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1. RESUMO

A seringueira [Hevea brasiliensis (Willd. ex Adr. de Juss.) Muell. Arg.] possui a maior
capacidade produtiva de latex ao compara-la com outras espécies do mesmo género, podendo
ser utilizada para reflorestamento, recuperacdo de &reas degradadas e em sistemas
agroflorestais. Porém, a produtividade desta cultura pode ser afetada pela ocorréncia de fungos
patogénicos, dentre eles o Oidium heveae e causa uma das mais importantes doencas da
seringueira, o oidio. No presente trabalho foi estudada a infestacdo do O. heveae em mudas de
trés clones de H. brasiliensis: RRIM 600, GT1 e PR255, com o objetivo de determinar
algumas alteracBes bioquimicas relacionadas ao estresse oxidativo e conhecer a correlagdo
destes com a resisténcia dos clones infectados. O presente experimento foi conduzido em
ambiente aberto sob condicdes fotoperiddicas naturais em setembro de 2010. No inicio do
periodo experimental as plantas de seringueira foram infectadas através da pulverizacdo de
uma solug&o aquosa contendo O. heveae na concentracéo de 16 x 10* conidios mL™. No dia da
inoculagdo e apos 48, 96 144 e 192 h foram coletadas amostras foliares para determinacdo das
atividades das enzimas antioxidantes glutationa S-transferase, superdxido dismutase e
peroxidase, bem como os indicadores de estresse oxidativo, tais como, lipoperdxidos,
pigmentos fotossintéticos, agucares soltveis e peroxido de hidrogénio. O estresse gerado pelo
patogeno néo alterou significativamente o teor de lipoperdxidos e os agucares sollveis totais e
redutores. Degradagdo nos pigmentos fotossintéticos e diminuicdo nos teores de H,O, no

periodo de infeccdo foi observada nos clones de seringueira estudados. Atividade das enzimas



2
antioxidantes GST, SOD e POD foi maior no clone RRIM600 e néo foi alterada nos demais
clones ap6s inoculagdo por O. heveae. Portanto, houve estresse oxidativo nos clones de
seringueira estudados, indicado pela degradacdo dos pigmentos fotossintéticos e diminuicdo
dos teores de perdxido de hidrogénio. O clone RRIM600 apresentou reacdo ao ataque do

patdgeno, através do aumento da atividade das enzimas antioxidantes GST, SOD e POD.

Palavras-chave: Enzimas antioxidantes; Hevea brasiliensis; Oidium heveae; indicadores de

estresse.



3
OXIDATIVE STRESS IN DIFFERENT CLONES OF RUBBER UNDER ATTACK OF
POWDERY MILDEW. Botucatu, 2011. 90p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Florestal) —
Faculdade de Ciéncias Agronémicas, Universidade Estadual Paulista.
Author: GISELY CRISTINA GONZALEZ
Advisor: ANA CATARINA CATANEO
Co-advisor: EDSON LUIZ FURTADO

2. SUMMARY

The rubber tree [Hevea brasiliensis (Willd. ex Adr. Of Juss.) Muell. Arg.] has the largest
production capacity of latex in comparison of other species of the genus and can be used for
reforestation, rehabilitation of degraded lands and agroforestry. However, the productivity of
this crop may be affected by the occurrence of pathogenic fungi, such as Oidium heveae and
causes one of the most important diseases of rubber trees, powdery mildew. In this work was
studied the infestation of O. heveae on seedlings of three clones of H. brasiliensis RRIM 600,
GT1 and PR255, in order to determine some biochemical changes related to oxidative stress
related to resistance of infected clones. This experiment was conducted in open air under
natural photoperiodic conditions in September 2010. At the beginning of the trial period the
rubber plants were infected by spraying an aqueous solution containing O. heveae at
concentration of 16 10* conidia mL™. On the day of inoculation and after 48, 96 144 and 192 h
leaf samples were collected for determination of the activities of antioxidant enzymes
glutathione S-transferase, superoxide dismutase and peroxidase, as well as indicators of
oxidative stress, such as lipoperoxides, photosynthetic pigments, soluble sugars and hydrogen
peroxide. The stress generated by the pathogen did not significantly alter the content of
lipoperoxides and total and reduced soluble sugars. Degradation in photosynthetic pigments
and decreased the levels of H,O, in the period of infection was observed in clones of rubber
studied. Activity of antioxidant enzymes GST, SOD and POD was higher in clone RRIM600

and was unchanged in the other clones after inoculation by O. heveae. Therefore, the oxidative
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stress in rubber three clones studied, indicated by the degradation of photosynthetic pigments
and low levels of hydrogen peroxide. The clone RRIM600 presented reaction to pathogen
attack by increasing the activity of antioxidant enzymes GST, SOD and POD .

Keywords: Antioxidant enzymes; Hevea brasiliensis; Oidium heveae; stress indicators.



3. INTRODUCAO

A seringueira [Hevea brasieliensis (Willd.ex Adr. De Juss.) Miell.
Arg.], é uma espécie arboOrea que possui a maior capacidade produtiva de latex, ao comparé-la
com outras espécies do mesmo género, e um dos cultivos mais importantes do Brasil, podendo
também ser utilizada para reflorestamento, recuperacdo de areas degradadas e em sistemas
agroflorestais. Essa espécie pode ser afetada pelo fungo fitopatogénico Oidium heveae
Steinm., uma das mais importantes doencas da seringueira, o qual ocorre com maior
intensidade nos paises asiaticos, porém, no Brasil, ttm sido relatados surtos da doenca,
principalmente no Estado de Séo Paulo (FURTADO; SILVEIRA, 1993).

As plantas constantemente estdo submetidas aos variados tipos de
estresses, independente de sua localizacdo geografica e climatica. “O estresse ¢ considerado

como um desvio significativo de condigdes 6timas para a vida e induz mudancgas e respostas
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em todos os niveis funcionais do organismo, as quais sdo reversiveis a principio, mas podem
se tornar permanente” (LARCHER, 2000).

Salisburry e Ross (1991) apontaram a importancia de definir
corretamente o conceito de ambiente estressante, estabelecendo a idéia de que algum fator do
ambiente € sensivelmente diferente do ambiente ideal e, portanto, induz alteracbes no
metabolismo do organismo que podem levar ao aparecimento de uma resposta a esse fator de
estresse.

Embora ocorram estresses abiotico e bidtico nas plantas, ambos se
relacionam e um acaba afetando ao outro. O primeiro inclui drogas, extremos de temperaturas,
alta salinidade, deficiéncia nutricional, escassez de agua, toxidade por metais, poluentes e
radiacdo ultravioleta-B (SMIRNOFF, 1998). O segundo é comum em densas coberturas
vegetais e onde os animais e microorganismos utilizam-se delas. Além disso, fatores
antropogénicos sdo responsaveis pela inducdo de estresse fisicos, mecanicos e quimicos, como
o0s poluentes (LARCHER, 2000).

O estresse bidtico caracterizado pela interacdo entre plantas e
patégenos causa danos as plantagdes, reduzindo a colheita e seu valor, e pode ocasionar a
morte em parte ou em todo o vegetal. Porém, as plantas possuem mecanismos de reparo e
aclimatacdo como protecdo aos fatores de estresse, por exemplo, a presenca de cera, cuticula

espessa, tecidos suculentos e enzimas antioxidantes (FLOWERS et al., 2000).

A necessidade de novas cultivares de seringueira adaptaveis a
diferentes regides ecoldgicas constitui um ponto basicamente importante para o sucesso da
heveicultura. Cultivares tidas como produtivas em algumas regibes do Brasil podem
comportar-se diferentemente em outras areas da mesma regido, principalmente aquelas
sujeitas a diferentes caracteristicas edafoclimaticas. Segundo Ortolani et al. (1983) varios
elementos agroclimaticos, tais como, deficiéncia hidrica, temperatura e pluviosidade afetam
varios componentes do crescimento e producdo e contribuem com uma grande soma de

variabilidade no comportamento das cultivares.



Um clone se constitui de um grupo de plantas obtidas através da
propagacdo vegetativa de uma Unica planta matriz. Todas as arvores de um clone possuem a
mesma constituicdo genética, responsavel pela uniformidade existente entre elas
(GONCALVES, 1998). Dentre os diferentes tipos de clones de Hevea brasiliensis ha aqueles
que sdo resistentes ou suscetiveis a O. heveae. Por isso, sob estresse por oidio, 0 uso de clones
resistentes é recomendado como medida de controle (GASPAROTTO et al., 1997).

Um melhor conhecimento das respostas bioquimicas em seringueira
sob estresse bidtico potencializaria a producdo e a diminui¢do dos riscos aos heveicultores.
Portanto, este estudo visou direcionar o conhecimento dos aspectos bioquimicos envolvidos no
mecanismo de interacdo planta-patégeno, envolvendo trés clones de H. brasiliensis, RRIM600,
GT1 e PR255, sob estresse por O. heveae e elucidar as respostas dos diferentes clones de
seringueira infectados por oidio, avaliando as alteragdes bioquimicas relacionadas ao estresse

oxidativo.



4. OBJETIVOS
O presente trabalho teve como objetivos:

o Estudar a relacdo dos indicadores bioquimicos de estresse
oxidativo (lipoperoxidos, pigmentos fotossintéticos e acucares sollveis totais) e alteracdes da
enzimas antioxidantes (GST, SOD e POD), com a resisténcia de diferentes clones de H.
brasiliensis infectados por oidio (O. heveae);

o Avaliar a possibilidade da possibilidade de uso desses
conhecimentos como marcadores bioquimicos para melhoramento genético de H. brasiliensis,

visando resisténcia a oidio (O. heveae).



5. REVISAO BIBLIOGRAFICA
5.1 A Cultura de seringueira
5.1.1 O género Hevea

O género Hevea, pertence a familia Euphorbiaceae, compreende onze
espécies (GONCALVES, 1998), as quais ocorrem em uma area abrangendo a Bacia
Amazonica por inteiro, estendendo-se em direcdo ao sul da Bolivia Oriental sub-andina e ao
norte até a parte alta da bacia do rio Orenoco e 0 baixo Essequib6. Essa grande area cobre
parte do Brasil, Bolivia, Peru, Colémbia, Equador, Venezuela, Guiana Francesa, Suriname e
Guiana. No Brasil, a area de distribuicdo geogréafica abrange os Estados do Amazonas, Para,
Acre, Roraima e Amapéa até o meridiano 46° a noroeste do Estado do Maranh&o, norte do
Estado do Mato Grosso e Rondonia (MOZAMBANI, 1994).

A seringueira pertencente ao género Hevea, da familia Euphorbiaceae,
possui a Hevea brasiliensis (Willd. ex Adr. de Juss.) Muell.-Arg. como a espécie mais
importante (GONCALVES et al., 2002).
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5.1.1.1 Espécie Hevea brasiliensis

A espécie Hevea brasilienses (Willd. ex Adr. de Juss.) Muell. Arg.,
popularmente conhecida por seringueira, seringueira-branca ou arvore-da-borracha, é
caracterizada pela presenca de latex, folhas compostas trifolioladas com foliolos
membranaceos e glabros, atingindo cerca de 20 e 30 m de altura. Planta semidecidua, helidfita,
caracteristica da floresta tropical amazénica de varzeas inundaveis, possui madeira que pode
ser utilizada para confeccdo de tabuados, forros e caixotaria, porém seu maior valor encontra-
se no latex, matéria prima da borracha natural, e nas suas sementes, as quais podem ser

extraido um 0leo secativo, utilizado na inddstria de tintas e vernizes (LORENZI, 2002).

Atualmente varios clones de seringueira estdo sendo desenvolvidos no
mercado, com a finalidade principal de obtencéo de elevado potencial de producéo e vigor. Os
clones sdo obtidos a partir da propagacao vegetativa de uma planta matriz, sendo que todas as
arvores de um clone possuem a mesma constituicdo genética, responsavel pela uniformidade
existente entre elas (GONCALVES, 1998). Como exemplos os clones RRIM 600, GT 1 e
PR255.

O clone RRIM 600, o mais resistente ao ataque de patdgenos e
desenvolvido pelo Rubber Research Institute of Malaysia, apresenta individuos altos, fuste
ereto e de crescimento rapido quando jovem, copa estreita e folhnagem esparsa com folhas
verde claras. Devido a formacdo tardia de ramos, pode ocorrer a quebra de plantas, por acéo
de ventos. Essa cultivar possui casca fina, tornando-a delicada a sangria, porém é de rapida
regeneracdo. Destaca-se pela alta produtividade e também pela tendéncia de producédo
crescente. O latex € branco e impréprio para concentracdo devido a baixa estabilidade
mecanica (GONCALVES, 1998).

