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Resumo:

O setor citricola brasileiro apresenta grande influéncia na producdo mundial
de citros, porém apesar de seu grande potencial produtivo, sofre severos
prejuizos devido as diversas doencas e pragas. Uma das doencas de grande
influéncia € o Cancro Citrico, do qual ndo existe ainda um controle ou cura
eficaz. Nas plantas, a presenca da Peroxidases pode auxiliar no processo de
defesa contra patdgenos, sugerindo a importancia desta enzima nas mais
diversas formas de defesa celular. Nos citros, alguns estudos mostram um
aumento da atividade da Peroxidases a partir do momento em que se inicia
a infeccdo. Ao quantificar e analisar se a enzima Peroxidase (POD) atua de
maneira diferente quando analisadas folhas de laranja doce (Citrus sinensis)
com diferentes métodos de inoculagédo da doenca, notou-se que a atividade
€ mais efetiva quando ha ferimentos por agulha e presenca de inoculo e
nessas condi¢des a medida que os dias apos a inoculacéo se estendem, sua
atividade também aumenta.

Introducéo

A bactéria Xanthomonas citri subsp. citri (SCHAAD et. al., 2006) é a grande
causadora do Cancro Citrico, doenca extremamente severa para a
citricultura (GOTTWALD et al., 2002) que ocasiona uma reducéo drastica na
producdo de frutos e na renda do produtor, j& que suas lesdes afetam a
comercializacdo da fruta in natura, seu processamento industrial e sua
exportacao.

A enzima peroxidase é uma glicoproteina que pode ser encontrada nas
plantas, possui um papel metabdlico muito importante, oxidando
componentes potencialmente toxicos, como por exemplo, o peroxido de
hidrogénio e os radicais livres. Ao oxida-los, ela torna esses produtos menos
nocivos a célula. A peroxidase também esta relacionada a sintese de lignina
e de etileno, auxiliando na defesa contra patégenos (KARSTEN, 2009).
Pensando em formas de defesa natural das plantas a patdégenos, o objetivo
do trabalho é quantificar e analisar a atividade enzimatica da Peroxidase
(POD) em folhas de laranja doce (Citrus sinensis) que estdo submetidas a
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diferentes métodos de inoculagédo da bactéria fitopatogénica Xanthomonas
citri subsp. citri, responsavel pelo Cancro Citrico.

Materiais e métodos

Para o experimento, utilizou-se mudas de laranja doce (Citrus sinensis) do
genatipo Pera IAC, provenientes do Viveiro de Mudas Pratinha, localizado no
municipio de Paranavai, Parana. As mudas permaneceram em condi¢es de
casa de vegetacao nas instalacées do Nucleo de Pesquisa em Biotecnologia
Aplicada (NBA) da Universidade Estadual de Maringad (UEM) durante todo o
experimento. Aos 50 dias antes da inoculacdo, as plantas foram podadas
com o objetivo de obter folhas homogéneas entre 75 e 100% de expansao.
Para a inoculagao da X. citri utilizou-se a estirpe Xcc 306, a qual tem seu
genoma ja sequenciado, obtida do acervo de culturas puras do Fundo de
Defesa da Citricultura (Fundecitrus). O qual foi preparado em tampao fosfato
(0,075 M, pH 7,0) e ajustado a 10° unidades formadoras de coldnia mL™
(BELASQUE JR.; JESUS JR., 2006) com auxilio de um espectrofotbmetro
ajustado para leitura a 630nm.

Empregou-se trés métodos de inoculacao: a) perfuracao do limbo foliar com
agulha (0,55 x 0,20 mm), sendo realizadas 6 perfuracdes por folha; b)
aspersao de suspensdo bacteriana com borrifador, até o ponto de
escorrimento; c) friccdo de algoddo embebido com suspenséo bacteriana,
sendo repetidas cinco friccbes longitudinais. Cada método de inoculacao
teve 4 plantas com 20 folhas inoculadas em cada uma (repeti¢cdes), sendo
oito furos por folha.

Em cada avaliacao, realizou-se trés coletas de folhas distintas para analisar
a atividade enzimatica da Peroxidase: 1) um controle, com folhas livres de
ferimentos e contato com o inoculo; 2) folhas com ferimentos por agulha sem
presenca de inoculo; 3) folhas com ferimentos por agulha ou outro método
com presenca de inoculo. Foram coletadas em torno de 20 folhas por
variedade com o mesmo estadio de maturacdo e com boa sanidade,
embrulhadas em papel aluminio, identificadas por parcelas e armazenadas
em isopor com gelo ao 01 e 09 dias apos a inoculagéo (DAI).

