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RESUMO

ACAO DO ACIBENZOLAR-S-METIL NA RESPOSTA BIOQUIMICA DE DEFESA
DO MELAO DESAFIADO PELO Fusarium pallidoroseum E DO MELOEIRO var.
ORANGE FLESH

O melao tem grande importancia para a economia brasileira, sendo sua producao
exportada principalmente para os paises da Unido Européia. Assim, é fundamental o
controle de doencas pés-colheita deste fruto. O Fusarium pallidoroseum é um
importante fitopatégeno que provoca podriddes no meldo. Esta doencga representa
um obstaculo sério em sua comercializacdo. Este trabalho avaliou os efeitos do
BTH, um analogo estrutural e funcional do &cido salicilico, nas respostas
bioquimicas da defesa do meldo desafiado com o F. pallidoroseum e do meloeiro
ndo desafiado. Doze horas depois de colhidos, os meldes foram mergulhados em
solugdes de BTH (concentragdes de 0,5, 1,0, e 2,0 mM de ingrediente ativo) e,
depois 60 horas, foram inoculados com o fungo. Amostras dos frutos (2 cm didmetro
x 1 cm de profundidade), préximos ao local de infecgéo, foram retiradas em 3, 7 e 10
dias apds inoculagdo, pesadas e armazenadas a -84 °C até serem utilizadas.
Plantas do melédo de 8 dias foram borrifadas com 300 puL de BTH nas concentragbes
de 0,3, 0,5, e 1,0 mM. As folhas secundérias foram colhidas em 2, 4, 6, 8, 10, 12, e
14 dias apos tratamento. Além da avaliagdo do sintoma nos frutos, extratos totais do
fruto e das folhas secundarias foram preparados com tampéao acetato 50 mM, pH
5.2, contendo 150 mM de NaCl, e os indices de proteina e as atividades enzimaticas
da peroxidase (POX), da fenilalanina aménia liase (PAL), da B-1,3-glucanase (GLU),
da peroxidase do ascorbato (APX) e da superoxide dismutase (SOD) foram
medidos. Observou-se que BTH ndo reduziu significativamente a incidéncia e a
severidade da podriddo causada pelo patdégeno. Nem 2 mM de BTH modificou
significativamente as atividades de enzimas relacionadas a defesa do fruto. Ao
contrario, nas plantas do meldo, BTH aumentou as atividades da POX, GLU e da
SOD, mas nao modificou a PAL e APX foi inibida. Estes resultados sugerem que
BTH nao trabalhou como um indutor de defesas bioquimicas no melao, mas induziu
respostas de defesa nas plantas. Conseqlientemente, sugere-se que BTH poderia
ser usado como uma estratégia tecnologica para a protecao de frutas do melao
contra a podriddo causada pelo F. pallidoroseum através da indugédo das respostas
bioquimicas de defesa da prépria planta, que, provavelmente, estara transferindo
estas caracteristicas aos frutos. Entretanto, esta hipétese que estd sendo proposta
necessita ser avaliada.

Palavras-chave: Cucumis melo var. Orange flesh, acibenzolar-S-metil, Fusarium
pallidoroseum, defesa vegetal.



ABSTRACT

EFFECTS OF ACIBENZOLAR-S-METHYL ON THE BIOCHEMICAL DEFENSE
RESPONSES OF MELON FRUITS CHALLENGED WITH Fusarium pallidoroseum
AND OF MELON PLANTS var. ORANGE FLESH

Melon fruit constitutes one of the main segments of the Brazilian economy. Its
production is exported particularly to countries in the European Union. Thus it is
fundamental the control of postharvest diseases of melon. Fusarium pallidoroseum is
an important phytopathogen which provokes rot in melon fruits. This disease
represents a serious obstacle in its commercialization as a foreign commodity. In this
present work the effects of BTH, a structural and functional analogue of salicylic acid,
on the biochemical defense responses of melon fruits challenged with F.
pallidoroseum and of unchallenged melon plants were assessed. Twelve hours after
harvesting melon fruits were immersed in BTH (0.5, 1.0, and 2.0 mM concentrations
of active ingredient) and 60 hours later inoculated with the fungus. Fruit cuts (2 cm
diameter x 1 cm deep), close to the inoculation sites, were excised at 3, 7, and 10
days after fungal inoculation, weighed and kept at -84 °C until used. Eight day-old
melon plants were sprayed with 300 uL BTH at 0.3, 0.5, and 1.0 mM concentrations.
Secondary leaves were harvested at 2, 4, 6, 8, 10, 12, and 14 hours after sprayings.
Besides to symptom evaluation in melon fruits, crude extracts from the fruit cuts and
leaves were prepared with 50 mM acetate buffer, pH 5.2, containing 150 mM NacCl,
and the protein contents and enzymatic activities of peroxidase (POX), phenylalanine
ammonia lyase (PAL), B-1,3-glucanase (GLU), ascorbate peroxidase (APX), and
superoxide dismutase (SOD) were measured. It was observed that BTH did not
reduce significantly the incidence and severity of the rot caused by the pathogen.
Neither 2 mM BTH significantly modify the activities of defense-related enzymes in
melon fruits. Contrary, in the melon plants, BTH increased the activities of POX,
GLU, and SOD, but did not modify PAL and further inhibited APX. These results
suggest that BTH did not work as an inductor of biochemical defenses in melon fruits,
but it induced defense responses in the melon plants. Therefore it is suggested that
BTH could be used as a technological strategy for protection of melon fruits from the
rot caused by F. pallidoroseum by means of induction of biochemical defense
responses of the melon plant itself which will likely be transferring these traits to its
fruits. However, this hypothesis that is being proposed needs to be assessed.

Key-words: Cucumis melo var. Orange flesh, acibenzolar-S-methyl, Fusarium
pallidoroseum, plant defense.
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Eletroforese revelada para atividade de superdxido dismutase de extratos
totais de folhas secundarias de plantas de melado var. Orange flesh em
diferentes dias ap0s tratamento (DAT) com BTH. C: controle; Tratamentos =
0,3, 0,5 e 1,0 mM de BTH. Setas indicam diferentes isoformas de SOD.

Atividade da B-1,3-glucanase em extratos totais de folhas secundéarias de
plantas de meldo var. Orange flesh, coletadas em diferentes tempos apés
tratamentos. Letras mindsculas representam a comparagao dos tratamentos
dentro de cada categoria (tempo). Letras mailsculas representam a
comparacdo de cada tratamento ao longo do tempo. Diferentes letras
representam diferengas significativas entre os dias (P<0,05) (ANEXO 6.12).

58

60



LISTA DE TABELAS

TABELA PAGINA
1 Familias reconhecidas de proteinas relacionadas a patogénese 9
(PR-proteinas)



APX
BTH
BDA
BSA
CAT
CHI
DAT
DAI
DL

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Peroxidase do ascorbato

Benzothiadiazole (= Acibenzolar-S-metil, BION®)
Agar batata-dextrose

Albumina sérica bovina

Catalase

Quitinase

Dias apés tratamento

Dias apoés inoculacao

Dose letal

EDTA Acido etileno diamino tetracético

EGTA Acido etileno glicol bis (b-amino etilenoéter) tetracético

GLU
i.a.
NBT
PAL
PIF
PR
POX
ROS
SA
SAR
SOD
Tris
UAP

B-1,3-glucanase

Ingrediente ativo

p-nitro blue tetrazolium
Fenilalanina amoénia liase
Programa Integrado de Frutas
Proteinas relacionada a patogénese
Peroxidase

Espécies Reativas de Oxigénio
Acido Salicilico

Resisténcia Sistémica Adquirida
Dismutases de superoéxido
Hidroximetil aminometano

Unidade de atividade peroxidasica



SUMARIO

RESUMO

ABSTRACT

LISTA DE FIGURAS

LISTA DE TABELAS
ABREVIATURAS E DEFINICOES

1. Introducéao

1.1. Cucumis melo

1.2. Fusarium pallidorosem

1.3. Defesa vegetal

1.3.1 Resposta Hipersensitiva

1.3.2. Resposta Sistémica Adquirida

1.3.3. Proteinas Relacionadas a Patogénese (PR-proteinas)
1.3.4. Enzimas envolvidas no estresse oxidativo
1.3.5. Fenilalanina Aménia Liase

1.3.6. Inducéo de Resisténcia

1.3.6.1. Indugao de resisténcia em po6s-colheita
1.3.7. Acibenzolar-S-metil (BTH)

2. Perguntas Biolégicas e Objetivos do trabalho
2.1. Objetivos Gerais

2.2. Objetivos Especificos

3. Materiais

3.1. Frutos

3.2. Sementes

3.3. Fungo

3.4. Reagentes quimicos

4. Métodos

4.1. Experimento |: Efeito do BTH na protecado do melédo contra a podridao causada
pelo F. pallidoroseum.

4.1.2. Cultivo do fungo e preparagao do inéculo
4.1.3. Tratamentos e inoculacdo dos meldes

Pagina
vii

vii

Xii

xii

21
22



4.1.4. Avaliagédo dos meldes

4.1.5. Delineamento experimental

4.1.6. Determinacgao da atividade antifingica in vitro do BTH contra F. pallidoroseum
4.2. Experimento II: Efeito do BTH na indugdo de enzimas de defesa no melao
desafiado pelo F. pallidoroseum.

4.2.1. Colheita e desinfeccao dos meldes

4.2.2. Cultivo do fungo e preparacéao do indculo

4.2.3. Tratamentos e inoculagdo dos meldes

4.2.4. Delineamento experimental

4.2.5. Preparacao dos extratos protéicos

4.2.6. Dosagem de proteinas

4.2.7. Determinagdo das atividades enzimaticas nos extratos totais

4.3.7.1. Determinacéo da atividade de Peroxidase (POX; EC 1.11.1.7)

4.2.7.2. Determinacéo da atividade da Fenilalanina aménia liase (PAL; EC 4.3.1.5)
4.2.7.3. Determinagao da atividade Ascorbato Peroxidase (APX; EC 1.11.1.11)
4.2.7.4. Determinagao da atividade da Superéxido Dismutase (SOD; EC 1.15.1.1)
4.2.7.5. Determinagao da atividade de B-1,3-Glucanase (GLU; EC 3.2.1.6)

4.3. Experimento lll: Efeito do BTH no desenvolvimento e na indu¢do de enzimas de
defesa em plantas do melao var. Orange flesh.

4.3.1. Condicoes de plantio

4.3.2. Tratamento e coleta das plantas

4.3.3. Delineamento experimental

4.3.4. Preparacao dos extratos protéicos

4.3.5. Dosagem de proteinas

4.3.6. Determinacao das atividades enzimaticas

5. Resultados

5.1. Efeito do BTH na protecdo do meldo contra a podriddo causada pelo F.
pallidoroseum.

5.2. Efeito do BTH na inducdo de enzimas de defesa no meldo desafiado pelo F.
pallidoroseum.

5.3. Efeito do BTH no desenvolvimento e na inducdo de enzimas de defesa em
plantas do meldo var. Orange flesh.

6. Discussao

7. Conclusbes

8. Referéncias Bibliograficas

9. Anexos

25
25
25
27

27
27
27
28
28
28
30
30
30
30
31
32
33

33
33
35
35
35
35
37
37

43

49

61

67

68
82



1. Introducao

1.1 Cucumis melo L.

O agronegocio mundial de frutas vem aumentando de maneira
exponencial na busca por alimentos saudaveis e uma consequtiente melhoria na
qualidade de vida. As frutas fazem parte do cardapio diario de muitos povos por
terem um sabor especial, baixo teor de calorias e gorduras, riqueza de vitaminas,
sais minerais e fibras (FERNANDES, 1998).

O Brasil tem se destacado como importante produtor, consumidor e
exportador de frutas, sendo um dos trés maiores produtores mundiais. A receita com
as exportagdes de frutas brasileiras em 2005 cresceu 19,3%, passando de US$ 369
milhdes em 2004 para US$ 440 milhdes no ano passado (IBRAF, 2006). Com intuito
de elevar os padrées de qualidade e competitividade da fruticultura brasileira ao
patamar de exceléncia requerido pelo mercado internacional, o Ministério de
Agricultura e Abastecimento implantou o Programa de Producgao Integrada de Frutos
(PIF) (ANDRIGUETTO e KOSOSKI, 2003). Este Programa consiste num sistema de
producao orientada, de livre adeséo por parte dos produtores, cujos procedimentos
tém como base as exigéncias dos mercados importadores, principalmente da
Comunidade Européia, rigorosa em requisitos de qualidade e sustentabilidade,
enfatizando sempre a protecdo do meio ambiente, seguranca alimentar, condicdes
de trabalho, saude humana e viabilidade econdmica (VENTURA, 2003).

Dentre as 14 espécies inicialmente contempladas pelo Programa de
Producéo Integrada de Frutos, o meldo destaca-se por sua grande expressao na
exportagdo e contribuicdo na balanga comercial de frutas frescas brasileiras
(ANDRIGUETTO e KOSOSKI, 2003).

O melédo é uma fruta de baixa caloria e altissima umidade. Possui baixo
teor de proteina e alto contetido de carboidratos. E um alimento rico em vitamina A,
possui também todo o complexo B e C, calcio, ferro e fésforo (NEPA, 2006).

Este fruto possui grande popularidade no mundo. Os principais paises
importadores sao os Estados Unidos, Reino Unido, Franca, Canada e Alemanha. Os
principais exportadores sao a Espanha, México, Estados Unidos, Costa Rica e

Frangca. O Brasil € o 6° maior exportador de melao, respondendo por cerca de 7%



das exportacdes mundiais. Neste pais, de 2004 a 2005 houve um incremento de
26% no volume de exportacao, passando de 142.587 para 179.830 toneladas, no
qual a comunidade européia se destaca como o principal importador do melao
brasileiro (CHAVES et al., 2003 IBRAF, 2006).

