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Resumo: Estudos relacionados a utilizagio de indutores de resisténcia de plantas a
patdgenos tém apresentado grande importancia, considerando a demanda por frutos
mais saudaveis. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade de enzimas associadas
a indugio de resisténcia em morangueiro pelo uso de quitosana e Acibenzolar-S-Metil
(ASM). O delineamento experimental foi de blocos ao acaso com 16 plantas por par-
cela e cinco repetigdes. Os tratamentos foram quitosana (1,0%); ASM (0,0025%),
aplicagdo dos fungicidas tiofanato-metilico (0,0049%), iprodione (0,0075%) e folpete
(0,00135%) e a testemunha (agua destilada). A aplica¢do dos tratamentos ocorreu 45

dias ap6s o plantio das mudas de morangueiro cv. Aroma e amostras foliares foram
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coletadas 24, 72, 120 e 168 h apds a aplicagdo dos mesmos. As PRs-proteinas quiti-
nase e [3-1,3-glucanase sio ativadas pelo uso dos indutores, sendo a 3-1,3-glucanase
pronunciada nas primeiras 120 horas ap6s a aplicagio dos indutores e a quitinase a

partir de 168 horas da indugio.
Palavras-chave: ASM; BTH; fragaria x ananassa; pr-proteinas.

Abstract: Studies related to the use of inductors of plant resistance to pathogens
have shown great importance, specially considering the demand for healthy fruits.
The aim of this work was to evaluate the enzymes activity associated with resistance
induction in strawberry plants by chitosan and Acibenzolar-S-Methyl (ASM) applica-
tion. The experiment was designed in completely randomized blocks, with 16 plant
by plot and five replications. The chitosan (1.0%), ASM (0.0025%), fungicides ap-
plication tiofanato-metilico (0,0049%), iprodione (0,0075%) e folpete (0,00135%) and
distilled water were the treatments tested. The treatments were applied 45 days after
that the strawberry plants from variety Aroma were planted. It was collected leaf
samples 24, 72, 120 and 168 hours after the treatments applications. The quitinase
and [3-1,3-glucanase PRs-proteins are activated by the use inductors, being the acti-
vity of 3-1,3-glucanase great during the first 120 hours and quitinase after 168 hours

of inductors application.

Key words: ASM; BTH; fragaria x ananassa; pr-proteins.

1 Introdugio

A protegdo natural das plantas esta baseada em uma série de barreiras pré-forma-
das e pos-formadas [[1]]. Os fatores de resisténcia pré-formados sio aqueles presentes
na planta antes do contato com o patdgeno. Ja os pos-formados, estio ausentes ou em
baixo nivel antes da infec¢io, sendo produzidos ou ativados em resposta a presenga
do patdgeno. Em ambas as categorias, os fatores envolvidos na resisténcia podem ser
subdivididos em estruturais ou bioquimicos. Os estruturais atuam como barreiras

fisicas, enquanto os bioquimicos atuam através da produgio de substancias toxicas ou
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repelentes ao patdgeno ou criando condigBes adversas ao estabelecimento deste na
planta [2].

Essas defesas podem ser ativadas pelo tratamento com agentes bidticos ou abioti-
cos, de natureza inorganica, organica ou sintética. Essas moléculas capazes de ativar
respostas de defesas nas plantas, sdo chamadas de elicitores, atuando como indutores
de resisténcia [3]]. Os elicitores podem induzir a resisténcia local adquirida (RLA), a
resisténcia sistémica induzida (RSI) ou a resisténcia sistémica adquirida (RSA) [4]).

A indugio de resisténcia ou Resisténcia Sistémica Adquirida (RSA) pode ser con-
ceituada como mecanismo de defesa induzida por agentes biéticos ou abidticos, que
confere protecio a planta, a um amplo espectro de microorganismos [5].

Plantas expostas a0 agente indutor de resisténcia apresentam aumento na ativi-
dade de rotas metabdlicas quando envolvidas na percepgio da presenga de patogenos
em potencial, permitindo a sinalizagio bioquimica a pontos distantes do sitio onde o
sinal foi originado e, por consequéncia, aumento nas atividades de enzimas envolvidas
na sintese de compostos antimicrobianos, tais como PR-Proteinas [[6].

Nesse sentido, algumas enzimas tém sido consideradas como indicadoras do es-
tado de indugio, dentre as quais, citam-se as enzimas liticas quitinases e 5-1,3-glucana-
ses sendo, de forma genérica, chamadas de PR-proteinas.

Essas enzimas tém recebido progressiva atengdo como importantes componentes
do arsenal de proteinas de defesa das plantas, catalisando a hidrolise dos principais
carboidratos da parede celular dos fungos: quitina e beta 1,3-glucano [7]].

