sobrenadante coletado foi filtrado em uma coluna
Sephadex G-25, utilizando-se o tampéo borato 0,1 M, pH 8,0 para a elui¢io. O meio de reacdo
para a dosagem da atividade da PAL foi constituido de 500 uL do extrato enzimatico, 1 mL de
L-fenilalanina 12 mM e 1,2 mL de tamp&o borato 0,1 M, pH 8,8. A leitura da absorbéancia a
290 nm foi realizada, e o material foi incubado em banho-maria a 40°C durante 90 minutos.
Nova leitura foi realizada apos este periodo. Os resultados foram expressos em variagio de

unidades de absorbéncia (U.A.)/h.g massa fresca.

3.3.2. Avaliacbes enzimdticas em experimentos com feijoeiro com nodulacio por
Rhizobium tropici
Nos experimentos descritos no item 3.2.5., foram determinados o contetido de MDA e
a atividade das enzimas CAT, PER e PAL das folhas primarias e segunda folha trifoliolada,

segundo os métodos descritos acima.
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3.3.3. Andlise do dcido salicilico endégeno

As plantas de feijoeiro Moruna nc foram cultivadas conforme descrito anteriormente
(item 3.3.1). Quatro dias ap6s a inoculagio de desafio, o acido salicilico total foi extraido de 1
g de folhas, segundo metodologia descrita por Shulaev er al (1995), com algumas
modificagdes. As amostras foram maceradas em 2,5 mL de metanol 90% (v/v), e centrifugadas
a 12000 g durante 12 minutos. O precipitado foi ressuspendido em 2,5 mL de metanol 100% e
novamente centrifugado. Os sobrenadantes resultantes destas duas extragbes foram
combinados e secos em fluxo de N, ak 40°C. Posteriormente, o material foi ressuspendido em 5
mL de HCI 2 N, a 60°C durante 40 minutos. Foi realizada uma extracdo com 15 mL de acetato
de etila, parcelada em trés vezes de 5 mL. As amostras foram secas em evaporador rotatério. O
extrato foi ressuspendido em 0,5 mL de tampao para HPLC (23% (v/v) de metanol em tamp@o
acetato de sodio 20 mM, pH 5,0) e quantificado por espectrofluorescéncia, apés separagio em
HPLC com A excitagdo de 313 nm e A emissdo de 405 nm (Enyendi ez al., 1992). Os extratos
foram injetados numa coluna SuperPac Sephacil™C18 5 pum (4,0 mm x 25 c¢m) e as amostras
(20 pL) foram fracionadas isocraticamente com 23% (v/v) de metanol em acetato de sédio 20
mM, pH 5,0, num fluxo de 1,0 mL/min.

Também foram realizadas quantifica¢des do contetido do acido salicilico no decorrer

de 144 horas ap6és a inoculagdo de indugio com o virus VMFS-EUA, em intervalos de 24

horas.

3.3.4. Coleta da seiva do floema e quantificacio do acido salicilico
As plantas de feijoeiro Moruna nc foram cultivadas conforme descrito no item 3.3.1.

Quatro dias ap6s a inoculagdo de desafio da segunda folha trifoliolada, foi realizada a coleta da
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seiva do floema do peciolo da folha primaria (induzida). Para tanto, as folhas foram aspergidas
com 4gua destilada, e cobertas com plastico. Em seguida, fez-se um corte em bisel na base dos
peciolos. A parte destacada foi novamente cortada, sob uma solugio de tampdo fosfato de
sodio 5 mM, pH 6,0 + EDTA 5 mM (Neo & Layzell, 1997). Os peciolos foram imediatamente
mergulhados em um becker contendo 5 mL de uma solugio de EDTA 5 mM vedado com
plastico, € permaneceram mergulhados nesta solugio durante 4 horas. Apbs este periodo, foi
realizada a determinagio do contetido de sacarose (Handel, 1968) e nitrato (Cataldo et al.,
1975) das amostras coletadas, com o objetivo de confirmar que se tratava da seiva do floema
(resultados apresentados no apéndice 3).

As amostras da seiva do floema tiveram seu volume reduzido para 1 mL através de
fluxo de N a 40°C, e o 4cido salicilico livre presente na seiva do floema foi quantificado por
HPLC, conforme metodologia descrita no item 3.3.3 . Posteriormente, estas mesmas amostras
sofreram hidrolise com HCl 2 N, de acordo com metodologia descrita por Enyedi e
colaboradores (1992), obtendo-se assim o 4cido salicilico total (livre + conjugado). A diferenca
entre a quantidade do &cido salicilico total e 0 mesmo composto livre forneceu uma estimativa

do contetido de acido salicilico conjugado presente na seiva do floema.

3.3.5. Identificacfio do 4cido salicilico por espectrometria de massa

O éacido salicilico total obtido do floema de feijoeiro Moruna nc com resisténcia
sistémica adquirida foi submetido a uma anélise de espectrometria de massa, com o objetivo de
confirmar que se tratava mesmo do acido salicilico. Tal avaliacio foi realizada pelo Instituto de
Quimica/ UNICAMP, em um espectrometro de massa Extrel monoquadrupolar. A técnica

empregada foi a DIMP/T&R-MIMS (Mendes & Eberlin, 2000).
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3.4. Influéncia de reguladores de crescimento aplicados exogenamente, sobre a

reacdo de hipersensibilidade e a resisténcia adquirida

3.4.1. Efeito da aplicacio de reguladores de crescimento sobre a expressio da
resisténcia adquirida

Em experimento realizado na cimara de crescimento, as folhas primarias de plantas de
feijoeiro Moruna nc foram pinceladas com écido salicilico 5 mM (Hooft van Huijsduijnen et al.,
1986) ou 6-benzlaminopurina(6-BA) 111 uM (Vega, 1995), visando substituir a indugio pelo
virus. Posteriormente, foi realizada a inoculacio de desafio da segunda folha trifoliolada destas
plantas. O desafio foi realizado mediante a inoculagio do virus VMFS-EUA purificado (10
pg/mL) em intervalos de doze horas, iniciando logo apds o tratamento hormonal, até 72 horas
apos.

A express80 da resisténcia adquirida foi determinada através da contagem do niimero de

leses locais necroticas/cm? de folha e didmetro das lesdes.

3.4.2. Aplicacio de benzotiadiazole e avaliacio de seus efeitos sobre a resisténcia
sistémica adquirida

As plantas de feijoeiro Moruna nc foram cultivadas em cimara de crescimento, em

substrato vermiculita. ~ Quando as mesmas apresentaram a primeira folha trifoliolada

completamente expandida, foi realizada a aplicagdo de benzotiadiazole (BTH), na forma do

produto comercial BION. O BION foi aplicado nas raizes (sob a forma de irrigaciio) ou foi

aspergido na parte aérea, nas concentracles de 2,5; 5 ou 10 g/100 L. Como tratamentos

controle, foi realizada a aplicagdo de acido salicilico 5 mM, indugfo e desafio com o virus (10
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ug/mL) e planta sadia. A inoculagiio de desafio da segunda folha trifoliolada com o virus
VMFS-EUA (10 pg/mL) foi realizada quatro dias apés a tltima aplicagio do produto (que foi
realizada trés vezes com intervalos de dois dias entre as aplicagdes). Aos quatro dias apos a
inoculagdo de desafio, foi determinado o niimero de lesdes necréticas na segunda folha
trifoliolada, e posteriormente foram realizadas as avaliagdes das atividades das enzimas PER e
PAL e o conteudo de 4cido salicilico total presente nas folhas primaria e segunda folha

trifoliolada.

3.4.3. Efeito da aplicacdo de reguladores de crescimento sobre a replicacio viral

Plantas de feijoeiro das variedades Moruna nc e Jalo foram cultivadas em substrato
vermiculita e irrigadas trés vezes por semana com 100 mL de solugio completa de Hoagland
(Hoagland & Arnon, 1938). Tais plantas foram mantidas em cimara de crescimento, com 120
umol/m”.s de PAR, fotoperiodo de 12 horas e temperatura constante de 25°C + 2°C.

As folhas primarias foram inoculadas mecanicamente com o virus purificado na
concentragdo de 10 pg/mlL. Apés tal inoculacdo, estas mesmas folhas foram pinceladas com
citocinina 6-benzilaminopurina (6-BA) 111 uM (Vega , 1995); 4cido salicilico 5 mM (Hooft
van Huijsduijnen ef al, 1986) ou BTH (produto BION) 5g/100 L (determinada
experimentalmente). No terceiro dia posterior a esta aplicaciio, foi realizado o teste de PTA-
ELISA (Mowat & Dawson, 1987). Os dados obtidos foram comparados com as plantas

controle, que ndo haviam sido tratadas com os respectivos produtos.
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3.5. Delineamento experimental e analise estatistica

Os experimentos foram completamente casualizados, e foram realizados geralmente trés
vezes. Sempre foram conduzidas trés plantas por tratamento, e foram consideradas como
repetigdes as duas folhas primarias e os trés foliolos da segunda folha trifoliolada de cada
planta, perfazendo geralmente pelo menos 18 repeti¢es.

A analise estatistica dos dados obtidos nos experimentos constou do calculo da média e
desvio padrdo, da andlise de varidncia, e, quando necessario, testes complementares (Tukey,
5% de probabilidade). Foi necessaria a transformacio dos dados referentes ao nimero de

lesdes/cm” de folha em raiz quadrada.

Nas figuras apresentadas nos resultados as barras representam o erro padrio observado

para cada determinagio.
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4. RESULTADOS

4.1. Efeito do niimero de lesdes necréticas na induciio da resisténcia adquirida

Quando o virus VMFS-EUA foi inoculado na metade da folha primaria para a inducfo,
o nimero de lesBes locais necréticas produzidas foi semelhante em plantas crescidas em casa
de vegeta¢8o e em cimara de crescimento. No entanto, as plantas da cAmara de crescimento
apresentaram algumas lesdes na por¢3o desafiada da folha primaria, ao contrario das plantas
cultivadas na casa de vegetacdo (fig.1), quando a inducdio foi feita com concentragbes maiores
de 2,5 ug/mL de virus.

No caso da inoculagio da folha primaria inteira, o nimero de lesdes produzidas na
inducBo foi novamente semelhante em casa de vegetacio e em cimara de crescimento.
Quando a segunda folha trifoliolada foi desafiada, ocorreu maior producdo de lesBes locais
necréticas nas plantas cultivadas em cdmara de crescimento a partir da concentragdo de 5
pg/mL do virus purificado, embora o niimero destas lesdes tenha sido consideravelmente
inferior aos das plantas controle, indicando que ainda assim ocorreu resisténcia adquirida, com
excegdo do tratamento de menor concentragio do virus. J4 nas plantas cultivadas na casa de
vegetacdo, a folha desafiada apresentou lesdes somente quando a inducgdo foi realizada com
concentragdo de 2,5 ou 1,7 pg/mL (fig. 2).

