410

TEORES DE PEROXIDO DE HIDROGENIO EM EXTRATOS DE FOLHAS DE
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RESUMO: A banana (Musa spp.) é uma das frutas mais consumidas no mundo, tendo o
Brasil como um dos maiores produtores e consumidores. Embora bem adaptada as condi¢des
edafoclimédticas, a bananeira sofre o ataque de indimeros patégenos, onde destaca-se a
Mycosphaerella fijiensis, agente causal da sigatoka negra. Para se defender, as plantas lancam
mao de um arsenal de defesa, sendo a resposta hipersensitiva a primeira etapa deste
mecanismo, marcada pelo acimulo de peréxido de hidrogénio. Com o objetivo de avaliar o
papel do peréxido de hidrogénio neste patossistema, foram utilizadas 3 variedades de
bananas, sendo duas consideradas resistentes e ou tolerante a sigatoka negra, a FHIA-18 e
BRS Garantida, e outra variedade considerada susceptivel, Macd. As variedades foram
inoculadas com uma suspensdo de esporos e as folhas coletadas 0, 24, 48, 72, 96, 120 horas e
15 dias da inoculagdo (hai), as quais foram utilizadas na determinagdo dos teores de peréxido
de hidrogénio. Os teores de H,O, variaram de 0,19 a 0,47 nmolH,0O; nas plantas controle e de
0,14 a 1,30 nmolH,0O, nas plantas inoculadas, na variedade Mac¢a. A variedade FHIA-18
apresentou teores variando de 0,31 a 1,53 nmolH,O; nas plantas controle e de 0,08 a 0,56
nmolH,O; nas plantas inoculadas. Na variedade BRS Garantida, os valores variaram de 0,19 a
0,72 nmolH,0O; nas plantas controle e de 0,13 a 0,50 nmolH,0, nas plantas inoculadas. Os
resultados alcancados até o momento sugerem a participacdo do peréxido de hidrogénio no
mecanismo de defesa da bananeira contra o ataque do fungo M. fijiensis.

PALAVRAS-CHAVE: Bananeira, Defesa de Plantas, Estresse Oxidativo

ABSTRACT: Banana (Musa sp.) is largely cultivated around the world, being Brazil one of
the most important producers. However, the banana crop faces attack from diverse pathogens
that contribute to reduced productivity, especially the black sigatoka, caused by
Mycosphaerella fijiensis Morelet. To defend themselves against diseases and pests, plants are
equipped with constitutive defenses, including the hypersensitive response, which is
characterized by the hydrogen peroxide accumulation. In aim to evaluate the role of hydrogen
peroxide in this pathossystem, 3 varieties of banana, FHIA-18 and BRS Garantida, resistant,
and Maca, susceptible to black sigatoka were used. Plants were inoculated with a spore
suspension and leaves were collected 0, 24, 48, 72, 96, 120 hours and 15 days after
inoculation (hai), which were used to determine hydrogen peroxide levels. H,O, levels
showed variation of 0.19 - 0.47 nmolH,O; in control plants and 0.14 - 1.30 nmolH,O; in
inoculated plants, to Mac¢a. FHIA-18 showed levels of 0.31 - 1.53 nmolH,O; in control plants
and 0.08 - 0.56 nmolH;,0; in inoculated plants. In BRS Garantida, levels variation was 0.19 -
0.72 nmolH,0, in control plants and 0.13 - 0.50 nmolH,O; in inoculated one. The results
obtained until now suggests that this compound could play an important role in plant defense
mechanisms against M. fijiensis.

