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RESUMO: A bananeira € uma fruteira com grande valor comercial, sendo de facil
adaptacao somente em regides tropicais. Entretanto, esta cultura sofre o ataque de
uma doenca conhecida como sigatoka negra tendo como agente causal o fungo
Mycosphaerella fijiensis. Esta doenca pode causar prejuizos de até 100% na producao
e, depois de instalada, provoca aumento significativo nos custos de producado, pois
serao necessarias mais de trinta aplicagdes de produto quimico por ano, trazendo
impactos econémicos e ambientais. Para se defenderem do ataque de fitopatégenos,
as plantas estdo utilizam defesas constitutivas, naturalmente presentes na planta,
funcionando como barreiras fisicas, tais como a cuticula e os tricomas, e barreiras
quimicas, incluindo os inibidores de proteases e fendis, e as defesas induzidas, como
as PR-Proteinas e enzimas ligadas as estresse oxidativo. Este trabalho relata as
avaliagbes bioquimicas decorrentes da interagdo entre o fungo M. fijiensis e Musa sp.,
demonstrando os niveis de atividades de enzimas ligadas ao mecanismo de defesa da
bananeira, tais como peroxidase, ascorbato peroxidase, catalase, fenilalanina aménia
liase. Os resultados obtidos indicam a participacao destas enzimas no mecanismo de
defesa da bananeira contra o fungo M. fijiensis.
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The banana is a fruit with high commercial value and easier adapted to tropical regions.

However, this crop is attacked by a disease known as black Sigatoka, causal agent
Mycosphaerella fijiensis. This disease can cause losses of up to 100% in production
and, once installed, causes significant increase in production costs, as they needed
more than thirty chemical applications per year, bringing economic and environmental
impacts. To defend themselves from pathogens, the plants are using constitutive
defenses, naturally present in plants, functioning as physical barriers such as cuticle and
trichomes, and chemical barriers, including protease inhibitors and phenols, and induced
defenses, as PR-proteins and enzymes related to oxidative stress. This paper describes
the biochemical arising from the interaction between the fungus M. fijiensis and Musa
sp., showing the levels of enzyme activities related to the banana defense mechanism.
The results indicate the possible role of these enzymes in the banana defense

mechanism against the fungus.
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1. INTRODUCAO

A bananeira é cultivada em todas as regides tropicais do mundo, sendo a
banana a fruta de maior produgcédo e comercializagcdo mundial, responsavel por 37% do
volume total de frutas transacionadas no mercado internacional (Saabor et al., 2000).
india, Brasil e Equador s&o os maiores produtores mundiais de banana (680 mil, 491 mil
e 216 mil hectares, respectivamente em 2004), segundo dados da FAO (2006), sendo
também grandes consumidores, j& que ela assume o papel de uma das principais
fontes de carboidratos para a populacao (Barros et al., 2007).

Em 2006, no Estado de Rondénia a produgcédo de banana foi de 46.117 t numa
area de 5.401 ha. O rendimento fisico alcangou pouco mais de 8,5 t/ha/ano (IBGE,
2006). Embora bem adaptada as condi¢des edafoclimaticas do pais, onde se apresenta
como uma das principais frutas produzidas, a cultura da banana enfrenta o ataque de

diversos patégenos que contribuem para reducao de sua produtividade, notadamente a
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sigatoka negra, causada pelo fungo Mycosphaerella fijiensis Morelet, estadio

anamoérfico Paracercospora fijiensis (Morelet) Deighton (Gasparotto et al, 2006). No
Brasil, a doenca foi identificada em fevereiro de 1998 nos Municipios de Tabatinga e
Benjamim Constant, no Estado do Amazonas, fronteira do Brasil com a Colémbia e
Peru (Gasparotto et al, 2005). Os sintomas sao caracterizados pela presencga de estrias
marrom na face inferior da folha, progredindo para estrias negras que formam lesdes
necroticas destruindo toda a area foliar resultando em redugao da producédo (Marin et
al., 2003). Apresentando ampla distribuicdo geografica, a sigatoka negra causa a morte
precoce das folhas infectadas sendo responsavel por perdas superiores a 50% da
producdo (Stover & Simmonds, 1987). Os esporos de M. fijiensis sdo disseminados
principalmente pelo vento (Figura 1). As mudas de bananeiras doentes e as folhas
infectadas com o patdégeno colocadas entre os cachos, para evitar o ferimento dos
frutos durante o transporte, também representam um meio eficiente e rapido para a

disseminacgao do patégeno a longas distancias (Pereira et al., 2000).

Fotos: Femandes, C F.

Figura 1 — Folhas de bananeira com sintomas do ataque de Mycosphaerella

fijiensis.