No sistema de inoculagio e desafio de meia-folha priméria, observou-se que o numero
de lesdes produzidas decresceu de acordo com a menor concentragio do virus na indugdo. Na
casa de vegetagdo todos os tratamentos de indugdo inibiram o aparecimento de lesdes no
desafio, indicando a ocorréncia da resisténcia adquirida, com exce¢do do tratamento de
indugdo de menor concentrago (1,7 ug/mL). O mesmo comportamento em relacdo ao nimero

de lesdes necréticas ocorridas na inducio foi observado na cimara de crescimento.
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Figura 1. Efeito da concentragio viral sobre o niimero de lesdes locais
produzidas na indugdo (A) e no desafio (B) no sistema de
inoculagio de meia-folha primaria em feijoeiro Moruna nc.

* Meédias assinaladas pela(s) mesma(s) letra(s) ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey, 5% de probabilidade.
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* Meédias assinaladas pela(s) mesma(s) letra(s) nfo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey, 5% de probabilidade.
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No entanto, sob as condigdes ambientais desta (25°C constante e 120 pmol/m®.s™ de PAR), o
nimero de lesdes aumentou na porgdo desafiada da folha conforme diminuiu o ntimero de
lesdes na indu¢fo. Novamente, na menor concentragio viral na inducdo nio foi observada
resisténcia adquirida (fig. 3).

No sistema de indugdo da folha primaria e desafio da segunda folha trifoliolada
(sistema sistémico) também foi observado que & medida que o virus estava em menor
concentragdo na indugdo, ocorreu reduciio no nimero de lesBes locais produzidas. Nas
concentragdes de 2,5 ug/mL e 1,7 pg/mL houve a formacio de lesbes na folha desafiada,
embora em menor numero do que nas plantas controle. Neste mesmo sistema, quando as
plantas foram cultivadas em cAmara de crescimento, ocorreram lesdes nas folhas desafiadas ja

na concentra¢@o de 5 ug/ml, e em maior quantidade que na casa de vegetagio (fig. 4).

4.2, Efeito da radiacfio luminosa na inducfo da resisténcia adquirida

Quando se modificou experimentalmente a radiagio luminosa incidente sobre as
plantas de feijoeiro Moruna nc, no foi observado nenhum efeito desta alteragiio na expressio
da resisténcia adquirida. Tanto em pleno sol, como na cdmara de crescimento, ou mesmo sob
condigdes de reducdo da radiagdo luminosa incidente, as plantas apresentaram o fenémeno da
resisténcia sistémica adquirida (fig.5). Entretanto, observou-se maior producdo de lesdes

necroéticas na folha desafiada das plantas cultivadas em pleno sol do que nas plantas mantidas

na cimara de crescimento.

4.3. Efeito da temperatura na inducfio da resisténcia adquirida
A temperatura foi um fator ambiente determinante para a formagio das lesdes locais e

reagio de hipersensibilidade. Plantas submetidas a temperaturas mais elevadas desenvolveram
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Figura 3. Efeito da concentragio viral sobre o nimero de lesSes locais
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teste de Tukey, 5% de probabilidade.
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teste de Tukey, 5% de probabilidade.
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maior nimero de lesdes necréticas por ocasido da inducio, tanto no sistema de inoculacgio de
meia-folha como no sistema sistémico. Com excecdio do tratamento de 20°C no sistema meia-
folha, todas as plantas expressaram resisténcia adquirida, evidenciada pelo reduzido ntimero
de lesdes no desafio. No tratamento de 15°C nfo houve a ocorréncia da reacdo de
hipersensibilidade nas plantas inoculadas (fig. 6), e portanto nio foi realizada a inoculaggo de
desafio.

Embora as temperaturas mais elevadas tenham possibilitado a formagio de maior
namero de lesdes, a temperatura de 20°C (no caso, uma das mais baixas aplicadas nestes
experimentos) foi a responsavel por causar lesdes de maior didmetro (fig. 7). Neste caso, as
plantas mantidas sob temperaturas mais elevadas apresentaram maior namero de lesdes (fig. 6)
e de menor tamanho (fig. 7).

Como nio foi observada a formagdo de lesdes na temperatura de 15°C | as plantas
foram transferidas desta temperatura para temperaturas mais elevadas, com o objetivo de
verificar se aumentos de temperatura seriam capaz de estimular a ocorréncia da reagio de
hipersensibilidade. Quando as plantas inoculadas a 15°C foram transferidas para 25°C, ocorreu

a formacgo de lesbes, e quando desafiadas a 25°C expressaram a resisténcia sistémica (tabela

2).
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Tabela 2. Efeito da temperatura no surgimento das lesdes locais necréticas e expressdo

da resisténcia adquirida em feijoeiro Moruna nc inoculado com o virus

VMFS-EUA.
Tratamento Nuamero de lesdes/cm” de folha
Folha primaria Segunda folha
trifoliolada

(indugio) (desafio)
15°C constante 0 0
15°C inducdio e25°C (sem desafio) 16* 0
15°C (sem indugio) e 25°C desafio 0 17
15°C inducio e 25°C desafio 14 05
25°C inducio e 25°C desafio 17 03

* As lesOes necroticas surgiram aproximadamente 72 horas apds a transferéncia das plantas da
temperatura de 15°C para 25°C.

Ainda em relac@o aos efeitos da temperatura sobre as plantas de feijoeiro Moruna nc,
as plantas cultivadas sob temperaturas mais altas apresentaram estatura mais elevada, mais

massa seca produzida e maior area foliar (fig. 8).

4.4. Duracio da expressidio da resisténcia adquirida

No sistema de induc@o e desafio de meia-folha priméria, a resisténcia adquirida teve
duragio de até 22 dias ap6s a induc@o. Ja no sistema sistémico (inducdo da folha primaria e
desafio da segunda folha trifoliolada) tal fenémeno durou menos de 22 dias apo6s a indugio

(tabelas 3 e 4).
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* Para cada parAmetro, médias assinaladas pela(s) mesma(s) letra(s) nfio diferem significativamente

entre si pelo teste de Tukey, 5% de probabilidade.



Tabela 3. Duragfio da expressdio da resisténcia adquirida no sistema meia-folha de

fetjoeiro Moruna nc inoculado com o virus VMFS-EUA.

Tratamento Numero de lesdes/cm® de folha
Inducio Desafio
1) Desafio aos 4 dias apés a inducio 16 Aa* 1,6 Bb
Controle do tratamento 1) - 16 a
2) Desafio aos 5 dias apos a inducio 16,7 Aa 0Bb
3) Desafio aos 6 dias apés a indugio 17,1 Aa 0Bb
4) Desafio aos 7 dias apos a inducdo 16,8 Aa 0,9 Bb
Controle do tratamento 4) - 163 a
5) Desafio aos 8 dias ap6s a inducdo 17,8 Aa 0Bb
6) Desafio aos 13 dias apoés a inducio 18 Aa 0Bb
Controle do tratamento 6) - 12 a
7) Desafio aos 22 dias apos a induciio 17,9 Aa 0,3 Bb
Controle do tratamento 7) - 16,3 a

* Médias seguidas pela mesma letra maitscula, comparac¢do na linha; e letra minuscula,
comparag¢do na coluna, nio diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, 5% de
probabilidade.



Tabela 4. Duragiio da expressio da resisténcia adquirida no sistema de inducio

sistémica, em feijoeiro Moruna nc inoculado com o virus VMFS-EUA.

Tratamento Namero de lesdes/cm” de folha

Inducio Desafio
1) Desafio aos 4 dias apds a indugdo 14 Aa* 1Bb
Controle do tratamento 1) - 12 a
2) Desafio aos 5 dias apos a indugio 13 Aa 0Bb
3) Desafio aos 6 dias ap6s a indugdo 13 Aa 0Bb
4) Desafio aos 7 dias ap6s a inducdo 15 Aa 0Bb
Controle do tratamento 4) - 13 a
5) Desafio aos 8 dias apés a indugo 14 Aa 0 Bb
6) Desafio aos 13 dias apo0s a indugdo 15 Aa 0Bb
Controle do tratamento 6) - 14 a
7) Desafio aos 22 dias ap6s a indugio 14 Aa 9 Aa
Controle do tratamento 7) - 13 a

* Médias seguidas pela mesma letra maitscula, comparagio na linha; e letra minascula,
comparacdo na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, 5% de
probabilidade.

4.5. Efeito da nodulacio sobre a resisténcia adquirida

A nodulag¢go por Rhizobium tropici nas plantas de feijoeiro Moruna nc ndo afetou a
expressdo da resisténcia adquirida no modelo estudado, pois as plantas noduladas e as nio
noduladas apresentaram valores semelhantes no nimero de lesdes necréticas, tanto na inducgio

como no desafio (tabela 5).

40



Tabela 5. Efeito da nodulagio por Rhizobium tropici sobre a ocorréncia da resisténcia

sistémica adquirida em feijoeiro Moruna nc inoculado com o virus VMFS-

EUA.
Tratamento Inoculacio com VMFS- | Namero de lesBes/cm® de Namero de Massa fresca
EUA folha nodulos/planta | dos nddulos (g)
Inducio Desafio Folha 2° folha
primaria | trifoliolada
Controle, nfo nodulada - - - - 0 -
Controle, nodulada - - - - 256 1,69
Néo nodulada - + - 16 0 -
Néo nodulada + - 16 - 0 -
Néo nodulada + + 16 01 0 -
Nodulada - - 15 266 1,67
Nodulada + - 16 - 234 1,40
Nodulada + + i6 01 245 1,70

4.6. Determinacdes bioquimicas

O contetdo de MDA foi mais elevado somente nos tratamentos que envolveram a

formag@o de lesGes necroéticas (fig. 9). A enzima CAT apresentou maiores valores de atividade

nas folhas primarias quando comparadas com a segunda folha trifoliolada em todos os

tratamentos. No entanto, esta enzima apresentou valores de atividade ainda maiores no

tratamento em que ocorreu o processo de infecgdo sistémica, ndo apresentando maiores

variagdes de atividade nos demais tratamentos (fig. 10). Por sua vez, a enzima PER também

apresentou maior atividade nas folhas que receberam a inoculagio do virus, ou seja, que

estavam apresentando a reacdo de hipersensibilidade, mas também teve sua atividade

aumentada nas folhas que estavam expressando resisténcia (fig. 11). De uma forma
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semelhante a enzima peroxidase, as folhas inoculadas e as com resisténcia adquirida

apresentaram maiores valores na atividade da enzima PAL (fig. 12).
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Figura 9. Conteudo de MDA em plantas de feijoeiro Moruna nc (reagdo de

hipersensibilidade) e Jalo (infecgdo sistémica) inoculadas com o
VMFS-EUA.

* Meédias assinaladas pela(s) mesma(s) letra(s) nfio diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey, 5% de probabilidade.
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(U.C/ g massa fresca.min)

na indugdo no desafio desafio sigtémica
Tatamentos

Figura 10. Atividade da enzima catalase em plantas de feijoeiro Moruna nc
(reacdo de hipersensibilidade) e Jalo (infecgdo sistémica) inoculadas
com o VMFS-EUA.