As vantagens comparativas decorrentes das condigdes climaticas da
regiao Nordeste e 0 manejo adequado da irrigacao, fertilizacdo e de protecdo podem
proporcionar o desenvolvimento desta cultura, oferta regular e boa qualidade dos
frutos (TAVARES, 2002). Os principais estados produtores de meldo no Brasil sdo o
Rio Grande do Norte (Agropdlos Agu-Mossord) e Ceard (Baixo Jaguaribe). Estes
dois pdlos registram cerca de 80% da produgdo nacional e mais de 90% das
exportacdes brasileiras de meldo (CHAVES et al., 2003).

No Brasil, planta-se principalmente cultivares de meldo do grupo
Inodorus, tipo “Amarelo”, ocupando cerca de 70% da area cultivada no pais.
Entretanto, ha uma tendéncia de crescimento do cultivo de meldes nobres, como
Cantaloupe, Galia, Orange e Charentais, desde a safra 2002/2003 (CHAVES et al.,
2003) (Figura 1).

Apesar da grande producdo do meldao nacional e das boas condicbes
oferecidas pela regidao Nordeste, as doencas ainda constituem um dos maiores
entraves ao desenvolvimento da cultura do meldo, sendo de diversas origens, desde
aquelas de causa microbiana, passando pelas fisiolégicas e nutricionais, até aquelas
decorrentes de fatores ambientais. No entanto, as primeiras sao as que mais
interessam ao produtor, ndo sé pelo seu poder destrutivo, mas, principalmente,
pelas conseqliéncias econdmicas negativas que resultam de sua ocorréncia, pois
podem ser provocadas por uma grande diversidade de agentes patogénicos, como
fungos, bactérias, virus e nematdides (VIANA et al., 2001).



1) Amarelo - Eomelaomaiscu-  2) Pele de sapo - Melio do grupo inodonus, apresenta os frutos com a casca
tivado no Pais. Pertence ao grupo mosqueada entre verde-escura e verde-clara, levemente enrugada de formato
inodorus e seus frutos apresentam ovalado com polpa creme-esverdeada. Seu peso médio varia de 1 a 1,5 kg.
formato redondo ovalado, com a
casca levemente enrrugada

de cor amarela-dourada,
polpa esbranguigada e
espessa. Seu peso meédio
variade1,2a2,0kg. Asua
difusdo esta associada ao
seu potencial produtivo,
resisténcia ao manuseio e
conservagao pos-colheita,
suportando o transporte a
longas distdncias.Os hibri-
dos e cultivares mais
plantados no Brasil sao:
Gold Mine, AF-682, AF
646, Rochedoe Eldorado.

3) Cantaloupe ou Japonés - Sao
meldes com aroma marcante e de ori-
gem americana, sendo os mals
plantados no mundo. Apresen-
tam casca com reticulado in-
tenso de formato esférico e

polpa de coloracéo salméo.
0O peso médio dos frutos va-

riade 1a 1,5 kg. Exigern um
manuseio mais cuidado-
50 e utilizacao da cadeia
'\ de frio durante a pés-
colheita.

4) Galia - Sio me-
|6es aromaticos de ori-
gem israelense. Apre-
sentam casca verde que
muda para amarelo quando
amadurecem com reticulagio suave e
polpa branco-esverdeada. O peso médio
dos frutos varia de 0,7 a 1.3 kg. Exigem um
manuseio mais cuidadoso e utlizagdo da
cadeia de frio durante a pds-colheita.

6) Orange - Sao me-
l6es redondos com casca
lisa de coloragio creme e pol-
pa laranja-escura ou creme
esverdeada, com peso médio varian-
do de 1,5 a 1.8 kg. Exigem um manu-
seio mais cuidadoso e utilizacao da
cadeia de frio durante a pés-colheita.
5) Charentais - Sao me-Ies aromaticos de origem francesa com formato arredon-
dado. Apresentam casca lisa ou reticulada com suturas ou costelas verde-escuras e
polpa de coloragdo samao. O peso médio dos frutos varia de 1 a 1.2 kg. Exigem um
manuseio mais cuidadoso e utlizacio da cadeia de frio durante a pos-colheita.

Figura 1 — Caracterizagdo dos principais tipos comerciais de meldo plantados no Brasil
(adaptado de Chaves et al., 2003).



Estudos realizados demonstraram que o primeiro fator de estimulo ao
consumo de frutos no mundo é a seguranca sanitaria, entendendo-se como uma
necessidade essencial a fruta ndo apresentar contaminagao biolégica ou residuos
de produtos quimicos (SANHUEZA, 2000). Assim, o cenario mercadologico
internacional sinaliza que cada vez mais serdo valorizados os aspectos qualitativo e
o respeito ao meio ambiente na produgdo de qualquer produto (ANDRIGUETTO e
KOSOSKI, 2003). Na fruticultura, o manejo integrado de doengas tornou-se
componente fundamental da producéo integrada, buscando produzir com qualidade,
reduzindo o uso de agroquimicos, com o objetivo de diminuir a contaminacao
ambiental, visando a preservacao da saude da populagdo e a sustentabilidade do
sistema (ZAMBOLIM, 2002).

O meloeiro apresenta algumas peculiaridades que dificultam o controle
fitossanitario, dentre as quais destacam-se o ciclo curto desta cultura, cerca de 60
dias em média, e o plantio de forma escalonada, favorecendo a migragdo das
pragas de uma cultura mais velha para uma recém-plantada (BLEICHER e MELO,
1998; FERNANDES et al., 2000). Esse fato faz com que sejam utilizadas grandes
quantidades de defensivos agricolas para o controle das pragas e doencas. E, esta
pratica, ao longo do cultivo, empobrece a biodiversidade benéfica a cultura do
meldo, gera espécies resistentes as substancias quimicas utilizadas, contribui para a
contaminacao do solo, pela acumulacdo dos metais pesados, para a contaminacao
das aguas, pela lixiviagdo e carreamento desses compostos € para a contaminacao
dos seres vivos, pela bioacumulagéo ao longo do tempo. Outra grave consequéncia,
€ que os frutos, geralmente consumidos “in natura”, podem apresentar altos indices
de residuos de agroquimicos, colocando em risco a saude do consumidor e
dificultando ou até mesmo impedindo a exportacdo destes produtos, devido as
restricdes impostas pelos mercados importadores (MENEZES et al., 2000). Portanto,
h& uma demanda crescente por compostos e estratégias alternativas no controle de
doengas.

1.2. Fusarium pallidoroseum

Apesar da expansao da producao do melao, alguns segmentos da cadeia

produtiva sdo frageis e pouco estudados, limitando sua exportacdo, como o da



patologia pos-colheita. Os patégenos em pds-colheita causam grandes transtornos
aos varejistas, atacadistas e, principalmente, aos exportadores de frutos, uma vez
que os sintomas aparecem no armazenamento e transporte, causando perdas
dréasticas (SOMMER, 1982 apud TERAO, 2003).

Nesse contexto, desde 1999, uma podriddo poés-colheita tem sido
observada ocorrendo em plantios de meloeiro no Estado do Rio Grande do Norte. A
infeccdo ocorre ainda no campo (pré-colheita), com a penetragcdo ocorrendo na
regiao do corte do pedunculo. Mesmo apés a transferéncia para as camaras frias, o
patdégeno continua a sua patogénese, podendo destruir totalmente o fruto ou causar
lesbes que afetam sua comercializacdo (COLARES, 2000). O patégeno associado
ao apodrecimento do fruto do meloeiro foi confirmado como sendo o Fusarium
pallidoroseum (GADELHA, 2002).

Os sintomas, normalmente, iniciam-se na zona de abscisdo peduncular
de meldes, podendo ocorrer também em outra parte do fruto, onde haja algum
ferimento. Observa-se, inicialmente, o aparecimento de uma pequena lesao
encharcada, acompanhado de intenso crescimento micelial cotonoso branco.
Havendo condi¢des ambientais favoraveis, como elevada umidade relativa do ar e
temperatura ao redor de 30 °C, observa-se rapida evolugcdao no tamanho da lesao,
com aparecimento de fissuras, constituindo-se porta de entrada para saprofitas
oportunistas, que colonizam rapidamente, destruindo completamente o fruto.

O F. pallidoroseum é um fungo mitospérico, pertencente a subclasse
Hyphomycetidae (BARRETO e EVANS, 1988), sendo comumente encontrado no
solo e em restos de plantas nas regides tropicais e subtropicais. Tipicamente, existe
como um sapréfita, mas pode atuar como patégeno fraco causando deterioracao de
plantas, podriddo de raizes, podriddo de frutos pds-colheita ou deterioracdo de
folhas em grande variedade de plantas, podendo também fazer parte de um
complexo de doengas com outros fungos e nematéides (BRAYFORD, 2002 apud
GADELHA, 2002).

Essa doenga tem grande importancia devido a dificuldade no controle
deste patégeno. Torna-se, entdo, de extrema importancia a busca de novas
alternativas para o controle desta doenga.

1.3. Defesa Vegetal



Plantas s&o frequentemente exploradas como fonte de alimento e
protecdo por ampla variedade de parasitas incluindo virus, bactérias, fungos,
nematdides, insetos e outras plantas. Entretanto, elas tém desenvolvido estratégias
para se defenderem contra tais ataques com um arsenal de mecanismos de defesa,
através do uso de compostos constitutivos e induziveis (HUTCHESON, 1998;
GACHOMO et al., 2003).

Mecanismos de defesa passivos ou pré-existentes envolvem barreiras
estruturais, tais como ceras, celulose, calose, cutina, lignina, compostos
antimicrobianos pré-formados, como fitoanticipinas, que previnem a colonizagédo do
tecido. Plantas também possuem respostas de defesa ativa que podem ser
induzidas por todas as classes de patdgenos vegetais e envolvem mecanismos
como explosao oxidativa, morte celular rapida e localizada (resposta hipersensitiva),
acumulo de fitoalexinas e sintese de proteinas relacionadas a patogénese (PR)
(HUTCHESON, 1998; JEANDET et al., 2002).

Uma resposta de defesa apropriada das plantas vem da percepcéo de
sinais extracelulares e sua transducao dentre as células vegetais. Especificamente
para interacdo plantas e patégenos, este é ainda um fenbmeno pouco
compreendido, dentro de uma complicada hierarquia de organizagao biologica. A
elucidagéo desse fenébmeno representa uma importante tarefa da patologia vegetal
(NIMCHUK et al., 2001).

O fato das defesas ativas serem respostas induzidas indica que as
plantas sdo capazes de reconhecer e responder a estimulos produzidos por um
patdégeno invasor durante estagios iniciais de patogénese (HUTCHESON, 1998).
Molecularmente, sistemas de defesa dependem de uma combinagcdo de uma série
especifica de genes dominantes R em plantas e uma série correspondente de genes
dominantes avirulentos (Avr) no patégeno (KEEN, 1990). Essa estratégia de
resisténcia gene-a-gene fundamenta a base molecular do sistema de defesa vegetal.
Ela foi originalmente proposta por Flor (1955) e, de acordo com ela, se uma planta
possui gene de resisténcia (R) dominante correspondente ao gene de aviruléncia
(Avr) dominante do patégeno, a interacdo € dita incompativel e a doenca nao se
desenvolve; se a planta possui gene R nao correspondente ao gene Avr, a interagao
€ compativel e a infeccao progride (HAMMERSCHMIDT, 1999). Numa certa

interacao planta-patégeno, freqlientemente mais de uma especifica combinagao de



genes R e Avr estdo envolvidas e essas multiplas combinagdes refletem a

complexidade dos mecanismos de defesa.

1.3.1. Resposta Hipersensitiva

A resposta hipersensitiva (HR, do inglés “Hypersensitve Response”) é
caracterizada pela morte de células e tecidos localizados no sitio de infec¢gdo (VAN
LOON, 1997). Como resultado, o patdogeno permanece confinado na regido
necrética préximo ao sitio de infeccdo (FRITIG et al., 1998). Varias mudancgas
morfolégicas, fisiolégicas e moleculares tém sido identificadas em HR. A producao
de fitoalexinas, o aumento rapido e transitério de espécies reativas de oxigénio
(ROS, do inglés “Reactive Oxygen Species”), indugdo de enzimas hidroliticas, de
proteinas relacionadas a patogénese, de inibidores de proteases e deposicao de
lignina e calose na parede celular da planta sdo alguns dos eventos relacionados
com esta resposta (STINTZI et al., 1993).

1.3.2. Resposta Sistémica Adquirida

Resisténcia sistémica adquirida (SAR, do inglés “Systemic Acquired
Resistance”) é um tipo de mecanismo de defesa ativado em plantas quando estas
estdo sendo desafiadas por diversas classes de patégenos. Através dela, a planta
protege-se contra um amplo espectro de patégenos (HEIL e BOSTOCK, 2002).
SAR, também, pode ser induzida por diversos tipos de elicitores, que podem ser
biol6gicos, quimicos e fisicos (TERRY e JOYCE, 2004). Essa indu¢do de SAR sera
discutida mais adiante.

A deteccdo de aumento de &cido salicilico (AS) em folhas e floema levou
pesquisadores a acreditarem que este composto poderia ser um sinal sistémico de
SAR (DEMPSEY et al., 1999). Em muitas plantas, SAR é precedida pelo aumento na
concentracdo de AS (DURRANT e DONG, 2004).