Dentre os agentes que possuem propriedades ativadoras de mecanismos de defesa
em plantas encontra-se a quitosana, sendo este um indutor abidtico organico, obtido
a partir da reagio de desacetilagio parcial da quitina, substancia esta que é encontrada
em crustaceos, insetos, moluscos e na parede celular de fungos [8]].

A quitosana atua na RSA com ativagdo da rota do acido salicilico e na ativagio
de proteinas relacionadas a patogenicidade [9]], como a quitinase e 3-1,3-glucanase
[0, [1].

Outro agente indutor da RSA, amplamente utilizado, é o composto sintético
acibenzolar-S-metil (ASM), que é analogo do acido salicilico [4, [12]] e também atua

no acumulo de PRs-proteinas, como a quitinase e 3-1,3-glucanase [[13]].
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Porém, por mais que se conhecam os efeitos indutores de quitosana e ASM no
meio cientifico, trabalhos que busquem avaliar a atividade de enzimas associadas a
indugio de resisténcia em morangueiro sio limitados.

Com isso, a confirmagdo da ativagio das PR-proteinas permitira desenvolver estra-
tégias de controle para ativagio da defesa em morangueiro, bem como, servir de base
para estudo em diferentes patossistemas, servindo de referéncia para outras pesquisas,
considerando-se a inoculagdo de patogenos, cultivares, sistemas de cultivo, concentra-
¢Bes e frequéncia de aplicagio dos indutores.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade de enzimas relacionadas a patoge-

nicidade, associadas a indugio de resisténcia em morangueiro pelo uso de quitosana e

ASM.
2 Materiais e métodos

O trabalho foi conduzido no ano de 2005, na Universidade Tecnoldgica Federal
do Parand (UTFPR), campus Dois Vizinhos - PR, com coordenadas geograficas de
25°42°52” S € 53°03°94” O, a 519 metros acima do nivel do mar. O solo local é o tipo
Latossolo Vermelho Distroférrico Tipico e o terreno apresenta em torno de 3% de
declividade média.

Foi utilizada a cultivar de morangueiro Aroma, plantada no més de maio, em es-
pacamento de 30x30cm. O sistema de condugio foi em ttnel baixo com fertirrigagio
com duas fileiras de tubos gotejadores e com sistema de mulching plastico.

O delineamento experimental foi de blocos ao acaso com 16 plantas por par-
cela e cinco repetigdes. Foram avaliados como tratamentos quitosana 1,0%; ASM
(0,0025%) produto Bion 500WG", aplicagio de fungicidas recomendados para a cul-
tura (tiofanato-metilico - 49g i.a./100L/agua; iprodione - 75g i.a/100L /agua e folpete
- 135g 1.a.100L/ 4gua) e testemunha a base de agua destilada.

A aplicagdo dos tratamentos ocorreu 45 dias ap6s o plantio, sendo as amostras
foliares coletadas 24, 72, 120 e 168 h apds a aplicagdo. As amostras de tecidos vegetais
foram armazenadas em nitrogénio liquido até suas avaliagdes. As analises foram re-
alizadas no Laboratério de Fitopatologia da Escola Superior de Agronomia Luiz de

Queiroz - Universidade de Sdo Paulo - Piracicaba, onde se determinou atividade de
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quitinase e 3-1,3-glucanase.

Para dosagem das atividades de quitinase e 3-1,3-glucanase, as amostras foram ma-
ceradas em 4,0 mL de tampdo acetato 100 mM (pH 5,0), com posterior centrifugagio
(20.000 g por 25 min, a-4°C). O sobrenadante foi coletado e utilizado para a avaliagio
da atividade das enzimas. A atividade enzimatica da quitinase foi avaliada através da
liberagdo de fragmentos soltveis de “CM-chitin-RBV”, a partir de quitina carboxime-
tilada marcada com remazol brilhante violeta. Para a determinagio espectrofotomé-
trica das atividades de 3-1,3-glucanase, nos extratos, foi utilizado, como substrato,
solugdo de carboximetilcurdlan-remazol azul brilhante (CM-Curdlan-RBB 4 mg/ml,
Loewe Biochemica GmbH), de acordo com metodologia desenvolvida por Wirth &
Wolf (1992) e com o procedimento descrito por Guzzo & Martins [[14]).

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia e comparagio de

médias pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade do erro.

3 Resultados e discussiao

Os indutores quitosana e ASM ativaram as proteinas-RPs, sendo as 3-1,3-glucana-
ses pronunciada nas primeiras 120 horas ap6s a aplicagio de quitosana, com sua ati-
vidade acrescida em 680%, 294% e 370% nas avaliagSes de 24, 72 e 120 horas, respec-
tivamente, em comparagdo com a testemunha. Para o ASM, a atividade das [3-1,3-
glucanases foi mais expressiva com 120 horas, em comparagio com os valores obtidos
ap0s 24 horas da aplicagdo dos indutores. A atividade das quitinases foi pronunciada
a partir de 168 horas da indugio, sendo seus valores acrescidos em 340% e 230%, para
quitosana e ASM, respectivamente, em comparagio com os valores obtidos apos 24
horas da aplicagdo dos indutores (Tabela 1).