* Meédias assinaladas pela(s) mesma(s) letra(s) nfo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey, 5% de probabilidade.
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Figura 11. Atividade da enzima peroxidase em plantas de feijoeiro Moruna nc
(reacdo de hipersensibilidade) e Jalo (infecio sistémica) inoculadas
com o VMFS-EUA.

* Meédias assinaladas pela(s) mesma(s) letra(s) ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey, 5% de probabilidade.
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Figura 12. Atividade da enzima fenilalanina amdnia-liase em plantas de feijoeiro
Moruna nc (reagdo de hipersensibilidade) e Jalo (infec¢do sistémica)
inoculadas com o VMFS-EUA.

* Médias assinaladas pela(s) mesma(s) letra(s) ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey, 5% de probabilidade.

46



Nio foram observadas diferencas em relagio a peroxidacio de lipideos entre as plantas
noduladas e as nfo-noduladas. Novamente, o aumento no contetido de MDA esteve associado
a necrose celular (fig. 13). A enzima CAT apresentou maiores valores de atividade na segunda
folha trifoliolada nos tratamentos de inducfio, desafio e indugdo + desafio nas plantas nio
noduladas. Mas, de um modo geral, ocorreu pouca variagdo na sua atividade nos tratamentos
aplicados (fig. 14). A nodulacdo ndo afetou a atividade das enzimas peroxidase e PAL, cujos
valores de atividade foram superiores nos tratamentos em que as plantas expressaram a

resisténcia sistémica, ou quando ocorreu a formagio de lesdes (fig. 15 e 16).

4.7. Cronologia das alteracdes nas atividades enzimaticas

A enzima peroxidase teve sua atividade aumentada somente nas folhas primérias
inoculadas, € a partir de 48 horas apos a indugfo. Na segunda folha trifoliolada foi observada
maior atividade da peroxidase somente no tratamento de indugfo e desafio, 120 horas apés a
indugdo (fig. 17). J4 a PAL apresentou aumento na atividade a partir de 24 horas apds a
indugdo, atingindo o maximo de atividade 120 horas ap6s esta inoculagdo. Diferentemente da

peroxidase, todos os tratamentos aplicados (com excegdo do controle) ocasionaram aumento

na atividade da PAL (fig. 18).

4.8. Determinacio do acido salicilico endégeno

A analise de espectrometria de massa identificou 4cido salicilico na seiva do floema de
peciolos das folhas primarias induzidas (fig. 19).

Em folhas que estavam expressando a resisténcia sistémica adquirida induzida pela
inoculagdo do virus nas folhas primarias, foi verificado aumento de até 50 vezes no contetido

do 4cido salicilico total. O aumento do teor de acido salicilico na segunda folha trifoliolada
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Figura 13. Efeito da nodulagdo sobre o conteiddo de MDA em plantas de
feijoeiro Moruna nc expressando resisténcia sistémica adquirida.

* Médias assinaladas pela(s) mesma(s) letra(s) nfo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey, 5% de probabilidade.
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Figura 15. Efeito da nodulac@o sobre a atividade da enzima peroxidase em
plantas de feijoeiro Moruna nc expressando resisténcia sistémica
adquirida.

* Médias assinaladas pela(s) mesma(s) letra(s) ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey, 5% de probabilidade.
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Figura 14. Efeito da nodulagio sobre a atividade da enzima catalase em plantas
de feijoeiro Moruna nc¢ expressando resisténcia sistémica adquirida.

* Médias assinaladas pela(s) mesma(s) letra(s) ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey, 3% de probabilidade.
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Figura 16. Efeito da nodulagio sobre a atividade da enzima fenilalanina
amonia-liase em plantas de feijoeiro Moruna nc expressando
resisténcia sistémica adquirida.

* Médias assinaladas pela(s) mesma(s) letra(s) ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey, 5% de probabilidade.
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Figura 17. Atividade da enzima peroxidase em plantas de feijoeiro Moruna nc,
no decorrer de 144 horas apés a inoculagdo de indugido (folha
primaria) com o virus VMFS-EUA.
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Figura 18. Atividade da enzima fenilalanina amdnia-liase em plantas de feijoeiro
Moruna nc, no decorrer de 144 horas apoés a inoculagdo de indugio (folha
primaria) com o virus VMFS-EUA.
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também foi observado nos tratamentos em que nio foi efetuada uma inoculagdo direta
(tratamentos de somente indugdo e somente desafio) (fig. 20).

Nos experimentos onde foi examinada a evolugfio do contetido do 4cido salicilico em
fungdo do tempo, se observou que o aumento deste composto s6 ocorreu 72 horas apés a
inoculagdo, atingindo méximo valor apés 120 horas, tanto na folha inoculada como na ndo
inoculada. O desafio na segunda folha trifoliolada fez com que ocorresse uma tendéncia de
aumento at€ a ultima dosagem (144 horas) (fig. 21).

Foi observado que o 4cido salicilico presente na seiva do floema das plantas resistentes

encontrava-se na maior parte sob a forma conjugada (tabela 6).

4.9. Aplicaciio de reguladores de crescimento

A aplicagdo de acido salicilico via aspersdo foliar induziu resisténcia sistémica a partir
de doze horas apés a sua aplicagio, evidenciada pela redugdo de 15 lesdes/cm? de folha, no
controle, para 2 lesdes/cm® nas folhas tratadas. No entanto, o efeito do 4cido salicilico somente
fo1 significativo até o teste realizado 48 horas ap6s a sua aplicacdo (fig. 22).

Nas plantas que receberam aplica¢des de 6-BA, ndo foi observado nenhum efeito deste
regulador de crescimento sobre a expressio da resisténcia sistémica, pois tanto as folhas
tratadas como as controle apresentaram valores semelhantes no nimero de lesdes locais
necroticas. Na média, as folhas tratadas com citocinina apresentaram tamanho um pouco
maior nas lesdes produzidas do que as folhas controle, embora a diferenca ndo tenha sido

estatisticamente significativa (tabela 7).
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Figura 20. Contetudo de acido salicilico total, presente nas folhas de feijoeiro
Moruna nc durante a expressdo da resisténcia sistémica adquirida.
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Figura 21. Contetido de 4cido salicilico total, presente nas folhas de plantas de

feijoeiro Moruna nc, no decorrer de 144 horas ap6s a inoculacio de
indugdo (folha priméria) com o virus VMFS-EUA.
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Figura 22. Efeito da aplicagio de 4acido

salicilico na
hipersensibilidade da segunda folha trifoliolada de feijoeiro
Moruna nc inoculado com o virus VMFS-EUA.

reacdo de

* Médias assinaladas pela(s) mesmaqs) letra(s) nfio diferem significativamente entre si pelo

teste de Tukey, 5% de probabilidade.
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Tabela 6. Conteudo de acido salicilico livre ¢ conjugado presentes na seiva do floema

em peciolos da folha primaria de feijoeiro Moruna nc.

Tratamento Contetdo de acido salicilico
(ug/folha)
Livre Conjugado
Controle 0,0056 0,0070
Somente inducgio 0,0090 0,22
Somente desafio 0,0078 0,17
Inducio e desafio 0,0102 0,19

Tabela 7. Numero de lesdes locais necréticas e didmetro das lesdes na segunda folha
trifoliolada de plantas de feijoeiro Moruna nc submetidas ao tratamento

com 6-benzilaminopurina (6-BA).

Tratamento Numero de lesdes/cm” de folha Didmetro das lesdes (mm)

Controle 22 a* 20a
Indug@o e desafio com o virus 03b 0,5b
0 horas apos a aplicagdo de 6-BA 22 a 2,0a

12 horas ap6s a aplicagdo de 6-BA 20 a 1,5a
24 horas ap6s a aplicacdo de 6-BA 23 a 2,0a
36 horas ap6s a aplicagdo de 6-BA 19a 25a
48 horas apds a aplicagdo de 6-BA 25a 20a

60 horas ap6s a aplicacdo de 6-BA 22a 25a

72 horas apos a aplicacio de 6-BA 21l a 25a

*Na coluna, médias seguidas pela mesma letra no diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey, 5% de probabilidade.
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4.10. Aplicacio de indutor de resisténcia

Tanto na aplicagdo do produto BION (BTH) no solo como foliar, o produto induziu
resisténcia nos feijoeiros, nas doses de 2,5 € 5 g/100 L, evidenciada pela consideravel reducio
no numero de lesGes necréticas nas folhas desafiadas quando comparadas com as plantas
controle (fig. 23). A dose de 10 g do produto comercial (BION) /100 L causou sintomas de
fitotoxicidade, impossibilitando a inoculagio do virus para o desafio das folhas. A enzima
peroxidase teve sua atividade aumentada nas plantas tratadas com o produto (fig. 24), mas a
enzima PAL ndo apresentou tal comportamento (fig. 25). O produto conferiu resisténcia as
plantas durante o periodo de nove dias (tabela 8), e o conteido de 4cido salicilico nas folhas

das plantas tratadas com BTH foi similar ao das plantas controle (fig. 26).

4.11. Avaliacio da concentracfo de virus apés diversos tratamentos quimicos

O tratamento de aplicagdo de citocinina permitiu maior replicagdo viral, monitorada
pelo teste PTA-ELISA, tanto no caso de invasfio sistémica (variedade Jalo) como no cultivar
hipersensivel (Moruna nc). J& as folhas tratadas com acido salicilico ¢ com BTH mostraram
reducdo na replicagdo viral, apresentando wvalores de absorbdncia em PTA-ELISA

praticamente iguais aos da planta sadia (tabela 9).
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Figura 23. Efeito da aplicaggo do produto BION (BTH) na indugdo da resisténcia adquirida
em feijoeiro Moruna nc.

R= Aplica¢do do produto no solo (raizes); A = aplicagdo do produto via aspersio na parte aérea.
Doses: 2,5;5e10g/100 L

* Médias assinaladas pela(s) mesma(s) letra(s) nfo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, 5% de
probabilidade.
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Figura 24. Efeito da aplicagdo do produto BION (BTH) na atividade da enzima
peroxidase em folhas de feijoeiro Moruna nc.

R= Aplicacdo do produto no solo (raizes); A = aplicagdo do produto via aspersio na
parte aérea.
Doses: 2,5;5e10g/100 L

* Médias assinaladas pela(s) mesma(s) letra(s) nfio diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey, 5% de probabilidade.
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Figura 25. Efeito da aplicacdo do produto BION (BTH) na atividade da enzima
fenilalanina aménia-liase em folhas de feijoeiro Moruna nc.

R= Aplicacdo do produto no solo (raizes); A = aplicagio do produto via aspersdo na
parte aérea.
Doses: 2,5;5e 10 g/100 L

* Médias assinaladas pela(s) mesma(s) letra(s) ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey, 5% de probabilidade.
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Figura 26. Efeito da aplicagdo do produto BION (BTH) no contetido de 4cido
salicilico total em folhas de feijoeiro Moruna nc.