Varios eventos estdo envolvidos no processo de SAR. Dentre eles, inclui-
se aumento da sintese de proteinas relacionadas a patogénese e fitoalexinas,

alteragbes na parede celular, aumento na atividade de varias enzimas e geracao



ROS (MATOLEPSZA, 2006). SAR é caracterizada pelo aumento da expressao de
um largo nimero de genes relacionados a patogénese (genes PR). Estes genes sao
usados como marcadores moleculares de SAR (DURRANT e DONG, 2004).

1.3.3. Proteinas Relacionadas a Patogénese (PR-proteinas)

PR — proteinas podem ser definidas como proteinas ausentes ou
presentes em pequenas quantidades em plantas saudaveis, mas capazes de
acumular-se em largas quantidades apds uma infecgcédo. Elas tém sido encontradas
em diversas espécies e estdo distribuidas em 17 familias (Tabela 1) (DATTA e
MUTHUKRISHNAN, 1999; VAN LOON et al., 2006).

Existem dois mecanismos de acdo que as PR — proteinas exercem na
defesa vegetal. O primeiro é bloguear diretamente o desenvolvimento de patdégenos
por hidrélise da parede celular ou por outras atividades antimicrobianas (VAN LOON,
1997). O segundo ¢é liberar, através da acao glucanases e quitinases, elicitores nao
especificos da parede celular de patdégenos e, estes, aumentarem as defesas da
planta rapidamente (HAMMERSCHMIDT, 1999). Este trabalhou estudou duas PR-
proteinas, 3-1,3-glucanases e peroxidases.

Peroxidases (POXs) sao proteinas de aproximadamente 50 kDa, que
estdo presentes como multiplas isoenzimas em tecidos vegetais (JEBARA et al,
2005). Elas sao enzimas associadas com processos fisiol6gicos e bioquimicos como
crescimento, formagéo celular, desenvolvimento de frutos, biossintese de etileno e
resposta a varios estresses (MATAMOROS et al, 2003). Elas participam de
processos ligados a parede celular, tais como oxidagédo de fendis e lignificacdo de
células vegetais hospedeiras durante a reacdo de defesa contra agentes
patogénicos (DATTA e MUTHUKRISHNAN, 1999). Limitados processo de infec¢ao
tém sido correlacionados com atividade peroxidasica (IRITI e FAORO, 20083;
BAYSAL et al., 2004; BAYSAL e ZELLER, 2004; LIU et al., 2005; YAO e TIAN, 2005;
MALOLEPSZA, 2006)



TABELA 1 — Familias reconhecidas de proteinas relacionadas a patogénese (PR-

proteinas)

Familia Espécie membro Propriedades
PR-1 Tabaco PR-1a Desconhecida
PR-2 Tabaco PR-2 B-1,3-glucanase
PR-3 Tabaco P, Q Quitinase tipos I, 11, IV, V, VI, VII
PR-4 Tabaco R Quitinase tipos |, Il
PR-5 Tabaco S Semelhante a Thaumatina
PR-6 Tomate Inibidor 1 Inibidor de proteinase
PR-7 Tomate Pggy Endoproteinase
PR-8 Pepino Quitinase Quitinase tipo IlI
PR-9 Tabaco “Peroxidase Peroxidase

formadora de lignina”

PR-10 Salsinha PR-1 Semelhante a Ribonucleases
PR-11 Tabaco Quitinase classe Quitinase tipo |
PR-12 \Iéabanete Rs-AFP3 Defensina
PR-13 Arabidopsis THI2.1 Tionina
PR-14 Cevada LTP4 Proteina de transferéncia de lipidios
PR-15 Cevada OxOa Oxalato oxidase
PR-16 Cevada OxOLP Semelhante a Oxalato oxidase
PR-17 Tabaco PRp27 Desconhecida

Fonte:. VAN LOON et al., 2006.
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As propriedades de proteinas do grupo das B-1,3-glucanases tém sido
bastante descritas (VAN LONN, 1997). Esse grupo de enzimas possui massa
molecular em torno de 35 kDa e numerosas isoformas, diferindo em atividade
catalitica, propriedades estruturais, localizagdo celular e padrdes de regulagéao
(ESQUERRE-TUGAYE et al., 2000). H&a evidéncias de que as p-glucanases
exercem, no minimo, duas fungdes no controle de doencas. Elas sdo capazes de
catalizar a degradacao de paredes celulares de agentes patogénicos de plantas, ja
que B-1,3-glucanos sdo componentes essenciais da parede celular de patdégenos e
de liberarem oligossacarideos biologicamente ativos (elicitores e supressores)
capazes de regular o estado de imunizagdo da planta (HAHLBROCK et al., 1995).
Varios trabalhos correlacionam aumento da expressdo destas enzimas com
mecanismos de defesa vegetal (ESQUERRE-TUGAYE" et al., 2000; BOKSHI et al.,
2003; BAYSAL e ZELLER, 2004; BAYSAL et al., 2005; YAO E TIAN, 2005).

1.3.4. Enzimas envolvidas no estresse oxidativo

Um importante mecanismo de defesa vegetal é o excesso de producao de
espécies reativas de oxigénio (ROS), tais como peréxido de hidrogénio (H20,),
anions superéxido (Oy) e radicais hidroxilas (-OH) (INZE e MONTAGU, 1995).

Quando atacadas por patdgenos, plantas ativam uma série de
mecanismos que inclui o rapido acumulo dessas espécies. ROS podem funcionar na
defesa vegetal por acdo toxica direta contra o patégeno (PENG e KUE, 1992),
formacao de lignina, producao de fitoalexinas e reacao hipersensitiva (VANACKER
et al., 2000), o que restringe o desenvolvimento do patégeno (HAMMERSCHIMIDT,
2005).

Quando em excesso, ROS podem resultar em oxidacdo de proteinas,
acidos graxos insaturados e DNA, causando danos celulares e eventual morte da
célula. Mas as plantas tém envolvido eficientes sistemas antioxidante para eliminar e
regular a génese de ROS. Dentre esses sistemas, estdo as enzimas antioxidantes
incluindo superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato peroxidase
(APX) e o sistema da glutationa redutase (SMIRNOFF, 1993). Este trabalhou
estudou a atividade da APX e SOD.
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As superoxido dismutases (SOD) sdao um grupo de metaloenzimas que
catalisam a conversao de radical super6xido em oxigénio molecular e peréxido de
hidrogénio. Elas estdo separadas em trés classes, dependendo do metal cofator
(Mn, Fe, Cu/Zn) presente no seu sitio ativo. Trabalhos relatam o papel desta enzima
na protecao contra estresses oxidativos (SANTOS et al., 2000; MORAN et al., 2003).

Ascorbato peroxidases (APX) sdo as mais importantes peroxidases em
eliminar perdxido de hidrogénio, catalisando a redugdo do perdxido para agua,
usando o poder redutor do ascorbato (NOCTOR e FOYER, 1998). As APXs estao
frequentemente associadas ao mecanismo de defesa da planta, dada sua
capacidade em atuar no mecanismo de detoxificacdo em situagcées que envolvem
estresse oxidativo (PEIXOTO et al., 1999).

1.3.5. Fenilalanina Amoénia Liase

A fenilalanina aménia liase (PAL, do inglés “Phenylalanine ammonia
liase”) € a enzima chave do metabolismo de fenilpropandides, catalisando a
formacao do acido trans-cindmico, que € um precursor de varios metabdlitos de
defesa vegetal (EL-SHORA, 2002; WEN et al, 2005). De fato, a via dos
fenilpropandides € uma das mais importantes vias do metabolismo secundario
vegetal, que produz uma variedade de compostos fendlicos relacionados a defesa
vegetal. Varios trabalhos relacionam a indugao dessa enzima e aumento da defesa
vegetal (YAO e TIAN, 2005; WEN et al., 2005; BAYSAL et al., 2005).

1.3.6. Inducao de Resisténcia

A protecdo das plantas através da indugdo de resisténcia vem se
tornando um potente método em substituicdo ao uso de fungicidas, pois estes
agentes quimicos de defesa apresentam potencial carcinogénico, toxidade residual
alta e aguda, longo periodo de degradacdo e existe a percepgao publica que
fungicidas sao perigosos a saude humana e ao meio ambiente (JANISICWICZ e
KORSTEN, 2002; UNNIKRISHNAN e NATH, 2002; TRIPATHI e DUBEY, 2004). O

desenvolvimento de resisténcia para fungicidas comumente usados em populacdes
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de patdégenos também se tem tornado um problema significante (REIMANN e
DEISING, 2000).

Por outro lado, ha substancias quimicas nao toxicas, capazes de induzir
varios mecanismos de defesa nas plantas (STICHER et al, 1997). Dentre estes,
destacam-se: como elicitores organicos naturais, o acido salicilico (AS) (ZAINURI et
al., 2001; YAO e TIAN, 2005), o jasmonato (DROBY et al., 1999; YAO e TIAN, 2005)
e a quitosana (FAJARDO et al, 1998; REDDY et al, 2000); como indutores
inorganicos, os fosfonatos (STICHER et al., 1997); e como elicitores sintéticos, o
acido 2,6-dicloroisonicotinico (INA) (WARD et al, 1991; YEDIDIA et al., 2000) e
acibenzolar-S-metil (ASM ou BTH) (BOKSHI et al, 2003; SOYLU et al, 2003;
BAYSAL e ZELLER, 2004; TERRY e JOYCE, 2004). Estes indutores quimicos
modificam a interagdo planta-patégeno para assemelhar-se a uma interacdo
incompativel, com mecanismos relacionados a defesa sendo induzidos antes do
desafio (STICHER et al., 1997).

Muitos trabalhos na literatura tém demonstrado a capacidade de elicitores
quimicos induzirem SAR. Entretanto, algumas informagdes podem ter sido ocultadas
em decorréncia de indutores de SAR terem sido fracos ou ineficazes. Assim, é
importante que aumentem as pesquisas sobre como resisténcia natural e SAR
podem ser manipuladas em diferentes espécies vegetais, em diferentes ambientes e
frente a uma série de praticas de manejo de culturas (TERRY e JOYCE, 2004).

1.3.6.1. Indugao de resisténcia em pds-colheita

Durante o desenvolvimento de 6rgaos vegetais e apds sua colheita, a
resisténcia natural as doencgas geralmente diminui, levando a infecgdo, doencga e,
por ultimo, a morte. Na horticultura, doencas pés-colheita, causadas por fungos,
normalmente iniciam-se ou com infecgbes latentes ou por injurias ocorridas durante
a colheita e manuseio. O declinio de resisténcias naturais pode ativar essas
infeccdes quiecentes e aumentar sua incidéncia e severidade (TERRY e JOYCE,
2004). Consideraveis perdas poés-colheita de frutas e vegetais ocorrem devido a
podriddes causadas por fungos patogénicos. Frutas, devido ao seu baixo pH,
elevada umidade e quantidade de nutrientes, sdo muito susceptiveis ao ataque de
patégenos (TRIPATHI e DUBEY, 2004)



13

Fungicidas sao o primeiro meio para o controle de perdas pos-colheita,
existindo uma grande probabilidade de exposicdo humana direta aos quimicos
(TRIPATHI e DUBEY, 2004). Portanto, durante as ultimas décadas, muitas tentativas
tém sido feitas para desenvolver métodos nao-fungicidas para controlar podridoes
pbs-colheita de véarias mercadorias (JANISICWICZ e KORSTEN, 2002). Estas
incluem modificacbes do ambiente, tal como o estoque de espécies vegetais a
temperaturas que suprimem o desenvolvimento do patégeno, modificacdo da
umidade e atmosfera, tratamento térmico (LURIE, 1998; SCHIRRA et al., 2000) e
inducao de resisténcia por aplicacao de irradiacdo UV (GONZALEZ-AGUILAR et al.,
2001; MARQUENIE et al., 2002) ou elicitores (TERRY e JOYCE, 2004).

O aumento da protecdo de tecidos vegetais hospedeiros, durante
periodos de susceptibilidade através de resisténcia adquirida, é considerado uma
estratégia preferida para obter-se um manejo integrado de pestes (KUE, 2000)
(Figura 2).
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Figura 2 - Modelo esqueméatico demonstrando niveis e padrées de mudancas de substéncias
(relacionadas a resisténcia natural a doengas) pré-formadas e induziveis, durante a maturagao do
fruto na planta e depois de colhido nao induzido e induzido em diferentes etapas (adaptado de

TERRY e JOYCE, 2004).
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1.3.7. Acibenzolar-S-metil (BTH)

O acibenzolar-S-metil (BTH) é um ativador de plantas do grupo quimico
dos benzotiadiazoles, que foi lancado em 1996 na Alemanha e, atualmente, tem
registro em varios paises como um promotor de culturas saudaveis, com o0 nome
comercial de Bion® ou Actigard™ (SOYLU et al., 2003), com registro no Brasil
(SILVA e RESENDE, 2001).

BTH é conhecido como um andlogo estrutural e funcional do acido
salicilico (Figura 3), devido a estes compostos serem capazes de induzir respostas
de defesa semelhantes em algumas espécies vegetais (FRIEDRICH et al., 1996;
TERRY e JOYCE, 2004), poréem, interessantemente, estudos mostraram evidéncias
de que a indugao da expressao de genes SAR pelo BTH né&o requer a contribuigéo
de AS, sugerindo que este composto age como um mensageiro secundario, em uma
etapa de sinalizacao a frente do acido salicilico, capaz de ativar a via de transdugao
de SAR independente da acumulacdo de outras moléculas sinais (LAWTON et al.,
1996).

BTH tem sido usado com sucesso para induzir resisténcia em diversas
espécies vegetais contra um amplo espectro de patégenos: bactérias (SOYLU et al.,
2003; SPARLA et al., 2004); virus (ANFOKA, 2000); fungos (BOKSHI et al., 2003;
IRITI e FAORO, 2003; BAYSAL e ZELLER, 2004; MATOLEPSZA, 2006); insetos
(CORREA et al., 2005); nematéide (OWEN et al., 2002).

