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RESUMO

O estagio supervisionado foi realizado no laboratorio de Interacdo Planta-Patogeno,
localizado no departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa, no
estado de Minas Gerais, no periodo de 18/10/2018 a 17/12/2018. Durante este periodo,
foram empregadas metodologias para identificagdo de estresse em plantas e o estudo
sobre a interacdo entre plantas e seus patdgenos. As plantas estdo sujeitas ao ataque
corriqueiro de doencas, acarretando diversos processos fisioldgicos e bioquimicos, como
resposta aos danos provocados pelos microrganismos. Fatores bioticos e abioticos podem
induzir o estresse em plantas, que pode ser identificado através de ferramentas e técnicas
experimentais, capazes de elucidar o processo de interacdo entre planta e patégeno. No
processo de infeccdo, 0s agentes patogénicos induzem e empregam seus mecanismos de
ataque para garantir sucesso na penetracdo e colonizacdo dos tecidos. ApOs o
reconhecimento dos microrganismos patogénicos e de seus danos, as plantas, por sua vez,
lancam mao de mecanismos de defesa estruturais e/ou bioquimicos, que sdo capazes de
evitar ou retardar o processo de infecgdo. Foram utilizadas técnicas fisiologicas como,
avaliacdo de fotossintese através do IRGA; analise da fluorescéncia da clorofila “a”
através fluorbmetro de imagem; quantificacdo de pigmentos em espectrofotdmetro, etc.
Também foram utilizados métodos bioquimicos para analise e quantificacdo de
compostos inibitérios de microrganismos. Durante esse periodo, ocorreu 0
acompanhamento de experimentos com inducdo de resisténcia em plantas por meio da
nutricdo mineral. Desta forma, o estagio proporcionou um maior dominio teérico e pratico
de técnicas avancgadas para estudo do processo de interacdo entre hospedeiro e patdgeno.

Palavras-chave: Resisténcia de plantas; nutricdo mineral; fisiologia do parasitismo.



1. INTRODUCAO

1.1.  Caracterizagdo da institui¢éo

A Universidade Federal de Vigosa originou-se da Escola Superior de Agricultura e
Veterinéria (ESAV), criada pelo Decreto 6.053, de 30 de margo de 1922. Em 1927 foram
iniciadas as atividades didaticas, com cursos fundamental e médio, e no ano seguinte, o
curso superior de Agricultura.

Visando ao desenvolvimento da escola, em 1948, o Governo do Estado a transformou
em Universidade Rural do Estado de Minas Gerais (UREMG). Gragcas a sua solida base,
a qual era composta pela Escola Superior de Agricultura, pela Escola Superior de
Veterinaria, pela Escola Superior de Ciéncias Domésticas, pela Escola de Especializacéo
(Pos-Graduacao), pelo Servigo de Experimentacao e Pesquisa e pelo Servico de Extenséo,
e a seu continuo desenvolvimento, a UREMG adquiriu renome em todo o pais, o que fez
o governo federal a federaliza-la, com o nome de Universidade Federal de Vigosa (UFV)
em 15 de julho de 1969.

Figura 1. Universidade Federal de Vigosa. FONTE: Portal UFV

A instituicdo vem expandindo nas areas de conhecimento, tais como ciéncias agrarias,
ciéncias biolodgicas e da saude, ciéncias exatas e tecnoldgicas e ciéncias humanas, letras
e artes. Seus cursos séo distribuidos nos campus Florestal, Rio Paranaiba e Vigosa, o qual
possui 45 dos 67 cursos existentes na universidade.

Por tradigdo, a area de ciéncias agrarias é a mais desenvolvida na UFV, sendo
conhecida e respeitada no Brasil e no exterior. O reconhecimento externo pode ser
constatado no excelente desempenho dos egressos do curso, com alta empregabilidade e
exercendo funcdes de liderancas na area empresarial e politica. Outros indicadores que
qualificam o curso de Agronomia da UFV sdo as avaliacdes realizadas pelo Ministério da
Educacéao e Cultura. Desde a implantacdo do sistema de avaliacdo de cursos superiores,
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0 Enade, o curso de Agronomia da UFV tem obtido conceitos que o coloca em destaque
entre os cursos equivalentes do Pais. Por iniciativa da Editora Abril, responsavel pela
publicacdo da revista Guia do Estudante, tem sido feito ordenamento dos cursos
superiores do Brasil e, em todas as edi¢des, o curso de Agronomia de Vigosa tem
conquistado o grau maximo.

O Departamento de Fitopatologia da UFV foi criado, oficialmente, junto com a
instalacdo do Centro de Ciéncias Agrarias, no ano de 1978. O Prof. Geraldo Martins
Chaves foi o primeiro chefe do Departamento e seu grande incentivador. O departamento
possui 17 laboratorios de pesquisa, coordenados pelos docentes do departamento. A
maioria dos laboratdrios esta localizada no Edificio Sylvio Starling Brandao (Figura 2).
Sdo desenvolvendo atividades nas areas de Bacteriologia, Biologia de Populacdes,
Controle bioldgico de doencas de plantas, Controle biologico de fitonematdides,
Epidemiologia, Genbémica, Interacdo Planta-Patdgeno, Micologia, Nematologia,
Patologia de sementes e de Pos-colheita, Patologia florestal, Patologia florestal
molecular, Protecdo de plantas, Virologia vegetal e molecular e Virologia (Portal UFV).

Figura 2. Edificio Sylvio Starling Brandéo, onde est4 localizado o departamento de fitopatologia.
FONTE: Portal UFV
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1.2. Interacdo planta-patogeno

As doengas de plantas podem ser caracterizadas como um mau funcionamento das
células do hospedeiro e seus tecidos que resulta de uma irritacdo continua gerada por um
agente patogénico ou pelo ambiente (AGRIOS, 2004). Este desequilibrio nas funcées da
planta é prejudicial e leva ao desenvolvimento de sintomas, provocando danos ao
hospedeiro com este tipo de interacdo (TEIXEIRA, 2011).

A interacdo hospedeiro-patdgeno pode ser encarada como uma luta pela
sobrevivéncia entre dois organismos. Nessa batalha entre a planta e o patdgeno, a
fisiologia do parasitismo procura explicar as bases bioquimicas e fisioldgicas do
fendmeno. De um lado, o patdgeno lanca méo de suas armas quimicas para atacar o
hospedeiro em potencial, enquanto este, através de mecanismos estruturais e/ou
bioquimicos, procura se defender do patdgeno. A interacdo hospedeiro-patdgeno deve ser
visualizada como um sistema unico e totalmente novo, o qual depende da planta e do
patdgeno em intima relacdo com o meio ambiente. O hospedeiro mostra-se como
vencedor quando a doenca ndo ocorre (resisténcia), enquanto os sintomas por ela
produzidos (suscetibilidade) indicam o patégeno como vencedor (PASCHOLATI, 1994).

As plantas, diferentemente dos animais, ndo possuem sistema imunoldgico para
enfrentar certas situacfes adversas. Esse fato, associado a sua imobilidade, fez com que
elas aperfeicoassem, ao longo do tempo em suas células, tanto defesas pré-formadas
quanto induzidas (HAMMOND-KOSACK; JONES, 2000). De acordo com Agrios
(2004), as plantas se defendem contra patégenos por uma combinacdo de armas de dois
tipos:

1- Caracteristicas estruturais, que agem como barreiras fisicas e inibem a entrada e
disseminacdo do patogeno;

2- Reacdes bioquimicas, que ocorrem em células e tecidos da planta, e produzem
substancias que sdo tdxicas para o patdgeno ou que criam condi¢bes que inibem o
desenvolvimento do patégeno na planta.

As combinacdes de caracteristicas estruturais e reacdes bioquimicas utilizadas na
defesa de plantas sdo diferentes em diversos sistemas patdgeno-hospedeiro. Além disso,
dentro de um mesmo sistema patdégeno-hospedeiro, as combinacBes variam com a idade
da planta, o tipo de 6rgdo e tecido atacado, a condi¢do nutricional da planta e as condicfes
climaticas (TEIXEIRA, 2011).

1.3. Mecanismos de defesa pré-existentes

Uma primeira barreira na planta contra os patégenos é sua superficie. Algumas
defesas estruturais estdo presentes mesmo antes do patdgeno entrar em contato com a
planta. Tais estruturas incluem a quantidade e a qualidade da cera e cuticula que cobrem
a epiderme das células, a estrutura da parede das células da epiderme, o tamanho,
localizagéo e forma dos estdmatos e lenticelas, e a presenca na planta de tecidos formados
por células de parede espessa que impedem o avanco do patdgeno (DURBIN, 1988).
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Ceras nas superficies de folhas e frutos formam uma superficie repelente a agua e,
desse modo, previnem a formacao de um filme de agua, no qual os patdgenos podem ser
depositados e germinar (fungos) ou multiplicar (bactéria). Uma camada espessa de pélos
na superficie de uma planta pode também exercer um efeito similar e reduzir a infec¢éo.
Uma cuticula espessa pode aumentar a resisténcia a infeccéo por patdgenos que entram
no hospedeiro apenas através de penetracdo direta. A espessura e rigidez de paredes
externas de células da epiderme s&o aparentemente fatores importantes na resisténcia de
algumas plantas a certos patogenos. Paredes espessas e rigidas de células da epiderme
tornam a penetragdo direta por fungos patogénicos dificil ou impossivel. (TEIXEIRA,
2011). As plantas ainda possuem substancias bioquimicas ja presentes em suas células,
capazes de inibir ou dificultar a infecgdo patogénica, como fénois, alcaloides, lactonas
insaturadas, glicosideos fendlicos e cianogénicos, fitotoxinas e inibidores protéicos,
substancias oriundas do metabolismo secundario.