Como mecanismo de defesa, as plantas utilizam diferentes estratégias, que
envolvem barreiras fisicas, tais como a cuticula e os tricomas, e/ou quimicas, onde
podemos destacar a resposta hipersensitiva (HR), que caracteriza-se pelo rapido e
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localizado colapso do tecido vegetal ao redor do sitio de infeccdo. A HR induz a

produgcdo da PR-proteinas, destacando-se as peroxidases, quitinases e [(-1,3-
glucanases (Fernandes, 2006). Estas sado proteinas hidroliticas que atuam
desestabilizando estruturalmente a membrana celular de fungos e bactérias agressores.
As peroxidases atuam ainda no processo de reforco da parede celular das plantas,
participando no processo de lignificagdo. Em decorréncia da HR ocorre a resisténcia
sistémica adquirida (SAR), que induz a resisténcia em locais da planta distantes do

local da infecgéo pelo patégeno.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencao e Inoculacao do Fungo Mycosphaerella fijiensis

Foram coletadas folhas com sintomas de ataque de sigatoka negra no campo
experimental da Embrapa Rondénia, para o isolamento do fungo Mycosphaerella
fijiensis, que foi realizado com o seguinte procedimento:

1- Identificacdo dos peritécios (corpo de frutificacdo do fungo, que tem por
finalidade dar protegcdo e apoio as células esporogenas), apresentando coloracao
oscilante do marrom ao preto, com estrutura semelhante a ferrugem, em alto relevo;

2- Com o auxilio do furador de rolha, fazer disco em torno dos peritécios,
fixando-os ao papel filtro com o grampeador;

3- Fazer a assepsia do material emergindo-o em alcool, hipoclorito de sddio e
agua destilada estéril.

Ap6s a Uultima lavagem, secar rapidamente o material em papel toalha
esterilizado.

4- |dentificar, com o auxilio do microscépio, os ascosporos ja em meio de
cultura, transferindo-os em seguida com uma alga de platina para as placas com meio

BDA-cloranfenicol.

Apbs o crescimento das colbnias foi preparada uma solugédo de esporos com
agua destilada estéril, a mesma foi quantificada em camara de neubauer, obtendo-se

uma concentracdo de: 7,8 x 10° esporos/mL. Esta solugdo foi entdo inoculada nas
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seguintes variedades de Musa sp.: Grande Naine, Maca, Garantida, Caprichosa, Prata

Ana, Fhia-18, Prata Ken.

2.2 Coleta do Material Vegetal

Foram coletadas as folhas primarias e secundarias das plantas inoculadas, os
tempos de coleta foram os seguintes: 0 hora, 6horas, 24 horas, 48 horas, 72 horas, 96
horas, 120 horas e 15 dias. Apds coleta as folhas eram lavadas, cortadas, separando-
se 0s cortes para os testes posteriores e logo em seguida os pedacos eram pesados,

embalados e congelados.

2.3 Preparacao dos Extratos Totais: As folhas foram maceradas em
nitrogénio liquido e em seguida foi adicionado tampao acetato de sédio 50 mM, pH 5,2,
1:5 (p/v) e centrifugadas (13000 rpm, 4 °C, 15 min). Esta preparacgéo foi denominada de
extrato total e utilizada nas determinacbes de proteina e atividades enzimaticas
(Fernandes et al., 2006).

2.4 Dosagem de Proteinas: Para a determinagao de proteina total, foi utilizado
o método de Bradford (1976). A absorbancia das amostras a 595 nm foi medida em
espectrofotdbmetro Femto 700plus. A quantidade de proteina foi determinada utilizando-

se uma curva de BSA.

2.5 Determinacao do acumulo de Peréxido de Hidrogénio: Determinado de
acordo com o método de Gay e colaboradores (1999). A mistura reacional foi composta
de 200 pyL do sobrenadante e 1 mL da solucao de alaranjado de xilenol. A mistura
reacional foi incubada por 30 minutos, a temperatura ambiente, e a absorbancia da

reacao colorimétrica lida a Asgo nm.

2.3 Determinacao da Atividade Peroxidasica (POX): O extrato total foi
utilizado para as determinacdes da atividade peroxidasica, segundo o método descrito

por Urbanek e colaboradores (1991) com modificacées. Para tanto, foi utilizado 20 uL
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de extrato total, 1000 uL de guaiacol 0,02 M, 1000 uL de peroxido de hidrogénio 0,06 M

e 1980 uL de tampao acetato de sédio 50 mM pH 5,2, totalizando um volume final de
4000 uL. A mistura reacional foi incubada em banho-maria por dez minutos a 30°C, e
em seguida foi realizada a leitura em espectrofotbmetro Femto 700plus com um
comprimento de onda de 480 nm. A variagao de 1 unidade de absorbancia por minuto
foi assumida como 1 unidade de atividade peroxidasica (UAP).