"> Graduanda em Farmicia-FIMCA. Bolsista do CNPq/ PIBIC. E-mail:[raizefl_@hotmail.com

146 Farmacéutico, D.Sc., Pesquisador Embrapa Rond6nia. Orientador. E-mail:|cleberson @cpafro.embrapa.br
'“7 Eng. Agrénomo, D.Sc., Pesquisador Embrapa Rondénia. E-mail:[vieirajr @cpafro.embrapa.br



mailto:raizefl_@hotmail.com
mailto:cleberson@cpafro.embrapa.br
mailto:vieirajr@cpafro.embrapa.br

411

KEYWORDS: Banana, Plant Defense, Oxidative Stress

INTRODUCAO

A banana (Musa spp.) € uma das frutas mais consumidas no mundo, sendo explorada
na maioria dos paises tropicais, tendo relevincia econdmica e social, além de possuir elevado
valor nutritivo. O Brasil € um dos maiores produtores mundiais de banana tendo produzido no
ano de 2009 6.783.482 toneladas de banana, numa area de 483.562 ha, com rendimento médio
de 14.143 Kg/ha (IBGE, 2009).

Em Rondo6nia, onde predomina o cultivo em pequenas propriedades, importante na
fixacdo de agricultores familiares no campo e geracdo de emprego e renda, a producdo de
banana foi de 49.183 toneladas numa area de 5.843 ha, com rendimento médio de 8.462
Kg/ha (IBGE, 2009). Esta produtividade € inferior a média nacional, sendo consequéncia do
baixo nivel tecnoldgico adotado pela maioria dos produtores do Estado (COSTA et al., 2007).
Outro fator que contribui para o baixo rendimento da cultura é o ataque de pragas e doencas,
0s quais sdo responsaveis por perdas significativas na produ¢do da bananicultura no Estado
(FERNANDES et al., 2007). Dentre as doencas da bananeira podemos destacar o moko da
bananeira, o mal-do-panamd, a sigatoka amarela e a sigatoka negra, a qual vem causando
danos expressivos a bananicultura nacional, objeto deste estudo.

A doenca € causada pelo fungo Mycosphaerella fijiensis Morelet (fase anamorfica:
Paracercospora fijiensis), e os danos causados por tal fungo chegam a comprometer até 100%
da producdo de banana (GASPAROTTO et al, 2006). Os sintomas da doenca sio
caracterizados pela presenca de estrias marrom na face inferior da folha, progredindo para
estrias negras (Fig.1), que formam lesdes necréticas destruindo toda a area foliar, resultando

em reducdo da fotossintese e, conseqiientemente da producdo (MARIN et al., 2003).

Foto: Fernandes, C.F.
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Figura 1. Folha de bananeira com sintomas de ataque de sigatoka negra.

Para impedir ou retardar a penetracdo dos fitopatégenos, as plantas possuem as defesas
pré-formadas ou constitutivas, e as pds-formadas. Nos mecanismos bioquimicos pré-
formados, as substancias estdo presentes na planta em altas concentracdes nos tecidos sadios
antes do contato com o patégeno ou podem se converter em substincias altamente toxicas
com o inicio da infec¢do (ainda assim sdo consideradas pré-formadas, devido a auséncia de
um precursor remoto). Por outro lado, nos mecanismos pods-formados, as substancias
encontram-se ausentes ou presentes em baixos niveis antes da infec¢do, sendo ativadas em
resposta a presenca do patégeno ou produzidas a partir de um precursor remoto. Entre as
respostas de defesa apresentadas pelas plantas encontra-se a resposta hipersensitiva ou HR,
que é caracterizada por uma resposta local, desencadeada por estresses biodticos e abidticos,
que recrutam proteinas comuns (BAKER et al., 1997), e se caracteriza pela producdo de
perdxido de hidrogénio e inducdo de enzimas ligadas a defesa e ao estresse oxidativo.

A resposta da planta aumenta os niveis de H,O, para evitar a propagagdo do fungo na
planta. Porém, este mecanismo parece eficiente se o fungo for biotrofico (se alimenta de
matéria viva), pois o aumento dos niveis de H,O, iria lesionar o tecido, causando morte
celular, em um processo conhecido como resposta hipersensitiva (HR). Entretanto, se o fungo
tiver a caracteristica de necrotrofico (se alimenta de tecido morto) ou hemibiotréfico (se
alimenta de matéria viva e morta), a resposta do fungo continua, no caso do hemibiotréfico
apresenta duas fases, sendo biotréfico no primeiro estagio e necrotréfico no segundo estagio,
0 que pode contribuir para o crescimento do patdogeno (HAMMOND-KOSACK & JONES,
1996; GOVRIN & LEVINE, 2000).