Analises bioquimicas de reagdes de defesa celular induzida por BTH tém
demonstrado rapida expressao de genes relacionados a resisténcia, como genes de
glucanases e quitinases (BOKSHI et al., 2003; BUZI et al., 2004). Aumento das
atividades de peroxidase, fenilalanina amoénia liase e chalcona isomerase, bem
como acumulagdo de lignina, fitoalexinas e outros compostos fendlicos tém sido
também reportados (BENHAMOU e NICOLE, 1999; SOYLU et al., 2003; LIU et al.,
2005). Como um andlogo do AS, BTH também demonstrou capacidade de inativar
catalase e ascorbato peroxidase (WENDEHENNE et al., 1998).

Apesar da acao indutora do BTH em varias culturas, sdao poucos os
trabalhos em pos-colheita e, em menor quantidade, os realizados com a cultura do
meldo.

Com relagdo a protecdo da saude humana, estudos realizados em

animais de laboratérios, com administragdo do BTH por via oral, mostraram que 90%
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do produto ingerido é rapidamente absorvido pelo trato gastro-intestinal,
prontamente metabolizado e excretado (cerca de 90% pela urina e 5% pelas fezes).
Este produto apresenta baixa toxicidade (DL50 oral em ratos > 5.000 mg/kg), e
nenhum efeito carcinogénico, mutagénico ou teratogénico. Quanto aos efeitos
cronicos, quando utilizado em doses altas (200 mg/dia), no animal mais sensivel, 0
cao, provocou efeitos adversos, como leve depressao no ganho de peso, anemia
hipocrémica, toxicidade no figado moderada, etc (RUESS et al., 1996; SYNGENTA,
2006).

Quanto aos cuidados de protecdo ao meio ambiente, o BTH é
considerado um produto medianamente toxico ao meio ambiente (CLASSE Ill),
portanto deve-se evitar a contaminagédo ambiental (SYNGENTA, 2006).
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Salicylic acid Benzothiadiazole

Figura 3 — Comparagao das estruturas dos indutores de respostas de defesa vegetal,
acido salicilico e acibenzolar-S-metil (BTH).



18

2. Perguntas Biologicas e Objetivos do Trabalho

Sabendo que as plantas possuem diferentes mecanismos bioquimicos
que podem contribuir para sua defesa, que o BTH tem a capacidade de proteger
diversas culturas vegetais contra o desafio de um amplo espectro de patégenos e
que o F. pallidoroseum é um importante patégeno para a cultura do meloeiro,
surgem as perguntas biolégicas que nortearam o presente trabalho:

“Sera que o BTH atua na inducao da defesa do melédo var. Orange flesh,
conferindo-lhe resisténcia a podriddo causada pelo Fusarium pallidoroseum e este
mecanismo envolve a expressao de enzimas relacionadas com a defesa dos frutos?”

“Sera que o BTH é capaz de alterar os padrées de enzimas relacionadas
com a defesa da planta do meldo var. Orange flesh?”

2.1. Objetivo geral

Avaliar a capacidade do BTH em induzir resisténcia do melao var. Orange
flesh contra o desenvolvimento da podriddo causada pelo F. pallidoroseum e
correlacionar a agéo deste elicitor com a expressdo de enzimas envolvidas com a
defesa vegetal.

Avaliar a capacidade do BTH em alterar os padrbes de enzimas
relacionadas com a defesa da planta do melédo var. Orange flesh.

2.2. Objetivos especificos

- Avaliar a capacidade do BTH conferir resisténcia ao meldo var. Orange flesh
contra a podridao causada pelo F. pallidoroseum;

- Avaliar a habilidade do BTH em alterar a expresséao de proteinas relacionadas a
patogénese (PR-proteinas) e da fenilalanina aménia liase no sistema melao var.
Orange flesh x F. pallidoroseum;

- Avaliar a capacidade do BTH em alterar a expressdo de enzimas relacionadas

com o estresse oxidativo no sistema melao var. Orange flesh x F. pallidoroseum;
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- Avaliar a habilidade do BTH em alterar a expressao de proteinas relacionadas a
patogénese (PR-proteinas) e da fenilalanina amoénia liase no meloeiro var.
Orange flesh;

- Avaliar a capacidade do BTH em alterar a expressdo de enzimas relacionadas

com o estresse oxidativo no meloeiro var. Orange flesh;
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3. Materiais

3.1. Frutos

Os frutos do meloeiro var. Orange flesh foram obtidos da Empresa
Potyfrutas — Mossor6é — RN.

3.2. Sementes

Sementes de melado var. Orange flesh foram obtidas de frutos adquiridos

comercialmente em supermercado de Fortaleza-CE.

3.3. Fungo

O fungo Fusarium pallidoroseum foi obtido do Laboratério de Fitopatologia
da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — Embrapa Agroindustria Tropical,

Fortaleza — CE.

3.4. Reagentes Quimicos

Albumina sérica bovina (BSA), azul brilhante de coomassie, L-fenilalanina,
p-dimetilaminobenzaldeido (DMAB), guaiacol, laminarina (oriunda da Laminaria
digitata), p-nitro blue tetrazolium (NBT) e riboflavina foram obtidos da Sigma Co., St.
Louis, USA.

Meios de cultura 4gar batata dextrose (BDA) e levedura-peptona-dextrose
(YPD, do inglés Yeast Peptone Dextrose) foram obtidos da Becton, Dickinson and
Company, Sparks, Maryland, USA.

Acibenzolar-S-metil (BTH, formulacao granulado dispersivel, com 50% de
ingrediente ativo, Bion®) foi obtido da Syngenta, Brasil.

Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico e obtidos

comercialmente.
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4. Métodos

O presente trabalho foi realizado em trés experimentos independentes,

denominados de experimentos |, Il e lll.

O primeiro experimento foi realizado com base na seguinte pergunta:
Sendo o BTH um agente protetor de espécies vegetais contra patogenos, seria ele
eficaz na protecdo do meldo contra o F. pallidoroseum?

4.1. Experimento |: Avaliagdo do efeito do BTH na protecdo do meldo contra a
podridao causada pelo F. pallidoroseum.

4.1.1. Colheita e Desinfecgao dos meldes

Os meldes var. Orange flesh foram colhidos ao acaso no campo, no
periodo quente e seco, em uma plantagdo comercial. Os frutos foram selecionados
pela homogeneidade no tamanho, ponto de maturacdo e auséncia de injarias.
Depois de colhidos, foram acondicionados em caixas de plastico e transportados
para a sede da EMBRAPA, Fortaleza-CE, em temperatura ambiente. Ao chegarem,
os frutos foram lavados com &agua corrente e, em seguida, borrifados com etanol

70%, para desinfecgdo dos mesmos.

4.1.2. Cultivo do fungo e preparagao do in6culo

O fungo F. pallidoroseum foi mantido em meio agar batata-dextrose (BDA)
a 28 °C. Estas condi¢des sao ideais para o crescimento micelial e esporulacéo deste
fungo (TERAO, et al., 2003). A suspensao de esporos foi obtida de culturas frescas,
de 7 dias ap6s repicagem do fungo, e a concentragdo final ajustada para 10°
esporos/mL.

Para preparacao do meio de cultura, 39 g de BDA foram ressuspensos

em agua grau Milli-Q, g.s.p. 1 L, em banho-maria, com agua em ebulicao. A seguir, 0
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meio foi autoclavado (121 °C, 15 minutos, 1,5 atm) e distribuido (cerca de 20 mL) em
placas de Petri de 10 cm de diametro. Na preparacdo da suspensao de esporos,
placas contendo culturas de 7 dias foram lavadas com 5 mL de 4gua destilada estéril
e 0s esporos desprendidos com auxilio de uma algca de Drigalsky. Em seguida, essa
suspensao foi filtrada em gaze estérii e os esporos contados em céamara de
Neubauer.

4.1.3. Tratamentos e inoculagdo dos meldes

Os frutos foram tratados através de um mergulho, por 10 minutos, em
solucdes de BTH nas concentragdes 0,5, 1,0 e 2,0 mM (de ingrediente ativo —i.a.) e
secos ao ar. O grupo controle foi mergulhado em &gua. Todas as solugdes
continham 0,05% de Tween 80 para auxiliar na solubilizacdo do produto, bem como
na sua aderéncia ao fruto. As concentragdes escolhidas para realizacdo deste
experimento foram baseadas em diversos trabalhos realizados com indugédo de
resisténcia através do BTH (BOKSHI, et al., 2003; LIU, et al., 2005; YAO e TIAN,
2005) e também de acordo com testes preliminares realizados com este elicitor e
meldo, no qual se observou que concentracdes superiores as testadas neste
trabalho sao de dificil solubilizagdo do produto.

Ap6s o tratamento, os frutos foram distribuidos em caixas de papelao (4
frutos por caixa). Apés 60 horas do tratamento, os meldes foram feridos em quatro
pontos da sua superficie (Figura 4) com um furador construido com seis agulhas
(capaz de perfurar cerca de 3 mm de profundidade e 2 mm de diametro) e 20 uL da
suspensdo de esporos de F. pallidoroseum na concentracdo de 1x10° esporos/mL
foram inoculados em cada ferida. Apos inoculagéo, as caixas contendo os frutos
foram envoltas por 24 horas com um saco plastico com objetivo de elevar a umidade
do ambiente, a fim de garantir a penetracdo do fungo. (Figura 5). Durante todo o

experimento, os frutos foram armazenados sob temperatura controlada de 25 °C + 2.



Figura 4 — Fruto do meloeiro var. Orange flesh ferido em quatro pontos. Setas indicando
os ferimentos.
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Figura 5 — Caixas ensacadas apés inoculagéo: (A) caixa representando uma unidade experimental do
Experimento | e (B) figura mostrando todos os tratamentos.
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4.1.4. Avaliacao dos meldes

Os meldes foram avaliados diariamente quanto a incidéncia e severidade
da doenca.

A avaliacao da incidéncia foi feita pela contagem do numero de lesdes
apresentando doenga em cada fruto. A severidade foi analisada através do tamanho
da lesdo, somando-se as medidas do diametro das lesées em cada fruto com o

auxilio de uma régua milimetrada.

4.1.5. Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
com 4 repeticbes, sendo a unidade experimental correspondente a uma caixa com
quatro frutos (Figura 6). A analise de variancia foi realizada pelo programa estatistico

SANEST e as médias comparadas pelo teste de Duncan a 5%.

4.1.6. Determinacao da atividade antifungica in vitro do BTH contra F. pallidoroseum

O ensaio de inibicao de crescimento micelial foi realizado de acordo com
Brockaert et al. (1990) modificado para as condi¢des experimentais. Este ensaio foi
realizado em placa de 96 micropocos. Em cada pogo foram adicionados 0,1 mL de
meio YPD e 0,01 mL de uma suspensdo de esporos de F. pallidoroseum (2 x 10°
esporos/mL). Logo apés, 0,09 mL de solugdo de BTH em diferentes concentragées
(0,1, 0,3, 0,5, 1,0, 3,0 e 5,0 mM) foram colocado em cada poco. Agua grau Milli-Q
estéril e solugado de peroxido de hidrogénio 0,1 M foram adicionadas em diferentes
po¢os como controle positivo e negativo, respectivamente. Leituras de absorbancia a
630 nm foram realizadas em uma leitora de ELISA (“Automated Microplate Reader,
modelo ELX800-Bio-Tek Instruments®, Inc.) em diferentes tempos: 24, 36, 48, 60 e
72 horas.



Figura 6 — Caixa representando uma unidade experimental do Experimento I.
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4.2. Experimento llI: Efeito do BTH na indugé@o de enzimas de defesa em frutos do

meloeiro var. Orange flesh desafiado pelo Fusarium pallidoroseum.

Um segundo experimento foi realizado com o objetivo de saber se este
indutor ativaria respostas de defesa do fruto. Portanto este experimento foi
conduzido com base na seguinte pergunta biologica: Sendo o BTH um ativador de
defesa vegetal contra patégenos, seria ele capaz de alterar os padrbes de enzimas

relacionadas com a defesa do meléao desafiado pelo F. pallidoroseum?

4.2.1. Colheita e desinfec¢do dos meldes

Procedeu-se como descrito no sub-item 4.1.1.

4.2.2. Cultivo do fungo e preparagao do in6culo

O mesmo procedimento do sub-item 4.1.2 foi empregado.

4.2.3. Tratamentos e inoculagcdo dos meldes

Neste experimento, os frutos foram tratados através de um mergulho por
10 minutos em solucdo de BTH na maior concentragéo utilizada no ‘Experimento I
(2,0 mM (i.a.)). O grupo controle foi mergulhado em agua. As duas solugdes
continham 0,05% de Tween 80. Apds o tratamento, os frutos foram distribuidos em
caixas de papelédo (6 frutos por caixa). Ap6s 60 horas do tratamento, os meldes
foram feridos em quatro pontos equidistantes da sua superficie com um furador
construido com seis agulhas (capaz de perfurar cerca de 3 mm de profundidade e 2
mm de didmetro) e 20 uL da suspensdo de esporos de F. pallidoroseum na
concentragdo de 1x10° esporos/mL foram inoculados em cada ferida. Apos
inoculados, as caixas contendo os frutos foram envoltas por 24 horas com um saco
plastico com objetivo de elevar a umidade. Apés 3, 7 e 10 dias da inoculagdo do
fruto com o fungo, amostras de 1 cm de profundidade, abrangendo casca e polpa,

foram coletadas com auxilio de um furador de aco de 2 cm de didmetro. As amostras
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foram coletadas junto as areas de lesdao e, em seguida, congeladas em nitrogénio
liquido e armazenadas em freezer (- 84°C) (Figura 7). Durante todo o experimento,

os frutos foram armazenados sob temperatura controlada de 25 °C + 2.