R= Aplicacdo do produto no solo (raizes); A = aplicagdo do produto via aspersio na

parte aérea.
Doses: 2,5;5e10g/100 L

* Meédias assinaladas pela(s) mesma(s) letra(s) nfo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey, 5% de probabilidade.
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Tabela 8. Duracgo do efeito da aplicagio de BTH sobre a express3o da resisténcia

adquirida em feijoeiro Moruna nc desafiado com VMFS-EUA.

Tratamento Ntmero de lesbes locais/cm® de folha
na segunda folha trifoliclada
Controle 21 a*
Desafio 1 dia ap6s a aplicagdo de BTH 22 a
Desafio 2 dias apos a aplicagio de BTH 07b
Desafio 3 dias apos a aplicacio de BTH 04b
Desafio 4 dias apos a aplicagio de BTH 06b
Desafio 5 dias ap0s a aplicacio de BTH 03b
Desafio 6 dias apos a aplicagdo de BTH 05b
Desafio 7 dias apos a aplicagio de BTH 04b
Desafio 8 dias apos a aplicagio de BTH 07b
Desafio 9 dias apos a aplicagio de BTH 06 b
Desafio 10 dias apos a aplicagio de BTH 17a

* Na coluna, médias seguidas pela mesma letra nfio diferem significativamente entre si
pelo teste de Tukey, 5% de probabilidade.
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Tabela 9. Efeito da aplicagdo de reguladores de crescimento e BTH sobre a replicagio
do virus VMFS-EUA em folhas primarias de feijoeiro Moruna nc

(hipersensivel) e Jalo (hospedeiro).

Tratamento PTA-ELISA
D.O .40501m
Planta sadia 0,334
Invasdo sistémica (Jalo) 1,185
Jalo tratado com acido salicilico 0,352
Jalo tratado com BTH 0,397
Jalo tratado com 6-BA 1,228
Reagdo de hipersensibilidade (Moruna nc) 0,603
Moruna nc tratado com acido salicilico 0,317
Moruna nc tratado com BTH 0,323
Moruna nc tratado com 6-BA 0,982
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5. DISCUSSAQ

S.1. Proposta de um esquema geral para a interpretacio dos resultados

Um esquema relacionando entre si os diferentes resultados obtidos é proposto na figura
27 (pagina 85). A seguir, cada item presente no esquema sera discutido separadamente, e o
esquema sera discutido de uma forma geral no item 5.13 deste capitulo. Segundo esta
proposta, 0 virus, ao infectar a célula do cultivar hipersensivel (Moruna nc), desencadeia na

célula a reagdo de hipersensibilidade que é caracterizada pela ocorréncia de necrose.

S.2. Necrose celular e as formas ativas de oxigénio

Um dos primeiros eventos que levam & necrose nas células hipersensiveis invadidas
por virus € a perda do controle osmético o qual coincide com a ruptura da membrana
plasmatica, e a destruicio das membranas das organelas celulares. As células perdem os
eletr6litos como uma consequéncia das modificacdes irreversiveis na membrana plasmatica
(Kato & Misawa, 1976). O periodo de aproximadamente 7 horas antes do aparecimento das
lesSes necréticas em que foi relatado aumento no vazamento de eletrolitos, em plantas de
fumo Xanthi nc infectadas com TMYV, indica que hi uma correlagéo entre a formacgdo das
leses € um dano prévio nas membranas celulares (Westeijn, 1978). A ocorréncia de
peroxidagdo de lipideos ndo foi observada em tecidos infectados por virus sem a ocorréncia de
necrose (Doke & Ohashi, 1988). Entretanto, Keppler & Novacky (1986) observaram aumento
de peroxidacdo de lipideos em pepinos infectados com P. syringae pv. lachrymans numa
interac@io compativel, mas o nivel de dano 4 membrana foi inferior e mais tardio ao observado

nas interacGes de incompatibilidade.
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Aqui, foi observado que o contetido de malonaldeido aumentou nas folhas de feijoeiro
Moruna nc que estavam com suas c€lulas necrosadas em fungdo da inoculagdo com VMFS-
EUA (fig.9). O MDA ¢ um sub-produto da peroxidaciio da porgdo lipidica da membrana
celular. Quanto maior seu conteido, significa que houve maior dano oxidativo 3 membrana
celular. O surto oxidativo estd correlacionado com a ocorréncia da reacfio de
hipersensibilidade em diversos modelos de planta-patdégeno e desta forma pode ser um
elemento importante que contribui para o desenvolvimento da resisténcia induzida (Mehdy,
1994). Em aveia inoculada com Dreschlera avenae ou Dreschlera siccans foi observado que a
formacdo de lesGes necréticas coincidiram com a liberagfio de radicais de oxigénio, 62 horas
apés a inoculagdo (Gonner er al, 1993). A ativagdo de um sistema de geracio de O,
dependente de NADPH foi observada em cultivares de fumo que continham o gene N, que
confere resisténcia ao TMV (Doke & Ohashi, 1988). Para os autores, tal reacdo de liberacio
de O esta envolvida na inducdo das lesSes necréticas causadas pela infecgio viral. Ha
hipoteses, nas quais os autores defendem a idéia de que as formas ativas de oxigénio
produzidas como resposta a entrada do patogeno tém um efeito antimicrobiano direto e
também atuam como ativadores de mecanismos de defesa, que incluem a produgdo de
ligninas, a peroxidagio de lipideos, a producdo de fitoalexinas e a resposta de
hipersensibilidade (Baker & Orlandi, 1995).

Tem sido proposto que ha dois mecanismos relacionados & ocorréncia da reagdo de
hipersensibilidade. O primeiro, seria de que o reconhecimento do patégeno ativa a morte
geneticamente programada das células vegetais, ou seja, a apoptose. E o segundo mecanismo
seria de que a reagdo celular destinada a combater o patégeno produz substincias ou radicais

livres que também sdo toxicos as células (Hammond-Kosack & Jones, 1996).
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5.3. Relacdo dose-resposta na hipersensibilidade e na resisténcia adquirida

Nos experimentos sobre o efeito da concentragio viral do inéculo na expressdo da
resposta de hipersensibilidade em feijoeiro Morunan nc, foi observado que quanto maior o
namero de particulas virais aplicadas na inoculagiio, maior foi o niimero de lesdes locais
produzidas, tanto em plantas mantidas em casa de vegetaciio como em cAmara de crescimento
e em ambos sistemas de inoculagio (fig. 1 e 2). A reacfio de hipersensibilidade ¢ definida
como a morte das células hospedeiras que ocorre em poucas horas apos o contato com o
patogeno ¢ € altamente dependente do niimero de particulas infectivas do in6éculo (Goodman,
1986). Matthews (1991) demonstrou claramente a relagdio entre o ntimero de particulas virais
na inoculagdo e a resposta de hipersensibilidade. Quanto maior a concentragio viral na
inoculag¢do, maior foi o nimero de lesdes locais necréticas ocorridas nas folhas.

Nos experimentos, ndo foi observada diferenca entre o sistema de inoculagio de meia-
folha e o sistema de inoculagdo sistémica quanto a ocomréncia de hipersensibilidade,
indicando que o fato de se trabalhar com folhas de diferentes idades fisiologicas ndo exerceu
influéncia sobre o nimero de lesSes necréticas (fig. 3 e 4). Em outros modelos, a idade da
folha pode ser de grande importincia. Por exemplo, em Vigna sinensis inoculada com CMV
ocorre menor producdo de lesdes quando as folhas destas plantas possuem 12 dias de idade,
quando comparadas com folhas de 7 dias de idade. Por outro lado, folhas jovens de fumo
Xanthi nc ou Samsun NN produzem menos lesdes necréticas (mas geralmente de maior
tamanho) do que as folhas mais velhas. Estas observagdes representam o resultado de diversas
interagBes bioquimicas e fisiologicas, e explicaces mais precisas sobre tal comportamento
ainda néo foram obtidas (Goodman, 1986).

Quando o virus VMFS-EUA foi inoculado na induc#io, o niimero de lesdes necréticas

produzidas foi semelhante em casa de vegetacio e em cimara de crescimento. No entanto, as
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plantas da cimara de crescimento apresentaram a formag3o de lesdes na folha desafiada nas
concentragBes de 5, 2,5 e 1,7 ug/mlL, o que ndo ocorreu na da casa de vegetagdo (fig. 1). Este
resultado indica que na casa de vegetag@o a expresso de resisténcia foi mais eficiente, pois se
manifestou em concentragdes menores de inoculo aplicado na inducfio. Provavelmente, a
temperatura exergeu influéncia na ocorréncia da resisténcia adquirida, pois na casa de
vegetacdo as temperaturas além de nfo terem sido constantes como na cdmara de crescimento,
foram em média superiores aos 25°C mantidos na cimara de crescimento. De fato, Raskin
(1992) salientou a importincia da temperatura na resisténcia sistémica adquirida. Neste
trabalho, o autor concluiu que no modelo fumo Xanthi nc inoculado com TMV a 32°C a
express#o da resisténcia € suprimida, enquanto que na temperatura de 24°C a mesma ¢ ativada.

A morte celular associada a infecg8o pelo patdgeno é um requisito necessario para a
ativagdo biolégica da resisténcia sistémica adquirida (Hunt ef al., 1996). Para Sticher et al.
(1997), o nivel de prote¢do pode variar dependendo do organismo utilizado para a inoculago
de indugo e principalmente do grau de ocorréncia da necrose, ou seja, morte celular.

Tanto no sistema de inoculagdo e desafio de meia-folha primaria como na inducéo da
folha primaria e desafio da segunda trifoliolada na casa de vegetagdo, observou-se que o
numero de lesbes produzidas na indugdo decresceu de acordo com o aumento da diluicio do
virus, e que todos os tratamentos de indugfo permitiram a ocorréncia de resisténcia. J4 na
cdmara de crescimento o niumero de lesdes aumentou na porgio desafiada da folha conforme a
produgdo destas lesGes na inducdo foi menor, evidenciando que ocorre influéncia do nimero
de lesGes na indugdo da resisténcia (fig. 3 e 4).

No presente trabalho € possivel deduzir que nas plantas cultivadas em cdmara de
crescimento o nimero de lesdes necréticas ocorridas na indugfio foi determinante para a
ocorréncia de resisténcia, e na casa de vegetagdo as condigBes ambiente propiciaram maior
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expressdo da resisténcia adquirida, dependendo menos do nimero de lesdes ocorridas na

inducéo.

5.4. Influéncia dos fatores ambientais na ocorréncia de hipersensibilidade e

expressio da resisténcia adquirida

5.4.1. Radiacio luminosa

Nos experimentos realizados com variagio experimental da radiacdo luminosa
incidente, ndo foi observada menhuma diferenca na ocorréncia de hipersensibilidade € na
expressdo da resisténcia adquirida, indicando que a intensidade da luz nfo se constitui num
fator importante em Moruna nc inoculado com VMFS-EUA (fig. 5).

