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Resumo

A murcha bacteriana causada por Ralstonia solanacearum € a principal doenca
bacteriana de Solanaceas no Amazonas. Este trabalho teve como objetivo avaliar a
atividade de enzimas relacionadas com respostas de defesa em acessos de Capsicum
spp. previamente avaliados como fontes de resisténcia a doenca. Foi avaliada a
atividade de polifenoloxidase (PPO), peroxidase (POX) e fenilalanina amonia liase
(FAL) em 12 acessos de Capsicum sp. nos periodos de 0, 24, 48, 72 e 96 horas apés a
inoculagdo. A atividade enzimaética variou conforme o nivel de resisténcia dos acessos
avaliados e foi maior nas primeiras horas apds a inoculacéo decrescendo ap0os 72 horas.
A resisténcia dos acessos foi associada com a maior atividade da PPO e FAL, sendo o
acesso LA 01 o que apresentou a maior atividade destas enzimas dentre 0s acessos
avaliados, indicando que estas enzimas comp&em o mecanismo de defesa bioquimico
em plantas de Capsicum.
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Introducéo

A murcha bacteriana causada pela bactéria Ralstonia solanacearum é uma
doenca que ataca muitas espécies de plantas, dentre elas as solandceas compreendem
uma importante cultura agricola muito suscetivel, representando um problema para os
produtores (Lopes e Boiteux, 2004). Na Regido Norte as condi¢Oes favoraveis de
elevada temperatura e umidade, contribuem para a ocorréncia da doenca que pode se
espalhar rapidamente e comprometer a producdo em larga escala. A utilizacdo de areas
contaminadas com o patogeno, praticas culturais errbneas como a rotacdo com espécies
hospedeiras do patdgeno, manejo incorreto da irrigacdo, auséncia de uma cultivar
resistente e a variabilidade do patogeno dificultam a implementacdo de medidas que

sejam eficientes no controle da doenga.
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A interacdo entre patdgeno e hospedeiro induz algumas mudangas no
metabolismo das células e dependendo do patogeno, rotas de sinalizagdo especificas das
plantas sdo ativadas e levam a expressdo de respostas de defesa como a resposta
hipersensitiva (HR), producdo de espécies reativas de oxigénio, acumulo de
fitoalexinas, a sintese de proteinas PR, atividades das enzimas, tais como fenilalanina
amonia liase (FAL), peroxidase (POX), polifenoloxidase (PPO), lipoxigenase (LOX)
entre outras (Silva et al., 2010).

O aumento da atividade de enzimas como a POX, PPO e FAL relacionadas com
fontes de resisténcia j& foi demonstrada em varios patossistemas. Araujo e Stadinik (2011)
avaliando a atividade de enzimas em plantulas de macieira resistente e suscetivel a mancha
foliar causada por Colletotrichum gloesporioides observaram o aumento da atividade da
POX associado a resposta da cultivar resistente. O objetivo deste trabalho foi investigar a
atividade enzimatica de PPO, FAL e POX como resposta dos componentes de defesa em

acessos de Capsicum com diferentes niveis de resisténcia.

Material e Métodos

Os ensaios foram conduzidos em casa de vegetacdo em Manaus. Os acessos
foram semeados em mistura de terri¢o e substrato comercial Bioplant® na proporgéo de
3:1. Para a inoculagéo foi utilizado o isolado IRAND10 considerado o mais agressivo
em ensaio preliminar de agressividade. A inoculacdo foi realizada aos 30 dias de idade
apos o ferimento das raizes, através da introducdo de um bisturi préximo ao colo da
planta e vertendo-se 10 mL da suspensdo de in6culo por planta. As avaliacbes foram
feitas aos quatro, oito, 12, 16, 20 e 24 dias ap06s a inoculacdo (DAI) em funcdo da
incidéncia e do desenvolvimento de sintomas da doenca. A avaliacdo dos sintomas foi
visual através de uma escala de notas variando de 0 a 5 (Winstead e Kelman, 1952), O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco repeti¢cbes. O
controle consistiu de dez plantas inoculadas com agua destilada esterilizada. Os dados
foram submetidos ao teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade utilizando o
programa estatistico SAEG versdo 9.0.

Para a atividade enzimatica relacionada a defesa foram coletadas trés folhas por
planta aos 0, 24, 48, 72 e 96 horas ap0s a inoculacdo, entdo embaladas em papel
aluminio, identificadas, imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e levadas ao

laboratdrio para pesar e serem armazenadas a - 20 °C para 0s ensaios posteriores. Para a
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determinacdo do teor de proteinas totais e atividade das enzimas PPO, FAL e POX,
amostras de 0,1 g de tecido foliar foram maceradas na presenca de nitrogénio liquido até
a obtencdo de um po fino que foi homogeneizado em tampao acetato de sodio, coletado
em microtubos e centrifugados a 20.000G durante 30 minutos a 4 °C em centrifuga. O
sobrenadante foi recolhido em novos microtubos e estocado a - 20 °C para as
determinacbes enziméticas. O teor de proteinas foi quantificadas segundo Bradford
(1976), a atividade de FAL foi determinada segundo Umesha (2006), a atividade da
PPO e POX conforme Kar e Mishra (1976).

Resultados e Discusséo
Considerando o progresso da murcha bacteriana de acordo com os valores area
abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) os acessos AC NT e BC 05 foram
considerados resistentes apresentando menores valores, os acessos LA 01 e BC 01
moderadamente suscetiveis, os demais acessos foram considerados suscetiveis e 0s
acessos BC 06 e LA 02, com maiores valores de AACPD foram considerados altamente
suscetiveis.

