RESPOSTAS DE DEFESA DA PLANTA IMPEDEM O CRESCIMENTO DO FUNGO
Colletotrichum gloeosporioides NO GENOTIPO DE FEIJAO-CAUPI BR 3
TRACUATEUA
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Resumo - O feijao-caupi [ Vigna unguiculata (L.) Walp.] € uma das culturas mais importantes no semi-
arido do Nordeste do Brasil. Embora tolerante as condicdes climaticas adversas, esta espécie é
constantemente atacada por patégenos, ocasionando perdas na producao. Assim, o presente trabalho
foi conduzido para avaliar que estratégias de infeccao o patégeno Colletotrichum gloeosporioides utiliza
para infectar e se desenvolver nos gendétipos de feijao-caupi BR 3 Tracuateua e TE 97-411-1E e para
verificar as respostas citoldgicas de defesa do feijao-caupi, como também o papel da fenilalanina aménia
liase (PAL) no processo de infeccdo. Exame macroscdépico mostrou um alto nimero de folhas primarias
com lesGes necrdticas em TE 97-411-1E comparado com BR 3-Tracuateua. O processo de infecgao foi
iniciado indiretamente, via abertura dos estdmatos, por tubos germinativos, sem formacao de apressorio.
A atividade da PAL nas folhas de feijao-caupi aumentou em dois diferentes tempos apds inoculacdo em
ambos os genétipos. O primeiro pico pode estar associado a biossintese inicial de compostos fendlicos
e 0 segundo ao acumulo posterior de compostos fendlicos e lignificacdo da parede celular do hospedeiro.
O presente trabalho fornece evidéncias que a PAL tem um importante papel nas estratégias de defesa
gque o feijao-caupi emprega para se defender contra o fungo C. gloeosporioides. O crescimento do
patdgeno foi mais evidente no gendtipo TE 97-411-1E, sugerindo que este é mais suscetivel ao fungo do
que BR 3-Tracuateua.
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HOST DEFENSE RESPONSES RESTRICTS THE GROWTH OF THE FUNGUS
Colletotrichum gloeosporioides IN COWPEA, BR 3 TRACUATEUA RESISTANT
GENOTYPE

Abstract - Cowpea is one of the most important crops in the semiarid Northeast of Brazil. Although
tolerant to adverse climate conditions it is constantly threatened by pathogens which impair production.
Therefore, the present work was carried out in order to establish which infection strategies the pathogen
Colletotrichum gloeosporioides uses to infect and develop in cowpea [Vigna unguiculata (L.) Walp.], BR
3 Tracuateua and TE 97-411-1E genotypes, and to ascertain the associated cytological cowpea defense
responses, as well as, the role of phenylalanine ammonia liase (PAL) in the infection process. Macroscopic
examination showed a higher number of primary leaves with necrotic lesions on TE 97-411-1E compared
to BR 3-Tracuateua. The infection process was initiated indirectly, via stomatal openings, by germ-
tubes without appressorium formation. PAL activity in cowpea leaves increased at two different times
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after inoculation in both genotypes. The 1%t peak would be associated to the early biosynthesis of
phenolic compounds and the 2nd one could be related to posterior accumulation of phenolic compounds
and host cell wall lignification. This study provides evidence for the important role of PAL in the strategy
employed by cowpea to defend the plant against C. gloeosporioides. The pathogen growth was more
evidenced in the TE 97-411-1E genotype suggesting that this genotype is more susceptible to the
fungus than BR 3-Tracuateua.
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Introducédo

O Feijao-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] € uma leguminosa que apresenta alto valor econémico
no Brasil, que é o terceiro maior produtor do mundo (Singh et al., 2002), sendo a producao predominante
nas Regioes Norte e Nordeste. Mesmo bem adaptada, sob o ponto de vista climatico, essa cultura
enfrenta diversas dificuldades que afetam o volume da producéao e a qualidade dos graos produzidos,
destacando-se as doencas causadas por agentes patogénicos (virus, fungos, bactérias e nematdides).
Espécies de Colletotrichum causam sintomas tipicos de uma doenca conhecida como antracnose,
caracterizada por lesdes necréticas profundas (Athayde Sobrinho et al., 2000). O tecido vegetal responde
imediatamente a presenca do fitopatdgeno e o simples contato entre eles representa um fator importante
para desencadear uma série de mecanismos de reconhecimento. As células vegetais diretamente afetadas
pela invasdo do patégeno sofrem mudancas morfolégicas drasticas, freqientemente resultando em
morte programada da célula (PCD, do Inglés, programmed celular death), desse modo prevenindo o
ingresso do patégeno (Schmelzer, 2002).