1.4.  Mecanismos de defesa pds-formadas

Apesar das estruturas de defesa superficiais ou internas das plantas hospedeiras,
muitos patdgenos conseguem penetrar em seus hospedeiros e produzir varios graus de
infeccdo. Por outro lado, ap6s o patégeno ter penetrado as estruturas de defesa pré-
formadas, as plantas usualmente respondem com a formacdo de um ou mais tipos de
estruturas que sd@o mais ou menos eficientes na defesa da planta contra a invasdo do
patdgeno. Algumas estruturas de defesa formadas envolvem os tecidos proximos do
patdgeno e sdo chamadas estruturas histolégicas de defesa; outras envolvem as paredes
de células invadidas e sdo chamadas estruturas celulares de defesa; outras ainda,
envolvem o citoplasma das células sob ataque, e 0 processo é chamado reagdo de defesa
citoplasmatica. Finalmente, a morte de células invadidas pode proteger a planta contra
invasdo, e é chamada de reacdo de defesa necrética ou hipersensitiva (FRY, 1982;
AGRIQS, 2004).

Algumas estruturas formadas ap6s o ataque de patdgenos sdo: A formacdo de camadas
de cortica, que inibe a invasdo pelo patdgeno ao redor da lesdo inicial e também bloqueia
a difusdo de alguma substancia tdxica que o patdgeno possa secretar. Camadas de
absciséo séo formadas em folhas novas e consistem de uma abertura entre duas camadas
de células de uma folha delimitando o local da infecgdo. Sobre a infec¢do, a lamela media
entre estas duas camadas de células é dissolvida através do adelgagamento da folha.
Gradualmente esta area encarquilha, morre e se decompde, levando consigo o patdgeno.
Tiloses se formam nos vasos do xilema da maioria das plantas sob véarias condigdes de
estresse e durante a invasdo pela maioria dos patdgenos vasculares. Tiloses consistem em
crescimento excessivo do protoplasto de células parenquimatosas adjacentes que sé@o
empurradas para dentro dos vasos do xilema atravées de buracos. As tiloses tém paredes
celulosicas e podem, por seu tamanho e ndmero, obstruir completamente 0s vasos;
Diversos tipos de gomas sao produzidas por muitas plantas ao redor das lesdes ap0s
infeccdo pelo patdgeno ou injuria. Secre¢do de goma é mais comum em plantas frutiferas
mas ocorre na maioria das plantas. O papel defensivo dos depdsitos de gomas vem do
fato de que estas sdo rapidamente depositadas nos espacos intercelulares e nas células
adjacentes ao sitio de infeccdo, formando assim uma barreira impenetravel que encapsula
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completamente o patégeno (AGRIOS, 2004). Além disso, as plantas sdo capazes de
produzir fitoalexinas apds reconhecimento de microrganismos. As fitoalexinas séo
definidas como compostos antimicrobianos de baixa massa molecular, sintetizadas e
acumuladas nas plantas apds estresses fisicos, quimicos ou bioldgicos, como o contato
com microrganismos, e seu papel na resisténcia a patdgenos é amplamente estudado,
sendo capaz de reduzir ou impedir a atividade de agentes patogénicos (BRAGA, 2008).

1.5.  Inibicéo bioquimica

Além das caracteristicas estruturais proverem a planta com varios graus de defesa
contra o ataque de patdgenos, estd se tornando amplamente claro que a resisténcia de
plantas a patogenos depende tanto das barreiras estruturais como das substancias
produzidas em suas células antes ou apds a infecgdo (TEIXEIRA, 2011).

Tecidos e células vegetais respondem a injaria, tanto causada por um patégeno como
por um agente quimico ou mecanico, através de uma série de reagdes bioquimicas que
parecem ser dirigidas para isolamento do irritante e cicatrizacdo do ferimento. Estas
reacOes sdo frequentemente associadas com a producdo de substancias fungitoxicas ao
redor do sitio de injaria bem como a formacéao de camadas de tecidos protetores tais como
calo e cortica. Alguns dos compostos produzidos estdo presentes em altas concentracoes,
suficientes para inibir o crescimento da maior parte dos fungos e bactérias que nédo
conseguem infectar aquele hospedeiro. Estes compostos incluem principalmente os
compostos fenolicos, como acidos clorogénico e caféico, produtos de oxidacdo de
compostos fendlicos, e também as fitoalexinas, muitas das quais sdo também compostos
fendlicos (AGRIOS, 2004).

1.6. Resisténcia de plantas x nutricdo mineral

Resisténcia é aquela caracteristica da planta que suprime o patdgeno e o
desenvolvimento da doenca. A magnitude da resisténcia pode variar de muito pequena,
nos casos em que o desenvolvimento do patdgeno é suprimido apenas levemente, a muito
grande, nos casos em que, 0 patégeno ndo completa a patogénese (FRY, 1982).

Inducéo de resisténcia em plantas é a resisténcia que desenvolve ap6s a pré inoculacao
das plantas com vérios agentes bidticos ou ap6s pré-tratamento com varios agentes
quimicos ou fisicos. Resisténcia tem sido induzida em uma ampla variedade de plantas
contra fungos, bactérias, virus e até insetos (AGRIOS, 2004).

O estado nutricional da planta tem relacdo direta com seu crescimento e
desenvolvimento, além de ser considerado um dos principais fatores responsaveis pelos
mecanismos de defesa em relacdo aos fatores bidticos (patdgenos e insetos pragas)
(COLHOUM, 1973). Os elementos minerais estdo envolvidos em todos 0s mecanismos
de defesa do vegetal, sejam como componentes integrais ou ativadores, inibidores ou
reguladores do metabolismo (SILVEIRA; HIGASHI, 2003).

Uma planta com deficiéncias nutricionais ¢ normalmente mais vulneravel ao ataque
de patégenos do que outra em condigdes nutricionais 6timas. O equilibrio nutricional é
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importante, pois plantas com excesso de nutricdo podem tornar-se, também, mais
predispostas as doencas.

Todos os aspectos fisioldgicos da resisténcia estdo intimamente relacionados com o
“status” nutricional das plantas e refletem tanto uma modifica¢do no ambiente nutricional
do patégeno como a producdo e acimulo de compostos inibidores da patogénese. Os
nutrientes minerais exercem fungdes especificas no metabolismo vegetal, afetando,
assim, seu crescimento e sua producdo. Além disso, a nutricdo mineral apresenta
envolvimento secundario em termos das funcdes dos nutrientes no metabolismo vegetal,
como alteracdes na morfologia (forma de crescimento), anatomia (paredes das células da
epiderme mais grossas, lignificadas ou silificadas) e composicdo quimica (sintese de
compostos tdxicos), as quais podem aumentar ou reduzir a resisténcia das plantas aos
patégenos (MARSCHNER, 1995).

Os efeitos dos nutrientes minerais no crescimento das plantas e na produgdo podem
ser explicados conforme as funcfes que exercem no seu metabolismo. Podem alterar o
padrdo de crescimento, a morfologia e a anatomia da planta como um todo ou de seus
orgdos, e, particularmente a composi¢do quimica, e consequentemente aumentar ou
reduzir a resisténcia de plantas a patdgenos e pragas (HUBER et al. 2012; MARSCHNER
2012). Alguns nutrientes possuem destaque na inducéo de resisténcia em plantas, como
o célcio, magnésio, potassio, silicio e niquel.

Admite-se que o célcio seja indispensavel para a manutencdo da estrutura e o
funcionamento normal das membranas celulares. A permeabilidade das membranas a
compostos hidrofilicos depende consideravelmente da concentracio de Ca?* e de H* no
meio (FAQUIN, 2005). O calcio é usado na sintese de novas paredes celulares, no fuso
mitético, na atuacdo normal das membranas, e como mensageiro secundario para um
namero de respostas das plantas para sinais ambientais e hormonais (TAIZ; ZIEGER,
1991), e também ¢é indispenséavel para o desenvolvimento normal do sistema radicular
(BASSO; SUZUKI, 2001; TAIZ; ZIEGER, 1991). Este mineral também desempenha
outras importantes funcdes nas plantas, esta envolvido na estrutura e estabilidade de
membrana celular durante estresse por altas temperaturas, bem como nos periodos de frio
(TAIZ; ZIEGER, 1991), e sua deficiéncia causa a desintegracdo de paredes com
subsequente colapso dos tecidos (BONATO et al., 1998).

O Magnésio (Mg) desempenha funcdes importantes na fisiologia vegetal por
participar dos processos da fotofosforilacdo, da fixacdo fotossintética do didxido de
carbono, da sintese proteica, do carreamento do floema, da utilizacdo dos fotoassimilados,
na geracdo de espécies reativas de oxigénio e na foto-oxidacdo foliar (HERMANS et al.,
2005). Este elemento pode promover resisténcia aos fatores desfavoraveis. A fungdo mais
conhecida do Mg é a de compor a molécula da clorofila, que sdo porfirinas magnesianas.
Além desta, outras importantes funcbes sdo desempenhadas pelo Mg, como a ativagédo
enzimatica. O Mg ativa mais enzimas de qualquer outro elemento na planta. Neste caso,
o principal papel do Mg é atuar como cofator de enzimas fosforilativas, formando uma
ponte entre o pirofosfato do ATP ou ADP e a molécula da enzima (FAQUIN, 2005)

O potéssio (K) ndo faz parte de qualquer composto organico, portanto, nao
desempenha funcdo estrutural, mas contribui para a regulagdo osmotica da planta. Além
destas fungdes, o K™ atua na ativagdo enzimatica e no processo de absorg¢do ibnica. Mais
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de 50 enzimas sao dependentes do K para sua atividade normal, citando-se as sintetases,
oxiredutases, desidro genases, transferases e quinases. A nutri¢cdo potassica também esta
ligada a regulacéo do potencial osmotico das células das plantas, além da expanséo celular
e a abertura e fechamento dos estdmatos (FAQUIN, 2005).