4.2.4. Delineamento experimental

Neste experimento, foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado
em arranjo fatorial 3 x 2 (tempo x tratamentos) com 3 repeticées, sendo a unidade
experimental correspondente a uma caixa com 6 frutos. A andlise de variancia foi
realizada pelo programa estatistico SANEST e as médias comparadas pelo teste de
Duncan a 5%.

4.2.5. Preparagao dos extratos protéicos

Amostras de tecido de meldo, coletadas como descrito no sub-item 4.2.3,
foram maceradas em tampao acetato de sédio 0,05 M, pH 5,2, contendo NaCl 0,15
M, na proporcao de 1:1 (m/v), por 10 minutos, em gral, sob banho de gelo. Apds
maceracao, a suspensao foi filtrada em pano de trama fina e centrifugada (20.000 x
g, 4 °C, 20 minutos). Feita a centrifugacdo, o sobrenadante foi dialisado por 72
horas, a 4 °C, contra o tampao de extracao. Esta preparacao foi denominada extrato
total e estocada em freezer (-20°C) para determinacdes de proteinas e atividades

enzimaticas.

4.2.6. Dosagem de proteinas

A determinagdo dos teores de proteinas foi feita seguindo a metodologia
descrita por Bradford (1976). 2,5 mL do reagente de Bradford foram adicionados a
aliquotas de 0,1 mL dos extratos totais. Apos 10 minutos, as leituras das
absorbancias foram feitas a 595 nm, em espectrofotdmetro (Novaspec Ill da
Pharmacia). Albumina sérica bovina foi utilizada em doses crescentes (50 — 500
ug/mL) para obtencdo de uma curva padrdo e definicdo do fator de correcéao,

necessario para determinar o teor de proteinas sollveis nos extratos.



Figura 7 — Forma de coleta das amostras dos frutos: (A) corte do fruto com
furador e (B) detalhe da amostra, padronizadas para 1 cm de profundidade.
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4.2.7. Determinagao das atividades enziméticas nos extratos totais

4.2.7.1. Determinacao da atividade de peroxidase (POX; EC 1.11.1.7)

Para determinacdo da atividade peroxidasica foi utilizada a metodologia
descrita por Urbanek et al. (1991). Guaiacol foi utilizado como substrato doador de
protons e peroxido de hidrogénio como receptor. A mistura reacional consistiu de
aliquotas de 0,020 mL do extrato total, 0,980 mL de tampéao acetato de sédio 0,05 M,
pH 5,2, 0,5 mL de guaiacol 0,02 M e 0,5 mL de peréxido de hidrogénio 0,06 M. A
mistura foi incubada a 30 °C, por 3 minutos e, em seguida, a leitura da absorbancia
do composto colorido formado, 3,3’-dimetoxi-4,4’-bifenolquinona (DOERGE et al.,
1997) foi medida a 480 nm (espectrofotdmetro Novaspec Ill da Pharmacia). A
variagao de 1,0 unidade de absorbancia por minuto foi assumida como 1,0 unidade
de atividade peroxidasica, sendo esta expressa em unidades de atividade por grama
de massa de tecido fresco (UA/g MF).

4.2.7.2. Determinacao da atividade da fenilalanina aménia liase (PAL; EC 4.3.1.5)

A atividade da fenilalanina aménia liase (PAL) foi determinada segundo
método descrito por El-Shora (2002) e Mori et al. (2001). A mistura reacional
consistiu de 0,2 mL do extrato total, 0,2 mL de L-fenilalanina 0,04 M, 0,02 mL de B-
mercaptoetanol 0,05 M, 0,48 mL de tampéao Tris-HCI 0,1 M, pH 8,8. Essa mistura foi
incubada por 1 hora, a 30 °C. A reacao foi parada pela adicao de 0,1 mL de HCI 6 M.
O ensaio consistiu na medida da quantidade de &cido trans-cinamico produzido, a
partir da desaminacao da fenilalanina. Para isso, leituras de absorbancia a 290 nm
foram medidas, transformadas e expressas em picomol de acido trans-cinamico
produzido por grama de massa fresca por segundo. A atividade da PAL foi
determinada utilizando-se uma curva padrao construida a partir de concentracoes
conhecidas de 4cido trans-cinamico (0,01 — 0,1 ug acido trans-cindmico/mL).

4.2.7.3. Determinacao da atividade ascorbato peroxidase (APX; EC 1.11.1.11)
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A atividade da Peroxidase do ascorbato foi determinada de acordo com a
metodologia descrita por Nakano e Asada (1981), modificada por Koshiba (1993),
conforme descrito por Peixoto et al. (1999), adaptada para as condigdes
experimentais. A mistura reacional consistiu de 600 pyL do tampao fosfato de
potassio 0,05 M, pH 6,0, contendo 0,5 mM de ascorbato, 100 uL de H,O, 2 mM e
300 pL do extrato total. O decréscimo da leitura de absorbancia medida a 290 nm,
no intervalo de 10 - 180 segundos, foi mensurado como indice de oxidagdo do
ascorbato. A variacao de 1,0 unidade de absorbancia por minuto foi assumida como
1,0 unidade de atividade ascorbato peroxidasica, sendo esta expressa em unidades
de atividade por grama de massa de tecido fresco (UA/g MF).

4.2.7.4. Determinacao da atividade da Superéxido Dismutase (SOD; EC 1.15.1.1)

A atividade de SOD foi revelada em gel de eletroforese unidimensional
segundo a metodologia descrita por Martinez et al. (2001), na qual foi avaliada a
capacidade desta enzima para inibir a reducado fotoquimica do NBT por radicais
superéxido gerados fotoquimicamente (BEAUCHAMP e FRIDOVICH, 1971).

A corrida eletroforética, em gel de poliacrilamida, foi realizada em
condicoes nativas de acordo com a metodologia descrita por Davis (1964) e Ornstein
(1964). O gel de aplicacdo (1 mm de espessura) continha 3,5% de acrilamida,
preparada em tampao Tris-HCI 1,0 M, pH 6,8, e 0 gel de separacao (1 mm de
espessura), na concentragdo de 12,5% de acrilamida, preparada em tampao Tris-
HCI 1,5 M, pH 8,8. Para a analise, extratos das coletas 3, 7 e 10 dias apos
inoculagdo dos frutos foram utilizados. Aliquotas contendo 4,5 ug de proteinas
oriundas de extratos totais foram preparadas em tampao de amostra 4x concentrado
(5,0 mL de tampao Tris-HCI, 1,0 M, pH 6,8, 5,04 g de glicerol, 0,04mL de EDTA 0,5
M, 0,1 mL de EGTA 0,2 M, 6,0 mL azul de bromofenol 0,1% e agua destilada, qg.s.p.
10 mL) e aplicadas no gel. A corrida foi desenvolvida a 20 mA, por placa, por
aproximadamente 90 minutos.

Ao término da corrida eletroforética, o gel foi lavado com tampao fosfato
de potassio 0,05 M, pH 7,8 (2 x 15 minutos). Em seguida, foi incubado com uma

solucao contendo NBT a 0,25 mg/mL e riboflavina 0,1 mg/mL em agua destilada e
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exposto a luz (lampada fluorescente circular 32 W). A atividade de SOD em gel foi

visualizada como bandas acromaticas em um fundo azulado.

4.2.7.5. Determinacao da atividade de -1,3-glucanase (GLU; EC 3.2.1.6)

A atividade da enzima $3-1,3-glucanase foi determinada segundo o método
descrito por Boller (1993) e medida em fungcdo da velocidade de formagédo de
glucose a partir da degradagéo da laminarina, usada como substrato. A solucéo de
laminarina (2,0 mg/L) foi dissolvida em agua grau Milli-Q, aquecida a 60 °C, por 10
minutos e, em seguida, dialisada exaustivamente contra agua grau Milli-Q para
remocao da glucose livre.

No ensaio, 0,1 mL de extrato total foi incubado com 0,9 mL da solugéo de
laminarina, a 50 °C, por 30 minutos. A seguir, 1,0 mL da solucéo “D” [1,0 mL da
solucéo “B” [(15,0 g de sulfato de cobre pentahidratado, 0,02 mL de acido sulfurico
concentrado e agua grau Milli-Q g.s.p. 100 mL) mais 25 mL da solucéo “A” (25,0 g
da carbonato de sédio anidro, 25,0 g de tartarato de sédio e potassio, 20,0 g de
bicarbonato de so6dio, 200,0 g de sulfato de sddio anidro e agua grau Milli-Q g.s.p.
1000 mL)], preparada no momento do ensaio, foram adicionados e a mistura
aquecida a 98 °C, em banho-maria, por 20 minutos. Apds resfriamento em agua
corrente, por 5 minutos, 1,0 mL da solugao “C” [3,0 g de arseniato de sddio e agua
grau Milli-Q, g.s.p. 25,0 mL] foi acrescido e, logo em seguida, os tubos agitados
vigorosamente em vortex até a completa remogao dos gases formados na reagao.
Leituras de absorbancia em 520 nm foram feitas e a quantidade de monémeros de
glucose liberados foi determinada utilizando-se uma curva padréo construida a partir
de concentragdes conhecidas de glucose, variando de 7,5 a 240 pug/mL, em tampéao
acetato de sédio 0,05 M, pH 5,2. A atividade B-1,3-glucanasica foi expressa em
nanokatal por grama de massa de tecido fresco (nkat/g/MF), onde 1,0 nkat equivale

a 1,0 nmol de glucose liberado por segundo, nas condi¢cdes do ensaio.



33

4.3. Experimento lll: Efeito do BTH no desenvolvimento e na indugdo de enzimas

de defesa em plantas do meléo var. Orange flesh.

O terceiro experimento foi realizado com base na seguinte pergunta:
Sendo o BTH um indutor de respostas de defesa, seria ele capaz de alterar os

padrées de enzimas relacionadas com a defesa da planta do meldo?

4.3.1. Condi¢des de plantio

Sementes obtidas de frutos maduros de meldo var. Orange flesh foram
colocadas para germinar em vasos de plastico de 10 cm de altura e 12 cm de
didmetro, contendo oito sementes em cada vaso. O substrato utilizado foi areia do
leito de rio, exaustivamente lavada com agua de torneira, seguida de agua destilada
e autoclavada trés vezes, por um periodo de 30 minutos, a 120 °C, 1,5 KGF. Os
vasos foram mantidos em casa de vegetacao, a 27-35 °C. As plantas foram regadas
diariamente com agua destilada até o 6° dia apo6s o plantio e, apds, com solugéao

nutritiva de Hoagland e Arnon (1950), modificada de acordo Silveira et al. (2001).

4.3.2. Tratamento e coleta das plantas

Os tratamentos foram aplicados ap6s 8 dias de plantio. Plantulas que
apresentavam folhas primarias totalmente expandidas (Figura 8) foram borrifadas
com 300 uL de solugcbes de BTH nas concentragdes de 0,3, 0,5 e 1 mM (i.a.).
Plantas controles foram borrifadas com &gua. Seis plantas de cada vaso
(selecionadas pela homogeneidade no tamanho e aspecto morfologico) foram
coletadas 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 14 dias apds tratamentos (DAT). Apés coleta, estas
foram lavadas com agua destilada, secadas em papel toalha e pesadas. Por fim, as
folhas secundarias foram destacadas das plantas e congeladas a -20 °C para
analises posteriores. As dosagens enzimaticas (descritas posteriormente) foram
realizadas nas folhas secundarias para se analisar a capacidade de inducao de
defesa sistémica pelo BTH, ja que, no dia do tratamento, as plantas estavam
iniciando a formacao das folhas secundarias (Figura 8).



Figura 8 — Estado da planta do meloeiro var. Orange flesh no dia do tratamento: (A) vaso
representando uma repeti¢cao; (B) detalhe do estado da planta no dia do tratamento.
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As concentracdes escolhidas para realizacdo deste experimento foram
baseadas em diversos trabalhos realizados com inducéo de resisténcia com BTH em
melao (SMITH-BECKER et al., 2003; RIZZO et al., 2003; HUANG, et al., 2000).

4.3.3. Delineamento experimental

Foi utilizado o delineamento blocos ao acaso em fatorial tipo 7 x 5 (tempo
x tratamentos), com 3 repeticbes, sendo cada repeticdo representada por 6 plantas.
A analise de variancia foi realizada pelo programa estatistico SANEST e as médias

comparadas pelo teste de Duncan a 5%.

4.3.4. Preparacao dos extratos protéicos

As folhas secundarias foram maceradas em tampao acetato de sédio 0,05
M, pH 5,2, contendo NaCl 0,15 M, na propor¢cao de 1:3 (m/v), por 10 minutos, em
gral, sob banho de gelo. Apdés maceracao, a suspensao foi centrifugada (20.000 x g,
4 °C, 10 minutos). Feita a centrifugacao, o sobrenadante foi dialisado por 72 horas, a
4 °C, contra o tampao de extracdo. Esta preparacao foi denominada extrato total e
estocada em freezer (-20 °C) para determinagdes de proteinas e atividades

enzimaticas.

4.3.5. Dosagem de proteinas

Realizado como descrito no sub-item 4.2.6.

