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1. Introducao

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) € uma cultura de grande relevancia na
alimentacao da populacao brasileira sendo importante fonte nutricional de proteinas,
carboidratos e ferro (Boréem e Carneiro 2006). Porém a espécie é afetada por
diversas doencas causadas por virus, bactérias, fungos e nematoides, incluindo o
ascomiceto necrotréfico Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, causador do mofo
branco, a doenga mais destrutiva em areas irrigadas do Brasil (Bianchini et al. 2005).
Devido a auséncia de gendtipos de P. wulgaris resistentes ao mofo branco e as
praticas com fungicidas serem danosas ao ambiente, os estudos sobre os
mecanismos moleculares do feijoeiro envolvidos na resposta ao patdgeno sao
necessarios e apresentam perspectivas promissoras com o uso inducao das defesas
latentes das plantas. Uma alternativa para reduzir severidade de doencas causadas
por fitopatdégenos € a inducao de resisténcia sistémica adquirida (SAR), um método
com potencial a ser aplicado ao feijoeiro comum contra o0 mofo branco. A SAR pode
ser através da aplicagcao de indutores como os fitormdnios jasmonatos, etileno e
acido salicilico (Van Loon & Pieterse, 2006). Dentre os processos de defesa
fisiolégica em plantas podem ocorrer aumento de atividade de proteinas
relacionadas a patogenecidade (PR), explosdo oxidativa, acimulo de fitoalexinas,
lignificacdo e enrijecimento de parede (Durrant & Dong, 2004). Entre as PR,
encontram-se hidrolases como as [-1,3-glucanases e quitinases que tém sido
relatadas principalmente como inibidoras do crescimento fungico (Van Loon &
Pieterse, 2006). Este estudo teve como objetivo a analise do efeito do regulador
metil jasmonato na inducdo de resisténcia sistémica do feijoeiro contra o fungo S.
sclerotiorum, bem como os efeitos da aplicacdo exdgena do regulador no
desenvolvimento da planta.
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2. Metodologia
As plantas de feijdo c.v. BRS Pérola foram produzidas em vasos contendo 5L de
solo devidamente adubado sob luz natural, temperatura de até 20°C e irrigado
diariamente em casa de vegetacdo da Embrapa Arroz e Feijao (Santo Anténio de
Goias, GO). Aos 15, 21, 27 e 32 dias apds emergéncia as folhas das plantas
receberam aplicacdo de exdgena do regulador metil jasmonato (MeJA), nas
concentragdes 1, 10, 50 e 100uM, do Acibenzolar S-methy (ASM) 100mg/L e de
agua destilada (controle). Para ensaios de atividade de enzimas, plantas no estagio
R6 foram inoculadas, 24h apds a 42 aplicagcdo do MeJA, com plugs de micélio em
BDA do fungo Sclerotinia sclerotiorum nas axilas sob camara umida, conforme
método Hunter et al 1981. Os caule foram coletados e imediatamente imersos em
nitrogénio liquido e homogeneizados em tampéao acetato de sodio (50 mM, pH 5.2) e
centrifugado a 20000g por 25min a 4°C, o sobrenadante foi utilizado para
quantificacdo de proteinas totais e ensaios de atividade especifica das enzimas: -1
,3-glucanase pelo método DNS (Miller 1959); Peroxidase método Lusso e
Pascholati 1999; N-acetilglucosaminidase pelo método Ulhoa e Peberdy 1999; e
Fenilalanina amdnia-liase (FAL) pelo método Pascholati et al 1986. A analise da
atividade especifica das enzimas citadas acima foi realizada nos extratos de tecido
do caule ap6s 12, 24, 48 e 72h de inoculagcdo do micélio do fungo nas plantas
tratadas com 0 uM (controle), 10uM, 50uM 100uM de MeJA. Para avaliar a
resisténcia fisioldgica foi utilizado o método de inéculo em folhas, tratadas com os
indutores quimicos, e destacadas conforme Steadman et al. (1997), as lesbes
macroscopicas apos 48h de inoculacao foram fotografadas por camara digital Sony
e o tamanho das areas de lesbes foram medidas pelo software AFSoft (Embrapa
Instrumentacao Agropecuéaria). Para avaliar o efeito do MeJA e do ASM na fisiologia
e desenvolvimento do feijoeiro foram coletados durante o estagio R6 dados de area
foliar, clorofila, comprimento do caule, desenvolvimento de flores, matéria seca da
parte aérea, composicao de nitrogénio total da parte aérea, volume e massa seca da
raiz. Os dados consistiram de 06 tratamentos com 18 plantas cada. Foi ainda
medido o numero de flores, vagens, sementes e viabilidade de germinacdo das
sementes das plantas tratadas. A area foliar foi medida com clorofildbmetro
chorophyll modelo CFL-1030 Flake e a determinacado da area foliar foi com medidor
Area Meter modelo LI3100. Para analise da composicao de nitrogénio total utilizou-
se 0 método Kejdahl. A analise de variancia (ANOVA) e a comparacao das médias



dos tratamentos foram pelo teste de Tukey a nivel de significancia a1% ou a 5% de
probabilidade; a anélise de regressao foram utilizando o programa estatistico
ASSISTAT 2010 versao 7,5 beta.