As amostras foram encaminhadas para o Laboratério de Bioquimica de
Plantas (BIOPLAN), da Universidade Estadual de Maringa e preparadas a
partir da pesagem de 1g de folhas, trituradas em almofariz com 0,01 g de
PVPP em 3 mL de tampéao fosfato de potassio 50 mM (pH 7.0) com 3 mM de
DTT 1 mM de EDTA, transferida para tubo Falcon de 15 mL e centrifugada a
10.000 giros em 4°C por 30 minutos. Subsequentemente, o sobrenadante foi
transferido para micro tubos de 1,5 mL e armazenado a -80°C.

A atividade enziméatica foi determinada de acordo com o método descritos
por Santos et al.,, (2004). A mistura de reagao (2,6 mL) foi formada por
tampéao fosfato de sédio 25 mM (pH 6,8), 2,58 mM de guaiacol e 10 mM de
H,O,. A reacdo foi iniciada com a adicdo do extrato enzimético (0,4 mL)
previamente diluido de preparacédo. A oxidacdo do guaiacol foi quantificada
aos 5 min a 470 nm de absorbéncia em espectrofotbmetro e a atividade da
enzima foi calculada utilizando o coeficiente de extin¢do (25,5 mM™* cm™). O

FUNDACAO
ARAUCARIA
e S S ™

CAIXA BReS\. 'CNPa  mwacis




27° Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica 2 e 3de outubro de 2018

7° Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica JUnior

branco foi considerado a mistura da reacédo sem o extrato enzimatico, sendo
a atividade da POD expressa em pumol de tetraguaiacol min™ g* de folha
fresca. Os resultados foram avaliados atraves do teste de Tukey no nivel de
5% de probabilidade a fim de detectar diferenca entre as médias.

Resultados e Discussao

Os métodos de algodéao e asperséao ndo desenvolveram sintomas da doenca
e, portanto, ndo participaram das avaliagdes que se seguiram. Com base
nas analises estatisticas realizadas, ao observar a acdo dos métodos de
inoculacdo com e sem presenca de bactéria, nota-se que no método onde
temos a bactéria inoculada a partir de ferimentos com agulha, a atividade da
enzima foi maior que nos outros dois métodos, que no caso, ndo tiveram
diferenca significativa, como € possivel observar na Tabela 1.

Tabela 1: Atividade da enzima Peroxidase em relacdo aos tratamentos.
Atividade da POD**

Tratamentos™ (umol de tetraguaiacol min™ g'l de folha fresca)
SAG 3.596450 al
CAG 5.832350 al
CAG+BAC 6.606850 a2

*Legenda: SAG: tratamento sem agulha; CAG: tratamento com agulha; CAG+BAC: tratamento com agulha e
bactéria.
**Médias seguidas pelo mesmo nimero néo diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia

Quando, a partir das analises estatisticas, observa-se a atividade da
Peroxidase com o passar dos dias ap0s a inoculacéo, presente na Tabela 2,
nota-se que a medida que a bactéria avanca em seu ataque, a POD,
trabalha buscando bloquear a agdo do patégeno sob a planta, visando evitar
os danos que a doenca acarreta. Esses dados estdo acordados com o0s
resultados obtidos por Nanani (2017), onde notou-se também o aumento
significativo da atividade da Peroxidase na variedade Pera IAC a medida que
aumentou os dias apoés a inoculacdo, sendo que houve um pico aos 16 DAI
que estaria relacionado a resposta de hipersensibilidade, na qual as plantas
sob estresse acumulam mais H,O, no espaco intercelular, com o objetivo de
conter o desenvolvimento do patdgeno, impedindo que a doenca evolua para
outras partes da planta.

Tabela 2: Atividade da Peroxidase em rela¢do aos dias ap0s a inoculacao.
Atividade da POD

Dias ap0s a inoculagéo

(umol de tetraguaiacol min™ g'l de folha fresca)

1 4.240633 al

9 6.449800 a2

Os resultados obtidos podem estar relacionados também aos de Wang et al.
(2011), onde foi observado que a presenca de POD esta estreitamente
ligada a defesa da planta ao patdgeno, sendo considerada uma estratégia
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importante para a planta quando a mesma possui ferimentos passiveis a
infec¢@o do patégeno.

Conclusodes

Contudo, conclui-se que a enzima Peroxidase tem um papel importante
como mecanismo bioquimico de defesa da planta, aumentando
significativamente seus niveis com a presenca da bactéria Xanthomonas citri
subsp. citri e que com o passar dos dias ap06s o inicio do ataque da doenca,
ela trabalha efetivamente em busca do controle do patégeno.
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