O clone GT1, considerado suscetivel a interagdo planta patogeno, foi
desenvolvido na Indonésia, tem caule bem vertical e pode apresentar irregularidades como
estrias ou tor¢des na regido do enxerto. A abertura de sua copa € bastante tardia e de habito
variavel, pois algumas arvores ndo apresentam galhos lideres e outras sim. N&o apresenta

problemas com a sangria devido a espessura da casca ser média e também bastante tenra. E
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uma cultivar muito homogénea, de alta produtividade e demonstra tendéncia ao aumento e
producdo com o passar do tempo. Devido & sua precocidade, rusticidade e qualidades
agrondmicas pode ser utilizada por pequenos heveicultores do planalto paulista
(GONGALVES, 1998).

O clone PR255, moderadamente resistente ao ataque de patdgenos, foi
desenvolvido pela Proefstation voor rubber, na Indonésia. Caracterizado pela alta producdo e
possuidor de bons caracteres secundarios, o vigor no periodo de imaturidade é bom e o
incremento médio do caule na fase adulta é boa. Possui caule alto e reto. A copa é densa e
balanceada. A producéo obtida de ensaios experimentais na Malasia, por 15 anos de sangria
foi em torno de 2.020 kg ha™ ano™. No estado de S&o Paulo, a média de produgdo em cinco
anos de sangria foi 1.806 kg ha™* ano™. (GONCALVES; MARQUES, 2008).

5.1.2 Histérico

O subproduto mais importante de H. brasiliensis, o latex, foi
descoberto em meados do século XVIII e atualmente é a principal fonte natural de borracha

natural no mundo.

Em 1827, o Brasil foi o pais que iniciou a exportacdo de borracha
natural, principalmente para Europa e Estados Unidos. A crescente demanda pelo subproduto
ocorreu no século XIX com o advento do processo de vulcanizacdo, com o intuito da
fabricacdo de pneumaticos e possibilitou o inicio da industria automobilistica. Assim, o Brasil
passou a explorar os seringais nativos e constituiu-se o maior produtor e exportador de
borracha natural (PEREIRA et al., 2001).

Os ingleses vislumbraram ent&o, a possibilidade de cultivar seringueira
nas coldnias localizadas no sudoeste da Asia, cujas condicdes edafoclimaticas eram similares
as da Amazobnia. Enquanto no Brasil utilizava-se o sistema de producdo baseado no
extrativismo, na Asia era adotado o sistema de exploracdo comercial, que foi o principal fator

de sucesso na Asia. Além disso, na Asia ndo existia Microcyclus ulei, fungo causador do mal-
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das-folhas, principal doenca dos seringais, sobretudo na Amazénia (PEREIRA et al., 2001).

A baixa produtividade dos seringais brasileiros, em funcéo das técnicas
de cultivo adotadas e da ocorréncia do mal-das-folhas, provocou quedas na participacdo
brasileira no mercado mundial. Devido a expansdo da producdo asiatica e o aumento da
demanda por borracha em funcéo do crescimento da industria automobilistica, o Brasil mudou
a posicao de exportador para importador (GONCALVES et al., 2002). Situacdo que perdura
até os dias atuais (RUBBER STATISTICAL NEWS, 2009).

Na década de 80, na busca da auto-suficiéncia da borracha, o Brasil
investiu em pesquisas para o desenvolvimento da cultura da seringueira na Amazonia e no sul
da Bahia, porém ndo foram bem sucedidas devido as condi¢des climaticas favoraveis para alta
incidéncia de doencas. Assim, nas décadas de 80 a 90, a heveicultura migrou para as regides
centro-oeste e sudeste do pais, onde as condi¢Ges eram mais favoraveis ao desenvolvimento da
cultura e desfavoraveis aos seu principais patdgenos, especialmente M. ulei (PEREIRA et al.,
2001).

5.1.2.1 A seringueira no estado de Sao Paulo

Desde 1916, com a introducdo das primeiras sementes de seringueira
no estado de S&o Paulo e o plantio comercial desta cultura em 1950 até os dias atuais, a
heveicultura vem solidificando suas bases em territorio paulista (GONCALVES et al., 2002;
MARTINEZ, 2006).

Em avaliacBes feitas entre 1978-80, a area plantada de seringais era
superior a 2.000 ha no estado de Sdo Paulo. Aos poucos, os agricultores e o poder publico
foram verificando que a heveicultura, além de rentavel, apresentava-se como uma das grandes
opcdes de cultivo permanente para sustentacdo do desenvolvimento de varias regides do
estado, além de constituir-se numa forma de reflorestamento com beneficios ao meio ambiente
e seu produto final substituia a matéria prima importada. No campo social, desenvolveu-se
mé&o de obra especializada no meio rural, propiciando investimentos industriais, envolvendo
pequenos, médios e grandes produtores (GONCALVES et al., 2002).
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Com a intensificacdo do plantio, que nos anos 90 atingiu uma area
plantada superior a 38.000 ha, distribuida entre mais de 2.000 produtores, o Estado de S&o
Paulo assumiu a lideranca da producéo brasileira (BENESI, 2011; MARTINEZ, 2006).

5.1.3 Importancia Econémica

Em 1994 a producgéo de borracha natural atingiu o patamar de 45.093 t,
dos quais 88,1% eram oriundos de seringais de cultivo e 11,9% de seringais nativos. Houve
uma estimativa de que, neste periodo, do total de borracha (natural e sintética) que o Brasil
consumia num ano, 20% era de borracha natural, matéria prima para finalidades especificas
(TRINDADE; FURTADO, 1997). Vale evidenciar que o Brasil deixou de ser o maior
produtor de borracha natural e atualmente representa 1,18% da producdo mundial da borracha
natural e necessita importar 234,2 mil toneladas por ano Atualmente, a China é o maior
consumidor de borracha natural (RUBBER STATISTICAL NEWS, 2009).

Atualmente, apesar do crescimento na producdo mundial de latex entre
0s anos 2003 e 2005, ha um déeficit mundial de producdo de 60 milhdes de toneladas
(RUBBER STATISTICAL NEWS, 2009), situacdo que deve manter-se nos proéximos anos,
retratando a importdncia da expansdo das areas de cultivo, tornando-se um crescente e

promissor negdcio a agricultura brasileira.

5.2 Oidium heveae e seringueira

A cultura de H. brasiliensis pode ser afetada por varias doencgas, as
quais incluem o mal-das-folhas, antracnose e oidio. O ultimo, o fungo O. heveae, é um dos
principais fitopatdgenos obrigatdrios de ocorréncia cosmopolita que pode diminuir a qualidade
e produtividade da seringueira, além de diversas outras culturas de grande importancia
econdmica (GASPAROTTO et al., 1997).
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Em plantas de seringueira, o O. heveae é caracterizado por atacar
foliolos jovens e maduros, peciolos e brotos tenros (AUER, 2001) e por ser uma das mais
importantes doencas da Malasia e outros paises do Oriente (FURTADO; SILVEIRA, 1993).
No Brasil, esta doenca foi relatada pela primeira vez em 1958, no municipio de Campinas, SP
(ROSSETI, 1958). Depois, em 1977, surgiu em plantas no Instituto Bioldgico em S&o Paulo e,
em 1981, no estado de Pernambuco (GASPAROTTO et al., 1984). Em 1992, nova ocorréncia
foi observada no Estado de S&o Paulo atacando plantas em diversas fases de desenvolvimento
(FURTADO; SILVEIRA, 1993).

5.2.1 Etiologia

Os agentes causais de oidios sdo fungos da Divisdo Ascomycota,
Familia Eryshiphaceae. A fase imperfeita ou assexuada destes fungos correspondente ao
género Oidium, € a principal responsavel pela ocorréncia da doenca nas condi¢des brasileiras
(STADNIK& RIVERA, 2001). Segundo Batista et al. (2011), a fase foi relacionada a um

fungo do género Erypiphe sp em estudo no Japéo.

O 0. heveae é um parasita obrigatério, cujo crescimento micelial e
esporulacdo conidial se ddo principalmente na face superior do foliolo. As hifas sdo
ramificadas e septadas e ddo origem a conidiéforos curtos, eretos e ndo ramificados, a partir
dos quais se desenvolvem os conidios, arranjados em cadeias. Os conidioforos sdo eretos,
produzindo de dois a sete conidios hialinos, elipticos, catenulados, medindo 25-45 um x 12-25
pum. O micélio é branco e se desenvolve superficialmente sobre a area lesionada

(GASPAROTTO et al., 1997; STADNIK; RIVERA, 2001).
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5.2.2 Sintomas

. |

Fotos: GONZALEZ, G.C.
Figura 1. Sintomas visuais da face abaxial de foliolos de H. brasiliensis infectadas por O.

heveae.

Fotos: GONZALEZ, G.C.

Figura 2. Sintomas visuais da face adaxial de foliolos de H. brasiliensis infectadas por O.

heveae.

Os sintomas séo facilmente identificAveis e sempre se manifestam na
forma de eflorescéncia ou bolor pulvurulento, de coloragdo branca ou levemente cinza. Esta
eflorescéncia, formada por micélio, conidiéforos e conidios do patdgeno, pode ser encontrada
em diversos Orgdos vegetais como meristemas, ramos jovens, flores, frutos em formacéo e,
principalmente, na face superior das folhas. Em alguns casos, no entanto, pode ser constatada
também na face inferior. O patdgeno coloniza a area foliar junto as nervuras, especialmente
préximo a nervura principal (STADNIK; RIVERA, 2001).
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Nos foliolos jovens h& o desenvolvimento do micélio branco em ambas
as faces da folha, inteiramente ou em col6nias. Eles enrugam, tornam-se purpdreos, depois
pretos e caem, deixando os peciolos presos aos ramos. As infeccbes também ocorrem em
peciolos e brotos tenros e como conseqiiéncia as folhas maduras tornam-se enrugadas e
distorcidas. Em folhas mais velhas, as colonias do fungo podem esporular intensamente por
diversas semanas e as lesdes adquirem aspecto marrom-avermelhado (GASPAROTTO et al.,
1997). Foliolos com mais de 30% da superficie coberta pelo fungo apresentam
amarelecimento intenso e desprendem-se com facilidade (FURTADO; SILVEIRA, 1993).

Segundo Rossetti (1958), o ataque do oidio pode manifestar-se em
diferentes intensidades, como descrito: a) Algumas manchas nas folhas, sem provocar sua
queda; b) Algumas folhas deformadas e manchadas, mas sem desfolha; c) Infeccdo mais
grave, com pronunciada deformacéo e queda de folhas e d) Plantas gravemente infectadas com
perda completa da folhagem e novos ataques sucessivos na brotacdo que advém apo6s o

desfolhamento.

Nas inflorescéncias de frutos jovens causa danos as flores e queda de
frutos tenros (GASPAROTTO et al., 1984). O ataque as inflorescéncias reduz a quantidade de
sementes quando é muito intenso, as flores podem cair e as poucas que permanecem presas a

arvore, raramente conseguem abrir e amadurecer (BEELEY, citado por ROSSETTI, 1958).

Segundo Furtado e Silveira (1993), o O. heveae tem como hospedeiros

também o pinhdo paraguaio (Jatropha curcas) e a erva de andorinha (Euphorbia pirulifera).

5.3 Interacdo planta-patégeno

Na natureza ha uma grande diversidade de microorganismos que estdo
diretamente em contato com as plantas, mas que ndo causam, na sua maioria, qualquer dano a

estas, 0 que evidencia a predominancia da resisténcia sobre a suscetibilidade. Caso isso nao
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ocorresse, qualquer microorganismo seria capaz de infectar uma planta, o que ocasionaria, em
pouco tempo, a extingdo das espécies vegetais (PASCHOLATI; LEITE, 1994).

Uma das principais revelacGes das pesquisas sobre defesa vegetal €
que a resisténcia a patdgenos é usualmente complexa e tem como base a acdo combinada a
diversos fatores. A interacdo entre planta e patdgeno pode ter efeito no desenvolvimento e na
morfologia do hospedeiro (MORIONDO et al., 2005), no entanto, € evidenciada uma enorme
variedade interespecifica em resposta ao estresse bidtico (LUCAS, 1998). Vérios parametros
morfolégicos e fisioldgicos podem ser alterados sob interacdo planta-patdégeno, como massa
seca, fenologia (SADRAS et al., 2000), crescimento e area foliar das plantas (MORIONDO et
al., 2005).