O sombreamento das plantas pode aumentar o tamanho das lesdes necréticas
produzidas, como no caso de plantas de feijoeiro inoculadas com AMV (Goodman, 1986).
Em alguns casos, 0 aumento observado no tamanho das lesdes tem sido correlacionado a
mudangas bioquimicas, como o decréscimo na taxa de produgio de calose. Tais correlagdes no
entanto ndo se constituem em prova de uma relacdo casual, e os mecanismos envolvidos
nestas diferencas permanecem sem serem esclarecidos.

Além disto, provavelmente as plantas submetidas ao tratamento de pleno sol tenham
sofrido inibigdo fotossintética devido ao excesso de radiacio recebida (média de 1936
umol./m’.s, apéndice 2) fato que pode ter prejudicado a expressdo da resisténcia adquirida

nestas plantas.

5.4.2. Temperatura
Nos experimentos realizados, se observou que na temperatura de 15°C praticamente
ndo ocorreu a formagdo de lesdes necréticas (fig. 6). Como as plantas desenvolveram tais
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lesdes apOs serem transferidas para uma temperatura mais elevada (tabela 2), seria possivel
imaginar que se tratasse de uma infeccio subliminar. Um exemplo de infecgio subliminar é a
hipersensibilidade do feijoeiro a0 virus do mosaico comum (VMFC), conferida pelo gene
dominante I (Ali, 1950). Neste modelo a temperatura alta favorece a apari¢io de necrose.
Qutros autores comentam que em temperaturas inferiores (20 -25°C) ndo ocorrem lesdes
locais, nem invas#o sistémica. Nestas temperaturas a restrigio da infeccfo viral é t3o eficiente
e rapida que néc ocorre o aparecimento perceptivel de necrose (Zeitlin & Hull, 1987). O que
diferencia esta resposta da imunidade € o aparecimento das lesdes com o tratamento de alta
temperatura apés a inoculagfo. Entretanto, no caso do feijoeiro Moruna nc, o que se observou
foi um adiamento no aparecimento das lesGes necréticaas, provavelmente associado 4 baixa
atividade metabolica do feijoeiro na baixa temperatura (15°C). Portanto, este caso ndo ¢ de
infeccio subliminar. E importante ressaltar que a temperatura de 15°C ¢é justamente a
temperatura base para o feijoeiro, ou seja, nesta temperatura as plantas mantém apenas um
metabolismo basal. Isto significa que o crescimento e o desenvolvimento sfo limitados nesta
faixa de temperatura, como de fato foi observado nos experimentos (fig. 8). Logo,
provavelmente o ndo aparecimento das lesdes a 15°C tenha sido provavelmente decorrente do
metabolismo lento da planta nesta temperatura.

Ainda em relagdo a temperatura, foi observado que foram produzidas lesdes de maior
tamanho nos tratamentos de temperaturas mais baixas (fig. 7). Portanto, é possivel que nestas
temperaturas ocorra um espalhamento maior do virus, seguido de necrose celular, resultando
em lesdes maiores. Embora tenha sido relatado no modelo de hipersensibilidade composto
pelo feijoeiro infectado pelo TMV, que em tratamentos de alta temperatura apresenta a

formagdo de lesdes locais cujo didmetro aumenta proporcionalmente a duragiio do tratamento,
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ha relato de redug@io do tamanho das lesSes em feijoeiro do grupo “Pinto” inoculado com o
VMFS-EUA em temperaturas elevadas (Goodman ez al., 1986).

A expressdo da hipersensibilidade, embora seja afetada por fatores ambientais como
temperatura e idade da planta, ¢ determinada pelo genoma tanto do hospedeiro como do virus.
Em alguns casos, a hipersensibilidade pode ser controlada por um tnico gene dominante da
planta. Nicotiana glutinosa, por exemplo, apresenta a resposta de hipersensibilidade ao TMV,
e esta caracteristica ¢ controlada pelo gene N. Este gene também foi introduzido no fumo
Samsun NN e Xanthi nc, os quais sdo hipersensiveis a0 TMV em temperaturas proximas de
22°C. Em temperaturas mais elevadas, acima de 28°C, as lesBes sdo cloréticas ao invés de

necroticas, € a infecgio se espalha sistemicamente (Samuel, 193 1.

S.5. Duraciio da resisténcia adquirida

O tempo de aparecimento, taxa de expansio e tamanho das lesdes também sdo
dependentes do virus e do hospedeiro, ¢ das condi¢des ambientais. No caso do feijoeiro
Moruna nc inoculado com o VMFS-EUA, as lesSes necréticas geralmente atingiram seu
tamanho final em torno de 72 horas apos a inoculagio. Ha relatos de que algumas lesdes
aparecem rapidamente, como por exemplo, em fumo Samsun NN no qual lesdes provocadas
por TMV surgem 28 horas ap6s a inoculagio a 24°C. Alternativamente, as lesSes causadas por
PVS em Chenopodium quinoa demoram para aparecer cerca de 5 dias apos a inoculagdo e se
tornam bem definidas aos 8 dias. Enquanto algumas lesdes apresentam crescimento definido
quando aparecem, outras continuam se expandindo por um periodo variavel de tempo (horas,
dias, ou indefinidamente) (Shukla & Hiruki, 1975).

O dano celular nas lesdes necréticas induzidas em feijoeiro do grupo “Pinto” inoculado

com TMYV torna-se visivel 30 horas apos a inoculagio e as lesdes atingem seu tamanho final
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em 72 horas. Ha pouca morte nas células do mesofilo e epiderme inferior, embora o colapso
celular devido a necrose das células da epiderme superior e células palissadicas seja
claramente evidente (Goodman, 1986).

Nos experimentos sobre a duragdo da expressdo da resisténcia adquirida em Moruna
nc, foi demonstrado que este fenémeno apresenta a duragio de cerca de 22 dias, tanto no
sistema de inoculagdo de meia-folha primaria como no sistema de indugfo sistémica,
ocorrendo redugdes superiores a 90% no nimero de lesdes produzidas durante o desafio
(tabelas 3 € 4). Lucas (1999) relatou o caso de fumo inoculado com Peronospora tabacina, no
qual a resisténcia adquirida manteve-se efetiva durante um periodo de cerca de trés semanas.
Para este autor, esta € uma das condigbes necessrias para que o modelo estudado seja
considerado como um caso de resisténcia sistémica adquirida.

Como podemos verificar, o fendmeno de resisténcia sistémica adquirida é altamente
complexo, envolvendo diversos processos metabolicos e fisiologicos e apresenta ampla
variacdo entre os diversos modelos estudados. No entanto, hi certas caracteristicas em
comum, que tém sido usadas para definir se determinado sistema planta/patégeno se enquadra
no conceito de resisténcia sistémica adquirida. Lucas (1999) resumiu estas caracteristicas:

1) E um fendmeno induzido por agentes ou patdgenos que causam necrose, isto €,

lesGes locais na planta;

2) Ha um periodo de alguns dias entre a indugfo e a sua total expressio;

3) A protegio ¢ conferida aos tecidos nfo expostos ao indculo utilizado na inducio;

4) E expressa sob a forma de redugdio no nimero de lesdes, tamanho das lesdes,

producdo de esporos, e multiplicagdo do patégeno utilizado no desafio;

5) A protegdo € duradoura, na maioria das vezes dura semanas ou até meses;
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6) A protegio € ndo-especifica, isto €, € efetiva contra um amplo espectro de
patégenos ndo relacionados ao agente indutor;,
7) O sinal da resisténcia sistémica adquirida é translocado pela planta e/ou
transmissivel por enxertia;
8) A protecdo ndo ¢ transmitida para a progénie; e a transmiss3o para tecidos
propagados vegetativamente ainda nfio estd muito bem esclarecida.
No caso do modelo composto pelo feijoeiro Moruna nc inoculado com VMFS-EUA, as
condigbes de numero 1,2,3,4,5 e 7 (descrito no item 5.7) foram satisfeitas. As condi¢des 6 e 8
ndo foram testadas no presente trabalho. Desta forma, podemos concluir que efetivamente

estamos tratando de um modelo de resisténcia sistémica adquirida.

5.6. Provavel papel da enzima PAL na expressio da resisténcia adquirida

No presente trabalho, a PAL teve sua atividade detectada a partir de 24 horas apés a
inoculagdo de indugdo do feijoeiro Moruna nc com o VMFS-EUA, e até mesmo as folhas nio
inoculadas tiveram a atividade desta enzima incrementada (fig. 18). Isto significa que
provavelmente ocorreu ativagdo sistémica . Em Arabidopsis este gene ¢ ativado logo apés a
inoculagdo com Pseudomonas (Dong et al., 1991) e codifica para a enzima chave da rota de
sintese dos compostos fenilpropanéides. Esta rota é responsavel pela produgio de moléculas
envolvidas no processo de defesa por parte da planta, incluindo fitoalexinas, 4cido salicilico e
outros compostos fenolicos (Wobbe & Klessig, 1996). O gene que codifica para a PAL é um
dos marcadores usados para estudar a ativagdo génica durante a resisténcia adquirida. A
enzima PAL tem sua atividade aumentada em varias reagdes tipicas de resisténcia e apés o

tratamento com varios elicitores de reagbes de defesa (Davis ef al., 1989; Hahlbrock & Scheel,
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1989). Além disto, a inibigio da PAL in vivo por inibidores especificos reduz a resisténcia em
vérias plantas (Carver ef al., 1994; Mauch-Mani & Slusarenko, 1996).

Nas plantas, o acido salicilico é provavelmente produzido a partir da fenilalanina
(Yalpani ef al., 1993). Este aminoacido € convertide a acido trans-cindmico pela PAL e o
acido salicilico pode ser produzido a partir do acido cinidmico via um dos dois intermedidrios:

acido benzodico ou acido o-cumarico (Yalpani ef al., 1993).

5.7. Envelvimento do 4cide salicilico

No caso do feijoeiro vMoruna nc inoculado com VMFS-EUA, foram observados
aumentos dos teores de acido salicilico presente tanto nas folhas induzidas, como nas no
inoculadas (fig. 20 e 21), e este metabdlito também apresentou aumento na seiva do floema
(fig. 19), indicando que o acido salicilico esta envolvido na expressdo da resisténcia adquirida
neste modelo de estudo e que ¢ transportado pela planta de uma regidio inoculada para outra
regido mais distante. Quando aplicado exogenamente, o acido salicilico induziu resisténcia no
feijoeiro Moruna nc (fig. 22), evidenciando novamente o seu envolvimento na transducéo de
sinal que leva a expressdo da resisténcia adquirida. Todos estes dados indicam o envolvimento
do 4acido salicilico na sequéncia de eventos que levam 4 manifestacio de resisténcia.