O silicio (Si) tem aumentado a resisténcia de véarias espécies de plantas as pragas,
doencas, bem como a diversos tipos de estresses abidticos tais como altas temperaturas,
falta de agua no solo e toxidez de ferro e manganés as raizes quando teores elevados
desses elementos se acumulam nos tecidos dessas espécies, na sua maioria
monocotileddneas (MITANI; M.A.; 2005; DATNOFF et al., 2007). Apesar de ndo se
conhecer profundamente seus mecanismos que induzem a resisténcia de plantas, ha
hipdtese da formacéo de uma barreira fisica abaixo da cuticula apds a polimerizacao do
acido monosilicico e de que o Si potencializa mecanismos de defesa em plantas e ndo
atua apenas de forma passiva na resisténcia (PEREIRA et al, 2009).

O niquel (Ni) reconhecido recentemente como micronutriente essencial, também
estimula a producdo das fitoalexinas, aumentando assim a resisténcia a doengas
(MALAVOLTA, 2008). Trabalhos de Graham et al. (1985) e Brown et al. (1987)
demonstraram que o efeito do niquel no controle de doencas decorre principalmente
devido a alteracGes metabdlicas induzidas por meio da planta hospedeira, levando a
reducdo da severidade da doenca.

Tem-se conhecimento do efeito de alguns nutrientes aplicados na adubacéo sobre a
suscetibilidade de plantas as doencas. Estudos antigos ja& demonstram a relacdo entre
estado nutricional e resisténcia. A aplicacdo de nitrogénio na forma de uréia em altas
concentracdes predispds plantas de arroz a brusone, causada por Magnaporthe grisea
(BUIR et al., 1959). Com relacéo ao fosforo, a deficiéncia desse elemento aumentou a
severidade da podridao radicular em soja, causada por Rhizoctonia solani (CASTANO;
KERNKAMP, 1956). A severidade do cancro da haste da soja, causada por Diaporthe
phaseolorum f. sp. meridionalis foi reduzida com a adubagdo potéssica
(MASCARENHAS et al., 1997). Em alguns patossistemas, como Erwinia carotovoara
subsp. carotovora e tubérculos de batata, tém-se evidenciado que o aumento no teor de
calcio no tubérculo elevou a resisténcia a podriddo mole (MCGUIRE; KELMAN, 1984).
A baixa severidade da brusone, em paniculas de arroz, foi associada a altas concentracoes
de potassio e zinco e baixas concentracdes de nitrogénio, fésforo e magnésio (FILIPPI;
PRABHU, 1998).

Atualmente, essa linha de pesquisa mantém-se alvo de estudo. Em trabalhos sobre
nutricdo mineral de plantas, Rodrigues et al (2017) comprovou aumento de resisténcia
em plantas de trigo a brusone, pelo uso de silicio e magnésio. Em aplicagdo de doses
crescentes de célcio em plantas de trigo, Debona et al (2017) observou reducdo na
severidade da brusone e que o nivel de expressdo dos marcadores do gene das vias
salicilico e do acido jasmonico, quitinase, B-1,3-glucanase, fenilalanina amoénia liase,
peroxidase e polifenol oxidase foi maior em plantas com doses maiores de calcio.
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2. ATIVIDADES DESENVOLVIDAS:

2.1. Técnicas experimentais para determinacao de estresse em
plantas

O estresse pode ser definido como uma situagdo desvantajosa a planta e que
promove mudancas na mesma. O estresse pode ser provocado por fatores abioticos
(estresse hidrico, por excesso ou escassez; estresse salino; excesso ou caréncia de
nutrientes; altas ou baixas temperaturas; excesso ou falta de luminosidade; baixas
concentragbes de CO2; metais pesados, etc.), ou ainda por fatores bidticos
(microrganismos; pragas; plantas daninhas).

Através de ferramentas e técnicas experimentais é possivel, de forma eficaz e
segura, determinar quando as plantas estdo passando por condi¢cfes de estresse e como
essa planta estd sendo afetada (danos no aparato fotossintético, no sistema vascular, nas
membranas celulares, etc.).

A seguir, sdo apresentadas algumas técnicas rotineiramente utilizada para
determinar o estresse em plantas:

2.1.1. IRGA (Infra-red gas analyzer)

Os IRGAs medem concentracfes de dioxido de carbono (CO2). A taxa de
absorcdo de CO2 por uma folha pode ser medida colocando a folha numa cémara
transparente, fazendo passar ar sobre a folha e medindo com o IRGA a variacdo da
concentragdo de CO- apos a passagem pela cAmara (CARVALHO, 2014).

Atualmente, a maioria dos sistemas de medida do CO; utilizam o IRGA num
modo diferencial, o que permite detectar variagdes muito pequenas na concentracdo de
COo. Assim, o ar passa pela coluna de referéncia antes de entrar na cAmara que contém a
folha, seguindo depois para a coluna de analise. A diferenca entre os valores das duas
colunas fornece o0 CO2 consumido em cada momento pelo tecido foliar (CARVALHO,
2014).

Podemos utilizar outras determinagfes com o IRGA, importantes para o estudo
das plantas sob condicgdes de estresse, seja ele abidtico ou bidtico. Uma dessas utilizacdes
é a resisténcia ou condutancia estomatica. Os estdmatos sdo a principal resisténcia ao
fluxo difusivo do vapor de &gua através das folhas. Medic¢des da resisténcia estomatica
(rs) ou do seu inverso, a condutancia estomatica (gs), sdo importantes para estabelecer a
influéncia dos estdmatos na transpiracdo e/ou na troca de outros gases entre os tecidos
foliares e a atmosfera envolvente (CARVALHO, 2014).

Este sistema de medida é constituido essencialmente por trés partes:
- Camara de medida;

- Analisador de gas em modo diferencial para o0 CO- e para 0 vapor de agua;
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- Unidade munida de um visor digital, que centraliza as informacdes recebidas do
IRGA e dos sensores instalados na cAmara e que contém ainda as bombas para a
circulacdo de ar e os controladores de fluxo.

Em condigdes de estresse bidtico, quando plantas sdo atacadas por patégenos, a
necrose acarretada pelo ataque de microrganismos gera disturbios fisiolégicos no sistema
fotossintético da planta e perda de area fotossintética ativa, provocando uma reducgéo na
taxa de fotossintese.

Para determinacdo da fotossintese (Figura 3) foram utilizadas plantas de arroz
tratadas com diferentes doses de potéassio. O experimento foi composto por plantas
testemunhas, sem inoculacdo de doenga e plantas inoculadas com Bipolaris oryzae,
agente causal da mancha parda do arroz. Inicialmente, o equipamento foi calibrado, e
posteriormente as folhas foram colocadas e mantidas na camara de leitura. Antes do
procedimento de leitura, observou-se a estabilidade dos gréficos de condutancia
estomatica e da fotossintese, para evitar fatores de variacdo. Em seguida, foram feitas as
leituras e os dados foram salvos para analise. Os dados demonstraram que plantas
inoculadas apresentavam menor taxa de fotossintese, acarretada pela perda de area
fotossintética e distlrbios no aparato fotossintético. Entretanto, plantas tratadas com
doses intermediarias de potassio apresentaram melhor eficiéncia fotossintética. J& as

plantas testemunhas apresentaram taxa fotossintética superior, quando comparadas as
plantas inoculadas.
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Figura 3. Utilizacdo de IRGA para avaliagdo de fotossintese em plantas de arroz inoculadas com
Bipolaris oryzae.

E importante salientar que, para o uso desse equipamento, devemos levar em
consideracdo alguns fatores ambientais, como a umidade em torno de 50 a 70% e
temperatura em torno de 25 °C. Em temperaturas mais elevadas, deve-se ligar 0 “cooler”

do equipamento, e deve-se evitar seu uso em dias chuvosos, nublados ou com alta
umidade, para evitar erros na medicé&o.
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2.1.2. Fluorescéncia da clorofila “a”: fluorémetro de imagem

A fotossintese constitui a base da produc¢do de uma cultura. Estima-se que 90% da
matéria seca total de um vegetal resultem diretamente do processo fotossintético (JIAO;
JI; LI, 2003). A absorc¢éo e uso da energia luminosa pelos vegetais podem ser estimados
através da andlise da fluorescéncia da clorofila. Segundo Baker e Rosenqvist (2004),
mudancas na emissdo da fluorescéncia da clorofila sdo indicativos de alteracdes na
atividade e aparato fotossintético.

Em temperatura ambiente (temperatura fisioldgica, 20 a 25 °C), a fluorescéncia é
uma luz emitida e exibe um ponto méaximo de emissdo na faixa de 682 nm e outro ponto
menos pronunciado em 740 nm (KRAUSE; WEIS, 1994). Os trés processos de dissipacao
da energia luminosa pelas moléculas de clorofilas (Dissipagdo Fotoquimica+
Fluorescéncia + Dissipacdo N&o-Fotoquimica) sdo competitivos, ou seja, alteracdes nas
taxas fotossintéticas e na dissipacdo de calor causardo alteragcbes complementares na
emissdo da fluorescéncia. Sendo assim, alteragdes na fluorescéncia podem mostrar a
auséncia ou presenca de comprometimentos no processo fotossintético (CAMPOSTRINI,
2001).