As defesas vegetais podem ser classificadas como estruturais, baseada
em caracteristicas anatbmicas, e quimicas, relacionadas a compostos biologicamente ativos
(SHEWRY; LUCAS, 1997). Como exemplos de defesas estruturais tém-se a presenca de
pélos, espinhos, tricomas e ceras recobrindo principalmente a superficie de caules e frutos
(BOWLES, 1990). Ja as substancias relacionadas a defesa quimica, destacam-se aminoacidos
ndo protéicos, saponinas, fendis, alcaldides, quitinases, glucanases, flavondides, inibidores de
proteases e alergenos (BOWLES, 1990).

As defesas estruturais e quimicas podem ser suficientes para prevenir a
colonizacdo de tecidos vegetais. Porém, se a penetracdo ocorrer, como mecanismo de resposta,
as plantas conseguem mudar a constituicdo de compostos moleculares (SHEWRY; LUCAS,

1997) como a ativacédo do sistema de defesa induzido.

O ataque por patdgenos nas plantas pode reduzir a absorcdo de luz
visivel, sugerindo mudancas nas caracteristicas foliares (EL OMARI et al., 2001), como a
destruicdo dos pigmentos fotossintetizantes, clorofilas a e b, causando reducdo da taxa de
fotossintese (SABRI et al., 1997).

O acumulo de substancias ou estruturas pode ocorrer sob condigdes de

estresse, que s@o formadas a partir dos carboidratos da via metabdlica principal e utilizadas
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para o crescimento vegetativo, mas sdo desviados pelas plantas para a producdo de metabdlitos
secundarios (JANSEN; VAN DEN NOORT, 2000). Um desses mecanismos protetores é a
mudanca nas concentracfes de compostos fendlicos nas células epidérmicas das plantas (LI1U
et al., 2005), produzidos como uma resposta de defesa das plantas a patégenos, agindo contra
as Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) (KYUNG et al., 2005).

Algumas plantas também podem acumular outros componentes sob
condicBes de estresse, como agucares sollveis. Estudo com Arabidopsis thaliana mostrou que
as folhas infectadas pelo Albugo candida obtiveram aumento na concentracdo de agUcares
sollveis totais (TANG et al., 1996).

As diferentes espécies de plantas podem se proteger sob condi¢tes de
estresse através de ajustamentos bioquimicos, porém a resposta mais comum € a producao de
EROs (AGRAWAL; RATHORE, 2007). Sob condicdes de estresse, pode ocorrer a destruicao
do sistema de transporte de elétrons, e, com isso, formar a producdo de EROs. Os cloroplastos
e a as mitocondrias sdo as principais organelas para a producdo das EROs, uma vez que
possuem alta atividade de oxidacdo metabdlica ou com fluxo de elétrons sustentado, o que
resulta em estresse oxidativo e consequente oxidacdo de biomoléculas (MITTLER et al.,
2004).

As EROs em condi¢bes ambientais naturais protegem as plantas,
porém, sob condicBes de estresse sdo produzidas em grande quantidade, tornando-se toxicas e
capazes de causar efeitos deletérios através de reacdes de oxidacdo envolvendo proteinas,
lipidios e &cidos nucléicos (STRID et al., 1994). Aumento da producdo das EROs tem sido
relatado durante interacBes entre plantas e patégenos, o qual é o principal causador da
peroxidacdo lipidica dos constituintes das membranas celulares, causando alteracdes das
mesmas (ADAM et al., 1995).

O estresse oxidativo € considerado como o agente redutor em muitas
situacOes envolvendo estresse de planta (BELIGNI; LAMATTINA, 1999). Diversas situagdes
de estresse levam a producédo na célula das plantas da maioria das formas reduzidas: perdxido

de hidrogénio (H,0,), radical superoxido (O,*) e o mais poderoso oxidante, o radical hidroxila
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(OH®") (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1984; BAKER; ORLANDI, 1995). Quando presente
em quantidades relativas baixas, as EROs, especialmente H,O, pode agir como sinais para a
ativacdo de respostas de defesa contra o estresse (LEVINE; WU, 1994; LOW; MERIDA,
1996). Porém, quantidades mais elevadas produzidas pela formagdo ndo controlada de EROs
causam severa injuria, como desintegracdo de clorofila, fragmentacdo do DNA,
extravasamento de ions, peroxidacao de lipidios e, finalmente, morte celular (BOWLER et al.,
1992; DODGE, 1994). A producdo e os efeitos das EROs ndo sdo necessariamente
delimitados dentro do mesmo compartimento celular. Além disso, fontes distintas parecem ser
responsaveis pela producdo de EROs sob as diferentes condi¢cdes de estresse, como poluentes
atmosféricos, herbicidas e metais, além de elevada temperatura e radiacdo (SMIRNOFF, 1998;
BELIGNI; LAMATTINA, 1999).

A producdo e acumulacdo de anions superoxido e peroxido de
hidrogénio em parede celular tem sido relacionada a presenca de agentes patogénicos
(MARTINEZ et al., 1998). Aumento da producdo de anion superoxido foi observado em
folhas de Lycopersicon esculentum durante as primeiras horas pés-inoculagdo do Oidium
neolycopersici (MLICKOVA et al., 2004). O ataque de patdgenos também pode induzir
mudancas nos niveis de H,O, levando a uma variedade de respostas fisiologicas (YANG;
POOVAIAH, 2002), como servir de mecanismo imediato para resisténcia as doencas e
desempenhar um papel importante na resposta a apoptose de células (OROZCO-
CARDENAS; RYAN, 1999).

As células das plantas, porém, sdo equipadas com um eficiente sistema
de defesa antioxidante, como as enzimas glutationa S-transferase (GST), superdxido
dismutases (SOD), peroxidases (POD), ascorbato peroxidase (APX), catalase (CAT), e uma
variedade de moléculas que estdo envolvidas neste mecanismo e removem as EROs pelo
sistema de desintoxicacdo, proporcionando as células protecdo contra os efeitos deletérios do
estresse oxidativo (TAYLOR et al., 2002).
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5.4 Indicadores de estresse oxidativo

5.4.1 Lipoperdxidos

A formacdo de lipoperoxidos, que € uma das consequéncias da
producdo de EROs, é um indicador utilizado para se avaliar nas plantas o nivel de estresse
oxidativo presente (VERMA; DUBEY, 2003). A importancia das EROs em causar alteracdes
nos lipidios tem levado a inUmeras pesquisas para determinar o melhor marcador em tecidos e
fluidos bioldgicos (THEROND et al., 2000). Aumentos dos teores de lipoperdxidos foram
relatados em plantas submetidas a severo estresse hidrico (BAIASAK et al., 1995; CECHIN et
al., 2008), altas temperaturas (BECANA et al., 2000), radiacio UV (MALANGA;
PUNTARULO, 1994), toxidez por cadmio e zinco (PRASAD et al., 1999) e aplicacdo de
herbicidas (CATANEO et al., 2005; FERREIRA et al., 2010). Ndo obstante, pesquisas
verificaram que metais como cobre, niquel, aluminio e cadmio induziram peroxidacdo de
lipidios em Silene cucubalus (DE VOS et al., 1989), trigo (PANDOLFINI et al., 1992), soja
(CAKMAK; HORST, 1991) e feijdo (SOMASHEKARIAH et al., 1992).

Em trabalho utilizando o fungicida oxicloreto de cobre em plantas de
batata, Ferreira (2004) também observou aumento dos teores de lipoperoxidos, sendo este

aumento diretamente proporcional a dose de fungicida utilizada.

Assim, o controle dos niveis enddgenos de EROs tem aberto ampla
possibilidade de serem wusadas como moléculas sinalizadoras no crescimento,
desenvolvimento, respostas a estresses e interagdes biodticas (RYTER; TYRREL, 1998
MITTLER et al., 2004), além de indicadora do nivel de senescéncia (KAWANO et al., 1998;
ABARCA et al., 2001; PASSARDI et al., 2004).
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5.4.2 Aclcares solaveis

Existem outros indicadores bioquimicos para a deteccdo de
senescéncia nas plantas, dentre os quais, a quantificacdo de agucares solUveis. Estas moléculas
podem exercer sinais e respostas de defesa que sdo Uteis para as plantas, por controlar o nivel
das EROs. Conseqlientemente, os agucares sollveis podem regular a defesa contra varios
estresses produtores de EROs (COUEE et al., 2006). Além disso, a glicose, um actcar soldvel
redutor, € o principal precursor carbdnico inicial para a sintese de carotendides (PALLET;
YOUNG, 1993) e de ascorbato (FOYER, 1993; SMIRNOFF et al., 2001), poderosos
antioxidantes. Estes compostos estdo envolvidos nas defesas contra o estresse oxidativo, por
meio dos ciclos ascorbato-glutationa, na homeostase das reacdes de Oxido-reducdo ou na
desintoxicac&o de peroxidos (COUEE et al., 2006).

5.4.3 Pigmentos fotossintéticos

Sob condicdes de estresses as plantas podem sofrer mudancas no
conteddo dos pigmentos fotossintéticos através da inducdo de mecanismos bioquimicos e
estruturais de resisténcia nas plantas. A sintese de compostos, como as EROs, resulta em
mudangas na translocacdo do carbono e do nitrogénio e, com isso, alteracbes no sistema
fotossintético (ALDEA et al, 2006).

No que diz respeito aos carotendides, estes pigmentos estdo
relacionados a protecdo celular contra danos oxidativos, em que se destaca o ciclo das
xantofilas (MITLER, 2006), com a funcdo de dissipar o excesso de energia da clorofila na
forma de calor (VIDAL; MEIROTTO JUNIOR, 2001).

Pshibytko et al. (2006) relataram que em plantas de tomate o fungo
Fusarium wilt influenciou a supressdo da atividade fotossintética das plantas por altera¢fes do
centro de reacdo do fotossistema I, supressdo do transporte de elétrons e diminuicdo da
atividade da enzima Rubisco. Sabri et al. (1997) observaram em plantas de aveia infectadas

por Erysiphe graminis diminui¢do nos pigmentos fotossintéticos, clorofilas a e b.
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5.4.4 Peroxido de hidrogénio

O perdxido de hidrogénio (H20,) celular é formado espontaneamente a
partir dos radicais superoxidos gerados pelo fotossistema I (PSI), ou por reacédo catalisada pelo
superoxido dismutase (SOD) (ARORA et al., 2002) e também durante o ciclo
fotorrespiratorio, com envolvimento da Rubisco nos cloroplastos e pela oxidase do glicolato
nos peroxissomos (APEL; HIRT, 2004). A Rubisco, sob baixa concentracdo de CO,, catalisa
uma reacdo competitiva em que o O, é favorecido como substrato em relacdo ao CO»,
produzindo glicolato que é translocado dos cloroplastos para os peroxissomos, onde é oxidado
a glioxilato e peroxido de hidrogénio, mediante catalise pela glicolato oxidase (APEL &
HIRT, 2004).

O H,0, é um oxidante relativamente estavel e ausente de carga, o que
facilita sua passagem atraves da camada bilipidica na membrana celular e favorece a répida
elicitacdo da resposta vegetal (APOSTOL et al., 1989). Por ser um oxidante forte, pode iniciar
dano oxidativo nas células foliares levando a interrupcdo da funcdo metabdlica e perda da
integridade celular, resultando em senescéncia (PRASAD et al., 1994), além de alterar o
estado redox de células circundantes, com iniciacdo de uma resposta antioxidante, agindo
como um sinal de estresse oxidativo (PRASAD et al., 1994; SAIRAM; SRIVASTAVA,
2000).

Até pouco tempo, o H,O; era visto apenas como um composto toxico
para a célula, porém, esta ERO pode atuar como uma molécula sinalizadora que controla
diferentes respostas e estimulos, tanto em células animais, como vegetais (FINKEL, 2000). A
geracdo de H,O, é aumentada em resposta a diferentes condi¢cfes de estresse, sugerindo que
este composto desempenha papel importante no processo de aclimatacéo e tolerancia cruzada,
a qual uma exposicao prévia a um determinado estresse pode induzir tolerancia a subsequentes
exposicoes a0 mesmo estresse ou a outro tipo diferente deste (NEILL et al., 2002).

O estresse oxidativo gerado a partir do ataque de fitopatégenos gera
uma rapida sintese deste composto, com consecutiva liberacdo no apoplasto (BOLWELL,
1999). Sua participacdo na defesa de plantas contra o ataque de patdgenos biotroficos é

conhecida, atuando na indugdo da morte celular no local da infecgdo e, impedindo, assim, 0
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crescimento e desenvolvimento do patégeno nos tecidos do hospedeiro (PELLINEN et al.,
2002).