Entre as proteinas-RPs mais pesquisadas est3o as 3-1,3-glucanases e as quitinases,
com atividade antimicrobiana hidrolitica, quebrando polimeros estruturais presentes
na parede dos patogenos, sendo expressadas na RSA, associadas a cascata de sinais do
acido salicilico, o qual é o sinalizador para a expressio dessas proteinas relacionadas a
patogenicidade [[15]].

Em pesquisa realizada por Costa et al. [[16], os niveis mais altos de atividade de

quitinases e 3-1,3-glucanases, em raizes de videira, ocorreu quatro dias ap6s a inocu-
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lagdo de E oxysporum f. sp. herbemontis. Os autores consideraram que, do momento
da indugio até o quarto dia, ocorreu ativagio de genes de defesa, sintese e acimulo
maximo das enzimas nos tecidos radiculares. Estas Proteinas-PR sdo acumuladas no
, : — :
apoplasto das células vegetais, localizagdo que permite a defesa contra o ataque de pa-
togenos e que gera sinais moleculares capazes de ativar respostas de defesa no interior
da célula [[17]. Também em tomateiros o acimulo de Proteinas-PR, ocorreu entre
trés e cinco dias apds a indugio por Pseudomonas fluorescens e Fusarium oxysporum, o

que indica ter havido reagdo de defesa da planta [[18]].

Tabela 1. Atividade enzimatica de quitinase (UAbs/min.~' /mg proteina™) e 3-1,3
Glucanase (UAbs/min.~' /mg proteina™") presentes nos extratos foliares de plantas de

morangueiro da cultivar Aroma ndo tratadas e em plantas tratadas com elicitores e fun-
gicidas. Dois Vizinhos, PR, 2005

Tratamentos AvaliagSes Bioquimicas enzimaticas
24 horas 72 horas 120 horas 168 horas ~ Média
Atividade de B-1,3 Glicanase (Uabs/min.™! /mg proteina—!)

Testemunha 2,810%¢ 7510%b 69.10*b 14,0.10%a 78.10%c¢
Fungicidas 34104 c  4610%b  27,010%a 120.10%a 11,010~*b
ASM 102.10%b  14510%a 25010%a 13,0.10%a 150.10~a
Quitosana 1,0% 19,1.10%a  12,1.10%a 259.10%a 17,0.10%a 18,0.10%a
C.V. 15,48 14,5 12,64 19,82 15,12

Atividade de quitinases (UAbs/min.~! /mg proteina™")
Testemunha 1,010 %a 8910 %a 6410%a 7,610%c 84.10°b
Fungicidas 14,010*a 6,6.10%a  6,6.10%a  6,1.10%c  8,3.10~*b
ASM 14,010%a 87.10%a 67.10%a 33010%b 156104
Quitosana 1,0% 12,0.10%a 7,7.10%a  7,2.107%*a  41,0.10*a 16,9.107*a
C.V. 26,94 30,89 55,65 21,55 32,26

*Comparagio das médias na coluna pelo de Tukey em nivel de 5% de p>0,05 de erro

Ja em plantas de tomateiro pulverizadas com ASM, houve aumento significativo
na atividade de quitinases em folhas logo & primeira hora ap6s a pulverizagio, em
relagdo ao controle. Essa diferenga permaneceu relativamente constante até 48 horas
ap0s a aplicagdo. A atividade da mesma enzima também foi medida entre 3 e 12 dias

ap0s a aplicagdo e nio diferiu das plantas-controle [[19]].

Esse comportamento diferenciado entre as espécies é previsivel, pois o metabo-
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lismo é diferenciado entre as plantas e indutores utilizados. Nesse sentido, esse traba-
lho permitiu observar que plantas de morangueiro, quando induzidas por quitosana
e ASM, tém suas rotas metabdlicas ativadas para produgio de quitinases e, posterior-
mente, para /3-1,3, glucanase.

O tratamento com fungicidas também induziu a formagio de PRs-proteinas 3-
1,3-glucanase, na avaliagio de 120 horas apés a aplicagio dos tratamentos (Tabela[t).
Isso possivelmente se deve ao fato de os fungicidas empregados possuirem, além de
atividade antifiingica, algum efeito de indugdo de resisténcia. Esse efeito indutor de
fungicidas ja foi observado em trabalho desenvolvido por Antoniazzi [20]], no qual
se verificaram alteragdes em PRs-proteinas com o uso de fungicidas no tratamento de

cevada.

4 Conclusio

De acordo com os resultados obtidos, foi possivel observar que os indutores qui-
tosana e Acibenzolar-S-Metil sdo capazes de atuar na resisténcia sistémica adquirida

em morangueiro, ativando as PRs-proteinas (3-1,3-glucanase e quitinase.
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