A andlise da fluorescéncia da clorofila “a” é capaz de detectar com seguranga e
confiabilidade efeitos de estresse e injurias no processo fotossintético causados por
fatores bioticos ou abidticos. As mudancas na cinética de emissdo de fluorescéncia da
clorofila “a” a partir de organismos fotossintéticos, sdo resultados de frequentes
modificacdes na atividade fotossintética, principalmente com relacdo a eficiéncia
quéntica do transporte de elétrons através do fotossistema Il (FSII) em folhas (YUSUF et
al. 2010; BAKER; ROSENQVIST, 2004). Dentre os diversos parametros de
fluorescéncia da clorofila que podem ser medidos, 0 méaximo rendimento quantico
fotoquimico do FSII (Fv/Fm), frequentemente avaliado pela méaxima taxa de
fluorescéncia da clorofila “a”, tem sido amplamente utilizado para comparar tecidos
saudaveis e danificados devido a fatores bidticos (ROUSSEAU et al. 2013). Folhas
saudaveis apresentam valores entre 0.80 a 0.65, sendo que abaixo desse intervalo indica-
se que os centros de reacdo do FSII foram danificados (CHAVES, 2015).

Demonstracdes de que a fluorescéncia da clorofila pode ser usada para estimar,
rapidamente e de forma ndo invasiva, a eficiéncia do transporte de elétrons através do
FSII e que a eficiéncia de operacdo deste FSII estd correlacionada a assimilacdo de CO>
tem levado a utilizacdo de parametros da fluorescéncia da clorofila para examinar o
desempenho fotossintético de plantas sob condi¢bes de laboratério, em condicGes
controladas e em campo (BAKER; ROSENQVIST, 2004).

Para avaligdo da fluorescéncia da clorofila “a” utilizou-se folhas de plantas de
milho inoculadas com Colletotrichum graminicola, utilizando silicio na adubacdo, folhas
inoculadas com C. graminicola sem silicio e folhas testemunhas, onde ndo houve
inoculacédo do patdgeno. As folhas foram coletadas e mantidas em papel umedecido, para
manter o turgor das mesmas. Em seguida, as folhas foram aclimatadas no escuro durante
1 hora, como objetivo de “limpar” todos os elétrons excitados da cadeia transportadora
de elétrons e “esvaziar” os “pools” aceitadores. Na condi¢do de escuro (centros de reagéo
abertos), varias enzimas do Ciclo de Calvin tornam-se desativadas e devem ser ativadas
pela luz. Ainda, os metabdlitos produzidos no Ciclo de Calvin devem alcangar niveis
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apropriados para que a fixagdo do CO, possa ocorrer em taxas otimas. Sendo assim, existe
um “periodo de indugdo fotossintética” quando se efetua a rapida transferéncia do tecido
fotossintetizante da condi¢do de escuro para a presenca da luz. Neste periodo, a fixacao
do CO; é baixa. Durante o periodo de inducéo fotossintética, os aceptores localizados nas
membranas dos tilacoides estdo aptos a receberem elétrons das moléculas excitadas pelos
fétons. Entretanto, a fase bioquimica da fotossintese ndo esta ativa e nem otimizada.
Como resultado, apds a iluminacgdo, o nimero de aceptores aptos a aceitarem os elétrons
rapidamente reduz a zero, pois todos os sitios de reducéo estdo ocupados em consequéncia
da ativacdo da fase fotoquimica pela luz. Consequentemente, a energia absorvida pelas
moléculas de clorofilas deve ser dissipada em fluorescéncia e em calor (CAMPOSTRINI,
2001).

Antes de dar inicio a avaliacdo da fluorescéncia, o equipamento foi calibrado
usando uma folha de papel branca, no lugar das folhas das plantas de milho, para
verificacdo dos parametros fotossintéticos (Fv/Fm; Y(II); Y (NO); FM), afim de evitar
erros de leitura. Em seguida, as folhas foram colocadas no fluordmetro de imagem para
serem expostas a um pulso de luz de elevada intensidade. Esse pulso de luz ira excitar os
elétrons, que deverdo seguir o caminho da cadeia transportadora de elétrons, dando inicio
ao processo fotossintético. Entretanto, uma vez com o aparato fotossintético danificado,
a planta é incapaz de utilizar essa energia no processo fotoquimico, e como consequéncia
essa energia € dissipada em forma de calor e fluorescéncia, identificada pelo fluorémetro
através de lesbes escuras no tecido foliar, resultado de um declinio do processo
fotoquimico.

Figura 4. Analise da clorofila “a” em plantas de milho, usando um fluorémetro de imagem.

Para o teste de fluorescéncia (Figura 4) foram utilizadas plantas de milho
inoculadas com Colletotrichum graminicola e plantas sadias, tratadas com silicio. No
experimento foi possivel observar les6es no tecido foliar em ambas as plantas inoculadas,
demonstrando danos ao aparato fotossintético, como consequéncia da infec¢do causada
pelo patdgeno. Entretanto, folhas de plantas adubadas com silicio apresentaram menor
porcentagem de tecido lesionado, comprovando que o silicio pode induzir a resisténcia
da planta, através do aumento da espessura da parede celular, promovendo o atraso ou até
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impedindo a penetracdo do fungo. Ja as plantas sadias ndo presentaram nenhuma leséo
em suas folhas.

2.1.3. Leitura de pigmentos

Os pigmentos, clorofilas e carotenoides, sdo extremamente importantes no
processo fotossintético das plantas e suas concentragdes nas folhas podem indicar o
estado fisiologico da planta em condicdes de estresse. As clorofilas sdo os pigmentos
naturais mais abundantes presentes nas plantas, ocorrendo nos cloroplastos das folhas e
em outros tecidos vegetais. Estudos em uma grande variedade de plantas caracterizaram
que os pigmentos clorofilianos sdo os mesmos. As diferencas aparentes na cor do vegetal
sdo devidas a sua distribuicdo nas folhas e a presenca variavel de outros pigmentos
associados, como os carotenoides, 0s quais sempre acompanham as clorofilas (VON
ELBE, 2000).

Os pigmentos fotossintéticos presentes e a sua abundancia variam de acordo com
a espécie. As clorofilas a e b sdo abundantes nas plantas verdes, sendo que a clorofila a
esta presente em todos 0s organismos que realizam fotossintese oxigénica. A clorofila a
é o pigmento utilizado para realizar a fase fotoquimica (o primeiro estagio do processo
fotossintético, enquanto os demais pigmentos auxiliam na absorcdo de luz e na
transferéncia da energia radiante para os centros de reacdo, sendo assim chamados de
pigmentos acessorios. Os principais pigmentos acessorios sao as clorofilas do tipo b e os
carotenodides (TAIZ; ZIEGER, 2004). As clorofilas localizam-se nos cloroplastos, sendo
esta organela responsavel pela fotossintese, isto é, onde ocorrem as duas reacOes
importantes: a fotoquimica, nas membranas dos tilacéides e a bioquimica, no estroma do
cloroplasto. Tais organelas, além das clorofilas, contém outros pigmentos chamados
acessorios, como os carotendides (carotenos e xantofilas).

Para leitura de pigmentos (Figura 5) utilizou-se plantas de arroz inoculadas com
Bipolaris oryzae e plantas testemunhas, ou seja, sem inoculagdo. Foram cortados
fragmentos dessas folhas (cinco fragmentos com 1 cm? cada) e colocados em tubos de
ensaio com 5mL de DMSO, substancia utilizada como extratora. Os tubos foram
mantidos protegidos da luz por 24 horas. Em seguida, esse extrato foi transferido para
uma cubeta e procedeu-se a leitura em espectrofotémetro. Apoés leitura dos dados,
observou-se que as plantas testemunhas apresentaram maiores concentragcdes de
pigmentos, demonstrando que as plantas apresentavam folhas intactas e com alta
sanidade. Entretanto, as folhas das plantas inoculadas demonstraram menor concentragdo
de pigmentos, resultado de sua degradacéo e clorose do tecido, acarretados pela doenga.
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Figura 5. Processo para extracéo e analise de pigmentos fotossintéticos em plantas de arroz.

2.1.4. Extravasamento de eletrolitos

O ataque de patdgenos pode causar a producdo de espécies reativas de oxigénio,
como por exemplo os peroxidos, que sdo moléculas toxicas as plantas e aos agentes
patogénicos. As moléculas de peroxido sdo capazes de gerar o rompimento da membrana
celular, chamada de peroxidacdo lipidica, provocando perda de seletividade e
extravasamento de elétrons, ions e sais da célula para o meio externo. Portanto, quanto
maior o dano causado pela doencga, maior sera o extravasamento de eletrélitos através das
celulas.

Para medir o extravasamento de eletrolitos (Figura 6), foram utilizadas folhas de
arroz inoculadas com Bipolaris oryzae e folhas sadias. As folhas foram cortadas em cinco
fragmentos circulares de 1 cm? cada, lavadas e colocados em tubos de ensaio com 20 mL
de &gua deionizada. Os fragmentos foram mantidos por duas horas na solugdo de agua,
para posteriormente prosseguir com a leitura em condutivimetro. Antes de medir o
extravasamento, o equipamento foi calibrado para minimizar ou evitar erros de leitura.

Figura 6. Analise de extravasamento de eletrolitos em plantas de arroz, usando um condutivimetro.
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Ao final da leitura foi possivel observar que as folhas de plantas sadias
apresentaram menor extravasamento de eletrolitos, uma vez que as membranas de suas
celulas estavam intactas, ja que ndo houve danos acarretados pela doenca. Em
contrapartida, as folhas de plantas inoculadas apresentaram valores bem superiores de
extravasamento, indicando o rompimento de suas membranas celulares pelo ataque do
patogeno.

2.1.5. DAB (3,3-diaminobenzidine)

Os métodos de coloracdo imunoenzimaticos utilizam as rea¢des enzima-substrato
para converterem os cromogénios incolores em produtos finais coloridos, adequados a
serem observados por microscopia Optica. Além disso, a variedade de enzimas e
cromogénios disponiveis permitem a escolha de cor para o produto final da reacdo
(LOPES, 2016).

