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ATIVIDADES PEROXIDASICA E B-1,3-GLUCANASICA ELICITADAS POR
AGENTES BIOTICOS CAUSADORES DE DOENCAS E PELO ESTRESSE
HIiDRICO EM FEWAO-DE-CORDA [Vigna unguiculata (L.) Walp.)

J. T. A. OLIVEIRA', N. C. ANDRADE', A. S. M. MIRANDA', A. L. H. BARRETO', V. M. M. MELC?,
C. F. FERNANDES!, I. M. VASCONCELOS', J. A. G. SILVEIRA', F. R. CAVALCANTI',
F. R. FREIRE-FILHO’, F. C. O. FREIRE* e F. J. T. GONCALVES*

Resumo - As atividades peroxidasicas e B-1,3-glucanésica elicitadas por agentes causadores de doengas e pelo
estresse hidrico em feijdo-de-corda foram estudadas. Foi observado que a atividade peroxidésica, mas nfo a - 1,3-
glucandsica foi induzida pelo tratamento das plantas com ¢ nematéide Meloydogiene incognita e com o fungo
Colletothricum gleosporioides (agentes biéticos). Entretanto, no tratamento com o nematdide a planta respondeu de
modo mais intense do que com o fungo. Esta resposta sugere que a planta tenta se defender do ataque destes
organismos através da fortificagdo da parede celular, processo no qual as peroxidases tém papel importantissimo. Em
relaglic ao estresse hidrico {abiético), foi observado avmento tanto da atividade da peroxidase como da B-1,3-
glucanase em relagio aos controles. Os dados aqui apresentados sugerem que estas enzimas respondem a vérias
situagdes de estresse, tanto bidtico como abiético, e que, embora importantes para a fisiologia da planta, ocorrem de
maneira inespecifica.

Palavras-chave: Feijio-de-corda, Vigna unguictlata, Meloidogyne incognita, Colletothricum gloesporioides,
estresse hidrico, peroxidase, p-1,3-glucanase.

PEROXIDASE AND B-1,3-GLUCANASE ACTIVITIES ELICITED BY BIOTIC AGENTS
RESPONSABLE FOR DISEASES AND BY DROUGHT IN COWPEA
[Vigna unguiculata (L.) Walp.]

Abstract - Peroxides and 3-1,3-glucanase activities elicited by biotic agents which cause plant diseases and by the
drought in cowpea were studied. It was observed that the peroxides but not the B-1,3-glucanase activity was induced
by treatment of the plants with the nematode Meloidogyne incognito and with the fungus Colletothricum
gleosporioides. However, the challenge of the plant with M. incognito gave a more conspicuous response then with
C. gleosporioides. Nevertheless both treatments elicited the peroxides activity suggesting that the plant tries to
protect itself by hardening the cell wall. In the drought-siressed plants both enzyme activities were increased over
those of controls. The currently data showed that the activity of these enzymes increased in response to various stress
conditions and that such response, although imporiant for the physiology of the plant, is inespecific.

Keywords: cowpea, Vigna unguiculata, Meloidogyne incognito, Colletothricum gloesporioides, drought,
peroxides, B-1,3-glucanase.

Introdugio

O feijao-de-corda [Vigna unguiculata (L.) Walp.], subespécie unguiculata), também conhecido como fetjio
macassar ou caupi, se constitui huma das principais leguminosas cultivadas no Brasil, predominantemente nas
Regides Nordeste e Norte, onde é usado para fins alimentares. Dentre os varios fatores que limitam a producio do
feijao-de-corda no Brasil, encontram-se as doengas causadas por agentes patogénicos (Rios, 1988). Os danos
causados por estes organismos influenciam na quantidade do feijdo produzido por hectare plantado, bem como na
sua qualidade. O feijio-de-corda ¢ considerado um dos principais hospedeiros dos nen_latdides de gathas gPonte,
1988), destacando-se, dentre estes, as espécies M. incognita ¢ M. javanica, cuja atuagfio impede o desenvolvimento
vegetativo e reprodutivo normais da planta. Uma outra doenga, desta feita causada por fungos do género

lDepto. Bioquimica c Biologia Molecular/CCA/UFC, Caixa Postal 6020, CEP 60451-970, Fortaleza, CE.
E-mail: jtaolive@ufc.br

2Depto. Microbiology, UFC. E-mail: vmmmelog@ufc.br .