4.3.6. Determinagao das atividades enzimaticas
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A determinacdo e expressao das atividades das enzimas peroxidase,
fenilalanina amoénia liase, peroxidase de acorbato, superéxido dismutase e B-1,3-
glucanase foram feitas como descrito nos sub-itens 4.2.7.1, 4.2.7.2, 4.2.7.3, 4.2.7.4

e 4.2.7.5, respectivamente.
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5. Resultados

5.1. Avaliacao dos efeitos do BTH na protecdo do melédo contra a podriddo causada
pelo F. pallidoroseum.

Neste experimento foi possivel avaliar a capacidade do BTH nas
concentragdes 0,5 mM, 1,0 mM e 2,0 mM em controlar a incidéncia e a severidade
da doenca causada pelo F. pallidoroseum.

A incidéncia da doenga, medida através do numero de lesGes com
doenca, nao foi reduzida em nenhuma das concentragées de BTH utilizadas, quando
comparada com o tratamento controle (Figura 9). A severidade da doenga, medida
através do tamanho da lesdo causada pelo patégeno, também nao foi reduzida nos
diversos tratamentos com BTH (Figuras 10, 11 e 12).

Quanto a capacidade do BTH em inibir o crescimento do F.
pallidoroseum, as diversas concentracées de BTH (0,1, 0,3, 0,5, 1,0, 3,0, e 5,0 mM)
nao foram capazes de inibir o crescimento do fungo, nos diversos tempos de analise
(Figura 13). Além dessa observacao, pode-se notar que na maior concentracao de
BTH houve um maior crescimento do fungo nos tempo 60 e 72 horas, quando

comparado com o controle (fungo com agua).
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Figura 9 — Efeito de diferentes concentragdes de BTH na incidéncia (nUmero de
lesGes apresentando doenga) da podriddao em frutos de meloeiro var. Orange flesh,
causada por Fusarium pallidoroseum em diferentes dias ap6s inoculagdo. Frutos
controles foram tratados com &agua. Médias comparadas pelo teste de Duncan
(p<0,05) ndo apresentaram diferenga significativa.
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Figura 10 — Efeito de diferentes concentragbes de BTH na severidade (tamanho da
lesédo) da podridao em frutos de meloeiro var. Orange flesh causada por Fusarium
pallidoroseum em diferentes dias apos inoculagdo. Frutos controles foram tratados com
agua. Médias comparadas pelo teste de Duncan (p<0,05) ndo apresentaram diferenga
sianificativa.
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Figura 11 — Aspecto visual dos frutos do meloeiro var. Orange flesh inoculados com
Fusarium pallidoroseum no 4° dia apéds inoculagdo. Os ndmeros representam os diferentes
tratamentos: 1- controle (dgua), 2- 0,5 mM de BTH, 3- 1,0 mM de BTH e 4- 2,0 mM de BTH.
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Figura 12 — Aspecto visual dos frutos do meloeiro var. Orange flesh inoculados com
Fusarium pallidoroseum no 8° dia apds inoculagdo. Os ndmeros representam os diferentes
tratamentos: 1- controle (dgua), 2- 0,5 mM de BTH, 3- 1,0 mM de BTH e 4- 2,0 mM de BTH.
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Figura 13 — Efeito de diversas concentragbes de BTH no crescimento micelial de Fusarium
pallidoroseum em diferentes tempos. Letras mindsculas representam a comparagdo dos
tratamentos dentro de cada categoria (tempo). Letras mailsculas representam a comparagao
de cada tratamento ao longo do tempo. Diferentes letras representam diferengas significativas

entre os tempos (P<0,05) (ANEXO 6.3).
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5.2. Efeito do BTH na indugdo de enzimas de defesa no meldao desafiado pelo F.

pallidoroseum.

Com este experimento foi possivel acompanhar o efeito do BTH sobre o
comportamento de diversas enzimas relacionadas com a defesa do fruto, apos
inoculacado com o fungo.

O tratamento com BTH nao levou a uma maior expressao de POX em
nenhum dos tempos analisados, quando comparado com o controle (Figura 14). Na
ultima coleta, ha um aumento significativo desta enzima.

A atividade da PAL nao foi alterada pelo tratamento com BTH e néo
sofreu mudangas de expressao nas diferentes coletas (Figura 15).

O tratamento com BTH nao alterou os padrdes enzimaticos da APX
comparado com o tratamento controle, ao longo das coletas. A atividade da APX foi
maior no 3° DAI, decaindo a niveis similares no 7° e 10° DAI (Figura 16).

Através do zimograma da SOD, mostrado na Figura 17, ndo foi observada
diferengca na expressao das diferentes isoformas (assinaladas pelas setas) nos
tempos 3¢, 7% e 102 DAI, comparando o controle com o tratamento com BTH.

A atividade da GLU néo foi alterada pela inducdo com BTH (Figura 18).
Houve um aumento de atividade glucanasica no 7° e 10° DAI, comparada com a

primeira coleta.
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Figura 14 — Atividade da peroxidase em frutos de meloeiro var. Orange Flesh em diferentes dias
apos inoculagdo com Fusarium pallidoroseum. Letras mindsculas representam a comparagéao dos
tratamentos dentro de cada categoria (tempo). Letras mailsculas representam a comparagao de
cada tratamento ao longo do tempo. Diferentes letras representam diferengas significativas entre

os dias (P<0,05) (ANEXO 6.4).
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Figura 15 — Atividade da fenilalanina amoénia liase em frutos de meloeiro var. Orange Flesh em
diferentes dias apds inoculagdo com Fusarium pallidoroseum. Letras minUsculas representam a
comparagao dos tratamentos dentro de cada categoria (tempo). Letras mailsculas representam a
comparacgao de cada tratamento ao longo do tempo. Diferentes letras representam diferengas
significativas entre os dias (P<0,05) (ANEXO 6.6).



A
1,0 a A
a
—~ 0,8 -
< B B
o 0,6 - a B a
< a B
]
; 0,4 - a
o
< 0,2
0,0
3 7 10
dias apo6s inoculacao
O controle @ 2mM BTH

Figura 16 — Atividade da ascorbato peroxidase em frutos de meloeiro var. Orange Flesh em
diferentes dias ap6s inoculagdo com Fusarium pallidoroseum. Letras mindsculas
representam a comparagdao dos tratamentos dentro de cada categoria (tempo). Letras
mailsculas representam a comparagao de cada tratamento ao longo do tempo. Diferentes
letras representam diferencgas significativas entre os dias (P<0,05) (ANEXO 6.5).
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Figura 17 — Eletroforese revelada para atividade de superoxido dismutase de extratos
totais de frutos do meloeiro var. Orange flesh em diferentes dias apds inoculagao (DAI)
com Fusarium pallidoroseum. C: controle; T: tratamento com 2 mM de BTH. Setas indicam
diferentes isoformas de SOD.
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Figura 18 — Atividade da B-1,3-glucanase em frutos de meloeiro var. Orange Flesh em
diferentes dias ap6s inoculagao com Fusarium pallidoroseum. Letras mindsculas representam a
comparacao dos tratamentos dentro de cada categoria (tempo). Letras maiusculas representam
a comparacgao de cada tratamento ao longo do tempo. Diferentes letras representam diferengas

significativas entre os dias (P<0,05) (ANEXO 6.7).
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5.3. Efeito do BTH no peso fresco e na indugao de enzimas de defesa em plantas do

meldo var. Orange flesh.

Neste experimento, foi possivel acompanhar o efeito do tratamento com
BTH nas concentragcées 0,3 mM, 0,5 mM e 1,0 mM (i.a.) sobre o desenvolvimento
das plantas e no comportamento de diversas enzimas relacionadas com a defesa do
meloeiro ao longo do tempo.

As plantas desenvolveram-se homogeneamente até 4° DAT. Apds este
periodo, aquelas tratadas com as diversas concentra¢des do indutor apresentaram-
se menores do que as do grupo controle (Figura 19a). As folhas secundarias tiveram
seu tamanho bastante reduzido a partir do 6° DAT (Figuras 19b e 20).

Os efeitos dos tratamentos, observados visualmente, refletiram no dado
de peso fresco total da planta (Figura 21). A interacdo dos fatores tempo e
tratamento para esta variavel foi altamente significativa. No 22 e 4° DAT, as plantas
tratadas nas diversas concentracées de BTH e as controle nao diferiram quanto ao
peso. Ja no 6° DAT, as plantas induzidas com BTH apresentaram peso fresco
menor, quando comparadas com o controle. Neste dia, plantas tratadas com
diversas concentracdes de BTH nao diferiram estatisticamente entre si, mas foram,
significativamente, diferentes do controle. No 8° DAT, as plantas tratadas com BTH
nas concentragées 0,5 mM e 1,0 mM nao diferiram entre si, mas apresentaram
menores pesos, comparando-as com o outro tratamento; o tratamento 0,3 mM de
BTH diferiu do controle. No 102 DAT, as plantas induzidas com 0,5 mM e 1,0 mM
nao diferiram entre si, mas apresentaram menores pesos de plantas, comparando-
as com o outro tratamento; as plantas dos tratamento 0,3 mM de BTH e controle nao
diferiram entre si. No 12° DAT, todos os tratamentos com BTH diferiram
estatisticamente das plantas controle, mas ndo foram diferentes entre si. No 14°
DAT, a analise do peso das plantas foi semelhante ao 12° DAT, porém a diferenca
entre os tratamentos com BTH e as plantas controle foi menor.



Figura 19 — Aspecto visual das plantas do meldo var. Orange flesh (A) e das
folhas secundarias (B) no 6° dia apos aplicagdo dos tratamentos. Os numeros
representam os diferentes tratamentos: C- controle; 0,3; 0,5; 1,0 mM de BTH.
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Figura 20 — Aspecto visual das folhas primarias e secundarias do melédo var.
Orange flesh no 8° dia ap6s aplicagao dos tratamentos. Os nimeros representam
os diferentes tratamentos: C - controle; 0,3; 0,5; 1,0 mM de BTH.
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Figura 21 — Peso médio das plantas de meldo var. Orange flesh coletadas em diferentes
tempos apds tratamento. Letras mindsculas representam a comparagédo dos tratamentos
dentro de cada categoria (tempo). Letras mailusculas representam a comparagao de cada
tratamento ao longo do tempo. Diferentes letras representam diferengas significativas entre

os dias (P<0,05) (ANEXO 6.8).
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Os fatores tempo e tratamento interagiram de forma significativa para a
variavel POX. De acordo com a figura 22, no 2° DAT, nenhum dos tratamentos
diferiu entre si. Ja no 42 DAT, a maior concentracdo de BTH, 1,0 mM, elevou
significativamente a atividade peroxidasica em relacao ao tratamento controle. No 6°
DAT, todos os tratamentos com o indutor elevaram significativamente a atividade
desta enzima, comparando-0os com o grupo controle; os tratamentos 0,5 mM e 1,0
mM produziram os maiores valores de atividade enzimatica, diferindo do tratamento
0,3 mM, mas nao diferiram entre si. No 8° DAT, também, todos os tratamentos com
BTH elevaram significativamente a atividade desta enzima, sendo estes aumentos
de 3.045%, 5.545% e 3.670% nos tratamentos 0,3 mM, 0,5 mM e 1,0 mM de BTH,
respectivamente. No 10° DAT, os tratamentos controle e 0,3 mM de BTH néo se
diferenciaram; as plantas tratadas com 0,5 mM de BTH apresentaram niveis de
atividade maiores que os dois primeiros tratamentos e o tratamento 1,0 mM produziu
0s maiores niveis de atividade peroxidasica. No 12° DAT, os trés tratamentos com
BTH diferiram do controle, dentre os tratamentos com este indutor, a concentracao
0,3 mM nao diferiu de nenhuma das outras concentragdes, mas os tratamentos 0,5
mM e 1,0 mM foram diferentes, tendo, este ultimo, apresentado maiores valores
enzimaticos. No 142 DAT, a atividade desta enzima nas plantas controle e tratadas
com 0,3 mM nao foi diferente, porém os outros dois tratamentos com o indutor
mantiveram os niveis da enzima alto, mas nao diferiram entre si.

O fator tratamento nao atuou de forma significativa para a atividade da
PAL. Contudo, o fator tempo influiu significativamente para esta variavel. No 4° DAT,
foi verificada uma alta expressdao desta enzima (Figura 23). No 6° DAT, foram
observados os maiores valores de atividade enzimatica. Porém, nas coletas
seguintes, verificou-se uma continua queda de expressdo, chegando a zero na

ultima coleta.
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Figura 22 — Atividade da peroxidase em extratos totais de folhas secundarias de plantas de
melao var. Orange flesh, coletadas em diferentes tempos apds tratamento. Letras
minUsculas representam a comparagédo dos tratamentos dentro de cada categoria (tempo).
Letras mailsculas representam a comparacdo de cada tratamento ao longo do tempo.
Diferentes letras representam diferengas significativas entre os dias (P<0,05) (ANEXO 6.9).
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Figura 23 — Atividade da fenilalanina aménia liase em extratos totais de folhas secundérias
de plantas de meldo var. Orange flesh, coletadas em diferentes tempos apés tratamentos.
Letras minlUsculas representam a comparagdo dos tratamentos dentro de cada categoria
(tempo). Diferentes letras representam a comparacdo dos tratamentos dentro de cada

categoria (tempo) (P<0,05) (ANEXO 6.11).
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Os fatores tempo e tratamento interagiram de forma significativa para a
variavel APX. Foram observadas diferencas de atividade desta enzima, entre os
grupos controle e induzidos com BTH, no 2° e 12° DAT (Figura 24). No 2° DAT,
plantulas tratadas com 1,0 mM de BTH expressaram menos esta enzima. Ja no 12°
DAT houve um pico de atividade, onde as plantulas controles atingiram os maiores
valores. Neste dia, plantulas tratadas com BTH nas concentra¢des 0,3 mM, 0,5 mM
e 1,0 mM expressaram esta enzima, respectivamente, 20%, 62% e 65% menos em
relagdo ao controle.