5.5 Enzimas antioxidantes

As plantas possuem mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos para
minimizar o efeito do estresse oxidativo. Flavonoides, alcaldides, glutationa entre outros sdo
exemplos de mecanismos antioxidantes ndo enzimaticos. J& a glutationa S-transferases,
superéxido dismutase e peroxidases pertencem ao grupo dos mecanismos antioxidativos
enzimaticos (APEL; HIRT, 2004; SCANDALIOS, 2005).

5.5.1 Glutationa S-transferases

As glutationa S-transferases (GSTs, EC 2.5.1.18) (INTERNATIONAL
UNION OF BIOCHEMISTRY AND MOLECULAR BIOLOGY, 2010) sdo enzimas de
desintoxicacdo por metabolizarem um ampla variedade de compostos exdgenos toxicos,
chamados “xenobidticos”. Elas sdo enzimas multifuncionais, compostas por duas subunidades,
que catalisam a conjugacdo do tripeptideo glutationa (GSH, y-glutamil-cisteinil-glicina) a uma
variedade de substratos hidrofébicos, eletrofilicos e geralmente citotdéxicos. A adicdo de
glutationa, via grupo tiol da cisteina a um sitio eletrofilico de um substrato xenobioético,
produz conjugados solUveis em &gua destes compostos, com toxicidade reduzida (JEPSON et
al., 1994; MARRS, 1996).

Além disso, as GSTs promovem a conjugacdo de GSH com produtos
enddgenos de dano oxidativo iniciados por radicais hidroxila citotoxicos, incluindo peroxidos
de lipidios de membrana, tdo bem como produtos de degradacdo oxidativa do DNA, que
resultam em sua desintoxicacdo (DUDLER et al., 1991; BARTLING et al., 1993).
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5.5.2 Superoxido dismutases

As superoxido dismutases (SODs, EC 1.15.1.1) (INTERNATIONAL
UNION OF BIOCHEMISTRY AND MOLECULAR BIOLOGY - IUBMB, 2010) sao
metaloproteinas que catalisam a dismutacao de radicais superoxido a peréxido de hidrogénio e
oxigénio (BOWLER et al., 1992). As SODs sdo ubiqglias nos organismos aerobicos, onde
desempenham importante funcdo na defesa contra a toxicidade causada pelas EROs, sendo
desta forma consideradas importantes no mecanismo de tolerancia ao estresse. Ha trés classes
de SOD diferenciadas de acordo com o metal presente em seu sitio ativo: cobre/zinco (Cu/Zn
SODs), ferro (Fe-SODs) e manganés (Mn-SODs). As enzimas Fe-SODs estdo presentes nos
cloroplastos, enquanto que as Mn-SODs situam-se na matriz mitocondrial. As Cu/Zn SODs
sdo normalmente encontradas no citosol, sendo que algumas plantas contém uma isoforma nos
cloroplastos (TSANG et al., 1991).

+.0,+ 22005 + 0,

Figura 3. Esquema da agdo da SOD na eliminag&o das EROs.

5.5.3 Peroxidases

As peroxidases (PODs, EC 1.11.1.7) (IUBMB, 2010) estdo presentes
em todas as fases de crescimento das plantas e envolvidas em uma ampla quantidade de
processos fisiologicos (KIM et al., 2008). As PODs existem em uma variedade de isoformas,
qgue usam diferentes redutores e estdo localizadas em varios compartimentos celulares
(CAMPA, 1991). Elas desempenham um importante papel na biossintese da parede celular e
nas reacOes de oxireducdo causadas por alteragcdes ambientais, reagdes infecciosas e
ferimentos (Figura 4) (HIRAGA et al., 2001).
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Varios papeis tém sido atribuidos a essa enzima em interagdes planta-
patégeno (PASSARDI et al,, 2004), como regulacdo da formacdo de H,O, nas plantas (KIM et
al., 2008), resultando em condicdes adversas ao microorganismo (PASSARDI et al., 2004).
Aumento da atividade da peroxidase soltuvel foi observado em folhas de Lycopersicon
chmielewskii infectadas pelo Oidium neolycopersici (MLICKOVA et al., 2004). Tomankova
et al (2006) relataram que o aumento da producdo de H,O, estava correlacionado com o
aumento da atividade das enzimas guaiacol peroxidase e ascorbato peroxidase em trés espécies

de Lycopersicon infectadas pelo O. neolycopersici.

Agente redutor + H,0, ﬂ) Produto oxidado + H,0

Figura 4. Esquema da acdo da POD na eliminacdo das EROs.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1 Material vegetal e conducéo do experimento

O experimento foi conduzido em area pertencente ao Laboratorio de
Patologia Florestal, do setor de Defesa Fitossanitaria, no Departamento de Producéo Vegetal
da Faculdade de Ciéncias Agronémicas e as analises bioguimicas foram realizadas no
Laboratdério de Xenobioticos do Departamento de Quimica e Bioquimica do Instituto de
Biociéncias , ambos da UNESP, Botucatu, SP.

Clones de H. brasiliensis, RRIM 600, GT1 e PR255, obtidos da
empresa Polifer S/A, localizada em Macaubal, Sdo Paulo, foram plantados em vasos com
capacidade para 10L contendo solo devidamente adubado com NPK e mantidos em ambiente
aberto localizado no Departamento de Producdo Vegetal — Setor de Defesa Fitossanitaria, na
Faculdade de Ciéncias Agronémicas — UNESP, Campus de Botucatu, sob condi¢des de

campo, temperatura média entre 12,9 e 24,2°C, umidade relativa de 46,2% e irrigadas com



27

agua da torneira sempre que necessario (Figura 5). O experimento foi realizado em setembro
de 2010.

-\
.

W A

==

Figura 5. Clones de H. brasiliensis RRIM600(a), GT1 (b) e PR255 (c).

Os trés clones foram divididos em dois grupos: plantas sadias e plantas
inoculadas. Para obtencdo do inéculo, uma solucéo aquosa contendo 16 x 10* conidios/mL foi
preparada a partir de folhas de H. brasiliensis infectadas por O. heveae coletadas em jardim
clonal do setor de Defesa Fitossanitéria, da Faculdade de Ciéncias Agronémicas. A contagem

dos conidios foi determinada em camara de Neubauer.

As folhas das plantas sadias foram pulverizadas com agua destilada, ja
a inoculagdo nos clones de H. brasiliensis foi realizada através da pulverizagdo nas folhas com
a solucdo aquosa contendo conidios de O. heveae até o ponto de escorrimento (Figura 6).

Ambos os tratamentos foram mantidos durante 12 h no escuro (Figura 7).
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Figura 6. Pulverizacdo nas folhas dos clones de H. brasiliensis com solugcdo aquosa contendo

conidios de O. heveae.

Figura 7. Plantas de H. brasiliensis deixadas no escuro por 12 horas apds pulverizacdo com
O. heveae.

6.2 Coleta das amostras

No dia da inoculagdo e ap0s 48, 96, 144 e 192 h, amostras das folhas
foram coletadas, devidamente embaladas e identificadas. Parte das amostras foi congelada em
nitrogénio liquido e armazenadas em freezer a -80°C, para posterior determinacdo da atividade
das enzimas antioxidantes, glutationa S-transferase, superéxido dismutase e peroxidase, e dos
indicadores de estresse oxidativo, lipoperoxidos e pigmentos fotossintéticos; e outra parte
colocada em saco de papel e posteriormente secadas em estufa de circulagdo forcada a 60°C e
finamente trituradas em almofariz para determinacdo de acucares solveis totais e redutores
(Figura 8).
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Secagem
em estufa

l emN lquido

Freezer a-80°C

l

Analises bioquimicas

Congelamento das laminas foliares

Analises bioquimicas

Figura 8. Esquema do preparo das amostras foliares de H. brasiliensis.

6.3 Analises bioquimicas

6.3.1 Quantificacdo dos indicadores de estresse oxidativo

6.3.1.1 Lipoperoxidos

A peroxidagdo de lipidios foi determinada pela técnica de Heath e
Packer (1968), através da determinacdo de malondialdeido (MDA), que é um produto da

decomposicdo da peroxidacdo de lipidios.

Amostras de laminas foliares, apos a determinacdo de suas massas
frescas foram homogeneizadas em 5 mL de solugdo contendo &cido tiobarbitdrico (TBA)
0,25% e &cido ticloroacético (TCA) 10% e incubadas em banho fervente (90°C) por 1 h. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas em 10000 g por 15 minutos. Apds o resfriamento foi
separado o sobrenadante e realizadas leituras de absorbancia a 560 e 600 nm. O coeficiente de
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absorbancia do malondialdeido (155 mmol L™ cm™) foi utilizado para os célculos. O esquema

da técnica encontra-se na Figura 9.

Yy o 3 T
%? o O o e

15 min - 100002

Solugio TEA 0,25% ¢ TCA10%

Figura 9. Esquema da técnica da determinacdo do conteudo de lipoperoxidos.

6.3.1.2. Extracao e quantificacdo de acucares solUveis totais e redutores

Para extracdo dos acucares soluveis foi utilizado 100 mg de massa seca
de folhas trituradas para cada amostra, as quais foram colocadas em tubos de ensaio contendo
10 mL de agua fervente e mantidos em banho-maria a 35°C por 30 minutos. Apés filtracdo em
algodao esterilizado, o volume do extrato foi completado para 25 mL com agua destilada e
utilizado para a quantificacdo dos teores de acucares sollveis totais e redutores (CREPALDI
et al., 2001). A quantificacdo de agucares sollveis totais e redutores foi realizada pelo método
do fenol-sulfarico (DUBOIS et al., 1956) e de Somogy-Nelson (1945), respectivamente. Foi
utilizada a glicose para a construcdo da curva de referéncia, e os resultados foram expressos
em percentagem de acucares sollveis totais ou redutores na matéria seca. O esquema da

técnica encontra-se na Figura 10.
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10 mL
Massa Agua
Seca fervent
Banho-maria
_ 35°C 30 min. A = 530nm
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25mL H_SO, 25 mL 2
H,O i Banho-maria |
| o 5 min.
Agitacao
150puL
dinitrosalicilato
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! 2
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totais

01mL 04 mL redutores

Figura 10. Esquema da técnica da determinacdo do conteudo agUcares soluveis totais e

redutores.

6.3.1.3 Pigmentos fotossintéticos

Os pigmentos fotossintéticos foram extraidos das ldaminas foliares com
acetona 80%, como descrito no método de Arnon (1949). O extrato cetdnico foi utilizado para
as leituras de absorbancia a 470, 647 e 663nm, conforme esquema da Figura 11. Os teores de
clorofila a, clorofila b, clorofilas totais e carotendides foram calculados através das formulas

propostas por Lichtenthaler (1987). Os resultados foram expressos em mg g™ de massa fresca.
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Figura 11. Esquema da técnica da determinacdo do contetido de pigmentos fotossintéticos.

6.3.1.4 Peroxido de hidrogénio

Os teores de peroxido de hidrogénio foram determinados de acordo
com Sergiev et al. (1997). As amostras das folhas foram homogeneizadas em banho de gelo
com 5 mL de &cido tricloroacético (TCA) a 0,1% (m/v). O homogeneizado foi centrifugado a
12.000g por 15 minutos e a 0,5 mL do sobrenadante foi adicionado 0,5 mL de tamp&o fosfato
de potéassio 10 mmol.L™* pH 7,0 e 1 mL de KI. A absorbancia do sobrenadante foi medida a

390 nm, conforme esquema ilustrado na Figura 12.
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*0,5 mL detampéo fosfato de potassio
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Figura 12. Esquema da técnica da determinacdo de perdéxido de hidrogénio.

6.3.2 Determinacdes enzimaticas

6.3.2.1 Obtencédo dos extratos enzimaticos

Para a obtencdo dos extratos enzimaticos foi utilizado o método
descrito por Ekler et al. (1993). Amostras das folhas das plantas foram homogeneizadas em
almofariz gelado em 5 mL de tamp&o gelado TRIS-HCI 0,2 mol L pH 7,8 contendo 1
mmol.L™? de EDTA e 7,5% (peso volume™) de polivinilpolipirrolidona e uma pequena
quantidade de areia lavada e esterilizada. Ap6s centrifugacéo a 4°C (20 minutos em 14000 g),
o sobrenadante foi coletado e armazenado em freezer a -20°C, para posterior determinacéo das
atividades enzimaticas da glutationa S-transferase (GST), superdxido dismutase (SOD) e

pirogalol peroxidase (PG-POD) (Figura 13).
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Figura 13. Esquema da técnica utilizada na obtencdo dos extratos enzimaticos.