:'Embrapa Megio-Norte, Caixa Postal 01, CEP 64006-220, Teresina, PL. E-mail: freire@cpamn.embrapa.br

*Embrapa-CE, Fortaleza, CE.
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Colletothricum causadores da antracnose, também, tem marcante contribuigio na sua baixa produtividade.
Entretanto, alguns cultivares-de-feijo de corda conseguem, de algum modo, se opor ao ataque destes patégenos,
sendo, neste caso, classificados como resistentes.

De um modo geral, as plantas defendem-se da invasdo de patogenos por diferentes meios que incluem certas
reagdes bioquimicas celulares que resultam em toxicidade contra estes organismos ou criam condigdes adversas ao
seu desenvolvimento normal no interior da pianta. Diversos compostos s3o produzidos e/ou mobilizados, tais como,
os metabélitos secundarios, componentes ndo protéicos, proteinas, enzimas, incluindo as quitinases, as f§-1,3-
glucanases e as peroxidases (Gomes et al,, 1996), dentre outros, logo apés a invasdo do parasita, sendo, portanto,
considerados componentes que estio direta ou indiretamente envolvidos no mecanismo de defesa das plantas. As
peroxidases participariam do processo de lignificagio da parede celular e, provavelmente, da ativagio de certas
toxinas vegetais, impedindo ou retardando o ciclo reprodutivo dos patégenos (Bruce & West, 1989) enquanto que as
B-1,3-glucanases, juntamente com as quitinases, ambas enzimas hidroliticas, promoveriam a desorganizacio da
parede celular dos patégenos invasores (Gianinazzi et al., 1970; Xue et al., 1998).

O estresse hidrico causa varias mudangas fisiolégicas na planta, para que esta possa superar os periodos de
seca. O feijio-de-corda apresenta excelentes caracteristicas de tolerfncia para as condigdes estressantes de
deficiéncia hidrica e elevadas temperaturas (Costa, 1999), caracteristicas da regifio semi-drida. Entretanto, poucos
s30 os trabalhos encontrados na literatura, que avaliam o comportamento fisiolégico, os efeitos e os mecanismos
bioquimicos referentes a essa resisténcia ao déficit de dgua.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar os niveis de atividade peroxidasica e/ou B-1,3-glucanisica em
genétipos de feijio-de-corda resistentes e suscetiveis 4 meloidoginose e 4 antracnose e sob estresse hidrico, ao longo
do estabelecimento das plantulas.

Material e Métodos

Sementes quiescentes de feijio-de-corda resistente {cv. TE97-411-1E) e susceptivel (cv. BR3-Tracuateua) 4
antracnose foram fornecidas pela EMBRAPA/Piaui, Os demais genétipos foram obtidos na Escola de Agronomia da
UFC-CE. Meloidogine incognita foi obtido de raizes de quiabeiros infectados. O fingo C. gloeosporioides foi
proveniente da micoteca mantida no Laboratério de Microbiologia do Depto de Biologia da UFC. A cultura foi
mantida em meio de agar Sabouraud-glicose 4 temperatura de 8°C.

Para avaliag3o da resisténcia e suscetibilidade dos genétipos, sementes de doze variedades de feijio-de-corda
foram plantadas, sob condi¢des de campo, em solo reconhecidamente infestados com o referido nematéide, seguindo
um delineamento em blocos casualisados, com 10 repetigdes. A coleta foi feita 60 dias apés o plantio, quando foi
examinado o sistema radicular de cada planta e efetuada a contagem do miimero de gathas e massa de ovos, de acordo
com a escala de nota citada por Taylor & Sasser (1978). Aquelas que apresentaram um indice igual ou superior a trés
foram classificadas como resistentes e os genétipos CE-31 (resistente) ¢ o CE-109 (suscetivel) foram usados para os
ensaios enzimdticos. Para determinagfio da atividade peroxiddsica, as sementes de CE3t e CE109 foram plantadas
em solo previamente esterilizado em autoclave, distribuidas na proporgio de duas sementes por vaso e mantidas em
cimara de germina¢#o a uma temperatura média de 30°C. A inoculagdo foi feita aos 12 dias de idade, utilizando-se,
comolfonte de inéculo um total de 250 J2/planta. As coletas foram efetuadas a cada dois dias, a partir do segunde da
inoculagdo,

