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INTRODUCAO

Entre as principais pragas da viticultura brasileira, destaca-se a cochonilha pérola-da-terra,
Eurhizococcus brasiliensis, que tem habito subterraneo, se alimentando nas raizes das plantas e, por
isso, esta relacionada com o declinio e a morte de videiras (BOTTON; COLLETA, 2010). Até o
momento ndo existe um método eficiente de controle para o manejo desta praga nos vinhedos, mas
ha evidéncias de tolerancia da espécie Vitis rotundifolia em relacdo ao ataque de perola-da-terra
(BOTTON; COLLETA, 2010). Contudo, ainda ndo se dispde de informacdes cientificas sobre as
estratégias de resisténcia e/ou tolerancia da especie V. rotundifolia em relacdo ao ataque da pérola-
da-terra.

Entre os diferentes tipos de enzimas ja estudadas em insetos sugadores, destaca-se 0 grupo
das pectinases, que atuam diretamente nos componentes pécticos da parede celular vegetal (MA et
al., 1990). De maneira geral, a parede primaria das células vegetais é rica em pectinas, as quais sdo
polimeros complexos que apresentam diferentes graus de metilesterificacdo (WILLATS et al.,
2001). O grau de metilesterificagdo tem influéncia sobre as propriedades gelificantes das pectinas e
a acdo de pectinases, alterando, consequentemente, a rigidez e a resisténcia das paredes celulares
(CAFFALL; MOHNEN, 2009). Dessa forma, o objetivo deste estudo foi utilizar um anticorpo
monoclonal especifico para pectinas de alta metilesterificacdo, visando relacionar a presenca desse
epitopo e sua distribui¢do nas paredes celulares do parénquima cortical de raizes com o contrastes

de tolerancia ao ataque de pérola-da-terra de diferentes gendtipos de videira (Vitis sp.).

MATERIAL E METODOS
O trabalho foi realizado em abril de 2012 no Laboratério de Anatomia Vegetal do
Departamento de Botanica/UFRGS. As plantas utilizadas foram multiplicadas na Embrapa Uva e

Vinho, sendo representadas pelas cultivares: ‘Paulsen 1103’ (V. berlandieri X V. rupestris); ‘Isabel’
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(V. labrusca); ‘Magndlia’ (V. rotundifolia); e a sele¢do do programa de melhoramento da Embrapa
Uva e Vinho, nomeada provisoriamente de 548-15 (hibrido V. labrusca X V. rotundifolia). Porcdes
de raizes em estagio de crescimento secundario foram removidas das plantas e seccionadas
transversalmente com espessura aproximada de 10 um, em micrétomo de Ranvier, sendo o0s cortes
mergulhados em agua destilada para evitar a desidratacdo dos tecidos. Em seguida os cortes foram
colocados em microtubos (0,5 ml) com solucdo PBS (formaldeido 4% em tampdo fosfato salino 0,1
M pH 7,2) por 2 h. Em seguida, os cortes foram submetidos por uma hora a uma solucéo de 3% de
proteina de leite desnatado em PBS, lavados por um minuto com PBS e incubados por 12 h (durante
a noite) com o anticorpo primario JIM7, diluido 10 vezes em PBS, o qual detecta um epitopo de
hamogalacturonanos (HG) com metil-esterificacdo acima de 80% (KNOX et al., 1990). Apds a
incubacdo, os cortes foram lavados novamente em PBS por quatro vezes de 1 min cada, e incubados
em anticorpo secundario Goat anti-rat FITC (Sigma), diluido 100 vezes em PBS, mantido no
escuro, por 1 h e 30 min. Apds esse procedimento os cortes foram novamente lavados em PBS por
seis vezes por 1 min cada, para montagem em lamina e laminula, utilizando-se um meio de
parafenilediamina em glicerol tamponado, como antifade.