6.3.2.2 Determinacdo da atividade da glutationa S-transferase

A atividade da GST foi determinada de acordo com as condigdes
citadas no trabalho de Wu et al. (1996). A mistura de reacdo foi composta de extrato
enzimatico, tampéo fosfato de potassio 100 mmol L™ pH 6,9, glutationa reduzida (GSH) 3,3
mmol L™ e 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) 30 mmol L™, num volume final de 3 mL e

mantida a 25°C durante 30 minutos (Figura 14).

A mudanca na absorbancia devido a formacdo do conjugado GSH-
CDNB foi medida em espectrofotdometro no comprimento de onda de 340 nm. O coeficiente
de extincdo molar 10 mmol L™ cm™ (MANNERVIK; GUTHENBERG, 1981) foi usado para

calcular a atividade especifica da enzima, expressa em mmol L™ min™ mg de proteina™. A
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quantidade de proteina soltvel do extrato enzimatico foi estimado pelo método de Lowry et al.
(1951).

B mmsg:
CDNB GSH

Y 7,0

| ——
) | o
25°C -30 min

KPi 100 mmol L-!
pH 6.9

Figura 14. Esquema da técnica utilizada na determinacdo Glutationa S-transferase.

6.3.2.3 Determinacdo da atividade da superoxido dismutase

A atividade da SOD foi determinada de acordo com o método de
Beauchamp; Fridovich (1971), tendo como base a capacidade da enzima em converter radicais
superdxido (O,) em perdxido de hidrogénio (H,0;) e oxigénio molecular (BOWLER et al.,
1992).

Utilizou-se no sistema de reacio tampéao fosfato de sédio 50 mmol.L™
pH 7,8 com adicdo de uma mistura de “nitroble tetrazolium” (NBT) 33 pmol L™ mais EDTA
0,66 mmol L™ (5:4), mistura L-metionina 10 mmol Le riboflavina 0,0033 mmol L™ (1:1) e

extrato enzimatico, totalizando um volume de 3 mL.

A mistura de reacdo foi mantida em condigdes ambientais e com
iluminacgdo por um periodo de 10 minutos, utilizando uma lampada fluorescente. A redugéo do

tetrazdlio foi determinada através de leituras de absorbancia em espectrofotobmetro a 560 nm.
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O conteudo de proteina soltvel do extrato enzimatico foi estimado pelo método de Lowry et al
(1951). Uma unidade enzimatica (U) da atividade da SOD expressa em U mg de proteina™ foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para causar 50% da inibicdo da razdo de

reducdo de NBT medida a 560 nm. O esquema da técnica encontra-se na Figura 15.

Extrato
3’“»3 EDTA U

NBT \ I &

" Mlstura
;-methnona + A=560 nm
riboflavina

TAPRO
| I0min. 25°C |

NaPi 50 mmol L-!
pH 7.8

Figura 15. Esquema da técnica utilizada na determinacdo da atividade da superoxido

dismutase.

6.3.2.4. Determinacéo da atividade da pirogalol peroxidase

A atividade da PG-POD foi determinada de acordo com o trabalho de
Teisseire & Guy (2000). A mistura de reacdo foi composta de extrato enzimaético, tampao
fosfato de potéassio 50 mmol L™ pH 6,5, pirogalol 20 mmol L™?, e peréxido de hidrogénio
(H,0,) 5 mmol L™, num volume final de 1 mL e mantida a temperatura ambiente durante 5

minutos.

A mudanca na absorbancia devido & formacdo da purpurogalina foi
medida em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 430 nm. O coeficiente de extingédo
molar da purpurogalina (2,5 mmol L™ cm™) foi usado para calcular a atividade especifica da
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enzima, expressa em mmol L™ min™® mg de proteina™. A quantidade de proteina soltvel do
extrato enzimatico foi estimado pelo método de Lowry et al. (1951). O esquema da técnica

encontra-se na Figura 16.
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& - l 5min.

-tampéo fosfato de potassio 50 mmol L-1 pH 6,5

A=430nm

pirogalol 20 mmol L-!
peréxido de hidrogénio (H,05) 5 mmol L}

Figura 16. Esquema da técnica utilizada na determinacdo da atividade da pirogalol

peroxidase.

6.3.2.5. Determinacédo de proteinas solUveis nos extratos enzimaticos

Os teores de proteinas sollveis dos extratos enzimaticos, necessarios
para o célculo da atividade especifica da glutationa S-transferase, peroxidase e superdéxido
dismutase foram quantificados pelo método de Lowry et al. (1951). As leituras de absorbancia
foram realizadas em espectrofotdmetro UV-visivel a 660 nm, utilizando-se albumina sérica

bovina como proteina de referéncia. O esquema da técnica encontra-se na Figura 17.
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Figura 17. Esquema da técnica da determinacao dos teores de proteinas.

6.4 Delineamento Experimental

Para cada combinacdo Clone x Tratamento, foi ajustado o modelo

polinomial até grau 3 e escolheu-se a equacdo significativa de maior grau.

Foi realizada a andlise de variancia para cada coleta do experimento
inteiramente casualizado com 6 tratamentos em esquema fatorial 3 x 2, 3 clones de seringueira
(RRIM600, GT1 e PR255) e 2 tratamentos (plantas infectadas e sadias), em 5 periodos apds
tratamento — pulverizacao de conidios de Oidium heveae nas plantas infectadas (0, 48, 96, 144
e 192 h) e utilizados: 9 repeticbes para determinacdo de H,O,, 8 repeticbes para a
determinacdo das enzimas antioxidantes, lipoperoxidos e pigmentos fotossintéticos e 4
repeticdes para acucares sollveis totais e redutores. Foi fetio o teste F e o teste de Tukey para

comparacao das médias. Utilizou-se o nivel de significancia a = 0,05.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

Literatura que relaciona alteragdes bioquimicas pela acdo de patdgenos
em espécies florestais € muito escassa. Deste modo, neste trabalho discutiu-se a maioria dos
resultados baseados em pesquisas realizadas com espécies agricolas sob estas condi¢cdes de

estresses.

SituacOes de estresse bidtico, como a patogénese em plantas esta
envolvido com a elevacédo da producdo de EROs (MEHDY, 1994; BAKER; ORLANDI, 1995;
RESENDE et al., 2003; APEL; HIRT, 2004). Nos ultimos anos, tem-se dado especial atencao
aos danos celulares causados pelo acumulo de EROs sob condigdes de estresse (BLOKHINA
et al., 2003). Como conseqliéncia do efeito destas, ocorre modificacdes protéicas (GARG;
MANCHANDA, 2009), rompimento das cadeias de DNA, destruicdo de clorofila,
peroxidacao de lipidios das membranas, causando perda da seletividade e extravasamento de
ions (MITTLER et al., 2004) entre outras alteracbes que podem levar a morte da planta
(BAKER; ORLANDI, 1995; QUEIROZ et al, 2002; MITTLER et al., 2004; APEL; HIRT,
2004; AGRAWAL; RATHORE, 2007).
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A formacdo de lipoperoxidos é um indicador de avaliagdo do nivel de
estresse oxidativo nas plantas (VERMA; DUBEY, 2003). Aumento dos teores de
lipoperoxidos sdo relatados sob diferentes tipos de estresses abioticos, como encharcamento e
senescéncia em tabaco (Nicotiana tabacum) (HURNG & KAO, 1994) e milho (Zea mays)
(YAN et al., 1996), seca em aroeira do sertdo (Myracroduon urundeuva Fr.) (QUEIROZ et al.,
2002) e girassol (Helianthus annus) (CECHIN et al., 2010), salinidade em Beta vulgaris L. e
Beta maritima L. (BOR et al., 2003), radiacdo ultravioleta-B (MALANGA; PUNTARULO,
1994; CECHIN et al., 2008) e aplicacdo de herbicidas (FERREIRA, 2004; CATANEO et al.,
2005; FERREIRA et al., 2010).

Estresse bidtico causado por ataque de patdgenos em plantas séo

também desencadeadores da producéo de lipoperoxidos (STRID et al., 1994).

No presente trabalho, no que se refere aos teores de lipoperdxidos, foi
observada interacdo significativa entre clones e infeccdo no periodo de 96 a 192 horas de
infeccdo (Quadro 1). Embora tenha sido detectada diferenca nos teores de lipoperoxidos entre
os clones, de maneira geral, a infeccdo ndo causou alteracdo nos teores deste parametro
(Quadro 2 e Figuras 18 e 19).

Deste modo, os resultados indicam que o O. heveae ndo causou
producdo de lipoperéxidos em H. brasiliensis até o periodo analisado. Possivelmente a

producdo de lipoperdxidos ocorra em periodos mais adiantados do progresso da doenca.
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Tabela 1. Andlise fatorial (*) de lipoperdxidos, clorofila a, clorofila b, clorofila total,
carotenoides, acucares solUveis totais e redutores e H,O, em plantas de H. brasiliensis, clones
RRIM600, GT1 e PR255, sadias ou inoculadas com conidios de O. heveae. Valores p =
probabilidade de um valor > F

Tempo (h)
0 48 96 144 192
Clone 0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001  0,1061
Lipoperdxidos Tratamento 0,9687 0,6445 0,2791 0,0379  0,6906
Clone x Tratamento 0,4260 0,2603 0,0070 0,0006  0,0005
Clone 0,0733 0,6532 0,3000 0,1210 0,0665
Clorofila a Tratamento 0,7328 0,0179 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Clone x Tratamento 0,8293 0,0335 0,0016 0,0336  0,0179
Clone <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0048 0,5749
Clorofilab Tratamento 0,0017 0,2344 0,9194 <0,0001  0,4080
Clone x Tratamento <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0002  0,9926
Clone <0,0001 0,0397 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Clorofila total Tratamento 0,0026 0,0053 <0,0001 <0,0001 0,0004
Clone x Tratamento 0,0419 0,0137 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Clone 0,5937 0,1341 0,0293 0,0016 <0,0001
Carotendides Tratamento <0,0001 0,0048 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Clone x Tratamento <0,0001 <0,0001 0,0072 0,0002 0,0012
Aclcares Clone 0,0007 0,0003 0,0060 0,0017 0,1343
solUveis totais Tratamento 0,1872 0,0195 0,2860 0,1651 0,5652
Clone x Tratamento 0,1722 0,1971 0,9152 0,6812 0,2959
Aclcares Clone <0,0001 0,0701 0,7734 0,0683  0,0010
solUiveis Tratamento 0,0497 0,6851 <0,0001 0,8694  0,0902
redutores Clone x Tratamento 0,0568 0,0597 0,0184 0,0114  0,0008
Clone <0,0001 0,0001 <0,0001 0,6568  0,0004
H,O, Tratamento 0,4999 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0361
Clone x Tratamento 0,0005 0,0015 <0,0001 0,4106 <0,0001

(*)Valores significativos a a = 5% destacados pela cor azul.
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Tabela 2. Comparacao das médias (*) dos teores de lipoperdxidos de clones de H. brasiliensis
sadias e inoculadas com conidios de O. heveae as 0, 48, 96, 144 e 192 h

Tempo (h) Clone Sadias Inoculadas Média
RRIM600 0,045 0,041 0,043 a
0 GT1 0,026 0,030 0,031b
PR255 0,030 0,031 0,028 b
Média 0,034 A 0,034 A
RRIM600 0,039 0,047 0,043 a
48 GT1 0,029 0,025 0,027 b
PR255 0,026 0,026 0,026 b
Média 0,031 A 0,033 A
RRIM600 0,047 Aa 0,037 Ba 0,042
96 GT1 0,028 Ab 0,031 Aa 0,030
PR255 0,021 Ab 0,022 Ab 0,021
Média 0,032 0,030
RRIM600 0,061 Aa 0,050 Aa 0,055
144 GT1 0,031 Ab 0,018 Bc 0,025
PR255 0,025 Ab 0,034 Ab 0,029
Média 0,039 0,034
RRIM600 0,053 Aa 0,032 Ba 0,042
192 GT1 0,037Aab 0,045 Aa 0,042
PR255 0,026 Ab 0,041 Aa 0,033
Média 0,038 0,040

(*) Médias seguidas de letras iguais, maidsculas entre tratamentos e minusculas entre clones, ndo diferem significativamente
entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

CV =31,65%
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Pigmentos como clorofilas e carotendides sdo importantes no processo
fotossintético das plantas, participando dos processos de absorcdo de energia luminosa para
posterior transformacdo da energia em ATP e poder redutor, 0os quais serdo usados na
producdo de fotoassimilados (MALKIN; NI'YOGI, 2000).