O presente trabalho foi realizado para identificar como ocorre a invasao e o crescimento do fungo
C. gloeosporioides nos tecidos do feijao-caupi, gendtipos BR 3 Tracuateua e TE 97 411-1E, como também
para avaliar respostas bioquimicas de defesa da planta e o papel da enzima fenilalania aménia liase
(PAL) na restricao do crescimento do patégeno durante a patogénese.

Material e Métodos

As sementes dos dois genétipos de feijao-caupi BR 3 Tracuateua e TE 97 411-1E foram fornecidas
pela Embrapa Meio-Norte. As sementes foram tratadas com hipoclorito de sédio, 0,05% de cloro ativo.
O plantio foi feito em condicdes estéreis em casa de vegetacao com médias de temperatura em torno
de 25°C (noite) e - 35°C (dia). O fungo C. gloeosporioides foi mantido no meio batata-dextrose-agar.

Apds 12 dias de plantio, plantas sadias que ndao apresentavam injdria foram transferidas para
uma camara de crescimento climatizada [25°C (escuro) e - 30°C (claro), 65 + 5 % RH, com fotoperiodo
de 12 horas]. Foram aplicados 100 ml da suspensdo de esporos na concentracédo de 1,84 x 107
esporos mL ' na superficie adaxial das folhas primarias das plantas testes. Nos controles, dgua estéril
foi usada nas mesmas condicdes. As folhas primarias foram coletadas até 3 semanas apds a inoculacao
com o fungo, em triplicata, para avaliacdo microscépica. Para determinacao das proteinas sollveis e
atividade PAL foram coletadas folhas primarias controles e infectadas, O, 1, 2, 3, 5, 7 e 8 dias apds
inoculacao (dai) com o fungo.

As folhas primarias infectadas foram coradas com 3,3-diaminobenzidina (DAB) para avaliar o
acumulo de H202 (Thordal-Christensen et al., 1997). A deteccao de células autofluorescentes foi realizada
segundo a metodologia descrita por Silva et al., 2002. Os compostos fendlicos foram detectados de
acordo com o método descrito por Borden & Higgins, 2002.



As folhas primarias de feijdo-de-corda foram maceradas com tampao acetato de sédio 50 mM,
pH 5,2, contendo NaCl 500 mM. O extrato obtido foi centrifugado e dialisado contra o tampao. Os
teores de proteinas sollveis foram determinados seguindo a metodologia descrita por Bradford (1976).

A atividade da fenilalanina amodnia liase foi medida de acordo com o método descrito em El-
Shora (2002).

Resultados e Discussao

As folhas primarias de ambos os genétipos apresentaram necroses apds o 3° dia de inoculacdo
com C. gloeosporioides. Entretanto, foi evidenciado um maior nimero de folhas com les6es como também
com formacao de massa micelial em TE 97 em relacéo a BR 3, na proporcao de 3:1, apés 7 e 10 dias de
tratamento com o fungo, respectivamente (dados ndo mostrados). A andlise microscépica sugeriu que
o processo infeccioso iniciou-se com a adesao dos esporos a superficie do hospedeiro (Figura 1A). A
adesao de esporos a plantas hospedeiras é uma etapa essencial para iniciacdo da doenca em interacdes
fungo-planta (Perfect et al., 1999). O processo de infeccdo por C. gloeosporioides foi iniciado,
exclusivamente, via abertura natural dos estdmatos, por tubos germinativos (Figura 1B), sem formacéao
de apressorio. Portanto, ocorrendo de modo indireto. Em algumas espécies de Colletotrichum, os
apressorios sdo quiescentes, ndao germinam, mas os tecidos das folhas sdao penetrados indiretamente
através dos estdbmatos (Latunde-Dada, 2001). As cavidades dos estdmatos foram extensivamente
colonizadas por ramificagcdo de micélios em TE 97, 11 dai (Figura 2A). No genétipo BR 3, a presenca de
uma pequena quantidade de hifas nas cavidades dos estomatos foi detectada somente 23 dai (Figura
2B). Existem relatos na literatura de que formas de C. gloeosporioides colonizam seus hospedeiros, mas
com uma prolongada fase sem sintomas (Sinclair, 1991). Autofluorescéncia dos estdmatos foi observada
nas folhas primarias de ambos os genétipos inoculados com o fungo (Figura 3).