A atividade de proteinas apresentou aumento inicial seguido pelo declinio alguns
dias apds a inoculagdo (d.a.i). Nos cinco dias de coleta de amostras, somente 0s acessos
mais suscetiveis, como CD, BC 06 e LA 02 ja apresentavam sintomas visiveis. Mesmo
ndo sendo detectadas diferencas nos sintomas entre 0s acessos, um aumento gradual no
teor de proteinas totais foi detectado a partir do 2° d.a.i..

Também foi verificada a mudanca no padrdo de atividade das enzimas FAL e PPO,
atividade da PPO foi significativamente maior nas plantas inoculadas do que no
tratamento controle, até o segundo d.a.i, quando atingiu seu maxima atividade. A
atividade da enzima FAL apresentou comportamento semelhante aumentando sua
atividade logo apos a inoculagdo com o patégeno, alcancando o maximo no segundo
d.a.i. e reduzindo nos dias seguintes. A atividade de FAL foi 47% maior no acesso LA
01 quando comparada com o acesso suscetivel BC 12. Houve diferenga quanto na
dindmica da POX durante o periodo de coleta para 0s acessos mais resistentes quando
comparado ao acesso suscetivel e ao tratamento controle. Enquanto no acesso com
maior nivel de resisténcia (LA 01) a atividade da POX apresenta um aumento mais

rpido, no acesso susceptivel (CD) esta mobilizagdo é mais lenta. No tratamento
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controle o aumento embora gradual apresenta-se num ritmo bem mais lento. As enzimas
fenilalanina amonia liase (FAL), polifenoloxidase (PPO) e peroxidade apresentaram
maior atividade no acesso moderadamente resistente LA 01.

A diferenca quanto a resposta de resisténcia apresentada por diferentes estirpes de
R.solanacearum em Capsicum também ja foi identificada por Lopes & Boiteux (2004)
em estudo em Brasilia, DF, onde avaliaram 23 acessos de Capsicum de varios paises
considerados como resistentes a murcha bacteriana, e por Demosthenes e Bentes (2011)
também encontraram variados niveis de resisténcia entre acessos de Capsicum
inoculados com um isolado da biovar 1 e conseguiram identificar trés acessos
resistentes (20, 30 e 17). Fatores ambientais como aumento na temperatura ambiente,
tipo de solo, manejo da irrigacdo também sdo fatores que podem contribuir para
manifestacdo da resisténcia diferenciada.

Em relacdo a atividade enzimética associada a respostas de defesa o resultado esta
de acordo com os obtidos por Araujo e Stadnik (2011) que também detectaram aumento
no teor de proteinas totais em plantulas de macieira resistentes e suscetiveis inoculadas
com Colletotrichum gloesporioides nas primeiras horas apds a inoculacdo com o
patégeno, indicando como a planta langa méo de suas reservas enzimaticas na tentativa
de controlar a invaséo do patogeno.

As enzimas FAL e PPO podem estar atuando na defesa das pimenteiras quando
infectado por R.solanacearum, uma vez que dinamica de aumento de atividade da FAL
e PPO logo nos primeiro e segundo dia ap6s a inoculacdo sugere que a planta esteja
mobilizando suas respostas de defesa para conter a invasdo e concorda com estudo de
Ngadze et al.. (2011) que ao estudarem o papel de diversas enzimas na resisténcia de
tubérculos de batata contra Pectobacterium atropsepticum também identificaram o
aumento dessas duas enzimas.

Os resultados encontrados neste estudo estado de acordo com os de Vanitha et al.
(2009) que avaliaram o papel das ezimas PAL e PFO em tomateiro resistente e
suscetivel e conseguiram identificar que a maior atividade destas enzimas, nas cultivares
resistentes, ocorreu as 12 e 15 horas apos a inoculagdo com R. Solanacearum enquanto
nas cultivares suscetiveis a atividade ocorreu mais tardiamente, indicando que estas

duas enzimas tem papel importante na defesa do tomateiro & murcha bacteriana.
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A resisténcia também pode ser mediada pelo peréxido de hidrogénio, que é
frequentemente associada com a atividade de peroxidades (POX). Houve diferenca
quanto na dinamica da POX durante o periodo de coleta para 0s acessos mais resistentes
quando comparado ao acesso suscetivel e ao tratamento controle. Enquanto no acesso
com maior nivel de resisténcia (LA 01) a atividade da POX apresenta um aumento mais
rpido, no acesso susceptivel (CD) esta mobilizacdo é mais lenta. No tratamento
controle o aumento embora gradual apresenta-se num ritmo bem mais lento. Esta
dindmica pode ser entendida como a capacidade em mobilizar mais rapidamente seus
mecanismos de defesa bioquimicos na tentativa da planta barrar a colonizacdo por
R.solanacearum. Neste estudo a atividade de POX foi menor quando comparada a
atividade da PAL, mas mesmo assim ela pode estar associada a outros mecanismos de
resisténcia atuando em acessos de Capsicum. Andrade et al., (2013) que também
avaliou a atividade de POX, PFO, GLU e LOX em resposta ao ataque de Pseudomonas
syringae pv. tomato em cultivares de tomateiro pulverizadas com acido jasmonico,
etefon e Bion e constataram dindmica semelhante, onde puderam correlacionar o
aumento na atividade das enzimas POX, PFO e LOX com a maior resisténcia
apresentada pelo tomateiro. Neste estudo a atividades dessas enzimas foi maior entre o
sexto e nono dias apos a inoculagéo.

Concluséo
O aumento da atividade das enzimas FAL e PPO durante a infec¢do por R.
solanacearum nos acessos avaliados indica que estas duas enzimas atuam nos

componentes de defesa bioquimicos em Capsicum.
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