Células fotossintéticas estdo constantemente expostas ao estresse
oxidativo, resultante do acumulo de EROs durante varios processos metabdlicos basicos
(FOYER et al., 1997). A geracdo de EROs pode causar além da peroxidagdo de lipidios,
degradacdo de pigmentos fotossintéticos, dentre estes, as clorofilas (COGHLAN;
WALTERNS, 1992; SABRI et al., 1997; SADRAS et al., 2000; EL OMARI et al., 2001;
STADINIK; RIVERA, 2001; AKHKHA et al., 2000; PSHIBYTKO et al., 2006) e o0s
carotenodides (KIM et al., 2004).

No presente estudo houve detectada interacdo significativa, quanto aos
teores de clorofila total entre clones de seringueira e infeccdo por oidio, bem como para 0s

fatores isolados (Tabela 1).

Nas plantas de seringueira do clone RRIM600, o oidio causou
diminuicdo de clorofila total a partir das 96 horas de infeccdo. No clone GT1 foi observada
diminuigéo de clorofila total as 96 e 144 h e no clone PR255 as 0, 48 e 192 h de infecgdo
(Tabela 3 e Figuras 20 e 21). Resposta diferencial dos clones ao longo do tratamento foi
observada nos teores de clorofila total. No periodo de 192 h, maior degradacao foi observado
no clone PR255, seguido do clone RRIM600; ja o clone GT1 caracterizou por produzir

maiores teores deste pigmento comparado aos demais clones.
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Tabela 3. Comparacgédo das médias (*) dos teores de clorofila total de clones de H. brasiliensis
sadias e inoculadas com conidios de O. heveae as 0, 48, 96, 144 e 192 h

Tempo (h) Clone Sadias Inoculadas Média
RRIM600 1241581 Ab  1063,505 Ab 1473,930
0 GT1 1322,615 Ab  1340,340 Aa 1331,480
PR255 1584,208 Aa  1363,713 Ba 1152,540
Média 1382,800 1255,850
RRIM600 1064,668 Ab 1076,220 Aa 1070,410
48 GT1 1135,888 Aab  1082,277 Aa 1109,080
PR255 1224,476 Aa 1064,575 Ba 1144,530
Média 1141,680 1074,360
RRIM600 1154,392 Ab 980,183 Bb 1067,290
96 GT1 1440,705 Aa 1075,257 Bab  1257,980
PR255 1009,527 Ac 1116,254 Aa 1062,890
Média 1201,540 1057,230
RRIM600 1171,435 Ab 847,432 Ba 1009,430
144 GT1 1485,705 Aa 907,308 Ba 1196,510
PR255 1025,968 Ac 968,412 Aa 997,190
Média 1227,700 907,720
RRIM600 1171,435 Aa 866,964 Bb 1019,200
192 GT1 949,762 Ab 1101,361 Aa 1025,560
PR255 964,075 Ab 722,605 Bb 843,340
Média 1028,420 896,980

(*) Médias seguidas de letras iguais, maidsculas entre tratamentos e minusculas entre clones, ndo diferem significativamente

entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

Cv =17,58%
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Na Tabela 1 pode ser observada interacdo significativa entre clones de

seringueira e infeccdo nos periodos de 48 a 192 h para teores de clorofila a (Tabela 4 e Figuras

22 e 23) e nos periodos de 0 a 144 h para teores de clorofila b (Tabela 5 e Figuras 24 e 25). Foi

observada diferenca significativa entre os clones apenas para o teor de clorofila b.

Tabela 4. Comparagdo das médias (*) dos teores de clorofila a de clones de H. brasiliensis

sadias e inoculadas com conidios de O. heveae as 0, 48, 96, 144 e 192 h

Tempo (h) Clone Sadias Inoculadas Média
RRIM600 820,324 817,418 818,870 a
0 GT1 846,188 826,454 836,320 a
PR255 864,569 869,759 818,870 a
Média 843,690 A 837,880 A
RRIM600 803,597 Aa 763,153 Aa 800,580
48 GT1 793,793 Aa 807,374 Aa 783,380
PR255 834,870 Aa 731,343 Ba 783,110
Média 810,750 767,290
RRIM600 821,607 Aa 678,416 Ba 750,010
96 GT1 838,237 Aa 710,682 Aa 774,460
PR255 773,134 Aa 743,404 Aa 758,270
Média 810,990 710,830
RRIM600 812,490 Aab 620,001 Ba 716,250
144 GT1 887,622 Aa 642,779 Ba 765,230
PR255 797,383 Ab 678,301 Ba 737,840
Média 832,520 647,030
RRIM600 825,912 Aa 595,159 Ba 710,540
192 GT1 774,207 Aa 637,590 Ba 705,900
PR255 798,970 Aa 510,638 Ba 654,800
Média 799,700 581,130

(*) Médias seguidas de letras iguais, maitsculas entre tratamentos e minusculas entre clones, ndo diferem significativamente

entre si pelo teste Tukey (P<0,05).
Cv =12,03%
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Figura 23. Teores de Clorofila a em folhas de clones de seringueira inoculadas com conidios
de O. heveae em diferentes periodos.
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Tabela 5. Comparacdo das médias (*) dos teores de clorofila b de clones de H. brasiliensis
sadias e inoculadas com conidios de O. heveae as 0, 48, 96, 144 e 192 h

Tempo (h) Clone Sadias Inoculadas Média
RRIM600 333,032 Ab 310,513 Ab 321,770
0 GT1 383,008 Ab 409,673 Aa 396,340
PR255 493,101 Aa 356,149 Bab 424,620
Média 403,050 358,780
RRIM600 293,792 Ab 332,302 Ab 313,048
48 GT1 365,609 Aa 319,365 Ab 342,487
PR255 388,182 Aa 424,936 Aa 406,560
Média 349,195 358,868
RRIM600 295,243 Ab 295,427 Ab 295,340
96 GT1 426,545 Aa 338,575 Bab 382,560
PR255 301,170 Bb 385,635 Aa 343,400
Média 340,990 339,880
RRIM600 332,834 Ab 251,923 Ba 292,380
144 GT1 402,249 Aa 267,897 Ba 335,070
PR255 315,364 Ab 296,477 Aa 305,920
Média 350,150 272,100
RRIM600 287,762 271,974 279,870 a
192 GT1 277,502 256,191 294,250 a
PR255 302,193 286,307 266,850 a
Média 289,150 A 271,490 A

(*) Médias seguidas de letras iguais, maidsculas entre tratamentos e mindsculas entre clones, ndo diferem significativamente

entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

Cv =20,19%
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Diante dos resultados pode-se afirmar que o oidio causa degradacédo de
clorofila total em seringueira. Comparando os resultados de clorofila a e clorofila b, pode ser
evidenciado que a infeccdo por O. heveae teve maior efeito sobre a degradacdo da primeira,

principalmente entre 144 e 192 h.

Os resultados séo concordantes com diversos trabalhos relacionando
degradacédo de clorofila, como efeito da interacdo planta-patégeno. Diminui¢do no contetdo
de clorofila foi observada em plantas de feijdo infectadas por Erysiphe graminis (COGHLAN;
WALTERNS, 1992) e por Blumeria graminis (AKHKHA et al., 2000), em plantas de aveia
infectadas por Erysiphe graminis (SABRI et al., 1997) e em plantas de tomate infectadas por
Botrytis cinerea (KUZNIAK; SKLODOWSKA, 2001). Reducdo na taxa fotossintética (TANG
et al.,, 1996; SADRAS et al., 2000; EL OMARI et al., 2001; STADINIK; RIVERA, 2001;
PSHIBYTKO et al., 2006) e na condutancia estoméatica (SADRAS et al., 2000; EL OMARI et
al., 2001) sdo relatadas sob condi¢fes de estresse por patégenos. De acordo com Tang et al.,
(1996) a reducao da taxa fotossintética pode estar relacionada a diminuicdo do conteudo de
clorofila e/ou da ribulose bifosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco), mas ndo apresenta efeito

na condutancia estomatica.

Na Tabela 1 observa-se que para os teores de carotendides ocorreu
interacdo significativa entre clones de seringueira e infeccdo por O. heveae em todos 0s
periodos analisados. Na Tabela 6 e nas Figuras 26 e 27 que ocorreu reducao dos teores de
carotenoides em plantas de seringueira do clone RRIM600, como efeito da infec¢do, em todos
os periodos analisados. No clone de seringueira GT1 a diminuicdo de carotenoides foi
verificada as 96 e 144 h e no clone PR255 as 48, 96 e 192 h de infeccéo.

Apesar de nado ter sido encontrado na literatura trabalhos relacionados
a acdo de patdgenos em plantas sobre os teores de carotendides, é de conhecimento que 0s
carotenoides sdo metabolitos que protegem as plantas dos efeitos citotoxicos das EROs
(MITTLER, 2006), sendo que a redugdo destes pigmentos pode acarretar estresse oxidativo,
em virtude da degradacdo oxidativa das clorofilas e da répida destruicdo das membranas dos
tilacoides pelo excesso de EROs geradas (HESS, 2000; KIM et al., 2004).
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Pode-se observar que no presente trabalho, a infeccdo por O. heveae
causou degradacdo de carotendides em plantas de H. brasiliensis, principalmente no clone
RRIM600.

Tabela 6. Comparacdo das médias dos teores de carotendides de clones de H. brasiliensis
sadias e inoculadas com conidios de O. heveae as 0, 48, 96, 144 e 192 h

Horas (h) Clone Sadias Inoculadas Média

RRIM600 371,040 Aa 264,534 Bb 317,787
0 GT1 323,429 Ab 296,061 Aa 309,745
PR255 323,662 Ab 301,102 Aa 312,384

Média 339,377 287,234
RRIM600 318,194 Aa 274,340 Ba 296,267
48 GT1 278,039 Ab 307,297 Aa 292,669
PR255 337,804 Aa 283,911 Ba 310,858

Média 311,346 288,517
RRIM600 323,479 Aa 237,875 Bb 280,680
96 GT1 308,199Aa 300,503 Ba 304,350
PR255 304,338Aa 239,630 Bb 271,980

Média 312,066 259,337
RRIM600 348,387 Aa 234,028 Ba 291,210
144 GT1 278,914 Ab 227,595 Ba 253,260
PR255 261,978 Ab 246,727 Aa 254,350

Média 296,427 236,117
RRIM600 299,283 Aa 222,029 Bb 260,660
192 GT1 282,178 Aab 269,833 Aa 276,010
PR255 247,087 Ab 150,693 Bc 198,890

Média 276,183 214,185

* Médias seguidas de letras iguais, mailsculas entre tratamentos e mindsculas entre clones, ndo diferem significativamente

entre si pelo teste Tukey (P<0,05).
Cv=1517%



53

400 ®RRIM600 mGT1  PR255

350
3= :
2 300
= n D
2
£ 250 A
é'gzoo b
=
z
L 150 |
2 100 { RRIM600 y =-110"x%+ 0,0295 x? - 2,3704 x + 371,83
5 GT1 y =-0,1701 x + 310,48
© 4, | PR255 y=610°x%-0,0184 x* + 1,0425 x + 323,7

0 T T T
0 48 96 144 192

Horas apos tratamento

Figura 26. Teores de carotendides em folhas de clones de seringueira sadias em diferentes
periodos.

¢RRIM600 mGTI1 PR2535

400

350 +
w
2 .
& 300 ]
E 207 T,
é.g200 -
=
3150
5
5
§ 100 4
5 RRIM600 y =-0,2611 x + 271,63

50 1 GT1 y =-0,0001 x? - 0,2509 x + 306,1
PR255 y = -0,0033 x* - 0,0714 x + 296,83
0 T T T T
0 48 96 144 192

Horas apos tratamento

Figura 27. Teores de carotendides em folhas de clones de seringueira inoculadas com
conidios de O. heveae em diferentes periodos.



54

Em vegetais sob estresse ocasionado por patdgenos ocorrem alteragdes
nos processos fisiologicos da respiracdo, decorrentes de maior demanda de energia
direcionada para a sintese de compostos envolvidos na resisténcia das plantas (STADINIK;
RIVERA, 2001), a fim de regenerar e proteger os tecidos que sofreram injuria pelo patdgeno
(LEITE; PASCHOLATI, 1995). Portanto, os patégenos, além de provocarem alteracfes no
contetdo de pigmentos fotossintéticos, também podem alterar as concentracBes de agucares
solGveis totais e redutores (LEITE; PASCHOLATI, 1995; SARRIA, 2010).