O primeiro trabalho em que o acido salicilico foi apontado como sendo uma molécula
envolvida na defesa vegetal foi apresentado por White (1979). Ele observou que a injegio de
aspirina ou acido salicilico em folhas de fumo ocasionava aumento da resisténcia ao TMV e
sintese das proteinas relacionadas & patogenicidade (PR) (White & Antoniw, 1991). Esta
observagdo inicial mostrou se repetir contra varios outros patdgenos, tais como outros virus,
bactérias e fungos (Weete, 1992; Malamy et al., 1992). O 4cido salicilico também induz os

genes que codificam para as PRs em outras espécies vegetais, tanto de monocotileddneas
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como dicotiled6neas (Klessig & Malamy, 1994). No entanto, nem todos os modelos de planta-
patogeno respondem 2 aplicaggo de acido salicilico (Roggero & Pennazio, 1991).

Uma prova mais direta sobre o envolvimento do 4cido salicilico foi apresentada em
estudos com fumo e pepino. Apés a inoculacio de fumo hipersensivel com TMV, os niveis de
acido salicilico aumentaram em ambas as folhas induzida e a nfo inoculada. Tal estimulo na
produgdo de 4cido salicilico ocorreu simultaneamente com a ocorréncia da reacdo de
hipersensibilidade e a induco das proteinas PR. Ao contrario, nio foi observado incremento
na quantidade de 4cido salicilico nas folhas de fumo suscetiveis ao TMV (Malamy et al,,
1990). Em pepino infectado com TNV, Colletotrichum lagenarium (Métraux ef al., 1990) ou
Pseudomonas syringae pv. syringae (Rasmussen ef al., 1991), os niveis de acido salicilico
aumentaram no exudato do floema. Enquanto o 4cido salicilico é toxico para alguns
patogenos tais como Colletotrichum falcatum, Fusarium oxysporum e Agrobacterium
tumefasciens, ele ndo € toxico para o TMV ou C. lagenarium (Mills & Wood, 1984). Logo, o
aumento na resisténcia associada & maiores quantidades de 4cido salicilico n3o pode ser
associado ao efeito toxico deste composto sobre os patogenos.

No caso do feijoeiro Moruna nc, foram observados aumentos no acido salicilico total
presente nas folbas que estavam expressando resisténcia (fig. 20), e maior quantidade deste
acido conjugado presente na seiva do floema (tabela 6). Portanto, é possivel que o acido
salicilico esteja envolvido na transdugdo de sinal pela planta, encontrando-se sob diversas
formas quimicas para que o sistema seja regulado de forma a permitir uma produgdo eficiente,
ou pelo menos manutengdo, de concentragSes bioativas de acido salicilico sem no entanto
causar fitotoxicidade.

Altas concentragdes de acidos fenélicos tais como o 4cido salicilico sdo fitotéxicas.

Entéo, muitos destes compostos existem na forma conjugada com agucares (Umetani ef al.,
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1990). Enyedi e colaboradores (1992) descobriram que apés a inoculagiio de fumo com
TMYV, uma grande quantidade de 4cido salicilico estava presente na forma conjugada. Em
fumo, o acido salicilico, livre e conjugado, sGo encontrados ao redor do sitio de infeccdo,
enquanto que somente o acido salicilico livre ¢ detectado nas regides mais distantes (Malamy
et al., 1992). Em pepino e Arabidopsis tanto o 4cido salicilico livre como o conjugado
aumentam localizadamente e sistemicamente quando as plantas sdo inoculadas (Mewly &
Meétraux, 1993; Summermatter ef al., 1995).

Quando o acido salicilico foi aplicado exogenamente no feijoeiro Moruna nc, o seu
efeito foi observado somente até 60 horas apOs sua aplicagdo (fig.22). Provavelmente este
acido aplicado foi metabolisado pela planta, perdendo a sua atividade.

Os mecanismos pelos quais o 4acido salicilico induz a produgdo das proteinas PR e a
resisténcia sistémica adquirida ndo estdo totalmente esclarecidos até o presente momento.
Parece que os produtos da peroxidagdo de lipideos gerados durante a reacio de
hipersensibilidade desempenham um papel importante no desenvolvimento da resisténcia
adquirida nos tecidos ndo infectados. Foi descoberto que o acido salicilico age bloqueando a
enzima catalase (Chen ef a/.,1993) e também inibe a ascorbato peroxidase (Durner & Klessig,
1996), ambas enzimas que degradam H;O,. Em contraste, guaiacol peroxidase nio ¢ inibida
pelo acido salicilico (Wobbe & Klessig, 1996). No sitio de infeccio onde acumulam-se
elevados niveis de acido salicilico, é provavel que HyO, atue na transmissdo do sinal apos a
atuacdo do acido salicilico. Alternativamente, ou em adigdo, H,O, pode funcionar como
estimulo para a produgdo de mais 4cido salicilico. Finalmente, o 4cido salicilico pode
apresentar outros mecanismos de agio que ainda nfo foram descobertos (Chen ez al., 1993).

A aplicagio exdgena de acido salicilico acarretou em menor taxa de replicagéio viral,

tanto nas plantas com infeccdo sistémica como nas plantas com reagio de hipersensibilidade
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(tabela 9). Foi relatado que o 4cido salicilico interfere tanto na replicagio de TMV (Chivasa et

al., 1997) como no movimento a longa distancia no caso de CMV (Naylor et al., 1998).

5.8. Peroxidase e resisténcia adquirida

No caso da reag8o de hipersensibilidade estudada no feijoeiro Moruna nc, foi possivel
verificar aumento na atividade da peroxidase 48 horas ap6s a inoculagdo, ou seja, antes do
aparecimento das lesSes necréticas (fig. 17). Posteriormente, tal enzima apresentou maior
atividade nas plantas que estavam expressando resisténcia adquirida (fig. 11). Deste modo,
fica evidente que a peroxidase desempenha alguma funco na resisténcia.

A enzima peroxidase ¢ amplamente distribuida e de larga ocorréncia nas plantas, e uma
das suas principais fungdes como integrante do complexo celular é assegurar a desintoxicagio
das formas ativas de oxigénio. Tal fungdo é muito importante na formagio das respostas
metabolicas das plantas aos variados estresses. Tem sido relatado o envolvimento desta
enzima em diferentes estresses causados pelo ambiente, tais como efeito do ozdnio (Castillo ez
al., 1984), danos por poluigdo atmosférica (Castillo ez al., 1987), metais pesados (Van Asshe
& Clijsters, 1990), elevada radiacio (Bakardjieva & Christova, 1991) e indugio de resisténcia
a patogenos (Martinez ef al., 1996). A peroxidase produzida pelas plantas est presente sob
multiplas formas de isoenzimas. Elas apresentam diversos papéis nas células vegetais,
algumas delas s3o excretadas e participam em muitas reag3es, incluindo lignificagio, ligacdes
dos polissacarideos de parede celular, oxidagdo do 4cido 3-indolacético, regulagdo do
alongamento celular e oxidagido de fenéis (Gaspar ef al., 1991). Entretanto, ainda nio estd
muito claro quais isoenzimas sio responsaveis pelas varias fungdes das peroxidases,
especialmente nos casos de estresse. Em estudo sobre o efeito toxico do cobre, foi

demonstrado que os efeitos iniciais na mudanga da permeabilidade da membrana plasmética e
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atividade das peroxidases pdde ser detectada antes do aparecimento de qualquer sinal visivel
de toxicidade (De Vos er al., 1989).

No caso do feijoeiro Moruna nc, é possivel que a peroxidase tenha atuado nos
processos de desintoxicagdo e remanejamento das formas ativas de oxigénio geradas durante
a reacdo de hipersensibilidade, além de atuar diretamente na lignificacio das células mortas
durante a necrose. Além disto, ha relato de que a peroxidase tem a capacidade de utilizar o
acido salicilico como substrato (Lobarzewski ef al., 1996), o que ¢ perfeitamente possivel de
ter ocorrido no feijoeiro hipersensivel, uma vez que ocorreu incremento na quantidade

produzida deste composto durante a expressdo da resisténcia adquirida.

5.9. Envolvimento da enzima catalase

O fato de se ter observado aumento da atividade catalasica nas folhas onde ocorreu
invasio sistémica do VMFS-EUA e esta enzima ndo apresentar maior atividade nas folhas
com reagdo de hipersensibilidade e expressio de resisténcia adquirida, indica que
possivelmente ocorreu uma diferenciagdo quanto a fisiologia nos dois tipos de interacdo do
feijoeiro com este virus (fig. 10). Provavelmente, no caso de infec¢do sistémica, ©
metabolismo foi todo direcionado para a desintoxicago das formas ativas de oxigénio geradas
no processo de infecgdo. Enquanto isto, na reagdo de hipersensibilidade as formas ativas de
oxigénio podem desempenhar papel importante na transdugiio de sinal. Desta forma, o surto
oxidativo geraria diferentes formas de oxigénio, que por sua vez seriam utilizadas como
compostos mediadores da cascata de sinalizagdo que conduz & expressdo da resisténcia
adquirida. De fato, foi observado que as enzimas PER e PAL tiveram suas atividades
aumentadas nos tratamentos onde ocorreram a reagdo de hipersensibilidade e a express3o da

resisténcia sistémica adquirida em feijoeiro Moruna nc (fig. 11 e 12).
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A atividade da enzima catalase geralmente aumenta em resposta aos elevados niveis de
H;0, na tentativa de atuar como um mecanismo de prote¢io celular (Halliwell & Gutteridge,
1989). No entanto, em estudo a respeito da peroxidagio de lipideos nas interagbes de
compatibilidade ¢ de reagfio de hipersensibilidade a0 VMFS-EUA, Beleid El-Moshaty e
colaboradores (1993) nfio observaram alteragdes significativas na atividade da catalase nas
folhas que estavam apresentando a reagdio de hipersensibilidade ao referido virus. Estes
autores sugeriram que neste caso, 0 H,O; pode ter sido reduzido pelas peroxidases, as quais
apresentam sua atividade aumentada durante a reacdo de hipersensibilidade ao virus.

Foi observado que a CAT apresentou, de um modo geral, maior atividade nas folhas
primarias do feijoeiro (fig. 14). Este fato provavelmente seja decorrente das folhas primarias

serem fisiologicamente mais velhas do que a segunda folha trifoliolada.

5.10. Aplicacio de citocininas

A aplicag8o de citocinina em feijoeiro Moruna nc nio causou a inducdo de resisténcia
ao VMFS-EUA (tabela 7). Desde a década de 60 ha relatos de que as citocininas poderiam
aumentar a resisténcia das plantas as moléstias (Ingram, 1967). Outros trabalhos indicaram
que ocorreu supressdo da resposta de hipersensibilidade mediada pela aplicagio de citocininas
em raizes de tomate infectadas pelo nematéide Meloidogyne incognita (Dropkin et al., 1969) e
fumo infectado com Pseudomonas tabaci (Novacky, 1972). Estes trabalhos sugerem que as
citocininas possam atenuar a rea¢do de hipersensibilidade aos fungos, bactérias e nematéides.
Entretanto, outros experimentos apresentaram resultados contrarios. Por exemplo, o
tratamento de folhas com citocininas aumentou a resposta de hipersensibilidade ao Erysiphe
graminis em centeio (Liu & Bushnell, 1986), e também incrementou a reagdo de

hipersensibilidade de fumo ao TMV (Kiraly & Szirmai, 1964). No presente trabalho,
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observou-se aumento na replicagdo do VMFS-EUA quando as plantas de feijoeiro foram
tratadas com citocinina (tabela 9). Este comportamento j4 havia sido relatado por Vega (1995)
neste mesmo modelo. Provavelmente as diferencas nos resultados encontrados entre os

diversos trabalhos sejam devidas 4 aplicacdo de diferentes concentrages deste regulador de

crescimento.