O zimograma da SOD permitiu observar a expressdo de diferentes
isoformas desta enzima ao longo do tempo nos tratamentos com BTH (Figura 25).
No 4° DAT, ja pode ser observada uma maior expressdo das bandas indicadas pelas
setas ‘a’ e ‘b’ nos tratamentos 0,3 mM, 0,5 mM e 1,0 mM de BTH, quando
comparadas com o controle. No 62 DAT, observa-se uma maior expressao da banda
indicada pela seta ‘¢’ nos tratamentos 0,5 mM e 1,0 mM de BTH. No 8° DAT,
observa-se uma maior expressdo de todas as bandas indicadas pelas setas nos
diversos tratamentos com BTH, quando comparadas com o controle. No 10° DAT,
essa diferenca entre plantas tratadas com BTH e o grupo controle ja ndo € mais tao
evidente. No 12° DAT, ha uma sutil diferenca na expressdao das quatro isoformas,
assinaladas pelas setas, quando comparados os diversos tratamentos com BTH e o
tratamento controle. No 142 DAT, quase nao ha diferenga na expressao de isoformas

de SOD entre os grupos tratados € o controle.
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Figura 24 — Atividade da ascorbato peroxidase em extratos totais de folhas secundarias de
plantas de meldo var. Orange flesh, coletadas em diferentes tempos apds tratamentos.
Letras minUsculas representam a comparagao dos tratamentos dentro de cada categoria
(tempo). Letras mailsculas representam a comparagdo de cada tratamento ao longo do
tempo. Diferentes letras representam diferencas significativas entre os dias (P<0,05)
(ANEXO 6.10).
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Figura 25 — Eletroforese revelada para atividade de superéxido dismutase de extratos totais de
folhas secundarias de plantas de meldo var. Orange flesh em diferentes dias apoés tratamento
(DAT) com BTH. C: controle; Tratamentos = 0,3, 0,5 e 1,0 mM de BTH. Setas indicam
diferentes isoformas de SOD.
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Os fatores tempo e tratamento correlacionaram-se de forma significativa
com atividade da GLU. No 4° DAT foi observado uma maior atividade desta enzima
nas plantas tratadas com 0,3 mM de BTH, diferindo estatisticamente de todos o
outros tratamentos, que nao diferiram entre si (Figura 26). No 6° DAT, nenhum dos
tratamentos se diferengcou significativamente entre si para esta variavel. Um
aumento na atividade de GLU nas plantas induzidas com as diversas concentracoes
de BTH foi observado no 8° DAT, quando comparado com o grupo controle, mas nao
diferiram entre si. Neste 8% DAT, os niveis de atividade de GLU nos tratamentos 0,3
mM, 0,5 mM e 1,0 mM de BTH foram 838%, 1102% e 812%, respectivamente,
maiores em relacdo as plantulas controle. No 102 DAT, os tratamentos controle e 0,3
mM de BTH ndo se diferenciaram. Neste dia, o tratamento 0,5 mM de BTH
expressou niveis enzimaticos significativamente mais elevados que o controle,
porém os maiores valores desta enzima foram obtidos com o tratamento 1,0 mM de
BTH, que diferenciou-se significativamente de todos os outros. Na ultima coleta, 14°
DAT, os niveis de atividade desta enzima nos tratamentos controle e 0,3 mM de
BTH nao diferiram entre si, mas houve inducées com 0,5 mM e 1,0 mM de BTH,

contudo nao diferiram entre si.
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Figura 26 — Atividade da B-1,3-glucanase em extratos totais de folhas secundarias de
plantas de melao var. Orange flesh, coletadas em diferentes tempos ap6s tratamentos.
Letras minUsculas representam a comparagao dos tratamentos dentro de cada categoria
(tempo). Letras mailsculas representam a comparagao de cada tratamento ao longo do
tempo. Diferentes letras representam diferencas significativas entre os dias (P<0,05)

(ANEXO 6.12).
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6. Discussao

Durante o curso de sua co-evolugdao, plantas e patégenos vém
desenvolvendo uma relagdo intrinseca, resultado de uma continua troca de
informacdes moleculares. Patégenos tém desenvolvido uma série de estratégias
para parasitar plantas e, por sua vez, plantas tém desenvolvido diversos
mecanismos de defesa (ZHAO et al., 2005).

Além disso, ja € conhecida a ocorréncia de variagdes nas atividades de
certas enzimas vegetais quando as plantas estdo sob estresses, contudo ndo ha um
padrao universal de resposta, podendo haver tanto uma correlagdo positiva como
negativa, indicando que, em geral, as enzimas atuam mais como indicadoras da
evolucao da resposta de resisténcia do que como elementos destinados a exercer,
diretamente, a defesa ou regular o metabolismo que leva o vegetal a se ajustar
aquela situacdo adversa (MARTINS-MIRANDA, 2002).

Poucos trabalhos séo realizados com resisténcia em pés-colheita e, em
menor quantidade, relacionados com a cultura do meldo. Entretanto, uma grave
podriddao poés-colheita causada pelo F. pallidoroseum é observada nos frutos e a
busca por estratégias de controle da doenga é necessaria.

Varios artigos tém sido publicados sobre resisténcia induzida a
patdégenos. Entretanto, muitas questées ainda nao foram respondidas e requerem
mais investigacdes (HEIL e BOSTOCK, 2002).

Apesar de o BTH ser considerado um protetor de culturas e ativador de
resisténcia contra um amplo espectro de patégenos em diversas espécies vegetais,
a aplicacao de BTH em frutos do meloeiro var. Orange flesh, depois de colhidos, nao
resultou em efetiva reducéo da incidéncia e severidade da podridao causada pelo F.
pallidoroseum, nas condi¢cbes experimentais do presente trabalho (Figuras 7 e 8). O
uso deste indutor quimico na concentragcao de 2 mM também nao alterou o padrao
de enzimas relacionadas com a defesa no fruto contra a podriddo pés-colheita
causada pelo F. pallidoroseum (Figuras 12, 13, 14, 15, 16). O dado de nao protecao
dos frutos contra a podriddao foi compativel com a resposta bioquimica de néo
inducdo. Portanto, o aparecimento da doenca foi um reflexo do nao aumento de

expressao de enzimas de defesa.



62

Um questionamento que podera sempre ocorrer é se o BTH foi capaz de
atravessar a barreira fisica de protecao do fruto e, assim, penetra-lo. O BTH é um
sinalizador exégeno, analogo do &cido salicilico (AS), que é uma molécula de
ocorréncia natural em vegetais e capaz de penetrar em frutos (QIN et al., 2003;
CHAN e TIAN, 2005; YAO e TIAN, 2005). Essa analogia € observada tanto pela
funcdo, ja que o BTH pode ativar resposta de defesa nas plantas por imitar o sinal
enddgeno do AS, como pela estrutura, j& que esses dois compostos possuem um
anel aromatico e um grupo carboxila substituido em uma posicao (WENDEHENNE
et al., 1998). Além disso, este indutor € conhecido por ser um produto de facil e
rapida absorcdo e translocagdo em vegetais (AGRAWAL et al., 1999) e varios
trabalhos ja demonstraram sua capacidade de penetrar em frutos (SRIVASTAVA e
DWIVEDI, 2000; LIU et al., 2005) Dessa forma, espera-se que este indutor penetre
nos tecidos do fruto do meloeiro.

Embora ja seja conhecida a capacidade do BTH em alterar os padrées de
expressao de diversas enzimas relacionadas com a defesa em plantas, € importante
que se continuem os estudos para novas espécies vegetais, pois essas mudancas
nao sdo uma regra para todos os sistemas. Resultados de um sistema planta-
patégeno ndo sao, necessariamente, representativos pra outras espécies (LEON et
al., 2001). Além disso, elicitores de SAR podem ser inviaveis para alguns sistemas
planta-patéogeno (TERRY e JOYCE, 2004).

Relatos de falha na inducao por elicitores sdo observados em outros
trabalhos. De acordo com Bokshi et al. (2003), aplicagao pré-colheita tardia de BTH
nao foi efetiva em induzir resisténcia de tubérculos de batata, depois de colhidos,
contra podridao causada pelo Fusarium semitectum. Também, segundo Yao e Tian
(2005), tratamento péds-colheita de cereja com AS e metil-jasmonato néo reduziu
significativamente a incidéncia da doenga causada por Monilinia fructicola. Em
meldes tipo Rock (japonés) cultivar Eldorado e meldes tipo Hami cultivar Early Yelow
Hami, BTH protegeu os frutos contra o aparecimento de Altenaria ssp., apenas
quando combinada a aplicagdo deste quimico na planta, antes do florescimento,
com um fungicida no fruto depois de colhido (HUANG et al., 2000).

Durante as ultimas décadas, muitas tentativas tém sido feitas para
desenvolver métodos nao-fungicidas para controlar podridées pds-colheita de varias
espécies vegetais. Elas incluem modificacbes do ambiente como o armazenamento

dos frutos a temperatura que suprimem o desenvolvimento do patdgeno,
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modificacdo da umidade e atmosfera, tratamento térmico e a indugéo de resisténcia
por aplicagao de irradiagao UV ou elicitores. Dentre estas, a indugédo de defesas por
aplicacao de elicitores tem-se tornado uma promissora opcao de efetivo manejo de
doencas vegetais. Entretanto, nenhum destes métodos, quando usado sozinho,
confere niveis satisfatérios no controle de podriddes (JANISICWICZ e KORSTEN,
2002; TERRY e JOYCE, 2004).

Muitas pesquisas com ativadores quimicos tém-se concentrado em
doencas pré-colheita (JOYCE e JOHSON, 1999). A dificuldade de se trabalhar com
frutos em pos-colheita é refletida pela escassez de trabalhos que ha nessa area.
Portanto, mais pesquisas sao requeridas para o completo entendimento do papel
que a indugao de resisténcia possa ter para se obter supressdo de doengas em poés-
colheita (TERRY e JOYCE, 2004).

BTH nao exerceu nenhuma agéao fungicida in vitro sobre o crescimento do
F. pallidoroseum. Este indutor j& € citado por ndo possuir atividade fungicida
(TERRY e JOYCE, 2004). De acordo com Friedrich et al. (1996), o BTH ja teve seu
efeito testado contra varias espécies de microorganismos patogénicos e nao
apresentou efeito direto sobre qualquer um deles.

Como o tratamento com BTH em melao pés-colheita ndo foi eficaz em
proteger os frutos contra a podridao causada pelo F. pallidoroseum, foi realizado um
experimento na planta com objetivo de averiguar se esse indutor seria capaz de
aumentar a expressdo de enzimas relacionadas com a defesa da planta do meléao
var. Orange flesh.

Plantas tratadas com diversas concentracbes de BTH tiveram seu
crescimento reduzido a partir do 6° DAT (Figuras 18 e 19). Essa redugédo do
crescimento pode estar correlacionada com a lignificagdo da parede celular, o que
restringe tanto o aumento do volume celular como a mitose nos tecidos
meristematicos vegetais. Efeito negativo do BTH no crescimento da planta do melao
ja havia sido observado (BUZI et al, 2004). Isto tem sido interpretado como
resultado de uma competicdo metabdlica entre os processos envolvidos no
crescimento da planta e a sintese de novo de compostos relacionados a defesa
(HEIL et al., 2000).

BTH, nas diversas concentracées, foi capaz de aumentar a expressao de
POX a partir do 6° DAT (Figuras 20). Vérios trabalhos relatam a capacidade do BTH
em elevar os padrdes desta enzima (IRITI e FAORO, 2003; SOYLU et al., 2003; LIU



64

et al, 2005; MATOLEPSZA, 2006). A familia das peroxidases encontra-se
amplamente distribuida nas espécies vegetais. Seu papel na defesa vegetal esta
associado com progressiva incorporagdao de compostos fenélicos na parede celular.
A POX participa das etapas finais na via de biossintese de lignina. Seu papel nesta
via metabdlica é oxidar os &lcoois de fenilpropandides: coniferil, cumaril e sinapsil.
Esses alcoois formam um polimero pela acao de enzimas que geram radicais livres
intermediarios (BOERJAN et al., 2003). Assim, o aumento da atividade desta enzima
pode levar a um reforco na parede celular e aumento da resisténcia contra
patdégenos (SOYLU et al., 2003).

Em todos os tratamentos, controle e induzidos com BTH, houve um
aumento na expressao de PAL no 4° e 6° DAT (Figura 21). A PAL é uma enzima que
esta situada em um ponto de ramificagdo entre os metabolismos primarios e
secundarios das plantas, de forma que a reacao que ela catalisa é uma importante
etapa de formacdo de muitos compostos fendlicos, que estdo relacionados com a
defesa vegetal (TAIZ e ZEIGER, 2004). Na literatura é relatado que um primeiro pico
de PAL ¢ induzido poucas horas apés inducao (inoculagdo) de plantas e tem relagao
com o inicio da reacao de hipersensibilidade. Um segundo pico de atividade, mais
tardio, também é observado e correlaciona-se com a formacdo de compostos
fendlicos e lignificagdo de células (SILVA et al., 2002). Um aumento da atividade
desta enzima observado no 4° e 6° DAT coincidiu com um menor crescimento das
plantas e uma maior inducdo de POX nas plantas tratadas com BTH, comparadas
com as controle. Portanto, nas plantas induzidas com BTH, pode-se realmente
relacionar um menor crescimento das plantas e, consequentemente, reducdo no
peso fresco total, com o fenémeno de lignificacdo celular. Outros trabalhos
mostraram que um aumento da resisténcia de plantas pelo tratamento com BTH tem
sido também explicado pelo aumento de atividade da PAL e sintese de compostos
fendlicos, que estdo relacionados com a biossintese de lignina (STADNIK e
BUCHENAUER, 1999; 2000). O fortalecimento da parede celular € um importante
aspecto quando as plantas sdo submetidas a estresses como indugéo de resisténcia
(SMITH e DUBERY, 1997; BAYSAL et al., 2005). O aumento da atividade da
PAL nas plantas controles ndo foi acompanhado de um menor crescimento das
plantas, nem maior expressdo de POX e, dessa forma, esse aumento enzimatico
pode estar relacionado com a sintese de metabdlitos que sdo derivados para outras

rotas bioquimicas e ndo com os mecanismos de defesa da planta.
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Varios processos bioldgicos produzem ROS. Porém, situacbes de
estresse levam as plantas a produzirem um substancial aumento destas espécies.
Para evitar os possiveis danos celulares causados por ROS, plantas dispdéem de
enzimas antioxidativas para prevenir o descontrole dos eventos oxidativos
(SHIGEOKA et al., 2002). Dentre estas enzimas destacam-se a SOD e APX.