Desta forma, a identificacdo do papel do H,O, em patossistemas como M. fijiensis —
Musa sp., contribuird para o entendimento dos mecanismos de defesa da bananeira contra o
ataque deste fungo. Para isto, neste trabalho, foram utilizadas 3 variedades de bananas, sendo
duas consideradas resistentes e ou tolerante a sigatoka negra, a FHIA-18 e BRS Garantida, e

outra variedade considerada susceptivel, Maca.

MATERIAL E METODOS

Mudas micropropagadas de 03 gendtipos de banana, sendo 02 resistentes € ou
tolerantes (FHIA 18, BRS Garantida) e 01 suscetivel (Mag¢d) ao fungo M. fijiensis foram

cultivadas em sacos plésticos (7 cm x 14 cm), utilizando-se como substrato areia previamente
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lavada com dgua destilada e autoclavada por 20 minutos, 121 °C, 1,5 atm, e mantidos em casa
de vegetacdo, sob condi¢des controladas de temperatura e umidade. As mudas foram regadas
com dgua destilada até o vigésimo dia de plantio sendo, a partir dai, duas vezes na semana,
regadas com solu¢do nutritiva (HOAGLAND e ARNON, 1950), diluida 1:10, intercalada com
dgua destilada.

Para o experimento foi utilizado uma suspensdo de esporos do fungo M.fijiensis,
obtida a partir de culturas do fungo em meio de cultura batata-dextrose-dgar (BDA), contendo
antibidtico cloranfenicol. A suspensao de esporos foi obtida de culturas frescas (20 dias ap6s a
repicagem), sendo a concentracio final da suspensdo ajustada para 10* conidios/mL em agua
destilada autoclavada (HANADA et al., 2002).

Para o tratamento, folhas intactas, totalmente expandidas, de plantulas
micropropagadas ja aclimatizadas, tiveram sua superficie abaxial inoculada com a suspensao
de esporos. As folhas das plantas controles foram tratadas com dgua grau Milli-Q. Apés 0, 24,
48, 72, 96, 120 horas e 15 dias da inoculacdo (hai), as folhas inoculadas foram coletadas. As
folhas foram destacadas das plantas, lavadas com dgua grau Milli-Q, secas em papel de filtro,
pesadas e congeladas a —20 °C para andlises posteriores.

O acdimulo de H,0, foi determinado de acordo com a metodologia descrita por Gay e
colaboradores (1999). Foram utilizadas 0,3g de folhas das cultivares estudadas de banana
foram homogeneizadas com 1,5 mL de tampao Bdérax-Borato, 50 mM, pH 8,4, em gral. A
suspensdo foi centrifugada (15 minutos, 13000 rpm, 4°C) e o sobrenadante usado para o
ensaio. A mistura reacional, composta de 200 uL do sobrenadante e 1 mL da solugdo de
alaranjado de xilenol, foi incubada por 30 minutos, a temperatura ambiente, e a absorbancia
lida a Asgo nm. Uma curva padrdo com concentragdes conhecidas de peréxido de hidrogénio
(0-8,0 nmol H,0,) foi construida e usada para determinar a quantidade de perdéxido de

hidrogénio nos tecidos vegetais.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os teores de H,O, mostraram, para a cultivar Mag¢d, um aumento, apds a inoculacdo
com o fungo M. fijiensis, quando comparado com o controle (Fig. 2). Os teores de H,O,
variaram de 0,19 nmolH,0, a 0,47 nmolH,0; nas plantas controle e de 0,14 nmolH,0; a 1,30
nmolH,O; nas plantas inoculadas, alcan¢cando maiores niveis 15 dias ap6s a inoculagdo com o

fungo.
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Figura 2. Teores de peréxido de hidrogénio na cultivar Maga, na presenca e auséncia do
fungo M. fijiensis.