Figura 1. Colonizacéo nos tecidos das folhas primarias de feijdo-de-corda (V. unguiculata) por C. gloeosporioides.
(A) Conidios (CN) aderidos as folhas do gendtipo BR 3, 1 dia apds inoculacdo (dai). Barra = 20 mm. (B)
Penetracao de tubos germinativos de C. gloeosporioides através do estdmato na folha de BR 3, 4 dai. Barra: 10 u m.

Figura 2. Ramificacdo de hifas (cabeca de seta) ocasionando a infeccdo nos estdmatos (E) das folhas de TE 97,
11 dai (A) e BR 3, 23 dai (B). Barra = 20 um.



Isso ocorreu, provavelmente, por causa da deposicao de calose (papila) associada a compostos
fendlicos (Silva et al., 2002). O mesmo tratamento foi feito para plantas controles dos dois gendtipos e
a autofluorescéncia nado foi observada. A presenca de compostos fendlicos foi detectada em regides de
grande concentragdo de esporos (Figura 4A). O acumulo de H,O, foi observado nas regides de grande
densidade de esporos e ao redor de células apresentando HR, sendo encontrado em maior proporcao e
em maior nimero de tecidos, em BR 3, em relacdo ao TE 97 (Figura 4B).

Figura 3. Autofluorescéncia nos estomatos e ao redor de células apresentando HR nas folhas primarias de TE
97, 3 dai, detectados por excitacdo no UV (luz verde). Barra = 20 um.

Figura 4. Respostas de defesa do feijdo-caupi induzidas por C. gloeosporioides. (A) Deposicdo de compostos
fendlicos (FE) nas folhas de TE 97, 3 dai. Barra = 20 um. (B) Acuimulo de peréxido de hidrogénio (PH) em
células apresentando HR BR 3, 2 dai. Barra = 10 um.

Nas folhas primarias de ambos os gendétipos inoculados com esporos de C. gloeosporioides, a
atividade de PAL aumentou em dois tempos diferentes (Figura 5). Para o genétipo TE 97, o primeiro pico
de atividade comecou mais cedo, 24 horas apds inoculacao (hai), em relacao ao BR 3, 48 hai, talvez
porque, em TE 97, a formacao do tubo germinativo primario tenha se iniciado nas primeiras 24 hai,
enquanto que em BR 3, os primeiros tubos tenham sido emitidos 48 hai. Shiraishi et al. (1995)
consideraram a importancia do tubo germinativo primario para o processo de infeccao e a influéncia nos
niveis de PAL, da tentativa de penetracao por tubos germinativos primarios, em tecidos hospedeiros. A
inducdo de PAL na interacao feijdo-de-corda x C. gloeosporioides pode ser sugerida como um resultado
da expressao localizada de PAL no sitio de infeccéo.
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Figura 5. Atividade de fenilalanina amédnia liase (PAL) em folhas primarias de feijdo-caupi, genétipos TE 97 e
BR 3, inoculadas com esporos de C. gloeosporioides. Barras representam o desvio padrado entre as repeticoes.
Asteriscos representam valores significativos p( < 0,05) entre os tratamentos de acordo com o teste-t de
Student.

O acumulo de H,0, nas folhas inoculadas de BR 3 sugere que este composto provavelmente agiu
como agente téxico diretamente sobre o patégeno, uma vez que foi demonstrado através da andlise
microscoépica um maior desenvolvimento do fungo em TE 97, evidenciado pela ramificacao das hifas
sobre os estdmatos. A andlise macroscoépica reforca esta hipétese, quando foi observada a formacao
de micélios na superficie das folhas primarias infectadas de TE 97, sugerindo que o genétipo TE 97 é
mais suscetivel ao fungo do que BR 3.
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