DETERMINAGAO DA ATIVIDADE PEROXIDASE DE ASCORBATO NA
INTERAGAO ENTRE Mycosphaerella fijiensis e Musa sp.

Nidiane Dantas Reisl, Cléberson de Freitas Fernandesz, José Roberto Vieira Jl’miorz, Raize

Ferraz de Lima', Hildebrando Antunes Janior® ’*, Domingos Savio Gomes da Silvaz, Carla

. . 4
Freire Celedonio Fernandes™.

'Graduanda Farmdcia, Faculdades Integradas Aparicio Carvalho — FIMCA, Porto Velho, RO;
2Embmpa Rondonia, BR 364, km 5,5, Caixa Postal 406, CEP: 78900-970, Porto Velho, RO. Tel. (69)
3901-2532. E-mail: cleberson@cpafro.embrapa.br; *Graduando Agronomia, UNIRON, Porto Velho,

RO.?Pesquisadora, Instituto de Pesquisas em Patologias Tropicais — Ipepatro, Porto Velho, RO.
"Bolsista PIBIC-CNPq.

INTRODUGCAO

A bananeira é cultivada em todas as regides tropicais do mundo, sendo a banana a
fruta de maior produgao e comercializagdo mundial, responsavel por 37% do volume total de
frutas transacionadas no mercado internacional (Saabor et al., 2000). Em 2006, no Estado
de Rondbnia a produgdo de banana foi de 46.117 t numa area de 5.401 ha. O rendimento
fisico alcangou pouco mais de 8,5 t/ha/ano (IBGE, 2006). Embora bem adaptada as
condicbes edafoclimaticas do pais, onde se apresenta como uma das principais frutas
produzidas, a cultura da banana enfrenta o ataque de diversos patdgenos que contribuem
para reducdo de sua produtividade, notadamente a sigatoka negra, causada pelo fungo
Mycosphaerella fijiensis Morelet, estadio anamoérfico Paracercospora fijiensis (Morelet)
Deighton (Gasparotto et al, 2006). Os sintomas sao caracterizados pela presencga de estrias
marrom na face inferior da folha, progredindo para estrias negras que formam lesdes
necroticas destruindo toda a area foliar resultando em redugdo da producao (Marin et al.,
2003).

Como ja sabido, na interagado entre planta e patégeno pode haver o sucesso da
infeccao (resposta compativel) ou a resisténcia (resposta incompativel). Nas interacdes
incompativeis, ou seja, naquelas em que a doencga nao ocorre, infecgdes por virus, bactérias
ou fungos irdo elicitar respostas localizadas em torno das células infectadas do hospedeiro.
Estas respostas incluem a produgéo de espécies reativas de oxigénio, que podem levar a
morte da célula. Futuras respostas nas células ao redor incluem alteragées na parede
celular que podem inibir a penetragcdo do patégeno e a sintese de compostos

antimicrobianos, tais como fitoalexinas e PR-proteinas (Azarkan et al, 1997).
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A atividade de peroxidases do ascorbato (APX) € inerente a uma familia de
enzimas que eliminam peroxido de hidrogénio, as custas de ascorbato, formado durante os
processos bioquimicos normais ou durante a imposicao de estresses biodticos a planta, como
infeccao por patégenos (Burhenne e Gregersen, 2000), ou estresses abidticos, como
salinidade, seca, compostos quimicos ou variagoes de temperaturas (Peixoto et al, 1999).
Constituem-se num dos principais componentes do sistema antioxidante de defesa das

plantas superiores (Asada, 1992).

MATERIAL E METODOS

Para os ensaios foram coletadas, no Campo Experimental da Embrapa Rondénia,
folhas de bananeira com sintomas de ataque de sigatoka negra, assim como folhas sem os
sintomas para as repeticdes controle. Foram coletadas folhas de variedades resistentes
(Pacovan Ken e Fhia-18) e suscetiveis (Maca, Nanicdo e Prata Anéd) ao fungo M. fijjiensis.

Preparagdao dos Extratos Totais: As folhas foram maceradas em nitrogénio
liquido e em seguida foi adicionado tampao acetato de sédio 50 mM, pH 5,2, 1:5 (p/v) e
centrifugadas (13000 rpm, 4 °C, 15 min). Esta preparacgao foi denominada de extrato total e
utilizada nas determinacdes de proteina e atividades enzimaticas (Fernandes et al., 2006).

Dosagem de Proteinas: Para a determinagdo de proteina total, foi utilizado o
método de Lowry modificado, tendo sido utilizados 100 uL do extrato total e 2000 uL do
reagente BCA na mistura reacional. A mistura foi incubada por 30 minutos a 37 °C em
banho-maria. A absorbancia das amostras a 562 nm foi medida em espectrofotdmetro
Femto 700plus. A quantidade de proteina foi determinada utilizando-se uma curva de BSA.

Determinagcdo da Atividade Peroxidase de Ascorbato: A atividade de
peroxidase do ascorbato (APX) foi determinada de acordo com a metodologia descrita por
Nakano e Asada (1981), modificada por Koshiba (1993), conforme descrito por Peixoto
(1998), adaptada para as condigbes experimentais. A mistura reacional consistiu de 600 pL
do tampéao fosfato de potassio 50 mM, pH 6,0, contendo 0,5 mM de ascorbato, 100 yL H202
2 mM e 300 pL do extrato total a ser testado, a 25 °C. O decréscimo na leitura de
absorbancia medida a 290 nm, no intervalo de 10 — 180 segundos, foi mensurado como

indice de oxidagao do ascorbato.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Dosagem de Proteinas:
Teores de proteinas variaram de: CONTROLE - 0,18 a 0,72 mgP/mL, nas
variedades Maga e Prata Ana, respectivamente; SINTOMATICAS — 0,28 a 0,89 mgP/mL,

nas variedades Nanicdo e FHIA 18, respectivamente (Fig. 1).
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Figura 1. Determinacdo dos teores de proteina em extratos totais de Musa sp., na
auséncia e presenca do fungo M. fjiensis

Determinacgao da atividade peroxidase de ascorbato
Teores de peroxidase de ascorbato variaram de: CONTROLE - 0,0075 a 0,0145
umol Asc/mgP, nas variedades FHIA 18 e Prata Ana, respectivamente; SINTOMATICAS —

0,0058 a 0,0615 umol Asc/mgP, nas variedades Nanicdo e FHIA 18, respectivamente (Fig.
2).
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Figura 2. Determinacdo dos teores de ascorbato peroxidase em extratos totais de
Musa sp., na auséncia e presenca do fungo M. fijiensis

CONCLUSOES
Para as andlises bioquimicas, os resultados alcangados até o momento sugerem a
participacdo da enzima peroxidase de ascorbato no mecanismo de defesa da bananeira

contra o ataque do fungo. Entretanto, este mecanismo deve ter o auxilio das demais
enzimas e compostos de defesa.
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