. Na inoculago com C. gloeosporioides as sementes de feijio-de-corda (TE97-411-1E e BR3-Tracuateua,
resistente e susceptivel, respectivamente, ao C. lindemunthianum) foram previamente tratadas com hipoclorito de
sodio a 1% e, em seguida, lavadas abundantemente com égua destilada, colocadas para germinar em vasos plésticos,
utilizando-se areia previamente esterilizada como substrato. O cultivo foi feito em casa de vegetagio, com
temperatura em torno de 35°C. As plantas foram regadas com 4dgua destilada até o sétimo dia de plantio e, em
seguida, com solugdo nutritiva modificada. Para obtengdo de esporos de C. gloeosporioides, culturas em placas
foram lavadas com 10 ml de 4gua grau Milli-Q estéril e agitadas, manualmente, para liberacio dos esporos. A
suspensdo de esporos foi coletada com pipeta Pasteur e lavada, sob centrifugacdo, com agua estéril, O pellet foi
retomado em Agua e a concentragfio de células determinada em cdmara de Neubauer. Plantas sa;iias que nio
apresentavam injuria visivel foram selecionadas e transferidas para uma cé i
umidade em tomo de 65%. Estas plantas foram, entdo, inoculadz?s com espﬁglsmt.li i? ;;:*f:.:;;mrgi;eg y i’ SD(l:’ s
de planti . - : , apos 12 dias

¢ plantio, enquanto que plantas nfo tratadas serviram de controle. Foram aplicadas 4 gotas de 25 ul de esporos na
concentragiio de 10°/ml nas folhas primdrias, sendo 2 gotas de cada lado da nervura central. Nos oontrolespu
{igua destilada. As plgntas foram coletadas 6, 12, 18, 24, 30,e 36 h (TE97) e 6, 12, 18, 2;1, e 30 h (BR3) ::::;
inoculagdo, e o material usado para ensaios de atividade enzimitica, Foram coletadas as folhas primarias, folhas
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secundarias e os talos, separadamente, para observagio da resposta hipersensitiva (HR) e resposta sistémica
adquirida (SAR).

O experimento do estresse hidrico foi conduzido em casa de vegetagdo, com temperatura e umidades médias
minimas (noite) e maximas (dia) variando de 25°C a 36°C e 39% a 85%, respectivamente. O substrato utilizado foi
uma mistura de silica e vermiculita na propor¢do de 1:2 (v:v), sendo a mesma lavada com Agua destilada por 5 vezes
e, posteriormente, autoclavada por 20 min. Os vasos utilizados foram tipo Leonard modificados segundo a
metodologia descrita por Costa (1999). Diariamente, as plantas receberam 4gua e solugdio nutritiva pela parte
superior até completar o volume da solugio contida na parte inferior do vaso. No vigésimo oitavo dia apés a
emergéncia das plantulas, elas foram submetidas & retirada da dgua da parte inferior dos vasos e permaneceram
apenas com a dgua retida na fase sélida da parte superior, durante 4 dias consecutivos. Apds este periodo, foram
rehidratadas durante 2 dias, enquanto que as plantas controles permaneceram em presenga de dgua. As plintulas
foram coletadas durante sete dias consecutivos, apds o tratamento. As folhas foram congeladas imediatamente com
N liquido e mantidas em freezer até a liofilizag3o para o preparo das farinhas (Costa, 1999).

Para determinagfio das atividades enzimaticas, os extratos totais das folhas primérias e secunddrias ¢ do
sistema radicular foram obtidos através de maceragdo em graal, com tamplio acetato de sodio 50 mM, pH 5.2,
contendo NaCl 1,0 M, na proporgiio de 1:3 (p/v), sob banho de gelo. Apés macerag3o, realizada por cerca de 20
minutos, a suspensdo foi filtrada ¢ centrifugada (10.000 x g por 20 minutos). O teor de proteina foi avaliado pela
técnica descrita por Bradford (1976), a ativade peroxidasica através da metodologia descrita por Urbanek ef al.,
(1991), sendo o guaiacol utilizado como substrato doador de protons e perdxido de hidrogénio como receptor ¢ a
absorbincia medida a 480 nm. Para determinag¢io da atividade B-1,3-glucandsica foi determinada a velocidade de
produgdo de glucose usando-se laminarina como substrato e glucose como padrio, de acordo com o método de
Somogyi (1952).

