Caracterização parcial de elicitores de fitoalexinas em sorgo (Sorghum bicolor) obtidos a partir de extratos de citronela (Cymbopogon nardus)
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1. INTRODUÇÃO


A resistência em plantas, na maioria das interações planta-patógeno, está associada com mudanças complexas que incluem uma resposta de hipersensibilidade, acúmulo de fitoalexinas e outros metabólicos secundários, formação de barreiras defensivas estruturais e produção de novas enzimas. 


A ativação de resistência em plantas é iniciada com o reconhecimento pelo hospedeiro de moléculas chamados eliciadores, as quais são direta ou indiretamente liberadas pelo patógeno que está invadindo [3]. Embora, eliciadores variem amplamente em sua composição química, diferentes mecanismos podem levar a planta ao reconhecimento do patógeno. Muitos eliciadores desses patógenos parecem disparar uma rede comum de vias de sinalização que coordena as respostas de defesa geral das plantas. Uma delas é a reação de hipersensibilidade (HR), a qual é caracterizada pelas lesões necróticas resultante de morte de células localizadas do hospedeiro no sítio de infeção. Esta reação previne o crescimento e dispersão do patógeno para tecidos saudáveis. De acordo com a hipótese de Flor, uma reação de hipersensibilidade é determinada pela expressão simultânea de um gene de avirulência do patógeno (Avr) com o correspondente gene de resistência (R) da planta [6].


A primeira fitoalexina caracterizada quimicamente foi a pisatina, isolada de plantas de ervilha (Pisum sativum). Desde sua descoberta, inúmeras outras fitoalexinas foram obtidas de plantas cultivadas como feijão, soja, ervilha, batata, tomate, alface, algodão, arroz, cevada e banana, dentre outras [2].


As plantas medicinais podem ser utilizadas para controle de doenças na forma de extratos vegetais. Dentre as plantas usadas o capim limão (Cymbopogon citratus) tem sido utilizado no controle de fungos, cujas  propriedades tem sido  avaliada em diversos patógenos. A citronela (Cymbopogon nardus) é uma gramínea que possui a mesma conformação estrutural do capim-limão diferindo somente em nível histológico. 


No sentido de avaliar o potencial do uso da citronela para o controle de doenças produzidas por fungos o presente trabalho teve como objetivos caracterizar parcialmente as frações eliciadoras obtidas desta planta (Cymbopogon nardus) a partir dos extratos metanólico e etanólico.

2. MATERIAL E MÉTODOS

O experimento foi conduzido no laboratório de fiopatologia e casa-de-vegetação do Departamento de Agronomia da Universidade Estadual de Maringá, PR, Brasil. 

Foi estudado o acúmulo de fitoalexinas em mesocótilo de sorgo em resposta a aplicação de diferentes concentrações (0, 10, 25, 40 e 50%) dos extratos: bruto aquoso (EBA), metanólico (EME) e etanólico (EET) de citronela (Cymbopogon nardus). Também foram avaliadas as frações destes extratos obtidas por cromatografia.

Os extratos metanólico e etanólico foram submetidos a um fracionamento em placas de sílica flexíveis Whatman 20 X 20, com indicador fluorescente (254 nm), pré-lavadas com hexano: acetato de  etila 85:15 (v/v).  Deste fracionamento em cromatógrafo de coluna de  filtração em gel (CFG) foram obtidas três frações a partir do extrato metanólico (FMI, FMII e FMIII) e duas frações para o extrato etanólico (FEI e FEII). Os pesos moleculares para as frações FMI, FMII,  FMIII, FEI e FEII foram 69,29; 40,51; 18,72; 65,89 e 24,11 kDa, respectivamente.
As sementes de sorgo foram desinfetadas em hipoclorito de sódio 1% por 15min. sendo em seguida lavadas com água destilada e secas com papel absorvente. As sementes foram enroladas em folhas de papel de germinação umedecidas e incubadas em local escuro à 28oC por quatro dias. Após este período, as plântulas formadas foram expostas à luz por 4 horas com a finalidade de  paralisar o alongamento dos mesocótilos.


Os mesocótilos foram excisados e colocados em tubos de vidro, contendo 3 mesocótilos de sorgo por tubo e uma alíquota de 1 mL de cada tratamento (água,  10%, 25%, 40%, 50% de cada extrato). Este procedimento foi efetuado para cada extrato, sendo cada tratamento com 3 repetições. Os tubos foram mantidos em câmara úmida, à 25oC sob luz constante por um período de 60 horas. Após esse período, os  mesocótilos foram retirados dos tubos, e excisados e descartados os 5mm basais. A porção superior (2,5cm.), foram pesados, cortada em pequenos fragmentos e colocados em tubos contendo 1,4 mL de metanol 80% e mantidos à 4oC por 96 h com a finalidade de extrair os pigmentos. Determinou-se a absorbância em espectrofotômetro à 480nm.