5.11. Relacdio entre resisténcia sistémica adquirida e bactérias no solo

Embora relatos salientem a influéncia da nodulaco sobre a expressio de resisténcia,
no presente estudo nfo se verificou nenhum efeito da nodulagiio na ocorréncia deste fendmeno
(tabela 5). Os experimentos realizados foram todos de duracfo relativamente curta, e mesmo
que os nodulos ja tivessem sido formados, talvez ndo tenha havido tempo suficiente para que
as modificagdes bioquimicas ocorressem. Estas modificacdes normalmente ocorrem durante o
amadurecimento dos noédulos, ativando os genes envolvidos na nodulagdo, que sdo
responsaveis pelos processos de indugdo de resisténcia na planta nodulada. Martinez-Abarca
et al. (1998) aplicaram 4cido salicilico exogenamente em plantas de alfafa noduladas com
Rhizobium meliloti e observaram que houve inibicio da expressio génica durante a
nodulagdo. No caso dos experimentos realizados com o feijoeiro Moruna nc, ocorreu aumento
no contetido endégeno de acido salicilico quando as plantas estavam expressando a resisténcia
adquirida (fig. 20); no entanto o contéudo de acido salicilico ndo foi avaliado nas plantas
noduladas. Mesmo assim, pode-se supor que tal composto tenha interagido com as bactérias
noduladoras, reduzindo seus efeitos sobre a ocorréncia da resisténcia adquirida.

Quando o efeito da nodulagdio sobre a peroxidagio de lipideos e a atividade das
enzimas PER e PAL foram avaliadas, verificou-se que a nodulagio ndo exerceu nenhuma

influéncia sobre estes pardmetros, reiterando o que ji foi discutido anteriormente, ou seja, a
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nodulagdo ndo afetou a expressdo da resisténcia adquirida em feijoeiro Moruna nc inoculado
com VMFS-EUA (fig. 13, 15 € 16). Quanto 4 enzima CAT, aparentemente a nodulaggo afetou
sua atividade, pois em alguns tratamentos a CAT apresentou maior atividade na segunda folha
trifoliolada (fig. 15). Este comportamento foi diferentedo observado anteriormente nas plantas
nfo noduladas (fig. 10. No entanto, esta diferenca na atividade da CAT ndo foi o suficiente
para alterar os mecanismos de SAR em Moruna nc.

Além da questdo das bactérias envolvidas na fixacio de nitrogénio, cabe ressaltar que
as rizobactérias ndo-patogénicas podem induzir, em plantas, resisténcia sistémica
fenotipicamente semelhante 4 resisténcia sistémica adquirida. A resisténcia sistémica induzida
mediada pelas rizobactérias ("induced systemic resistance”, ISR) foi demonstrada atuando
contra fungos, bactérias e viroses em Arabidopsis, feijdo, pepino, fumo e tomate sob
condi¢bes nas quais a bactéria indutora de resisténcia e o patogeno utilizado no desafio
permaneceram espacialmente separados. As estirpes de bactérias diferem na sua habilidade em
induzir resisténcia nas diferentes espécies vegetais, ¢ as plantas apresentam variacdo na
expressdo da ISR sob indugdo por estirpes especificas. Os compostos determinantes de ISR
pelas bactérias incluem lipopolissacarideos, sideréforos e acido salicilico. Nio foram
observadas at¢ 0 momento, no hospedeiro vegetal, alterages consistentes associadas ao estado
de indugdo, mas sob condigGes de inoculacio de desafio as respostas tipicas de resisténcia sio
aceleradas e aumentadas. A ISR ¢ efetiva mesmo sob condigdes de campo e oferece um
mecanismo natural para o controle biologico das moléstias (van Loon ef al, 1998). Entretanto,

torna-se necessario a realizagdo de estudos nesta area de conhecimento, que foi descoberta

somente nos ultimos anos.
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5.12. Efeito do BTH na expressio da resisténcia sistémica

A aplicagdo de BTH no feijoeiro Moruna nc estimulou a ocorréncia da resisténcia
adquirida apenas quando o produto foi aplicado nas doses de 2,5 ¢ 5 g/100L (fig. 23). Este
produto foi desenvolvido para a protecdio de cereais, arroz, fumo, banana e certos vegetais
contra moléstias causadas principalmente por fungos e bactérias (Ruess ef al., 1995).
Entretanto, o BTH tem sido testado no mundo inteiro, e tem sido demonstrado que ele é um
ativador de resisténcia adquirida em diversas espécies vegetais inoculadas, inclusive, com
virus. Para pepinos por exemplo, o produto tem sido utilizado na dose de 2g/100L conferindo
resisténcia de amplo espectro a cultura (Hammerschmidt, comunicacio pessoal). Ha a
indicag@o de que o BTH age como um analogo do 4cido salicilico (Kessmann et al., 1996).

O fato de ter sido observado em feijoeiro Moruna nc que apés a aplicagio do BTH
ocorreu maior atividade da enzima peroxidase e ndo da enzima PAL e de que o contetido de
acido salicilico destas plantas praticamente se manteve inalterado, indica que provavelmente o
BTH ative mecanismos de defesa numa etapa posterior ao acumulo do acido salicilico (fig. 24
a 26). De fato, em estudo com plantas de Arabidopsis NahG (bloqueadas para a sintese de
acido salicilico) foi demonstrado que o BTH induz a resisténcia sistémica adquirida de modo
independente do acimulo de acido salicilico, evidenciando que este produto atua no
metabolismo posteriormente a sinalizacdo do 4cido salicilico (Lawton et al, 1996). No
entanto, € importante salientar que o fendmeno de resisténcia causado pelo BTH no feijoeiro

Moruna nc foi de duragio relativamente curta, fato que compromete a sua aplicacio comercial

nesta cultura (tabela 8).
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S.13. Discusséo geral do esquema proposte

O esquema proposto na figura 27 foi elaborado com o intuito de relacionar os dados
observados nos experimentos, e propor uma sequéncia de eventos que explique o fendmeno da
resisténcia adquirida no feijoeiro Moruna nc inoculado com o VMFS-EUA.

Ao infectar as células epidérmicas da variedade hipersensivel (nc= necrose), o virus é
reconhecido pela hospedeira e entdo comeca o processo de morte celular, ou necrose. No caso
estudado, a extens&o da necrose foi dependente da quantidade de indculo (ou particulas virais)
presente na indugfo, e da temperatura ocorrida na inducio. A radiacdo luminosa ndo exerceu
influéncia na reagdo de hipersensibilidade. Uma vez que o processo de morte celular foi
iniciado, foram geradas formas ativas de oxigénio, que provavelmente reagiram com a
membrana celular, causando a peroxidagdo de lipideos (evidenciada pelo aumento no
conteudo de MDA nas células necrosadas). Por outro lado, a enzima PAL teve sua atividade
aumentada tanto localizadamente como sistemicamente. Uma vez que a aplicagcdo de BTH niio
induziu aumento na atividade da PAL, deve existir outro mensageiro, provavelmente ligado &
peroxidagdo de lipideos, que provoca este aumento da atividade desta enzima nas folhas nio
inoculadas. No entanto, os dados observados ndo permitem especular sobre a natureza deste
evento. Como a PAL € a enzima chave para a sintese de acido salicilico (e observou-se
aumento deste composto nas folhas resistentes), é muito provavel que esta enzima tenha
estimulado a biossintese do acido salicilico. O grande aumento no contetido de 4cido salicilico
encontrado na seiva do floema da folha induzida, e o fato dele estar em grande parte na sua
forma conjugada, permite concluir que este acido tenha sido transportado sob diferentes
formas para as regibes distais na planta de feijoeiro, atuando como um mensageiro para a
expressdo da resisténcia sistémica adquirida. Além disto, a aplicacio de acido salicilico

demonstrou que este composto ¢ indutor de resisténcia em feijoeiro, evidenciando novamente
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sua importéncia na ocorréncia da resisténcia adquirida. Outro fato que reitera o envolvimento
do acido salicilico, € o de que houve aumento na sua quantidade nas folhas no inoculadas da
planta, decorrente da inoculagio de indugfio nas folhas primarias.

Por sua vez, o acido salicilico provavelmente induz aumento da atividade da PER, ou
esta pode ter tido sua atividade aumentada em fungio das formas ativas de oxigénio, presentes
em decorréncia da reagio de hipersensibilidade. Provavelmente ocorreram aumentos nas
formas Oy, H20; € OH", que podem ter agido como mensageiros secundarios e/ou atuado no
mecanismo de estimulagio da sintese “de novo” do acido salicilico. Tanto as formas ativas de
oxigénio, como o 4cido salicilico causaram uma redugfo na concentragfo viral das folhas que
estavam expressando resisténcia adquirida.

O BTH analogo ao 4cido salicilico, também induziu resisténcia sistémica no feijoeiro
Moruna nc. Entretanto, como a aplicagdo de BTH nfo acarretou em aumento de atividade da
enzima PAL nem do préprio 4cido salicilico, e sim da enzima peroxidase, € possivel que tal
composto quimico atue numa etapa posterior a transducdo de sinal realizada pelo 4cido
salicilico. Além disto, em funcio destes resultados, € provavel que a maior ativacdo da
peroxidase ocorra posterior ou conjuntamente 3 atuagio do acido salicilico.

Nem a nodulagdo por Rhizobium tropici, nem a aplicacdo de citocinina 6-BA
exerceram algum tipo de influéncia sobre o fenémeno da resisténcia adquirida no feijoeiro
Moruna nc. A enzima catalase também ndo teve sua atividade aumentada nas plantas que

estavam expressando a resisténcia sistémica adquirida.
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5.14. Consideracdes finais

A complexidade das respostas das plantas ao ataque dos virus sugere que multiplos
sinais devem estar operando através de diversas rotas metabélicas para produzir as varias
reagbes de defesa. Em adi¢io & inducio de defesa localizada, ha também a inducdo da
resisténcia sistémica adquirida, a qual requer um ou mais sinalizadores capazes de mover-se a
longas distancias desde o sitio de indugfo (infecgdo inicial) até as porgdes distais da planta.
Trabalhos recentes tém identificado varios candidatos em potencial para serem as moléculas
sinalizadoras de longa distincia. Dentre eles incluem-se sistemina (McGurl et al, 1992),
jasmonatos (Farmer ef al., 1992), 4cido salicilico (Wobbe & Klessig, 1996), etileno (Yang &
Pratt, 1978) e potenciais elétricos (Wilson ez al., 1992).

