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Resumo

A indução de resistência envolve a ativação de mecanismos de defesa latentes existentes nas plantas em resposta ao tratamento com agentes bióticos ou abióticos. Este trabalho teve por objetivo avaliar a produção de fitoalexinas em mesocótilos de sorgo tratados com frações protéicas de Pratylenchus sp. obtidas por cromatografia de filtração em gel. Verificou-se a supressão de fitoalexinas deoxiantocianidinas, de maneira local e sistêmica, por frações proteicas de Pratylenchus sp.
Introdução

A indução de resistência apresenta-se como alternativa aos métodos convencionais de controle de pragas e doenças, sendo realizada pela aplicação de agentes bióticos e abióticos, capazes de ativar os mecanismos naturais de defesa das plantas (BRAGA, 2008). Uma forma de defesa vegetal induzível é a produção de fitoalexinas, as quais se mostram eficientes em diversas interações planta-patógeno.
A purificação parcial de compostos presentes em extratos brutos consiste numa forma prática de obter frações com características indutoras (MOREIRA et al., 2008). Em ensaios dessa natureza, mesocótilos de sorgo são utilizados como modelo de estudo, apresentando metodologia estabelecida e fitoalexinas caracterizadas.
Este trabalho teve por objetivo obter moléculas de natureza proteica, a partir do nematoide fitopatogênico Pratylenchus sp., utilizando-se para isto a cromatografia de filtração em gel (CFG) e induzir a produção das fitoalexinas deoxiantocianidinas em sorgo utilizando como eliciador as moléculas obtidas por CFG.
Materiais e Métodos
Uma suspensão contendo 80.000 Pratylenchus sp. foi macerada com solução tampão Tris-HCl 0,05 M, pH 6,8 e filtrada em filtro de seringa (30 mm de diâmetro e 0,22 µm de diâmetro de poro), obtendo assim, o extrato proteico usado na cromatografia de filtração em gel. Outras duas amostras foram preparadas, a primeira realizando a concentração do extrato proteico através do uso de polietilenoglicol 20.000. E a segunda amostra foi preparada a partir do uso da amostra concentrada juntamente com proteinase K.
Para a execução da cromatografia de filtração em gel, utilizou-se uma coluna de vidro (1,5 cm de diâmetro x 50 cm de altura) preenchida com Sephacryl S-200HR, formando um gel sedimentado com 41 cm de altura (72,45 cm3). Aplicou-se sobre a coluna 750 µL da amostra de nematoides triturados. As amostras foram eluídas com tampão Tris-HCl 0,05 M, pH 6,8 e coletou-se frações de 1 mL em fluxo de 0,5 mL min-1. O monitoramento das frações foi efetuado por espectrofotômetro a 280 nm. As frações onde se detectou a presença de proteínas foram usadas no ensaio de indução de fitoalexinas deoxiantocianidinas em mesocótilos de sorgo.

Para o teste de produção de fitoalexinas, os mesocótilos de sorgo foram colocados em tubos para micro centrifuga, contendo 1,0 ml das frações proteicas obtidas da CFG. Como testemunhas utilizou-se a solução tampão Tris-HCl 0,05 M, pH 6,8. Após 6 h as fitoalexinas foram extraídas em metanol 80% acidificado (0,1% HCL; v/v). Determinou-se a absorbância a 480nm (MEINERZ et al., 2008).

Realizou-se análise de variância pelo teste F, e as médias foram comparadas através do teste de Duncan (p < 0,05), utilizado o software livre Genes.
Resultados e Discussão

Os resultados estão apresentados na Tabela 1. Para a amostra não concentrada a indução local da fração I se diferenciou das frações II e III, mas nenhuma delas se diferenciou da testemunha. Para a indução sistêmica as frações II e III se diferenciaram da testemunha, mas suprimindo o efeito indutor. Para a amostra concentrada na indução local apenas a fração II se diferenciou da testemunha, mas suprimindo o efeito indutor. Para a indução sistêmica não houve diferença entre os tratamentos. Com relação às frações proteicas tratadas com proteinase K não houve diferença entre os tratamentos.

TABELA 1. Indução de fitoalexinas deoxiantocianidinas (absorbância por grama de massa fresca) em mesocótilos de sorgo tratados com frações proteicas não concentradas, concentradas, e concentradas + proteínase K obtidas por cromatografia de filtração em gel a partir de Pratylenchus sp.
	Amostras
	Frações
	Indução local

(Abs gmf¹)*
	Indução sistêmica

(Abs gmf¹)*

	
	I
	1,3483 a
	0,5563ab

	
	II
	0,3183 b
	0,3527 b

	Não concentrada
	III
	0,3540 b 
	0,2620 b

	
	Testemunha**
	0,7343ab
	0,6540 a

	
	CV (%)
	52
	33

	
	I
	0,797 a
	0,556 a

	
	II
	0,22633 b
	0,766 a

	Concentrada
	III
	0,361ab
	0,647 a

	
	Testemunha**
	0,73433 a
	0,654 a

	
	CV (%)
	43
	43

	
	I
	0,43033 a
	0,65233 a

	Concentrada + proteínase
	II
	0,22367 a
	0,39367 a

	
	Testemunha**
	0,73433 a
	0,654 a

	
	CV (%)
	64
	33


*A indução local refere-se à produção de fitoalexinas na parte dos mesocótilos imersa nos tratamentos, enquanto que a indução sistêmica é para a porção não imersa;

**Tampão Tris-HCl 0,05 M;

Médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade.

Conclusões

As moléculas obtidas a partir do nematoide fitopatogênico Pratylenchus sp., por cromatografia de filtração em gel, suprimiram a produção de fitoalexinas deoxiantocianidinas em mesocótilos de sorgo.
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