A ABS480nm foram avaliadas utilizando o programa computacional SAEG, desenvolvido pela Universidade Federal de Viçosa [7], utilizando o seguinte modelo:

Yijk = ( + Exi + Cj+ ExCij + eijk
onde:

Yijk = observação da k-ésima repetição da j-ésima concentração referente ao i-ésimo extrato avaliado;

( = efeito da constante comum a cada observação;

Exi = efeito do extrato i (1 = EBA, 2 = EME e 3 = EET);

Cj = efeito da concentração do extrato j (1 = 0, 2 = 10, 3 = 25, 4 = 40 e 5 = 50%);

ExCij = efeito da interação do j-ésimo nível da concentração com o i-ésimo extrato. 

eijk = erro aleatório associado a cada observação Yijk, pressupondo NID (0, (2).


Para os efeitos significativos de concentração do cada extrato, este efeito foi decomposto utilizando a análise de regressão do programa SAEG ([7]).
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO
Através da análise de variância foi observado efeito significativo (P < 0,05) do extrato utilizado sobre a produção de fitoalexinas em mesocótilos de sorgo. O extrato metanólico foi o que apresentou a maior média de ABS480 (Quadro 1).

Quadro 1. Valores médios de produção de fitoalexinas em mesocótilo de sorgo de acordo com o extrato utilizado (EBA, EME e EET).

                                                              ABS480gpf*

    EXTRATO
         MÉDIA
 DESVIO PADRÃO
          CV%

          EBA
          1,536 A
          0,763
        49,67

          EME
          9,270 B
          7,214
        72,82

          EET
          7,803 B
          6,266
        80,31

* Absorbância 480 nm por grama de peso fresco. Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem significativamente (P > 0,5) pelo teste de Duncan. EBA (extrato bruto aquoso), EME (extrato metanólico) e EET (extrato etanólico).

A exceção do EBA, os extratos EME e EET apresentaram valores crescentes de produção de fitoalexinas de acordo com o aumento da concentração do extrato utilizado. (Quadro 2)

Quadro 2. Valores de produção de fitoalexinas (ABS480/gpf) de acordo com a concentração de extrato aplicada.


Concentração (%)


EXTRATO
0
10
25
40
50
   CV%

EBA*
    1,581
0,975
1,650
1,840
1,636
49,67

EME
0,942
4,963
8,514
10,978
20,955
77,82

EET
0,936
5,061
8,362
8,002
16,656
80,31

 * EBA (extrato bruto aquoso), EME (extrato metanólico) e EET (extrato etanólico).

A análise de regressão mostrou um efeito cúbico do nível de concentração usado sobre a absorbância em  480nm. Novamente o melhor ajuste da equação de regressão foi obtida para o extrato metanólico (R2 = 92,99).


O acúmulo de fitoalexinas nos mesocótilos  controle,  provavelmente é devido a uma resposta à injuria provocada pela excisão na base do mesocótilo [4].
Os  mesocótilos de sorgo quando tratados com S. cerevisae, acumulam um complexo de pigmentos que apresenta absorbância máxima entre 480-490nm ([8]). Estes pigmentos são considerados como uma resposta a uma tentativa de penetração do fungo [5]. 

Houve efeito significativo (P > 0,05) da fração utilizada sobre a produção de fitoalexinas em  mesocótilo de sorgo (quadro 3)

A fração FMIII foi a que apresentou maior produção de fitoalexina e a fração FEII a que produziu menos. Não houve diferença significativa (P > 0,05) pelo teste de Duncan na produção de fitoalexinas entre as frações FMIII, FMI, FEI e FMII.

Quadro 3.  Médias de produção de fitoalexina em mesocótilos de sorgo de acordo com as frações obtidas na Cromatografia de Filtração em Gel


Fração
Média
Significância


FMIII
16,5969
A


FMI
15,8055
A 


FEI
13,9548
A B 


FMII
9,678
A B C


Controle
3,5005
    B C


FEII
0,9840
     C

Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem significativamente (P > 0,5) pelo teste de Duncan.

De acordo com [8], quando submetemos uma amostra a cromatografia e esta apresenta no seu perfil cromatográfico absorbâncias elevadas em 480nm, corresponde a uma fração com maior concentração de um possível eliciador. Resultado levemente discordante com relação a esta afirmação foi obtida para as frações do extrato metanólico. Com relação às frações metanólicas a de menor perfil cromatográfico (FMII) foi a que induziu a maior produção de fitoalexinas. Contudo, deve-se observar que não houve diferença estatística pelo teste de Duncan, em relação a produção de fitoalexinas  entre as frações metanólicas. Com relação ao comportamento das frações etanólicas, os resultados estão de acordo com [8], pois a fração com maior absorbância observada foi a FEI, a qual também apresentou maior propriedade indutora de fitoalexina em sorgo. 

4. CONCLUSÕES

Com base nos resultados obtidos podemos concluir que frações extraídas de C. nardus, utilizando metanol e etanol apresentam potencial como indutores de fitoalexinas.
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