As laminas foram analisadas por epifluorescéncia em microscopio Leica DMR HC com
filtro de excitacdo de 450-490 nm. As imagens foram capturadas em camera digital Leica DC500 e
analisadas por comparacdo quanto a reacdo de fluorescéncia observada nas paredes das células das
diferentes cultivares. Em todos os genotipos foi realizado um ensaio controle, com somente
anticorpo secundario, para evitar erros de observacao nos ensaios testes com anticorpos primario e

secundério, devido a existéncia de auto fluorescéncia em alguns tecidos vegetais.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na anélise comparada entre os cortes do ensaio controle com o ensaio teste, foi possivel
observar a eficiéncia de marcacéo nas paredes celulares dos tecidos de raiz em todos 0s genotipos.
A evidéncia da presenca de epitopos pécticos no parénquima cortical das se¢cdes marcadas pelo
JIM7 e FITC (de excitacdo verde) nao foi observada nas se¢des-controle, ou seja, quando omitido o
anticorpo priméario JIM7. A comparagdo entre as imagens obtidas pelo processo de marcagdo por
imunofluorescéncia nas paredes das células mostrou distingdo entre os diferentes gen6tipos. Uma
maior marcacéo foi observada nos cortes da cultivar ‘Paulsen 1103’ (Figura 1a), quando comparado
com a selecdo ‘548-15" (Figura 1b) e ‘Isabel’ (Figura 1c), as quais apresentaram uma marcagao
intermediaria, e ‘Magndlia’ (Figura 1d) que apresentou uma marcacao ténue. Portanto, com essa
analise foi possivel obter uma distincdo clara entre os gendtipos, principalmente entre ’Paulsen
1103°, considerada suscetivel a pérola-da-terra, e ‘Magnolia’, tolerante a pérola-da-terra
(BOTTON; COLLETA, 2010).
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Figura 1 - Cortes transversais de raizes de videiras das cultivares ‘Paulsen 1103’ (a); ‘548-15" (b);
‘Isabel’ (c) e “Magndlia’ (d). Microscopia de fluorescéncia apresentando emissdo de verde pelo
fluorocromo ligado ao anticorpo JIM7. Luminescéncia em vermelho representam granulos de
amido, presentes em amiloplastos em todos os cortes analisados.

A marcacdo € observada principalmente nas paredes das células do parénquima cortical,
embora em ‘Paulsen 1103’ as camadas mais internas da parede primaria estdo também fortemente
marcadas (Figura 1a). No ‘548-15" e ‘Isabel’ (Figuras 1b e 1c) a marcacdo € mais homogénea,
sendo as paredes mais delgadas do que em “Paulsen 1103’. Em ‘Magnolia’ (Figura 1c) a marcacgéo é
menos intensa e ausente na regido de adesdo do que nas demais cultivares. De acordo com Raiola et
al. (2011), quanto menor o grau de metilesterificacdo maior € o grau de sucetibilidade ao ataque de
endopoligactoronases. Contudo, esta mesma restricdo de metilesterificagdo aumenta o grau de
resisténcia fisica das paredes celulares, devido a maior interacdo ionica com calcio (WILLATS et
al., 2001). Com isso, pode-se supor que a tolerancia da ‘Magnolia’ a pérola estd mais relacionada
com a resisténcia fisica a penetracdo dos estiletes bucais do que & restricdo bioquimica da
degradacdo enzimatica das pectinas na parede. Além disso, se 0 maior grau de metilesterificacdo

observado no ‘Paulsen 1103’ ndo for limitante para o ataque de pérola-da-terra, esta cochonilha
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pode romper fisicamente a barreira bioquimica pela metilacdo de pectinas nas raizes que este
gendtipo apresenta contra o ataque de fungos de solo. Portanto, em presenca de pérola-da-terra o

‘Paulsen 1103’ pode se tornar susceptivel a outros patégenos do solo.

CONCLUSOES
O teste imunocitoquimico com anticorpo monoclonal JIM7, marcado com fluorocromo
FITC, revelou-se eficiente na distincdo de diferentes graus de metilesterificacdo das paredes
celulares entre diferentes cultivares de videira.
A cultivar ‘Paulsen 1103°, mais susceptivel ao ataque de pérola-da-terra, apresentou maior
intensidade de marcacéo do epitopo avaliado no parénquima cortical.
A cultivar ‘Magnolia’, menos susceptivel ao ataque de pérola-da-terra, apresentou menor

intensidade de marcacéo do epitopo avaliado no parénquima cortical.
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