Os baixos teores de H,O, nos tempos iniciais da interagdo pode indicar uma demora na
ativacdo da resposta de defesa da cultivar Maca, que € suscetivel ao fungo (interacdo
compativel), visto que este composto € tido como uma molécula que atua como sinalizadora
de respostas de defesa (FINKEL, 2000). Neste caso, a resposta inicial, que seria a reagcdo de
hipersensibilidade (HR), sofreria um retardo com consecutivo prejuizo para a planta. Por
outro lado, por ser a M. fijiensis um fungo hemibiotréfico, esse aumento nos niveis de H,O,
em tempos tardios pode ser um fator que contribua para a coloniza¢ao do fungo, pois a planta
se defende aumentando os niveis de H,O, para matar as células infectadas e as proximas a ela,

e € nesse momento que ao invés de beneficiar somente a planta beneficia também o fungo,
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pois ele percebe a mudanca na planta e em sua defesa passa para o estdgio necrotréfico (
(HUCKELHOVEN e KOGEL, 2003).

Aumento dos teores de H,O, em variedade suscetivel também foi relatado por
Fernandes (2004), trabalhando com o patossistema feijdo-de-corda x Colletotrichum
lindemuthianum. Aumento deste composto também foi observado em plantas de cevada que
apresentavam manchas foliares (WU e VON TIEDEMANN, 2002).

A variedade FHIA-18, que € resistente ao fungo M. fijiensis, apresentou niveis basais
de H,O, maiores que a cultivar Maga, tendo os teores variado de 0,31 nmolH,O, a 1,53
nmolH,0O, nas plantas controle. Nas plantas inoculadas, foram encontrados teores menores

que a cultivar Maca, com variacao de 0,08 nmolH,0O; a 0,56 nmolH,O; nas plantas inoculadas

(Fig. 3).
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Figura 3. Teores de peréxido de hidrogénio na cultivar FHIA-18, na presenca e auséncia do
fungo M. fijiensis.

Neste caso, os valores elevados de H>O; nos tempos iniciais podem estar garantindo a
ativacdo do mecanismo de defesa da planta contra o ataque do fungo. Comparando com a
cultivar Maca, os valores inferiores, notadamente nos tempos tardios da intera¢do, pode servir
como uma forma de controlar um possivel favorecimento ao desenvolvimento do fungo por

meio de uma reacdo hipersensitiva exacerbada.
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Resultados semelhantes foram encontrados para a variedade BRS Garantida, onde os
valores de H,O; variaram de 0,19 nmolH,0; a 0,72 nmolH,0O; nas plantas controle e de 0,13
nmolH,0, a 0,50 nmolH,0; nas plantas inoculadas (Fig. 4).

O mecanismo pelo qual o fungo induz o acimulo de H,O, ainda ndo estd bem
compreendido. Mayer e colaboradores (2001) sugeriram que fungos necrotréficos talvez se
valham de uma série de enzimas para estabelecer o processo infeccioso no hospedeiro, no

caso da relagdo compativel.
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Figura 4. Teores de peréxido de hidrogénio na cultivar BRS Garantida, na presenca e

auséncia do fungo M. fijiensis.

CONCLUSAO

Para as andlises realizadas nas variedades Maca, FHIA-18 e BRS Garantida, os
resultados alcancados até o momento sugerem a participacdo do peréxido de hidrogénio no
mecanismo de defesa da bananeira contra o ataque do fungo M. fijiensis.

Os niveis de peroxido de hidrogénio encontrados na variedade suscetivel sugerem que
a ativacdo da resposta de defesa nesta variedade € tardia, quando comparada com a variedade

resistente, o que pode comprometer a eficiéncia desta resposta.
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