A capacidade do BTH inibir a APX, assim como a catalase, ja foi citada
em outros trabalhos (WENDEHENNE et al, 1998). No presente trabalho foi
observada a inibicdo da APX no 2° DAT, na concentracdo 1 mM de BTH; e no 12°
DAT, em todas as concentragées de BTH. Esse resultado sugere que o papel do
BTH pode também estar relacionado com o aumento de niveis de peroxido de
hidrogénio (H.O,) em tecidos tratados. E citado na literatura que o H,O, pode
funcionar como um mensageiro secundario em SAR ou agir diretamente contra o
patégeno (HUNT et al., 1996). A participacao da APX no mecanismo de defesa de
plantas é atribuida a capacidade desta enzima em catalisar a quebra do H.O,, com
consumo de ascorbato, formando monodehidroascorbato e agua. Portanto, esta
enzima desempenha um importante papel no metabolismo do peréxido de
hidrogénio em plantas (ASADA, 1992; FERNANDES, 2004).

Os tratamentos com BTH aumentaram a expressao de varias isoformas
de SOD, reveladas em géis de eletroforese (Figura 23). Estas enzimas eliminam
radicais superéxidos, protegendo as plantas de estresses oxidativos. Em resumo, a
indugdo do BTH em plantas de melao var. Orange flesh leva & uma maior expressao
de SOD que converte superdxido em HxO,, porém inibe a atividade da APX, que
converte H>O, para agua. Isso sugere que POX possui também um importante papel
de detoxificar o peroxido em plantas de meldo, sob essa condicdo de indugéo.
Resultados semelhantes de expressao enzimatica foram encontrados em Phaseolus
vulgaris sob condigdes de estresse salino (JEBARA et al., 2005).

Um aumento na atividade da 3-1,3-glucanase foi observado nas plantas
tratadas com BTH, a partir do 8% DAT (Figura 24). A participagdo desta enzima no
mecanismo de defesa vegetal esta associada a capacidade dela em degradar
parede celular de fungos patogénicos. Além disso, os produtos da atividade da B-
1,3-glucanase podem funcionar como elicitores de resposta de defesa (RIVERA et
al., 2002). Geralmente, o conteudo dessas enzimas € baixo em plantas sadias.
Porém, quando ocorre infeccao por patégenos ou indugéo por elicitores, a atividade

aumenta rapidamente. Um aumento de atividade de B-1,3-glucanase implica que
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houve inducdo de SAR, ja que inducado de PR-proteinas é um marcador de defesa
ativa (BARGABUS et al., 2004). Outros trabalhos tém demonstrado a capacidade do
BTH em induzir expressao de glucanases (BOKSHI et al., 2003; BUZI et al., 2004).

Finalmente, este experimento de inducao de resposta de defesa da planta
sugere que o BTH tem potencial para ser utilizado como um protetor da cultura do
meloeiro, ja que foi capaz de alterar os padrdes de varias enzimas de defesa que
poderdo aumentar a resisténcia contra futuros desafios. Em decorréncia desta
observacao, surge uma importante pergunta: poder-se-ia usar esta estratégia para o
controle da podriddo pds-colheita e se aumentar, indiretamente, a defesa dos frutos
através da inducdo da planta em si por este mecanismo de elicitagdo? A resposta
para esta questdo requer que se conduzam experimentos para comprovacdo desta
hipétese, mas uma forte possibilidade € que o BTH possa afetar as células
geradoras dos frutos durante o florescimento, levando a mudangas metabdlicas de
longa duragdo que serdo conduzidas aos frutos. O tempo e a distdncia em que
essas mudancas serao afetadas requerem grandes explanacdes sobre mecanismos
basicos dos efeitos do BTH sobre as plantas (HUANG et al., 2000).
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7. Conclusoes

O presente estudo demonstrou que tratamento com BTH, nas condigdes
experimentais, ndo foi eficaz para proteger os frutos do meloeiro var. Orange flesh
contra a podridao pés-colheita causada pelo Fusarium pallidoroseum. Este indutor
também né&o foi capaz de alterar os padrdes de varias enzimas relacionadas com a
defesa do fruto. Entretanto, quando aplicado na planta, se mostrou capaz de induzir
diversas enzimas com fungé@o de defesa. Portanto, o BTH tem potencial para ser
utilizado como uma tecnologia na protecdo do meloeiro, podendo levar a um
possivel controle da podridao causada pelo F. pallidoroseum em frutos elevando as
defesas via indugéo da planta.
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9. Anexos

6.1. Analise de variancia da variavel Incidéncia do Experimento |, realizadas no
programa SANEST.

QUADRO DA ANALISE DE VARIANCIA

CAUSAS DA VARIACAO G.L. S.0. Q.M. VALOR F PROB.>F

TEMPO 6 4.1595982 0.6932664 0.8696 0.52190 ns
TRATAMENTO 3 1.9553571 0.6517857 0.8175 0.50950 ns
TEMPO*TRATAMENTO 18 1.0680804 0.0593378 0.0744 0.99999 ns
RESIDUO 84 66.9687500 0.7972470

TOTAL 111 74.1517857

MEDIA GERAL = 2.080357

COEFICIENTE DE VARIACAO = 42.920%

6.2. Analise de variancia da variavel Severidade do Experimento |, realizadas no
programa SANEST.

QUADRO DA ANALISE DE VARIANCIA

CAUSAS DA VARIACAO G.L S.Q Q.M VALOR F PROB.>F
TEMPO 6 21328.3266352 3554.7211059 10.0569 0.00001 **
TRATAMENTO 3 1560.0394634 520.0131545 1.4712 0.22703 ns
TEMPO*TRATAMENTO 18 228.3203187 12.6844621 0.0359 1.00000 ns
RESIDUO 84 29690.7608472 353.4614387

TOTAL 111 52807.4472645

MEDIA GERAL = 28.064196

COEFICIENTE DE VARIACAO = 66.991%

6.3. Analise de variancia da variavel Crescimento Fungico do Experimento I,
realizadas no programa SANEST.

QUADRO DA ANALISE DE VARIANCIA

CAUSAS DA VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. VALCR F PROB.>F

TEMP 4 11.7476678 2.9369169 440.7022 0.00001 **
TRATAMENTO 7 7.1459486 1.0208498 153.1847 0.00001 **
TEMPO*TRATAMENTO 28 1.9896758 0.0710598 10.6630 0.00001 **
RESIDUO 80 0.5331340 0.0066642

TOTAL 119 21.4164262

MEDIA GERAL = 0.634983

COEFICIENTE DE VARIACAO = 12.856 %

6.4. Analise de variancia da variavel Peroxidase do Experimento Il, realizadas no
programa SANEST.
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QUADRO DA ANALISE DE VARIANCIA

CAUSAS DA VARIACAO G.L. S.0. Q.M. VALOR F PROB.>F
TEMPO 2 2646.6479682 1323.3239841 7.0991 0.00932 **
TRATAMENTO 1 329.3974398 329.3974398 1.7671 0.20653 ns
TEMPO* TRATAMENTO 2 117.8179233 58.9089617 0.3160 0.73839 ns
RESIDUO 12 2236.8798078 186.4066507

TOTAL 17 5330.7431391

MEDIA GERAL = 31.889055

COEFICIENTE DE VARIACAO = 42.814%

6.5. Analise de variancia da variavel Ascorbato Peroxidase do Experimento II,
realizadas no programa SANEST.

QUADRO DA ANALISE DE VARIANCIA

CAUSAS DA VARIACAO G.L S.0Q Q.M VALCR F PROB.>F
TEMPO 2 0.7210334 0.3605167 52.0811 0.00002 **
TRATAMENTO 1 0.1216888 0.1216888 17.5795 0.00153 *~*
TEMPO*TRATAMENTO 2 0.0102111 0.0051056 0.7376 0.50234 ns
RESIDUO 12 0.0830666 0.0069222

TOTAL 17 0.9360000

MEDIA GERAL = 0.543333

COEFICIENTE DE VARIACAO = 15.313%

6.6. Analise de variancia da variavel Fenilalanina aménia liase do Experimento I,
realizadas no programa SANEST.

QUADRO DA ANALISE DE VARIANCIA

CAUSAS DA VARIACAO G.L S.Q Q.M VALCR F PROB.>F
TEMPO 2 3.1837673 1.5918836 1.0274 0.38914 ns
TRATAMENTO 1 3.5227418 3.5227418 2.2737 0.15479 ns
TEMPO* TRATAMENTO 2 8.5238978 4.2619489 2.7508 0.10283 ns
RESIDUO 12 18.5925195 1.5493766

TOTAL 17 33.8229264

MEDIA GERAL = 1.451611

COEFICIENTE DE VARIACAO = 85.749 %

6.7. Analise de variancia da variavel p-1,3-glucanase do Experimento I, realizadas
no programa SANEST.

QUADRO DA ANALISE DE VARIANCIA

CAUSAS DA VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. VALOR F PROB.>F
TEMPO 2 0.0331621 0.0165811 10.5314 0.00261 *x*
TRATAMENTO 1 0.0003920 0.0003920 0.2490 0.63129 ns
TEMPO* TRATAMENTO 2 0.0012790 0.0006395 0.4062 0.67944 ns
RESIDUO 12 0.0188933 0.0015744
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TOTAL 17 0.0537264

MEDIA GERAL = 0.059556

COEFICIENTE DE VARIACAO = 66.626 %

6.8. Analise de variancia da variavel Peso da Planta do Experimento lll, realizadas
no programa SANEST.

QUADRO DA ANALISE DE VARIANCIA

CAUSAS DA VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. VALOR F PROB.>F

TEMPO 6 55.0903680 9.1817280 294.3691 0.00001 *~*
TRATAMENTO 3 4.0263935 1.3421312 43.0292 0.00001 **
TEMPO*TRATAMENTO 18 4.7415553 0.2634197 8.4453 0.00001 **
RESIDUO 56 1.7467074 0.0311912

TOTAL 83 65.6050242

MEDIA GERAL = 2.069000

COEFICIENTE DE VARIACAO = 8.536%

6.9. Andlise de variancia da variavel Peroxidase do Experimento lll, realizadas no
programa SANEST.

QUADRO DA ANALISE DE VARIANCIA

CAUSAS DA VARIACAO G.L. S.0. Q.M. VALOR F PROB.>F
TEMPO 6 387379.5469083 64563.2578181 24.0326 0.00001 **
TRATAMENTO 3 563948.8198908 187982.9399636 69.9736 0.00001 **
TEMPO*TRATAMENTO 18 333692.8225941 18538.4901441 6.9007 0.00001 **
RESIDUO 56 150443.0652828 2686.4833086
TOTAL 83 1435464.2546761

MEDIA GERAL = 165.970840

COEFICIENTE DE VARIACAO = 31.229%

6.10. Analise de variancia da variavel Ascorbato Peroxidase do Experimento I,
realizadas no programa SANEST.

QUADRO DA ANALISE DE VARIANCIA

CAUSAS DA VARIACAO G.L S.Q Q.M VALOR F PROB.>F
TEMPO 6 642.3621619 107.0603603 41.5320 0.00001 **
TRATAMENTO 3 116.7203140 38.9067713 15.0931 0.00001 **
TEMPO*TRATAMENTO 18 111.2805529 6.1822529 2.3983 0.00673 **
RESIDUO 56 144.3558000 2.5777821

TOTAL 83 1014.7188289

MEDIA GERAL = 2.131429

COEFICIENTE DE VARIACAO = 75.327%



6.11. Andlise de variancia da variavel Fenilalanina amonia
lll, realizadas no programa SANEST.

QUADRO DA ANALISE DE VARIANCIA
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liase do Experimento

PROB.>F

**

ns
ns

CAUSAS DA VARIACAO G.L. S.Q. Q.M.
TEMPO 5 2185.0254927 437.0050985
TRATAMENTO 3 56.2149457 18.7383152
TEMPO*TRATAMENTO 15 471.0102556 31.4006837
RESIDUO 48 820.9322172 17.1027545

TOTAL 71 3533.1829112

MEDIA GERAL = 7.262084

COEFICIENTE DE VARIACAO = 56.947%

6.12. Andlise de varidancia da variavel B-1,3-glucanase
realizadas no programa SANEST.

QUADRO DA ANALISE DE VARIANCIA

CAUSAS DA VARIACAO G.L S.Q Q.M
TEMPO 5 1.0096546 0.2019309
TRATAMENTO 3 1.6288155 0.5429385
TEMPO*TRATAMENTO 15 1.6654560 0.1110304
RESIDUO 48 0.7126250 0.0148464
TOTAL 71 5.0165510

MEDIA GERAL = 0.469014

COEFICIENTE DE VARIACAO = 25.979%

do Experimento