O cromogénio mais favoravel ¢ a 3,3’ diaminobenzidine (DAB), que ap0s
oxidacdo forma um polimero castanho, insoltvel e estavel no local do antigénio alvo
(LOPES, 2016).

Este método possibilita a observacdo do perdxido no tecido foliar, ou seja, 0
peroxido sintetizado apds o ataque do patdgeno reage com o DAB, promovendo
pontuacg0es escuras do tecido da planta como resultado da reagdo. Assim, quanto maior a
quantidade de perdxido presente na folha, maior a infecgcdo do patégeno. Entretanto, € um
método apenas visual, para simples demonstracdo de um tecido atacado.

Figura 7. Folhas de arroz coradas com 3,3-diaminobenzidine (DAB) para visualizagédo da
presenca de peroxido apds ataque patogénico.

2.1.6. Bomba de pressdo ou bomba de Sholander

Uma bomba de pressdo, camara de pressao ou bomba de Scholander é um
instrumento que pode medir o potencial aproximado de dgua dos tecidos da planta. Uma
folha, um segmento de caule ou haste sdo colocados dentro de uma camara selada. Gas
pressurizado é lentamente adicionado a cAmara. Conforme a pressao aumenta, ela atinge
0 ponto em que a seiva deixa o xilema e é visualizada na extremidade cortada do caule.
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A pressao necessaria para isso € a mesma e com o sinal oposto ao potencial hidrico da
usina. Esse potencial é negativo devido as trocas gasosas que ocorrem através dos
estdmatos, pois trazem uma perda liquida de &gua. A razéo pela qual isso acontece é 0
baixo potencial hidrico da atmosfera e, portanto, a planta perde 4gua constantemente.

Sello de goma Savia

Vélvula de
presién de aire

Aire
comprimido

Bomba de
presion

Figura 8. Bomba de Sholander e seu funcionamento. FONTE: tecncal.com.br

Patdgenos podem atacar e colonizar o xilema e raizes e, como resultado, o
potencial hidrico da planta é afetado. Com isso, para observacdo do extravasamento da
seiva é necessaria uma pressdo muito elevada, quando comparado as plantas sadias.
Portanto, este € um método eficaz para estudo de plantas acometidas por patdégenos do
sistema vascular e que atacam sistema radicular, como fusarium, bactérias colonizadoras
de xilema e nematoides. Esta técnica pode ser usada como um indicador para escolha de
melhores cultivares de plantas para determinados patdgenos.
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2.2.  Acompanhamento de experimentos

2.2.1. Controle de Hemileia vastatrix em plantas de café e
suscetibilidade/resisténcia de genotipos de cafeeiro

A ferrugem do cafeeiro (Coffea arabica L.) é causada por Hemileia vastatrix Berk.
et Br., espécie descrita por Berkeley, para enquadrar a ferrugem encontrada em cafe, em
1869, no Sri Lanka (ZAMBOLIM et al., 1997). Os danos causados pela ferrugem séo,
principalmente, indiretos, pela inducdo de desfolha por ocasido da colheita. A queda
precoce das folhas resulta em menor vingamento da florada, menor vingamento dos
chumbinhos e também seca dos ramos plagiotrépicos, comprometendo, em alguns casos,
mais de 50% da producdo do cafeeiro (GREE, 1993; ZAMBOLIM et al., 1997).

Um dos maiores desafios para os pesquisadores € a constante busca por métodos
alternativos de controle da ferrugem, que causem menor impacto ambiental (COSTA et
al, 2007). Atualmente, o principal controle é feito através de métodos quimicos, com
utilizacdo de fungicidas protetores e sistémicos. Entretanto, tem-se utilizado variedades
resistentes ou tolerantes para controle da doenca.

Durante o estagio, realizou-se 0 acompanhamento de dois experimentos com
ferrugem do cafeeiro. No primeiro ensaio, com foco no controle quimico, foi utilizado
fungicida via solo e acido humico, em casa de vegetagcdo. Neste caso, aplicou-se o
fungicida no solo e, em seguida, plantas de café (variedade caturra) foram inoculadas a
seco com urediniosporos de H. vastatrix raca Il (Figura 9), que foram espalhados sobre a
face abaxial da folha com auxilio de pincel. Posteriormente, foi borrifada agua nas folhas
e colocados sacos plasticos nas mesmas, para manter umidade. As plantas foram mantidas
no escuro por 48 horas em camara Umida.

Figura 9. Inoculacdo de plantas de café com Hemileia vastatrix.
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O objetivo do experimento, em parceria com uma empresa privada, foi observar a
eficiéncia do fungicida via solo, bem como a melhor dosagem, e se existiria perda de
eficiéncia ou aumento de desempenho do mesmo na interacdo com o &cido hdmico. As
substancias humicas sdo compostos organicos que participam dos tratamentos
nutricionais e ajudam a otimizar o manejo, e estdo presentes em formulacGes de alto
desempenho de fertilizantes fluidos. As substancias humicas estdo associadas a melhora
da estrutura do solo devido ao aumento da capacidade de troca cationica (CTC), o que
propicia também a retencéo de agua e promove um melhor aproveitamento de nutrientes
fixados. Com um bom sistema radicular, a planta se desenvolve com mais vigor e ha
reflexo direto no aumento produtividade. Diante dos beneficios do acido himico, a
empresa tem a pretensdo de langar um “pacote tecnoldgico”, juntamente com o fungicida,
para os cafeicultores.

Apds conducdo do ensaio, foi notorio que o fungicida via solo foi capaz de
controlar a doenca (Figura 10), quando comparado a testemunha (sem aplicacdo de
fungicida). Aléem disso, visualmente, o &cido himico néo afetou a eficiéncia do fungicida.
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Figura 10. Folhas de café com 30 dias ap6s inocula¢do com H. vastatrix em diferentes tratamentos.

O segundo experimento, também conduzido em casa de vegetacao, visou apenas
observar a susceptibilidade de diferentes variedades de café a diferentes racas de H.
vastatrix. Para isso, variedades conhecidas como resistentes ou tolerantes a ferrugem do
cafeeiro foram inoculadas a seco com diferentes racas de H. vastatrix e mantidas no
escuro por 48 horas em camara de incubagdo, com umidade adequada e temperatura
controlada. As folhas foram analisadas ao longo do tempo, levando em consideragédo
severidade, periodo de laténcia, diametro da lesdo, etc., para observacdo da
suscetibilidade da planta. Ao final do ensaio, observou-se que muitas variedades
conhecidas como tolerantes ou até mesmo resistentes, demonstram suscetibilidade ao
patogeno.
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2.2.2. Teste com novas moléculas para controle da ferrugem asiatica da
soja

A ferrugem asiatica da soja, causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi Syd. & P.
Syd., € uma das doencas mais severas que incide na cultura de soja [Glycine max (L.)
Merr.], com danos variando de 10% a 90% nas diversas regifes geograficas onde foi
relatada (SINCLAIR; HARTMAN, 1999; YORINORI et al., 2005). Os sintomas mais
comuns da doenca sdo lesdes de coloracdo palha a marrom-escura ou marrom-
avermelhada, ou manchas com uma ou mais urédias, que encerram 0s uredosporos. Os
sintomas iniciais da doenca sdo caracterizados por lesGes pequenas, de aspecto
encharcado, que gradualmente aumentam em tamanho, tornando-se cinzas a castanhas ou
marrons (ANDRADE et al, 2002).

Diante desse cenario preocupante, empresas estdo buscando estudar novas
moléculas capazes de controlar de forma eficiente a doenca. Dessa forma, em parceria
com uma empresa privada, conduziu-se um experimento em casa de vegetacao, a fim de
estudar novas molécula e verificar a melhor dosagem para o controle da ferrugem asiatica
da soja.

Para o ensaio (Figura 11), plantas de soja foram semeadas em vasos e mantidas
em casa de vegetacdo, por volta do estadio de desenvolvimento V5 (quinto nd). Foram
feitas as aplicacGes dos produtos sob teste e produtos comerciais, ambos em diferentes
doses. No dia seguinte, ocorreu a inoculacdo das plantas com P. pachyrhizi. A suspensédo
foi preparada fazendo-se a homogeneizacao de urediniosporos de P. pachyrhizi em agua
destilada esterilizada e 0,5% de tween. A suspensao foi aplicada na face abaxial das folhas
de soja, e estas mantidas em camara imida por 48 horas.

Figura 11. Aplicacéo de novas moléculas de fungicidas para controle da ferrugem asiatica da soja.

Ap06s o periodo de inoculacdo, foram feitas avaliacGes periodicas da severidade
da doenca, bem como testes bioquimicos, com o objetivo de comprovar a eficiéncia dos
novos fungicidas, quando comparados aos produtos ja disponiveis no mercado.
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2.2.3. Inibic&o in vitro de Fusarium solani por compostos fenélicos

Em experimentos anteriores com F. solani em plantas de milho (realizado pela
equipe de pesquisa do laboratorio de Interacdo Planta-Patdgeno), causando podriddo do
colmo, observou-se que algumas plantas apresentaram maior tolerancia ao ataque do
patégeno. Diante disso, os colmos das plantas foram coletados para analise quimica, e foi
possivel comprovar que as plantas tolerantes apresentavam maiores concentracdes de
compostos fenolicos (acido caféico, acido clorogénico, acido siringico, apigenim,
mirecetina, cido p-cumarico, etc.).