3. Resultados e discussao
O &cido jasmobnico e o seu ester metil jasmonato sdo moléculas de sinalizacdo
envolvidas em varios processos fisioldgicos das plantas incluindo florescimento,
desenvolvimento de fruto, acumulo de metabolismo secundario e resposta a
estresse bidtico e abidtico (Devoto & Turner 2003). A indugdo de SAR no feijoeiro
tratado com as diferentes concentracées do MeJA nas folhas pode ser observada a
partir dos resultados das atividades das enzimas B-1,3Glucanases, Peroxidases
(POX), N-Acetilbeta-D-Glucosaminidase (NAGase) e Fenilalanina aménia-liase
(PAL) na Figura 1. Em todos os ensaios, os dados obtidos da atividade de todas as
enzimas em caule inoculados pelo fungo foram significativamente maiores quando
comparado ao caule de plantas sem indutor quimico e sem indculo. A atividade
especifica da enzima B-1,3Glucanase foi maior no caule tratado com 10uM de MeJA
com pico em 24h apods inoculacdo. As atividades de POX apresentaram variacdes
significativas, o periodo de 24h de inoculagdo com o fungo apresentou maior
atividade de POX em todas as plantas tratadas com diferentes concentracdes do
MedJA. A enzima NAGase apresentou aumento de atividade em todas plantas 24h
apods inoculacdo, e no grupo tratado com 50 uM o aumento da atividade da enzima
foi mais evidente. Houve um evidente aumento na atividade da FAL 24h apds
inoculagdo com o fungo, em todas as plantas tratadas com MeJA. As plantas sem
aplicagdo do regulador apresentou indugao tardia em 72h de inoculagdo. Os dados
indicam que ha inducao da atividade de PAL logo no inicio da infeccao nas plantas
tratadas com MeJA. A enzima FAL é essencial na sintese de metabdlitos
secundarios como fitoalexinas e lignina, importantes na resposta da planta a
estresses e doencas (Gémez-Vasquez et al 2004). O efeito do MeJA na resisténcia
fisiolégica a partir de folhas destacadas apresentou um menor desenvolvimento
lesdo, nos periodos de 24 e 48h apds inoculacdo comparado as plantas sem o
indutor quimico. O MeJA esta envolvido na respostas de resisténcia contra
patdgenos necrotréficos como Botrytis cinérea (Thomma et al. 1998). O Efeito das
diferentes concentracbes de MeJA no desenvolvimento do feijao sem o patégeno
apresentou variacées. As plantas apresentaram area foliar reduzida com a aplicacao



de OuM 1uM, 100uM de MeJA e ASM. O teor de clorofila total foi reduzido em todas
as plantas que receberam a aplicacdo exégena do MeJA comparado ao grupo de
plantas controle. Houve uma relagdo inversamente proporcional entre concentragao
de metil jasmonato e teor de clorofila nas folhas.
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Figural. Atividades Enzimdticas de B-1,3Glucanases, Peroxidase N-Acetilglucosaminidase e Fenilalanina
amonia-liase do caule do feijoeiro apds tratamento com diferentes concentragdes de MeJA e inoculagdo pelo
fungo S sclerotiorum. Os dados de cada tratamento representam a média com desvio padrdo de trés replicatas
cada uma consistindo de um pool de 5 plantas.

O desenvolvimento da parte aérea foi menor nas plantas que receberam 100uM de
MeJA e 100mg/L de ASM. A quantidade de nitrogénio total nas plantas tratadas com
indutores foi alterada, houve um aumento nas plantas tratadas com MeJA e de ASM.
A raiz das plantas tratadas com MeJA apresentaram reducdo da massa seca e do
volume radicular. A raiz do feijoeiro apresentou reducdo em funcao das diferentes
concentracdes do metil jasmonato. A producao de flores e vagens néao foi alterada,
contudo o numero de sementes por vagem foi menor nas plantas tratadas que
receberam MeJA nas concentragdes 50 e 100uM. As plantas tratadas com o ASM



apresentaram reduzido numero de sementes por vagem e da massa das sementes.
A germinacao das sementes geradas de plantas tratadas com MeJA néo foi afetada,
contudo para as sementes oriundas de plantas tratadas com o indutor ASM a
porcentagem de germinagao das sementes apresentou pequena reducao.

4. Conclusoes
Na busca de alternativa para o combate a doenca o regulador MeJA pode auxiliar a
compreensao dos mecanismos de defesa do feijoeiro contra o mofo branco. Os
dados sugerem que o fitorménio vegetal pode induzir resisténcia em feijoeiro ao
mofo branco, além disto, a aplicagdo exégena em baixa concentracdo, nao afeta a

reproducao da leguminosa.
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