Neste trabalho, de acordo com os resultados de agUcares solUveis totais
e redutores apresentados no Tabela 1, pode ser verificado que ndo ocorreu interacdo
significativa entre clones de seringueira e infeccdo para o primeiro, ja o segundo apresentou
interacdo entre clones e tratamento nos periodos de 96 a 192 h. A infeccdo causou aumento
dos teores de agUcares soltveis redutores somente no clone RRIM600 no periodo de 96 h
(Tabelas 7 e 8 e Figuras 28 a 31).

No que diz respeito a estresse bidtico pela interagdo planta-patdgeno
foi relatado que plantas de tangerina (Citrumelo swingle) infectadas com os pat6genos
Phytophthora nicotianae e Phytophthora citrophthor apresentaram incremento significativo na

concentracdo de acUcares redutores (SARRIA, 2010).

De acordo com Holloway et al. (1992) em plantas infectadas por oidio,
a taxa fotossintética diminuiu com o progresso da doenca, devido a perda progressiva de
componentes dos fotossistemas e clorofila durante a infeccdo. As plantas infectadas
aumentarm irreversivelmente a atividade da invertase, provavelmente em funcdo das
alteracbes na relacdo fonte-dreno, entre os drgdos infectados e sadios. Assim, a sintese de
sacarose € diminuida e os aclcares sollveis redutores se acumulam em folhas de trigo
infectadas (SCHOLES et al., 1994; WRIGHT et al., 1995).

Analisando os resultados, pode-se considerar que de maneira geral, a
infeccdo por O. heveae ndo acarretou em alteragfes nos teores de agucares sollveis totais e

redutores em plantas de H. brasiliensis. Pode ser que até o periodo de infeccdo analisado, 196



55

horas, ndo tenha sido suficiente para detectar tal alteracdo neste pardmetro relacionado ao

estresse oxidativo.

Tabela 7. Comparacdo das médias (*) de acUcares soluveis totais de de clones de H.
brasiliensis sadias e inoculadas com conidios de O. heveae as 0, 48, 96, 144 e 192 h

Tempo (h) Clone Sadias Inoculadas Média

RRIM600 9,435 9,329 9,382a
0 GT1 8,105 8,218 8,161 b
PR255 8,163 6,797 7,480 b

Média 8,568 A 8,114 A
RRIM600 9,079 9,223 9,151a
48 GT1 7,249 9,010 8,130 a
PR255 6,521 7,323 6,922 b

Média 7,616 B 8,519 A
RRIM600 9,174 9,463 9,318a
96 GT1 8,061 8,453 8,257 b
PR255 8,390 8,527 8,458 b

Média 8,541 A 8,814 A
RRIM600 9,135 9,717 9,426 a
144 GT1 8,175 8,416 8,295 b
PR255 8,604 8,730 8,667 b

Média 8,638 A 8,954 A
RRIM600 9,252 8,849 9,050 a
192 GT1 8,181 8,305 8,243 a
PR255 8,308 9,138 8,723 a

Média 8,580 A 8,764 A

(*) Médias seguidas de letras iguais, maidsculas entre tratamentos e mindsculas entre clones, ndo diferem significativamente
entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

CV =9,88%
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Figura 29. Teores de agucares sollveis totais em folhas de clones de seringueira inoculadas
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Tabela 8. Comparacdo das médias (*) de acucares solUveis redutores de clones de H.
brasiliensis sadias e inoculadas com conidios de O. heveae as 0, 48, 96, 144 e 192 h

Horas (h) Clone Sadias Inoculadas Meédia
RRIM600 7,720 8,309 8,014 a
0 GT1 5,800 7,399 6,600 b
PR255 5,731 5,429 5,580 ¢
Média 6,417 B 7,046 A
RRIM600 8,273 6,414 7,345 a
48 GT1 5,039 6,123 5,581 a
PR255 5,746 7,235 6,490 a
Meédia 6,353 A 6,542 A
RRIM600 5,630 Ba 8,894 Aa 7,262
9% GT1 7,031 Aa 7,849 Aa 7,440
PR255 6,388 Aa 7,927 Aa 7,157
Média 6,350 8,223
RRIM600 8,320 Aa 7,037 Aa 7,678
144 GT1 6,673 Aa 6,071 Aa 6,372
PR255 6,088 Aa 8,187 Aa 7,138
Média 7,027 7,098
RRIM600 8,436 Aa 8,398 Aa 8,417
192 GT1 6,909 Aa 5,909 Ab 7,581
PR255 6,092 Aa 9,070 Aa 6,409
Média 7,146 7,792

(*) Médias seguidas de letras iguais, maitsculas entre tratamentos e mintsculas entre clones, ndo diferem significativamente
entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

CV =18,22%
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A grande producdo de peroxido de hidrogénio, juntamente com outros
tipos de EROs, como o anion superdxido e radical hidroxila, que caracteriza a explosdo
oxidativa € um dos primeiros eventos que ocorrem nas plantas sob condicdes de estresse
(DIONISIO-SESE; TOBITA, 1998). A geracdo de H,O, € aumentada em resposta a diferentes
condigdes de estresse, sugerindo que este composto desempenha papel importante no processo
de aclimatacdo e tolerancia cruzada, na qual uma exposi¢do prévia a um determinado estresse
pode induzir tolerancia a subsequentes exposicdes do mesmo estresse ou de um outro diferente
(NEILL et al., 2002).

Em interagdes planta-patdgeno como mecanismo de defesa a
penetracdo na parede celular por varios fungos ocorre a producdo de peroxido de hidrogénio
(MELLERSH et al.,, 2002; GAYOSO et al., 2004). Esta ERO pode difundir a grandes
distancias resultando em mudancas no estado redox das células e tecidos (FOYER et al.,
1997), causando efeitos deletérios para alguns componentes celulares, mas também podem
atuar como mecanismo de defesa aos vegetais como agir diretamente sobre os patdgenos,
efetuar a peroxidacdo de lipidios e fortalecer a parede celular. Além disso, as plantas podem
usé-lo como mensageiros secundarios em cascata de transducdo de sinal para ativar
mecanismos de defesa das plantas (SCHRECK; BAEUERLE, 1991; FOYER; NOCTOR,
2005) e morte celular (PAVET et al., 2005).

A partir da determinacéo de H,O,, foi estudada nesta pesquisa a funcéo
desta ERO em H. brasiliensis em resposta a infeccdo por O. heveae. Na Tabela 1 pode-se
observar que para H,O, houve interacdo significativa entre clones de seringueira e infeccdo as
0, 48, 96 e 192 h apos inoculacdo. Foi observado alteracdo significativa na producdo deste

indicador de estresse oxidativo a partir das 48 h.

A Tabela 9 e as Figuras 32 e 33 apresentam dados que mostram a
diminuicao dos teores de H,0O, em plantas de seringueira do clone GT1 a partir das 96 e 144 h
de infeccéo, do clone RRIM600 as 48, 96 e 144 h e do clone PR255 as 144h.

De acordo com a literatura, a produgéo de H,O, pode desempenhar

importante papel a uma variedade de estresses bioticos e abidticos (MITKA et al., 2004).
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Estimulos ambientais como estresse hidrico (YANG; POOVAICH, 2002), radiacdo
ultravioleta e ataque de patdgenos pode induzir mudancgas nos niveis de H,O, e levar a uma
diversidade de respostas fisiologicas em plantas (YANG; POOVAICH, 2002).

Chen et al. ( 2008) relataram maior acumulo de H,O, na cultivar de
soja Nannong 493 — 1 comparada a cultivar Hefeng, apds inoculacdo de Phytophthora sojae.
Maior acumulo de H,O, foi observado em feijao 24 horas apés a inoculacdo com Bipolaris
sorokiniana e sua acumulacdo permaneceu semanas em torno dos locais da infecgéo
(PLAZEK et al., 2009).

Embora, a maioria destas pesquisas relata aumento dos niveis de
peroxido de hidrogénio, como funcéo de situacdes estressantes, os resultados indicam que em
plantas de seringueira sob acdo de oidio ocorreu diminuicdo dos teores desta ERO e esta

resposta foi diferente entre os clones, sendo portanto, discordantes da literatura citada.
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Tabela 9. Comparacdo das médias (*) de peroxido de hidrogénio de clones de H. brasiliensis

sadias e inoculadas com conidios de O. heveae as 0, 48, 96, 144 e 192 h

Horas (h) Clone Sadias Inoculadas Meédia
RRIM600 57,663 Ba 74,862 Aa 66,263
0 GT1 43,388 Aa 32,022 Ab 41,734
PR255 48,028 Aa 35,440 Ab 37,705
Meédia 49,693 47,442
RRIM600 59,430 Aa 29,261 Ba 44,346
48 GT1 39,568 Ab 32,358 Aa 35,964
PR255 35,593 Ab 23,796 Aa 29,695
Meédia 44,684 28,472
RRIM600 52,559 Aa 20,113 Ba 36,336
9% GT1 49,421 Aa 31,471 Ba 40,446
PR255 20,223 Ab 24,398 Aa 22,311
Média 40,730 25,328
RRIM600 39,657 25,295 32,476 a
144 GT1 36,395 24,475 30,435 a
PR255 39,742 20,022 29,883 a
Média 38,598 A 23,264 B
RRIM600 37,816 Aab 40,444 Aa 39,130
192 GT1 40,252 Aa 17,671 Ab 28,962
PR255 28,458 Ab 35,442 Aab 31,951
Média 35,509 31,186

(*) Médias seguidas de letras iguais, maidsculas entre tratamentos e mindsculas entre clones, ndo diferem significativamente
entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

cv =41,26%



62

+ RRIM600 —#—GT1 PR255

oo
[=
|

~1
<
I

=]
<
I

Lh
<
L

|

L8]
[=
|

H,O, (umol H,O, g! matéria fresca)
=)
o

10 4 RRIM600 y =110°x- 0,0047 x* + 0,2491 X + 57,456
GT1 y = 40,80517
. PR255 y=-210°x%+0,0072 x? - 0,7104 x + 49,507
0 48 96 144 192

Horas apos tratamento

Figura 32. Teores de peréxido de hidrogénio em folhas de clones de seringueira sadias em
diferentes periodos.

¢RRIM600 WMGTI1 PR253

o
=]
|

70 4 RRIM600 y =0,0042 x* - 0,9602 x + 71,96
GT1 y =-0,0006 x* + 0,0451 x + 32,004
PR255 y =0,0015 x* - 0,3004 x + 35,595

(=)}
(=]

L
<

B
S

[¥¥]
o

[
[=]

H,0, {(umol H,0, g! matéria fresca)

—
=]
L

0 T T T T
0 48 96 144 192

Horas apos tratamento

Figura 33. Teores de perdxido de hidrogénio em folhas de clones de seringueira inoculadas
com conidios de O. heveae em diferentes periodos.



63

De acordo com a literatura consultada existe uma relagéo positiva entre

atividade de enzimas antioxidantes com a resisténcia de plantas a patégenos.

Segundo Allen et al. (1997) a hipotese de que enzimas antioxidantes
sdo criticas na prevencdo do estresse oxidativo em plantas é baseado em varias linhas de
evidéncias. A atividade de uma ou mais enzimas é geralmente incrementada em plantas expostas
a condicBes adversas, no caso patdgenos, e a sua elevada atividade esta relacionada com o
incremento da tolerancia ao estresse.

Algumas das enzimas antioxidantes envolvidas na eliminagdo das
EROs em plantas incluem Superdxido Dismutase (SOD), Glutationa S-Tranferase (GST) e
Peroxidase (POD). Ao lado de outros mecanismos fisiologicos, a eficiéncia do sistema
antioxidante aumenta a capacidade de tolerancia da planta, devido a diminuicdo dos efeitos
causados pelas EROs (GIANNAKOULA et al., 2010)

Através da andlise estatistica apresentada na Tabela 10 foi detectada
interacdo significativa entre clones e infeccdo, com respeito as atividades das enzimas
antioxidantes, principalmente no periodo entre 96 e 144 horas de infecgdo. Pode ser verificado
que os trés clones de seringueira apresentaram diferencas significativas na atividade das

enzimas antioxidantes analisadas.