O termo “compostos fenolicos” abrange um extenso grupo de substancias que
possuem um anel aromatico contendo pelo menos uma hidroxila. Estes compostos
incluem: fenois simples e outros glicosilados, acidos fenol-carboxilicos, derivados dos
acidos benzoico e cindmico, a-pirones (cumarinas e isocumarinas), ligninas, flavonoides
(flavononas, antocianinas e catequinas) e quinonas. Em geral, tendem a ser solGveis em
agua, uma vez que ocorrem frequentemente na forma de glicosideos, e sdo localizados
usualmente nos vactolos celulares. As vias metabolicas envolvidas na sintese de
compostos fendlicos estdo muito bem estudadas. As vias do &cido chiquimico e cindmico
(fenilpropandides) constituem a sequéncia comum que gera os diferentes grupos de
polifendis e lignina (SCHWAN-ESTRADA et al., 2008). Compostos fenolicos sdo bem
conhecidos como substancias fungitoxicas, antibacterianas e antiviréticas (LO;
NICHOLSON, 2008). O efeito inibitério de compostos fenolicos na germinacdo de
esporos, crescimento micelial e producdo/atividade de enzimas microbianas varia entre
os diferentes grupos de fendis. Dessa forma, os compostos fendlicos podem estar
envolvidos nos mecanismos bioquimicos e estruturais de resisténcia em plantas
(NICHOLSON; HAMMERSCHMIDT, 1992; NICHOLSON, 1995). Segundo
Vidhyasekaran (1988), diversas substancias fendlicas estdo associadas a resisténcia a
doencas como, por exemplo, &cido clorogénico, acido protocatecdico e catecol,
floridizina e arbutina (glicosideos fendlicos).

Os fendis vegetais constituem um grupo quimicamente heterogéneo, com
aproximadamente 10.000 compostos. Alguns sdo solUveis apenas em solventes organicos,
outros s@o acidos carboxilicos e glicosideos solUveis em dgua e h4, ainda, aqueles que séo
grandes polimeros insolUveis. Devido a sua diversidade quimica, os compostos fenélicos
apresentam uma variedade de funcdes nos vegetais. Muitos agem como compostos de
defesa contra herbivoros e patégenos. Outros tém funcdo no suporte mecéanico, como
atrativo de polinizadores ou dispersores de frutos, na protecdo contra radiacdo ultravioleta
ou reduzindo o crescimento de plantas competidoras adjacentes (YAMADA, 2004).

Apos identificacdo das moléculas, estas foram utilizadas para o teste in vitro com
F. solani, a fim de identificar se estes compostos atuavam diretamente sobre o
crescimento micelial do fungo e qual dose apresentava melhor eficiéncia. Para isso,
compostos sintéticos de fendis foram pesados em ambiente sem iluminacdo, ja que os
mesmos sdo fotossensiveis. Os diferentes compostos foram diluidos em metanol e
agitados até total homogeneizagdo, para obtencdo dos padrbes. Estes padrdes foram
acrescentados ao meio BDA, ainda fluido, em diferentes concentracgdes, e posteriormente
vertido em placas de Petri (Figura 12.A). Apos solidificagdo do meio, foram colocados
discos de meio contendo micélio do patdgeno, no centro da placa. Apés dois dias, foram
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feitas medicdes (Figura 12.C), com auxilio de paquimetro, do diametro de crescimento
do fungo e seu desenvolvimento. A avaliagdes foram realizadas durante duas semanas.

Figura 12. Conducéo de ensaio com F. solani em meio de cultura contendo compostos fenélicos (A) e
afericdo do crescimento micelial (C).

Durante avaliacao do crescimento micelial de F. solani, foi possivel observar uma
pequena reducdo no crescimento do micélio dos fungos em contato com 0s compostos
fenolicos. Ainda foi notoria a reducao no desenvolvimento do micélio, que se apresentava
menos denso e com baixo crescimento aéreo, quando comparados a testemunha.

2.3.  Microtomia de tecido foliar de soja

Em sua maioria, as células fazem parte de tecidos que precisam ser cortados em
fatias finas para exame no microscopio. Esses cortes sdo feitos em um aparelho
denominado micrétomo. Para ser cortado no micrétomo, o fragmento de tecido €
geralmente protegido por um material que o envolve e nele penetra, devendo possuir
propriedades fisicas que facilitem o corte. Os tecidos destinados ao estudo no microscopio
Optico sdo protegidos, isto €, incluidos em uma parafina ou resinas plasticas especiais, e
cortados com uma espessura de 1 a 6 micrémetros (um). Geralmente, para estudo no
microscopio eletrénico, os tecidos devem ser incluidos em resinas mais duras, como as
do tipo epoxi. Os cortes para microscopio eletrénico sdo mais finos, medindo 0,02 a 0,1
pum. Os micrétomos que cortam tecidos incluidos em parafina utilizam navalhas de ago,
e 0s que cortam tecidos incluidos em resinas usam navalhas de vidro ou diamante
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

O microétomo permite que se obtenham cortes com espessura definida, a partir de
material rigido ou, quando fragil, infiltrado em suporte adequado. O micrétomo de deslize
secciona o material em cortes individuais, enquanto que o rotatorio possibilita a formacéao
de uma “fita”, com cortes sequenciais. O preparo das amostras para seccionamento
geralmente envolve fixacédo, desidratacdo e emblocamento (CAPUTO et al, 2010).
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O processo de fixacao procura preservar a estrutura celular, sem alterar a quimica
da célula. A fixacdo paralisa o metabolismo celular e preserva as estruturas do tecido para
os tratamentos posteriores. A fixacdo evita a autdlise celular, impede a proliferacéo de
microrganismos, leva ao endurecimento do tecido para que resista ao tratamentos
posteriores. Os fixadores sdo agentes fisicos (calor, frio, dessecamento) ou quimicos,
sendo que estes Ultimos, coagulam ou precipitam proteinas celulares e endurecem os
tecidos.

Os fixadores quimicos podem ser simples ou misturas (CAPUTO et al, 2010). Os
simples sdo geralmente solugcdes aquosas de uma Unica substancia, como:

¢ ctanol a 70% - precipita as proteinas e os &cidos nucleicos e dissolve os lipidios;

¢ 4cido acético a 5% - precipita as nucleoproteinas e difunde-se com facilidade;

¢ acetona - poderoso solvente de lipidios e preservante de enzimas;

+ tetroxido de 6smio - forte oxidante, muito volatil e irritante;

+ formalina ou formaldeido a 40% - endurece os tecidos, embora néo dissolva os lipidios.

Entre os fixadores em misturas, diversas substancias tém demonstrado poder de
fixacdo superior, a saber:

¢ FAA 50 ou 70 - compde-se de formalina, acido acético e &lcool etilico. O etanol produz
retracdo do protoplasma, enquanto o acido acético o expande; o alcool e a formalina
endurecem os tecidos, enquanto o 4cido 0s amacia;

¢ FPA - modificacdo do fixador anterior, onde o acido acético é substituido pelo acido
propibnico;

¢ Nawaschin - ndo causa endurecimento nem retracao do material, porém possui pequena
penetracéo.

O tempo para que ocorra fixacdo é variavel, dependendo do fixador escolhido, do
volume da peca a ser fixada e da resisténcia da mesma a penetracdo dos reagentes.
Exemplificando, material delicado, como folhas membranaceas, pode ser fixado em 12h,
enguanto que ramos lenhosos podem necessitar de 7 dias. Depois de fixado, o0 material é
estocado em solucéo de etanol a 70% indefinidamente (CAPUTO et al, 2010).

A desidratacdo remove a 4gua dos tecidos fixados e endurecidos, para que a matriz
possa penetrar nas células e tornar o material resistente ao impacto do micrétomo. O
método de desidratacdo mais comum emprega série etanolica, onde o material passa
sucessivamente por solucgdes cada vez mais concentradas de etanol (50, 70, 90, e 100%),
por um tempo determinado (CAPUTO et al, 2010).

Mesmo ap0s a fixacdo e a desidratacdo, as amostras de tecido sdo ainda muito
frageis. Acontece entdo a impregnagdo do tecido com uma substancia de consisténcia
firme. Assim o tecido é endurecido, o que facilita o corte em camadas finas. O material é
colocado em um molde (caixinha de papel ou de plastico), que é preenchido pela matriz
(parafina ou resina) de modo a formar um pequeno bloco. Este é aparado e pode ser
encaixado no microtomo para ser seccionado. O bloco devidamente aparado é colocado
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sobre suporte, fixado no micrétomo e seccionado. A fita formada ou os cortes individuais
sdo apoiados em fundo escuro para facilitar a visualizacdo (CAPUTO et al, 2010).

Durante o periodo de estégio, foi realizado o acompanhamento de microtomia de
tecidos foliares de plantas de soja inoculadas com Phakopsora pachyrhizi e plantas néo
inoculadas (Figura 13). Fragmentos de foliolos foram cortados com auxilio de lamina e o
tecido foi preparado atraves da fixacdo com formaldeido. Em seguida foi, o material foi
desidratado e emblocado com resina. O bloco foi acoplado ao micrétomo manual e foram
feitos cortes de 4 um. Os cortes foram colocados em uma pequena bandeja escura, com
agua destilada e alcool, para facilitar a “abertura” do corte e sua fixacdo na lamina.

| .

Figura 13. Microtomia de tecido foliar de soja (A) e corte transversal de foliolo com ferrugem asiatica
da soja (C).

Os cortes foram dispostos em laminas. Posteriormente, as ldminas foram levadas
para chapas aquecidas a 60 °C, para sua fixacdo e secagem. No dia seguinte, procedeu-se
a coloracéo dos cortes com o corante azul de toluidina (o tempo de contato com o corante
varia de acordo com sua concentracdo e com o tipo de tecido. Para isso, foram feitos
testes com objetivo de encontrar melhor concentracdo do corante e o tempo de contato).
Em seguida, as laminas foram lavadas e aquecidas a 60°C. Por fim, foi adicionada uma
substancia capaz preservar e conservar os cortes por longos periodos. As laminas foram
protegidas por laminula, para posterior visualizagdo e analise em microscopio éptico das
células e das estruturas do patdgeno em processo de infeccdo no tecido foliar.