Resultados e Discussido

A Figura 1 mostra a presenca de atividade peroxidasica nas raizes tanto do genétipo CE-31 como no CE-109.
Entretanto, os niveis basais do gendtipo resistente a meloidoginose (CE-31) sfo maiores do que do gendtipo
suscetivel. Ademais, quando se trata do cultivar resistente, hi um aumento significativo da atividade peroxidasica em
resposta 4 evolugdo da infecgdo, sugerindo a participagio destas enzimas no mecanismo de defesa da planta.
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FIGURA 1. Atividade peroxidasica em raizes de Vigna unguicidata (L.) Walp., gendtipo CE-31 (A) e gendtipo CE-
109 (B) submetidos ao estresse bibtico por Meloidogyne incognita. DAl (dias apos inoculagio).

Em relagiio a infecgiio pelo fungo Colletothricum gloesporioides, andlises da atividade peroxiddsica mostram
um aumento apds 18 e 24 horas de inoculagio nas folhas primdrias da cultivar BR3 (Figura 1A} € um aumento apos
18 horas de inoculagdo na cultivar TE-97 (Figura 1B), em comparagéio com os controles, sugerindo uma resposta
positiva destas plantas ao ataque do fungo. Nas folhas secundirias ndo foi observada diferenga de atividade
peroxidasica nos gendtipos estudados (Figura C e Figura D), sugerindo que nfio ocorreu uma resposta sistémica
adquirida (SAR). Em relagio 3 atividade B-1,3 glucanésica, ndo foi observada diferenca entre plantas tratadas e
controles de ambos os genotipos (dados ndo apresentados).

Em relagio 4 resposta ao estresse hidrico, foi observado que logo apds o inicio do estresse a enzima -1,3-
glucanase (Figura 3A) respondeu com aumento da atividade, alcangando um platé que perdurou mesmo apds 2 dias
da rehidratacfo e indo se igualar 4 atividade dos controles em seguida. Houve, também, aumento da atividade
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peroxidasica até o quarto dia ap6s o inicio do estresse, decrescendo loge que houve rehidratagio (Figura 3B).
Respostas positivas destas enzimas ao tratamento de plantas com eliciadores abidticos tais como 4cido salicilico
(Fernandes, 1998), fertilizagio do solo, diferenga de temperatura, luz UV-B (Leubner-Metzger e Meins, Jr, 1999)
perturbages mecanicas (Cipollini, Jr, 1998) ja foram relatadas. Em todos estes casos, acredita-se que as plantas
utilizam-se destas enzimas para preservar sua homeostase fisiolégica através de mecanismos até hoje ndo
entendidos.
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FIGURA 2. Atividade peroxidisica ¢em folhas primdrias ¢ secunddrias de Vigna unguiculata, cv. BR3-Tracunatena
{B, Cyc TE 97 (A, D) controles e infectadas com C. gloesporioides.

Como conclusdo, o aumento dos niveis de peroxidase no gendtipo resistente 3 meloidoginose sugere quc o
processo de lignificagdo deve ser induzido no gendtipo resistente. Entretanto, ¢m se tratando dos gendtipos
inoculados com o fungo, os resultados demonstram que ocorreu um agmento da atividade peroxidasica nas folhas
primdrias apds inoculagio do fungo de ambas cultivares BR3 ¢ TE 97, mas ¢ tempos distintos, o que pode
caracterizar uma resposta de um gendtipo resistente i antracnose. No caso do estresse hidrico, as duas enzimas
estudadas apresentaram aumento de atividade. Entretanto, estudos adicionais sfio necessirios para se entender o
porqué destas alteragtes. Comparando os dados deste trabaiho com os da literatura, onde h4 relatos do aumento da
expressio de genes correspondentes a estas enzimas em resposta as virias situagdes de estresse, tanto bidticos como
abitico, chega-se a conclusdo de que tais respostas, embora importantes para a fisiologia da planta, ocorrem de
maneira inespecifica.
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FIGURA 3. Atividade p-1,3-glucanisica (A) ¢ pcroxidasica (B) em folhas dc feijio-de-corda submetidas ao

estresse hidrico.
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