2.4 Determinacao da Atividade de Catalase (CAT): Foi determinada através
da adicao de 50 pL do extrato total a 950 uL de tampao fosfato de potassio 50 mM, pH
7,0, contendo 12,5 mM de H?0?, a 30 °C (Havir e McHale,1987). A adicdo do peréxido
de hidrogénio ao tampao fosfato de potassio sera feita imediatamente antes de seu uso.
A atividade enzimatica sera determinada pela medida do decréscimo da leitura de
absorbancia a 240 nm, no intervalo de tempo de 30 segundos, utilizando-se o
coeficiente de extingdo molar de 36 M'cm™ (Anderson ET AL.,1995).

2.5 Determinacao da Atividade de Peroxidase do Ascorbato (APX): Foi
determinado segundo o método descrito por Peixoto (1998), adaptada para as
condigdes experimentais. A mistura reacional consistira de 600 pL do tampao fosfato de
potassio 50 mM, pH 6,0, contendo 0,5 Mm de ascorbato, 100 uL H202 2 mM e 300 uL
do extrato total a ser testado, a 25 °C. O decréscimo na leitura de absorbancia medida
a 290 nm, no intervalo de 10 — 180 segundos, serd mensurado como indice de
oxidacao do ascorbato. A atividade APX serd determinada utilizando-se uma curva
padrao construida a partir de concentracdées conhecidas de ascorbato (0,1 — 1,0 umol
ascorbato/mL).

2.6 Determinacao da Atividade de Fenilalanina Aménia Liase (PAL): Foi
determinada segundo o método descrito por Tanaka e colaboradores (1974) e Mori e
colaboradores (2001), adaptado para as condicées experimentais. A mistura reacional
consistira de 200 pL do extrato total, 200 uL de fenilalanina 40 mM, 20 pyL de B-
mercaptoetanol 50 Mm e 480 pL do tampédo Tris-HCI 100 mM, pH 8,8. A mistura

reacional sera incubada a 30 °C por 1 hora. A reacao sera parada pela adicao de 100
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1L HCI 6 N e a absorbancia a 290 nm medida. No branco do ensaio, a fenilalanina sera

adicionada apo6s a adicao do HCI 6 N. A atividade de PAL sera determinada utilizando-
se uma curva padrao construida a partir de concentragdes conhecidas de acido trans-
cindmico (0,01 — 0,1 pg &cido trans-cinamico/mL).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os isolados de M. fijiensis obtidos no presente estudo foram considerados de

boa qualidade, obtendo-se colénia puras do fungo, as quais foram utilizadas para
inoculagéo das plantulas de bananeira, nas diferentes variedades testadas (Figura 2).

Figura 2 — Isolado de Mycosphaerella fijiensis em meio de cultura BDA.

Os teores de proteinas mostraram aumento para as variedades testadas apés
a inoculagdo com o fungo M. fijiensis. Valores de proteinas encontrados de 0,0825
mgP/mL para a variedade FHIA-18, 0,087 mgP/mL para a variedade Pacovan Ken e de
0,076 mgP/mL para a variedade Maca.
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Os niveis de atividade peroxidasica mostraram alteragdes significativas dentre

as variedades testadas, notadamente nas amostras inoculadas com o fungo M. fijiensis.
Valores de atividade encontradas foram de 1,265 UA/mL para a variedade Prata Ana e
de 1,03 UA/mL para a variedade Caprichosa.

A atividade de catalase também mostrou alteracbes em seus niveis de
atividade entre as diferentes variedades testadas, com valores de absorbancias
variando entre 0,010 UA e 0,077 UA, nas variedades FHIA 18 e Mac3, respectivamente.

A atividade de ascorbato peroxidase mostrou alteragdes nas diferentes
variedades avaliadas, tendo niveis de atividade de 0,096 UA, 0,068 UA, 0,109 UA,
0,081 UA, 0,132 UA, 0,109 UA e 0,090 UA nas variedades Prata Ana, FHIA 18,
Garantida, Grande Naine, Caprichosa, Prata Ken e Maca, respectivamente.

A atividade de fenilalanina amoénia liase mostrou variagdes em seus niveis de
atividade entre as diferentes variedades testadas, com valores de absorbancias
variando entre 0,034 UA e 0,055 UA, nas variedades Grande Naine e Garantida,

respectivamente.

4. CONCLUSOES

Os resultados obtidos mostram o aumento dos niveis de atividades das
enzimas testadas, o que indica o possivel papel destas enzimas dentro do mecanismo
de defesa da bananeira contra o ataque do fungo M. fijiensis, agente causal da sigatoka

negra.
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