2.4. Técnicas de microscopia

Desde sua invencao ha cerca de quatrocentos anos, o microscopio tem desempenhado
um papel fundamental na exploracdo de amostras organicas e inorganicas, tornando-se
uma ferramenta indispensavel na pesquisa cientifica. Ao longo deste periodo, com
evolucdo do conhecimento cientifico basico em fisica oOtica e a expansdo dos campos de
aplicacdo de microscopia nas areas biologicas e de materiais, tanto no campo da
microscopia Otica como na microscopia eletronica foram desenvolvidos instrumentos
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cada vez mais poderosos, uma gama de técnicas de contraste, que aliadas ao surgimento
de software e acessorios para processamento e analise de imagem, tornaram a microscopia
uma ferramenta imprescindivel na ciéncia moderna (BALDANI, 1998).

Muitas das técnicas microscopicas atualmente aplicadas na compreensao da interacdo
entre plantas e microrganismos foram previamente desenvolvidas para entendimento do
processo de infeccdo e a interagdo entre planta-patégeno.

Existem varias técnicas e métodos que podem resultar em uma excelente visualizacéo
das estruturas celulares e dos patdgenos. Alguns métodos observados durante o periodo
de estagio foram a de campo claro, campo escuro, campo de faces, DIC e fluorescéncia.

Microscopia de campo claro (MOCC) é uma técnica amplamente usada em
microscopia, a qual baseia-se na observacdo de espécimes coradas sob campo de
iluminacdo uniforme. E muito utilizada no campo de anatomia vegetal, para coloragio
geral ou especifica de componentes celulares. Na identificacdo de bactérias diazotréficas,
podemos citar a coloracdo de gram para separacao das bactérias em gram positivas e
negativas, método empirico de coloracdo diferencial que reflete diferencas na
constituicdo da parede celular das bactérias (BALDANI, 1998). A observacéo de células
coradas € necessaria para a sua visualizacdo através do MOCC (figura 14). As zonas
coradas das células reduzem a amplitude da onda da luz de particular comprimento de
onda que passa por ela. Assim, uma imagem colorida é obtida, permitindo a observacéo
das células. Quando se tenta visualizar células ndo coradas, a onda da luz sofre pequenas
alteracdes de amplitude e os detalhes estruturais ndo sdo visiveis, mesmo utilizando uma
elevada ampliacdo. No entanto, a fase da onda é alterada pela passagem pela célula,
podem tornar-se visiveis pequenas diferencas (SILVA, 2016)
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Figura 14. Exemplo de microscopia de campo claro. FONTE: kasvi.com.br

Campo escuro e contraste de fase sdo técnicas Oticas de contraste que tem como
principal vantagem a possibilidade de observagdo das preparagfes in vivo com clareza
sem a necessidade de fixacdo e coloracdo das células, o que poderia trazer alteragdes
morfologicas ao espécime (BALDANI, 1998). O campo escuro (figura 15.A) funciona
com base na observacdo do objeto a partir de luz dispersa, sem luz direta no condensador
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do microscépio, produzindo-se um objeto brilhante contra um fundo preto. O olho
humano € sensivel apenas ao brilho e cor, por isso 0 campo escuro constitui uma mais
valia, por emitir uma imagem contra um campo que intensifica o contraste
(VASCONCELOS, 2017). O microscépio de contraste de fase (figura 15.B) é também
uma adaptacao do dptico e utiliza um sistema de lentes que transforma diferencas de fase
em diferencas de intensidade. A luz atravessa diferentes quantidades de matéria, o que
gera diferentes indices de refracdo, ou em outros termos, quanto maior a quantidade de
matéria, menor o indice de refracdo. Por¢des escuras da imagem correspondem a porgdes
densas do espécime, porgdes claras da imagem correspondem a por¢des menos densas do
especime (KASVI, 2017).

Figura 15. Microscopia de campo escuro (A) e microscopia de contraste de fases (B).
FONTE: kasvi.com.br

O contraste diferencial de interferéncia (DIC) é uma técnica de contraste de fase que
produz imagens com um efeito Optico caracteristico de relevo "3-D" (Figura 16), que
permite visualizar estruturas transparentes, explorando as mudancas do indice de
refracdo. Ao contrario da técnica de contraste de fase convencional, que é baseada em
mudancas no comprimento do caminho Optico, o DIC é baseado no gradiente de
comprimento do caminho 6éptico (mudanca média no comprimento de onda
Optico). Gradientes repentinos produzem o alto contraste e o efeito de relevo 3D que €
caracteristico do DIC. O contraste nas imagens DIC é produzido exclusivamente através
de um efeito Gptico. Esta técnica é, portanto, ideal para espécimes vivos nao corados (por
exemplo, culturas de células, embrides, esfregacos de sangue, diatomaceas,
protozoarios). O DIC fornece informagdes morfoldgicas sem a necessidade de usar
corantes e fluoréforos potencialmente tdxicos. No entanto, o DIC é frequentemente usado
em associacdo com fluorescéncia para revelar caracteristicas morfoldgicas do
espécime. Também é usado para examinar polimeros e outros materiais (TECNICA EM
LABORATORIOS, 2018).
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Figura 16. Microscopia de contraste diferencial de interferéncia (DIC). FONTE: kasvi.com.br

A microscopia de fluorescéncia (figura 17) é uma técnica que baseia-se no uso de
corantes fluorescentes ou fluorocromos para visualizagdo do espécime. Estes se ligam a
componentes da célula microbiana (p. ex. &cidos nucleicos) e, sob excitacdo ultravioleta
ou radiacdo eletromagnética na faixa do visivel de baixo comprimento de onda, emitem
radiacdo com comprimento de onda superior a radiacdo incidente. A grande vantagem
desta técnica € 0 ganho de contraste, porém requer custo adicional com aquisicdo de
equipamentos (BALDANI, 1998). Uma molécula com propriedade fluorescente emite luz
com comprimento de onda na faixa visivel quando exposta a uma fonte ultravioleta (UV).
O microscépio de fluorescéncia usa a capacidade de algumas moléculas em fluorescer
sob luz ultravioleta, visualizando moléculas autofluorescentes, como a vitamina A, ou
ainda marcando as amostras, com a fluorescéncia introduzida. A excitagéo e a emisséo de
luz das moléculas fluorescentes sao reguladas por filtros para promover cor e contraste
(KASVI, 2017).

Figura 17. Microscopia de fluorescéncia. FONTE: kasvi.com.br
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2.5. Troca e preparo de solugdo nutritiva: sistema hidropénico

O sistema de cultivo em que as plantas sdo capazes de se desenvolver plenamente
sem a utilizacdo do solo € chamado de hidroponia. Neste sistema de cultivo, as plantas se
desenvolvem e sdo alimentadas por meio de uma solucéo nutritiva, ou seja, em dgua onde
séo dissolvidos os sais contendo todos 0s nutrientes essenciais & sua sobrevivéncia e
desenvolvimento (ALMEIDA, 2016).

Durante o periodo de estégio, foi possivel acompanhar o sistema hidrop6nico, que
consistia de vasos contendo a solucdo nutritiva (onde encontravam-se todos 0s macro e
micronutrientes essenciais as plantas). As plantas ainda jovens eram fixadas com auxilio
de material esponjoso em tampas especificas para hidroponia (Figura 18 e 19). Os vasos
eram aerificados atraves de um compressor de ar (utilizado apenas para 0s experimentos
com milho, soja e trigo, pois diferentemente de plantas de arroz, estas culturas nédo
possuem aerénquimas em suas raizes, necessitando de um sistema de aeragao externo).

Os nutrientes eram dosados de acordo com a necessidade de cada planta. Apos o
preparo da solucdo nutritiva, era aferido o pH da mesma, a fim de manter seu pH entre
58 e 5,9 (o pH era controlado usando-se acido cloridrico, para reduzi-lo, caso ele
estivesse maior que 5,9 ou utilizando hidréxido de sédio, para eleva-lo, quando 0 mesmo
se apresentava inferior a 5,8). Esta faixa de pH garante melhor eficiéncia de absor¢do da
maioria dos nutrientes pelas plantas. A solucdo nutritiva era trocada a cada 5 dias, para
evitar contaminacao e para repor a dgua perdida pela transpiracéo e o pH aferido a cada
dois dias. Na tabela abaixo (Tabela 1), encontram-se todos 0s nutrientes utilizados e suas
respectivas doses, para o preparo da solucdo nutritiva utilizada para o desenvolvimento
de plantas de milho.

Tabela 1. Nutrientes e doses usados para o preparo de solucdo nutritiva para milho

Nutrientes Doses (mL/L)
NH403 2
KNO3

Ca (NO3)2
Mg SO4

KCI
KH2PO4
Ferro e outros micronutrientes

RINNDNOTN

As plantas foram cultivadas em sistema hidropdnico para evitar contaminagdo
externa por nutrientes. O objetivo do experimento foi avaliar se determinada concentragéo
de um nutriente, conhecido como indutor de resisténcia, era realmente eficaz contra o
patdgeno, e para evitar contaminacdo por diferentes doses de nutrientes provenientes de
substratos. O sistema hidropdnico garantia controle da real dose do nutriente em estudo.
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Figura 18. Plantas de milho (A), trigo (B) e arroz (C), mantidas em sistema hidrop6nico.