A nivel bioquimico, uma ampla variedade de processos sfo ativados durante a
resposta de resisténcia. Muitos destes processos estio envolvidos no incremento do sistema
passivo de defesa da planta, principalmente através do aumento da rigidez da parede celular.
Af estdo incluidos a sintese e incorporagdo de glicoproteinas ricas em hidroxiprolina, celulose
e lignina na parede celular e a deposi¢do de calose e suberina na mesma. Além disto, ha um
aumento na atividade da peroxidase, a qual € necessaria para a lignificagio e pode estar
envolvida na ligagdo das proteinas da parede celular. Varios mecanismos ativos de defesa
também sdo induzidos incluindo a sintese de inibidores de protease, os quais bloqueiam a
atividade das proteases microbianas e de insetos, a produgio de fitoalexinas com atividade
anti-microbiana, a indugfo de atividades hidroliticas, tais como chitinases e B-1,3-glucanases
que degradam a parede celular dos microbios, e finalmente a produgio de compostos de
atividade anti-viral. A maioria dos extratos com atividade anti-viral produzidos pelas plantas
tém sido relatados quando se observa a resisténcia localizada. Este tipo de resisténcia &
manifestado apenas nas areas onde a aplicaciio exdégena é realizada. Tais extratos anti-virais
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manifestam sua atividade em estagios iniciais da infecgio dos virus nas plantas (Baranwal &
Verma, 1992). A utilidade pratica destes inibidores de virus causando resisténcia localizada
tem sido questionada pela comunidade cientifica (Verma ef al., 1998).

A indlstria agroquimica tem um grande interesse na descoberta de compostos que
possam agir diretamente contra os patdgenos via mecanismos endbgenos de defesa da planta.
A elucidagdo dos mecanismos de ativagio e expresséo da resisténcia sistémica adquirida tem
tornado possivel maiores avancos na descoberta destes ativadores de resisténcia adquirida. No
entanto, ainda had muitas questdes ndo resolvidas a respeito do seu uso, tais como o tempo
6timo e método de aplicaggio nas diferentes culturas, integracio com outros tipos de pesticidas,
e interagdes com a fisiologia da planta. Estes quimicos estdo, por definicdo, alterando a
expressdo génica e o metabolismo, com possiveis efeitos no crescimento e desenvolvimento
das culturas. Ha diferencas intrigantes quanto & eficiéncia dos ativadores quimicos de
resisténcia nas diferentes espécies vegetais estudadas. Ainda niio estd claro se estas diferencas
sdo devidas as variagOes inerentes & absorgdo e resposta a dose aplicada, ou se elas refletem
diferencas reais na indugdio e regulagio das rotas metabolicas envolvidas na expressdo da
resisténcia adquirida.

A despeito das aplicacdes praticas da exploragdo do fendmeno de resisténcia adquirida
na protecdo para as culturas, o melhor conhecimento deste fenémeno e especialmente sua
relagdo com outras respostas ativas de defesa vegetal sera  de grande valor no

desenvolvimento de estratégias genéticas para o melhoramento das culturas visando

resisténcia a patogenos e pestes.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que:

1y

2)

3)

4)

5)

6)

O sistema composto pelo feijoeiro Moruna nc inoculado com o VMFS-EUA se
constitui num exemplo de reagdo de hipersensibilidade com conseqiiente ativagio
da expressdo de resisténcia adquirida, pois atende aos requisitos descritos na
literatura, que caracterizam tal fenémeno.

A reac@o de hipersensibilidade neste modelo é mais intensa em altas temperaturas,
e a expressio da resisténcia sistémica adquirida é fungio do grau de necrose
ocorrido na inoculaggo de indugfo.

Durante a indugfo da resisténcia ocorre a peroxidagio de lipideos nas folhas
inoculadas e as enzimas peroxidase e fenilalanina aménia-liase sio ativadas nestas -
folhas.

Nas folhas ndo inoculadas, mas induzidas, ocorre aumento da atividade da PAL e
da PER, mas no h4 aumento da peroxidagio de lipideos.

O teor de 4cido salicilico aumenta significativamente nas folhas inoculadas e ndo
inoculadas e também ¢ detectado na seiva das folhas induzidas, indicando que este
composto tem papel importante no mecanismo de resisténcia adquirida.

O produto BTH, analogo ao 4cido salicilico, induz aumento da atividade da PER,

mas ndo da PAL, mesmo assim levando & manifestacio de resisténcia adquirida.
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Apéndice 1. Temperaturas observadas na UNICAMP, Campinas/SP, durante o decorrer do
experimento 3.2.1.

POSTO METEOROLOGICO -FEAGRIUNICAMP
TEMPERATURA MINIMA DIARIA - ANO DE 1997

DIA | JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGO SET OUT

204 202 198 19,0 13,8 8.8 150 106 170 1838
21,0 200 19,0 200 148 100 140 12,0 148 194
19,8 198 198 195 156 102 152 14,7 146 16,0
200 202 162 185 162 136 158 164 182 13,8
202 200 202 185 168 142 148 164 192 208
196 192 204 180 150 152 140 150 170 218
180 204 202 182 140 120 168 132 158 17,86
21,2 208 194 180 1586 54 15,8 152 16,2 174
200 198 208 169 17,2 5,8 148 108 172 172
208 190 220 195 148 8,4 12,2 8.6 21.0 19,0
204 194 204 16,0 152 7.0 12,4 9.6 16,2 20,4
214 204 19,0 150 13,2 10,8 13,8 9,0 14,0 200
220 206 194 17,0 13,2 122 132 134 186 19,0
21,8 184 208 17,0 122 134 128 114 206 19,6
206 208 220 180 144 138 11,2 11,8 200 20,0
212 210 208 196 154 120 134 108 156 20,8
206 192 200 17,0 148 8.8 140 108 146 16,2
198 200 188 182 132 132 154 138 150 16,0
202 186 184 178 134 144 138 150 162 16,2
216 194 188 180 128 172 134 154 180 18,2
204 198 186 198 126 138 14,8 148 182 18,2
214 220 186 196 17,0 152 122 162 17.0 16,2
202 218 190 168 132 132 11,0 176 14,8 15,0

[P\ NI N N N, G- N
BN S eI Rdni0o@O®~ND O s wN =

24 202 214 170 160 148 140 126 162 158 16,4
25 208 204 190 148 142 132 134 144 174 18,6
26 212 202 188 180 108 128 108 10,8 178 18,8
27 202 190 184 158 128 148 100 128 182 18,0
28 18,8 20,2 192 148 134 16,0 9,4 144 170 184
29 20,2 XX 200 126 130 172 10,0 144 214 192
30 21,2 XX 202 138 9.4 152 10,8 16,0 18,0 19,0
31 204 XX 20,0 XX 10,2 XX 124 158 XX 19,3

MEDIA| 20,5 20,1 195 174 140 125 132 135 172 182
MAX. | 220 220 220 200 172 172 168 176 214 21,8
MIN | 180 186 162 126 94 5.4 9.4 8.6 14,0 150
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POSTO METEORQL()GICO - FEAGRI/UNICAMP
TEMPERATURA MAXIMA DIARIA - ANO DE 1997

DIA | JAN FEV. MAR ABR MAI JUN JUL AGO SET OUT
1 230 304 300 275 276 192 216 288 316 234
2 262 272 286 285 280 238 272 302 316 260
3 252 280 284 285 288 212 280 29,8 320 234
4 27,8 314 290 310 270 180 254 266 324 320
5 300 324 294 292 280 17,0 230 190 320 33,8
6 30,2 324 292 270 280 190 248 282 296 306
7 322 318 31,8 260 282 198 260 284 31,8 246
8 31,8 314 316 270 286 158 264 202 336 280
9 278 308 314 278 268 200 260 198 370 322
10 288 316 310 280 270 240 266 206 324 320
11 286 314 316 270 272 256 256 262 264 334
12 29,0 3186 31,2 292 284 240 268 26,0 30,0 240
13 294 312 320 300 270 240 270 284 340 356
14 298 310 310 315 230 21,0 266 302 232 340
18 31,0 286 258 295 232 168 280 298 250 360
16 264 278 278 310 21,8 21,0 290 282 256 236
17 292 304 286 270 250 212 292 288 296 228
18 300 274 292 274 258 250 264 294 270 262
19 31,0 312 306 298 286 280 276 30,6 302 280
20 306 304 330 268 292 188 278 312 260 228
21 230 310 310 270 288 260 150 250 234 264
22 296 330 300 286 202 264 226 314 240 270
23 276 326 320 290 220 286 2368 250 288 272
24 252 308 310 292 208 276 245 238 326 306
25 280 294 312 298 180 280 248 246 274 280
26 264 320 283 294 230 284 240 286 224 240
27 280 316 290 296 26,0 230 242 320 272 296
28 298 302 288 286 176 232 268 314 312 326
28 30,6 XX 282 286 202 244 278 312 312 318
30 32,0 XX 250 274 196 226 264 314 296 30,9
31 30,2 XX 22,5 XX 18,0 XX 286 318 XX 32,4

MEDIA| 290 30,7 29,7 286 249 22,7 257 276 293 288

MAX. | 322 330 330 31,5 202 286 292 320 370 36,0

MIN. | 252 272 225 260 176 158 150 19,0 24 228
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Apéndice 2. Fluéncia da radiagdo observada no decorrer do experimento 3.2.2.

* Radiagdo fotossinteticamente ativa medida as 10 horas da manh3

Tratamento PAR (umol/m® s

06/10/98 07/10/98 08/10/98
Pleno sol 1610 1782 1635
1 camada de sombrite 789 713.8 7543
3 camadas de sombrite 140 126.8 1327
* Radiac@o fotossinteticamente ativa medida ao meio-dia.
Tratamento PAR (umol/m® s

06/10/98 07/10/98 08/10/98
Pleno sol 1915 1960 1932
1 camada de sombrite 916,2 9357 908.9
3 camadas de sombrite 186,5 1603 1721
* Radiagdo fotossinteticamente ativa medida as 16 horas
Tratamento PAR (umol/m’ s

06/10/98 07/10/98 08/10/98
Pleno sol 1447 1502 1456
1 camada de sombrite 6789 7025 651
3 camadas de sombrite 133,2 123,8 172.1
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Apéndice 3. Determinagdo do contelido de nitrato e sacarose presentes na seiva de

floema de peciolo de feijoeiro Moruna nc resistente a0 VMFS-EUA.

Repetictes Nitrato (ug/mL) Sacarose (ug/mL)

Amostra I 0.034 0.703
Amostra 1T 0.049 0.625
Amostra I 0.035 0.601
Amostra IV 0.037 0.642
Amostra V 0.041 0.590
Amostra VI 0.045 0.680
Amostra VII 0.033 0.702
Amostra VIII 0.042 0.620
Amostra IX 0.044 0.681
Amostra X 0.036 0.622
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