Tabela 10. Andlise fatorial (*) de GST, SOD e POD em plantas de H. brasiliensis, clones
RRIMG600, GT1 e PR255, sadias ou inoculadas com O. heveae. Valores p = probabilidade de um
valor > F

Tempo (h)

0 48 96 144 192

Clone <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

GST Tratamento 0,3603 0,1612 0,0306 <0,0001  0,0007
Clone x Tratamento 0,2593 0,3382 0,0210 <0,0001  0,0006

Clone <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

SOD Tratamento 0,2134 0,2407 <0,0001 0,0012 <0,0001
Clone x Tratamento 0,1291 0,4011 0,0005 0,0263 <0,0001

Clone <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

POD Tratamento 0,7172 <0,0001 <0,0001 0,0299  0,0993
Clone x Tratamento 0,5604 <0,0001 <0,0001 0,0154  0,1052

(*)Valores significativos a a = 5% destacados pela cor azul.
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As maiores atividades da GST, SOD e POD (Tabelas 11 a 13 e Figuras
34 a 39) foram detectadas no clone RRIM600, tanto nas plantas sadias quanto nas inoculadas
por O. heveae, comparado aos demais clones. Neste clone também foi observado elevacdo na
ativacdo enzimatica destas enzimas nas plantas infectadas. Nos outros clones as respostas

podem ocorrer tardiamente.

Em comparacdo ao clone de seringueira RRIM600, os resultados do
presente trabalho sdo concordantes com os relatos de Greenberg et al. (1997), que
descreveram ativacdo da GST em plantas como resposta da reacdo de hipersensibilidade sob

ataque de patdgenos.

Em trigo infectado por Puccinia recondita houve inibicdo da atividade
da GST e catalase na cultivar susceptivel e aumento na resistente (IVANOV et al., 2005).
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Tabela 11. Comparagdo das médias (*) da atividade da GST de clones de H. brasiliensis
sadias e inoculadas com conidios de O. heveae as 0, 48, 96, 144 e 192 h

Horas (h) Clone Sadias Infectadas Meédia
RRIM600 0,123 0,132 0,127 a
0 GT1 0,015 0,013 0,014 b
PR255 0,012 0,012 0,012 b
Meédia 0,050 A 0,052 A
RRIM600 0,113 0,128 0,120 a
48 GT1 0,012 0,011 0,012 b
PR255 0,011 0,016 0,013 b
Meédia 0,045 A 0,052 A
RRIM600 0,119 Ba 0,150 Aa 0,135
9% GT1 0,014 Ab 0,013 Ab 0,013
PR255 0,013 Ab 0,015 Ab 0,014
Média 0,048 0,059
RRIM600 0,113 Ba 0,146 Aa 0,130
144 GT1 0,013 Ab 0,012 Ab 0,013
PR255 0,010 Ab 0,013 Ab 0,012
Média 0,045 0,057
RRIM600 0,108 Aa 0,158 Ba 0,133
192 GT1 0,012 Ab 0,016 Ab 0,014
PR255 0,008 Ab 0,012 Ab 0,010
Média 0,043 0,062

(*) Médias seguidas de letras iguais, maitsculas entre tratamentos e minUsculas entre clones, ndo diferem significativamente
entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

CV =28,14%
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Figura 34. Atividade da GST em folhas de clones de seringueira sadias em diferentes
periodos.
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Figura 35. Atividade da GST em folhas de clones de seringueira inoculadas com conidios de
O. heveae em diferentes periodos.



67

Tabela 12. Comparacdo das médias (*) de superdxido dismutase de clones de H. brasiliensis
sadias e inoculadas com conidios de O. heveae as 0, 48, 96, 144 e 192 h

Horas apos Clone Sadias Inoculadas Média
tratamento
RRIM600 1,050 0,954 1,002 a
0 GT1 0,085 0,117 0,101 b
PR255 0,069 0,037 0,053 b
Média 0,401 A 0,369 A
RRIM600 0,804 1,014 0,909 a
48 GT1 0,115 0,128 0,122 b
PR255 0,066 0,084 0,075 b
Média 0,328 A 0,409 A
RRIM600 0,929 Ba 1,469 Aa 1,199
96 GT1 0,098 Ab 0,202 Ab 0,150
PR255 0,069 Ab 0,132 Ab 0,101
Média 0,366 0,601
RRIM600 0,788 Ba 1,311 Aa 1,049
144 GT1 0,095 Ab 0,227 Ab 0,161
PR255 0,363 Ab 0,113 Ab 0,075
Média 0,306 0,551
RRIM600 0,978 Ba 1,421 Aa 1,200
192 GT1 0,055 Ab 0,135 Ab 0,095
PR255 0,063 Ab 0,046 Ab 0,055
Média 0,365 0,534

(*) Médias seguidas de letras iguais, maidsculas entre tratamentos e mindsculas entre clones, ndo diferem significativamente
entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

CV =46,57%
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Figura 36. Atividade da SOD em folhas de clones de seringueira sadias em diferentes
periodos.
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Figura 37. Atividade da SOD em folhas de clones de seringueira inoculadas com conidios de
O. heveae em diferentes periodos.
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Diversos trabalhos relatam alteracdo da atividade da SOD sob

diferentes estresses abioticos, como salinidade (TSENG et al., 2007), metais pesados (LEE et
al.,, 2007) e seca (WANG et al., 2005). Também os estresses bidticos podem ser
desencadeadores de incremento da atividade da SOD, como observado em plantas sob
situacbes de infeccdo fungica, tais como, feijao-caupi sob acdo de (Colletotrichum
lindemuthianum (BARRETO, 2005), em batata infectada por Phytophthora infestans
(IVANOVA et al., 1991) e em trigo infectado por Puccinia recondita (IVANOV et al., 2005).

Sahoo et al. (2007) observaram maior producdo de SOD em cultivares
de inhame resistentes (Duradim e Jhankri e DP-25) do que em cultivares susceptiveis (N-118)
a P. colocasiae.

A POD tem sido associada a uma variedade de processos relacionados
a defesa em plantas, como reacgdes de hipersensibilidade, lignificacdo, suberizacdo (SILVA et
al., 2007), formacéo de papilas (BROW et al., 1998) e de fitoalexinas (KRISTENSEN et al.,
1999). Expressdo local pelo zodsporo Phytophthora palmivora em H. brasiliensis induziu a
producdo desta enzima (DUTSADEE & NUNTA, 2008). Di Piero & Pascholati (2004)
observaram em plantas de pepino, picos de atividade de POD aos 9 e 12 dias apds infecgdo por
Lentinula edodes e Colletotrichum lagenarium (Pass.), respectivamente.

BOUDJEKO et al. (2005) observaram, 2 dias apds a inoculacdo de
Pythium myriotylum, aumento de 41% e 13% da atividade da POD nas cultivares resistentes
de Xanthosoma sagittifolium e nas susceptiveis, respectivamente. Li & Li (1998) estudaram a
atividade da POD em folhas de cultivares de pepino (Cucumus sativus L.) infectadas com
Cladosporium cucumerinum EIll. & Arth e constataram que a atividade foi maior nas cultivares
resistentes do que nas suscetiveis. Resultados semelhantes foram observados por Komarova e
Davidovich (1997) em plantas de arroz, cujas cultivares resistentes a ferrugem apresentaram

atividade de POD 1,5 a 3 vezes maior que as suscetiveis.
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Tabela 13. Comparagdo das médias (*) da atividade das peroxidases de clones de H.
brasiliensis sadias e inoculadas com conidios de O. heveae as 0, 48, 96, 144 e 192 h

Horas (h) Clone Sadias Infectadas Meédia
RRIM600 493,137 469,172 481,150 a
0 GT1 57,744 63,081 60,410 b
PR255 57,781 62,590 60,180 b
Meédia 202,890 A 198,280 A
RRIM600 473,107 Ba 720,361 Aa 569,730
48 GT1 59,929 Ab 47,798 Ab 53,860
PR255 49,977 Ab 77,473 Ab 63,730
Meédia 194,340 281,880
RRIM600 331,318 Ba 567,626 Aa 449,470
9% GT1 64,362 Ab 53,660 Ab 59,010
PR255 52,881 Ab 55,590 Ab 54,240
Média 149,520 225,626
RRIM600 353,075 Ba 399,618 Aa 376,347
144 GT1 51,801 Ab 47,603 Ab 49,702
PR255 41,764 Ab 47,991 Ab 44,878
Média 148,881 165,071
RRIM600 361,211 456,840 409,090 a
192 GT1 50,400 49,546 49,970 b
PR255 45,137 51,934 48,540 b
Média 152,250 A 186,110 A

(*) Médias seguidas de letras iguais, maitsculas entre tratamentos e minUsculas entre clones, ndo diferem significativamente
entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

CV =36,70%
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Figura 38. Atividade da POD em folhas de clones de seringueira sadias em diferentes
periodos.
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Figura 39. Atividade da POD em folhas de clones de seringueira inoculadas com conidios de
O. heveae em diferentes periodos.
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Diante dos resultados desta pesquisa pode-se considerar que até o
periodo estudado os clones de seringueira GT1 e PR255 ndo apresentaram alteracdes na
atividade das enzimas estudadas sob a interacdo planta-patdégeno. Ja o clone RRIM600
apresentou maior atividade das enzimas diante a infec¢do, o que evidencia a rapida ativacdo
enzimética como mecanismo de defesa antioxidante ao estresse pelo patégeno o O. heveae, ao

comparo-lo com os demais clones.

Dentre os clones de seringueira analisados, pode ser considerado que
no RRIM600, mecanismos antioxidantes, como a ac¢do das enzimas GST, SOD e POD tenha

sido eficientemente ativado e, com isso, resultado na eliminacédo de formado (Figuras 32 a 39).

Pesquisas da resposta antioxidante tem tido como objetivo procurar
uma ferramenta para elucidar como fatores bidticos e abioticos interferem em um organismo
na resposta ao estresse. A resposta oxidativa € universal em plantas submetidas a estresse por
patégenos (CARRILLO; VALLE, 2005).

Dentre os parametros bioquimicos relacionados ao estresse oxidativo
avaliados no presente trabalho, a determinacdo da atividade de GST, SOD e POD pode ser
utilizada como medida de resposta diferencial de clones de seringueira frente a infecgdo por O.
heveae. Estudos analisando outros parametros bioquimicos em plantas de H. brasiliensis sdo
necessarios para se verificar a existéncia de relagGes indicativas de estresse oxidativo com a
resisténcia a infeccdo por O. heveae.

Ressalta-se que a partir da observacdo dos sintomas visuais de injaria
pela infecgdo por O. heveae, nos clones de H. brasiliensis ndo foram detectados sinais de
clorose, bem como de enrugamento dos foliolos durante o periodo de até 192 horas de

infeccdo.
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8. CONCLUSOES

Para as condi¢Oes em que se desenvolveu a presente pesquisa, pode ser
concluido que:

o Existe diferenca de resposta dos clones de H. brasiliensis
analisados, quanto aos parametros indicadores de estresse oxidativo, frente a infeccdo por O.
heveae;

o O fungo O. heveae em clones de H. brasiliensis ndo causa
producdo de lipoperdxidos e ndo altera os teores de aclcares solUveis totais e redutores.
Entretanto, é constatado estresse oxidativo nas plantas, evidenciado pela degradacdo de
clorofila total, principalmente de clorofila a e de carotendides e diminuicdo dos teores de
peroxido de hidrogénio, com énfase para o clone RRIM600;

o Existe diferenca da resposta da atividade das enzimas
antioxidantes, GST, POD e SOD, nos clones de seringueira, RRIM600, GT1 e PR255, sendo
as maiores atividades das enzimas caracteristicas do clone RRIM600 e a infeccdo causa

aumento da atividade.
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o Dentre os clones de seringueira analisados, pode ser considerado
que o RRIM600 é o mais resistente a doenca, evidenciado pela diminuicdo de peroxido de
hidrogénio, refletido pela atuacdo das enzimas antioxidantes na remocao desta ERO.

o Dentre os parametros bioguimicos analisados neste trabalho, a
determinacédo da atividade de GST, SOD e POD pode ser utilizada como resposta diferencial
de clones de seringueira frente a infecg¢do por O. heveae;

o A partir da observacdo dos sintomas visuais de injuria pela
infeccdo por O. heveae, nos clones de H. brasiliensis ndo foram detectados sinais de clorose,
bem como de enrugamento dos foliolos durante o periodo de até 192 horas de infeccdo.;

o Estudos analisando outros parametros bioquimicos em plantas de
H. brasiliensis sdo necessarios para verificar a existéncia de relacBes indicativas de estresse

oxidativo com a resisténcia a infeccéo por O. heveae.
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