Em milho e soja, os pesquisadores buscavam comprovar a eficiéncia do niquel
contra as doencas (cercosporiose e ferrugem asiatica, respectivamente). Em trigo, o
experimento consistiu no estudo da interacdo de silicio, calcio e magnésio, bem como no
controle da brusone através desses minerais. Por fim, no ensaio com arroz, o objetivo foi
estudar diferentes doses de potassio e o controle da mancha parda na cultura. Apesar de
ndo acompanhar todos os experimentos e 0 progresso da doenca, em alguns ensaios foi
possivel observar, visualmente, que as plantas tratadas com esses elementos minerais
apresentaram menor suscetibilidade ao ataque e infec¢do dos patdgenos.

Figura 19. Montagem de sistema hidrop6nico para plantas de soja.
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2.6. Testes bioquimicos

Quando atacadas por microrganismos, as plantas lancam mao de artificios e
mecanismos de defesa, através da sintese e atividade de moléculas capazes de agirem
sobre o patdgeno, impedindo seu desenvolvimento e/ou infec¢do em seus tecidos. Dentre
0s mecanismos de defesa, podemos destacar os bioquimicos, que sdo reaces que ocorrem
nas células do hospedeiro produzindo substancias que sao toxicas ao patégeno ou criam
condicdes adversas para 0 seu crescimento no interior da planta. Algumas substancias séo
sintetizadas nas plantas ou ocorre 0 aumento de sua atividade apos o ataque. Dentre essas
substancias, podemos destacar a catalase, enzima do sistema antioxidante da planta, capaz
de decompor o peréxido de hidrogénio, uma espécie reativa de oxigénio capaz de
promover danos as células da planta. Outras moléculas capazes de agir diretamente sobre
0 patégeno sdo as quitinases e glucanases, que causam lise celular em fungos, uma vez
que a parede celular da grande maioria dos fungos é formada por quitina e glucana. Outros
compostos importantes na defesa de plantas a fitopatégenos sao os compostos fenolicos,
pois possuem acao antimicrobiana, e a lignina, responsavel pela protecdo mecénica do
tecido, evitando ou dificultando a penetracdo dos microrganismos.

2.6.1. Quantificacdo de proteinas totais: método de Bradford

Para os testes bioquimicos, foram utilizadas plantas de arroz inoculadas Bipolaris
oryzae e plantas sem inoculacdo, todas tratadas com silicio por meio de adubacdo. As
folhas foram coletadas e fragmentadas, mantidas em nitrogénio liquido e armazenadas
em ultrafreezer até o momento das analises. O material foi pesado em microtubos e
macerados em moinho vibratorio. Este equipamento garante uniformidade de maceracéo,
diminui os riscos do descongelamento e diminui o0 tempo e mao-de-obra.

Em seguida, foi acrescentada solucdo tampé&o, que age impedindo a degradacéo da
enzima de interesse. Posteriormente, a solucdo foi centrifugada e o sobrenadante
transferido para outro tubo. Procedeu-se ao preparo da curva teste. Para isso, foram
acrescentados em microplacas agua deionizada, BSA (proteina usada como padrédo) e o
corante/reagente Comassie-blue. As microplacas foram agitadas, para evitar bolhas que
podem causar erros de leitura, e realizou-se a leitura em espectrofotémetro a 595 nm.

Figura 20. Processo de quantificagdo de proteinas totais pelo método de Bradford.
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Espectrofotdmetro é um aparelho amplamente utilizado em laboratérios, cuja funcéo
é a de medir e comparar a quantidade de luz (energia radiante) absorvida por uma
determinada solugdo. Ou seja, é usado para medir (identificar e determinar) a
concentracdo de substancias que absorvem energia radiante em um solvente. Este
aparelho possui uma gama de aplicacdes e esta presente em vérias areas, tais como em
quimica, fisica, bioquimica e biologia molecular. A espectrofotometria possibilita,
portanto, a passagem de um feixe de luz através de uma amostra e, por meio deste
processo, realiza a medicéo exata da intensidade da luz ao atingir o detector (PROLAB,
2014).

2.6.2. Quantificacdo de quitinase e glucanase

Para atividade de quitinases, foi retirada uma aliquota da solucdo estoque, extraida
anteriormente, adicionado acetato de sddio, com pH 5,2 e acrescentado o substrato
especifico para quitinase. Para isso, foram usadas microplacas com 64 pocos, onde se
inseriam as amostras, que foram incubadas a 35°C por 1 hora. Apds esse periodo, as
amostras foram acidificadas com &cido cloridrico (HCI), para causar a paralisacdo do
processo. Em seguida, foram resfriadas em banho de gelo por 10 minutos e centrifugadas,
para proceder com a leitura em espectrofotdmetro a 492 nm.

Figura 21. Processo de extracéo e quantificacdo de quitinases e glucanases.

A atividade de beta-1,3-glucanases foi medida seguindo método analogo, apenas com
a troca do substrato especifico para essa enzima. A leitura em espectrofotdmetro também
diferiu, sendo realizada com a faixa de absorbancia de 620 nm.

38


https://www.infoescola.com/quimica/solucoes/

2.6.3. Quantificacdo de compostos fendlicos e lignina

Para quantificacdo de compostos fendlicos, o extrato macerado foi seco em estufa.
Em seguida, acrescentou-se metanol 80% e a mistura foi mantida sob agitagdo por 24
horas. Posteriormente, foi centrifugada e o sobrenadante transferido para outro
microtubo, preservando-se o pellet, para ser usado na quantificacdo da lignina. Os
compostos fendlicos totais foram determinados pipetando-se o extrato metanolico,
proveniente da determinacdo de lignina, misturando-se o reagente especifico e mantido
em temperatura ambiente por 5 min, adicionando-se entdo carbonato de sddio (Na.CO:s),
sendo homogeneizado e mantido por 10 min em temperatura ambiente. A mistura foi
entdo homogeneizada com 1 mL de agua destilada e deionizada e mantida a temperatura
ambiente por uma hora. A absorbéancia da reacéo foi lida a 725 nm.

Figura 22. Processo de quantificacdo de compostos fendlicos e lignina.

O residuo foi utilizado para quantificagdo de lignina. Para tanto, um volume de 1,5
mL da &gua destilada foi adicionado ao precipitado, homogeneizado e centrifugado. O
sobrenadante foi descartado e o residuo foi seco a 65 °C. Um volume de 1,5 mL de solucéo
contendo &cido tioglicdlico e HCI foi adicionado ao residuo. Os tubos foram agitados
suavemente para hidratar o residuo e entdo colocados em banho-maria a 100 °C por 4 h.
Ap0s esse tempo, os tubos foram mantidos em gelo por 10 min e centrifugados, sendo o
sobrenadante descartado e o precipitado lavado com 1,5 mL de agua destilada deionizada
e novamente centrifugado. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o precipitado
resuspenso em 1,5 mL de hidroxido de sédio (NaOH), sendo a mistura agitada em
agitador rotativo em temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para novo
tubo, sendo adicionado HCI concentrado ao sobrenadante e mantido em camara fria (4
°C) por 4 h para permitir a precipitacdo da lignina ligada ao &cido tioglic6lico. A mistura
foi centrifugada, o sobrenadante descartado e o precipitado resuspenso em 2 mL de
NaOH. A absorbancia desta solucéo foi determinada a 280 nm e os valores calculados
com base na curva de lignina, sendo expresso em mg de lignina por g de tecido seco.

2.6.4. Quantificacdo de catalase

Para sua quantificacdo, foram usadas microplacas, onde foram pipetados &gua
deionizada e esterilizada, em seguida o tampdo fosfato de potassio (este foi aquecido a
28°C, ja que estava resfriado, e a elevagdo da temperatura favorece a atividade da
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enzimatica). Logo em seguida, foram adicionadas as amostras e 0 substrato peroxido de
hidrogénio. Posteriormente, fez-se a leitura em espectrofotdmetro a 240 nm. Neste caso,
foi possivel observar, através dos graficos gerados pelo programa, que as plantas
inoculadas com Bipolaris oryzae apresentavam maior atividade da catalase, indicando
que esta enzima se encontrava em maior concentragcdo em plantas atacadas, como resposta
ao estresse oxidativo acarretado pelo ataque do patégeno.

Figura 23. Processo de extracdo e quantificacdo de catalase.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

Durante o periodo de estagio, foi vivenciado o desenvolvimento de pesquisas
envolvidas na inducdo de resisténcia de plantas através da nutricdo mineral, técnicas e
ferramentas para anélise de estresses acarretados por organismos patogénicos, bem como
o0 aprendizado e nogGes sobre a interacdo entre hospedeiro e patdgeno em diversas
culturas de importancia econémica para o Brasil.

A preocupacdo com o uso indiscriminado de produtos fitossanitarios tem sido motivo
para busca de métodos menos invasivos e impactantes ao meio ambiente, alem dos gastos
voluptuosos no manejo quimico das doengas. Dessa maneira, a indugdo de resisténcia,
através da correta e balanceada nutricdo mineral, vem ganhando espaco e destaque na
pesquisa. As pesquisas voltadas a interacdo entre plantas e patdgenos sdo muito
importantes para o entendimento dos mecanismos de ataque dos microrganismos
causadores de doencas e os mecanismos de defesa de suas respectivas plantas
hospedeiras, pois 0s mecanismos de defesa ainda nédo sdo totalmente conhecidos.

A ampliacdo do conhecimento nessa area vem proporcionando maior dominio nas
técnicas bioquimicas, moleculares e fisioldgicas, a fim de elucidar as reacdes celulares e
fisioldgicas recorrentes de processos infecciosos. Com base em toda a abordagem
realizada, € evidente afirmar que o estagio supervisionado é fundamental para a atuacao
na pratica de todo conhecimento adquirido durante a graduacdo. Vivenciar o
desenvolvimento de atividades cotidianas durante o periodo de estadgio foi uma
experiéncia extremamente significativa para a minha formacdo e meu crescimento
profissional e pessoal.
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