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GLICEROL NO CONTROLE DA SIGATOKA NEGRA EM BANANEIRA CV.
GRANDE NAINE

RESUMO: A bananeira é afetada por fatores bidticos e abiéticos, tendo como
um dos principais fatores bidticos, a infeccao pelo fungo Mycosphaerella
fijiensis Morelet, causador da Sigatoka Negra (SN). O patégeno apresenta
grande variabilidade genética. O controle quimico requer varias aplicacdes
anuais, que oneram o produtor e causam danos ao meio ambiente e a saude
humana. Sendo assim, alternativas naturais de controle da doenca se tornam
mais atrativas. O glicerol é considerado uma alternativa ecologicamente viavel
na agricultura, e vem sendo usado para induzir resisténcia de doencas em
plantas. Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a inducéo de
resisténcia em plantas de bananeira da cultivar Grande Naine, suscetivel a SN,
utilizando o glicerol. No primeiro capitulo desta dissertacao, foi realizada uma
revisao sistematica para identificar respostas de resisténcia de doencas em
plantas com o uso de glicerol. As buscas realizadas entre 2008-2022 nas bases
de dados Google Académico, PubMed Central, Periédico CAPES, Web of
Science e Springer. Foram encontrados 2.374 artigos, que passados pela etapa
de selecao, restaram apenas 10 artigos. A maioria dos estudos utilizaram a
planta modelo Arabidopsis thaliana e os Estados Unidos foi o pais que mais
desenvolveu pesquisas nesta area. A técnica de aplicacdo mais utilizada para o
glicerol foi a pulverizacdo. A analise de expressao génica identificou o gene
PR1 como o mais expresso na inducao de resisténcia. A resisténcia induzida
pelo glicerol esta relacionada ao aumento da producao da molécula de glicerol-
3-fosfato e a diminui¢cao do acido oleico, que por sua vez afeta a producao de
acido salicilico e jasmonato nas plantas. No segundo capitulo, foi realizado um
experimento em casa de vegetacao para avaliacao da inducao de resisténcia
via glicerol no patossistema Musa x Sigatoka negra. O experimento foi
instalado em DIC (Delineamento inteiramente casualizado) com 5 tratamentos
(controle, 0, 3, 5, e 8% de glicerol), e 3 repeticdes. Para analise de resisténcia,
foram avaliados sintomas, deteccao de calose, clareamento para visualizagao
de estruturas fungicas. A analise de expressao génica foi conduzida utilizando
os genes alvos o dominio Kinase (KINLRR) e o gene STRANS de transducao
de sinais. A deposicdo de calose ocorreu a partir das 72 h.a.i. em plantas
tratadas com glicerol. Houve inducédo dos dois genes de resisténcia testados
nos tempos finais, principalmente para a concentracao de 5% de glicerol. Este
€ um estudo pioneiro para a cultura da bananeira, por meio destre foi possivel
confirmar que o uso do glicerol em plantas, na variedade Grande Naine para
inducao de resisténcia, € promissor. O glicerol induz a defesa contra patégenos
possibilitando que plantas suscetiveis controlem melhor a invasdao, mas seu
uso e atividade em bananeira ainda precisa ser melhor avaliado, com diferentes
métodos e momentos de aplicagcdo. Dessa forma, os resultados apresentados
mostraram que o uso do glicerol podera vir a ser uma estratégia mais
sustentavel e de uso mais abrangente dentro da cadeia produtiva da fruta.

Palavras -chave: Expressao génica; M. fijiensis; Musa; Resisténcia



GLYCEROL IN THE CONTROL OF BLACK SIGATOKA IN BANANA CV.
GRANDE NAINE

ABSTRACT: The bananas is affected by biotic and abiotic factors, with one of
the main biotic factors being infection by the fungus Mycosphaerella fijiensis
Morelet, which causes Black Sigatoka (NS). The pathogen presents great
genetic variability. Chemical control requires several annual applications, which
burden the producer and cause damage to the environment and human health.
Therefore, natural alternatives to control the disease become more attractive.
Glycerol is considered an ecologically viable alternative in agriculture, and has
been used to induce disease resistance in plants. Therefore, the objective of the
present study was to evaluate the induction of resistance in banana plants of
the Grande Naine cultivar, susceptible to NS, using glycerol. In the first chapter
of this dissertation, a systematic review was carried out to identify disease
resistance responses in plants using glycerol. Searches carried out between
2008-2022 in the Google Scholar, PubMed Central, Periodico CAPES, Web of
Science and Springer databases. 2,374 articles were found, and after passing
the selection stage, only 10 articles remained. Most studies used the model
plant Arabidopsis thaliana and the United States was the country that developed
the most research in this area. The most used application technique for glycerol
was spraying. Gene expression analysis identified the PR1 gene as the most
expressed in resistance induction. Glycerol-induced resistance is related to the
increased production of the glycerol-3-phosphate molecule and the decrease in
oleic acid, which in turn affects the production of salicylic acid and jasmonate in
plants. In the second chapter, an experiment was carried out in a greenhouse to
evaluate the induction of resistance via glycerol in the Musa x Black Sigatoka
pathosystem. The experiment was installed in DIC (completely randomized
design) with 5 treatments (control, 0, 3, 5, and 8% glycerol), and 3 replications.
For resistance analysis, symptoms, callosis detection, and bleaching to
visualize fungal structures were evaluated. Gene expression analysis was
conducted using the target genes the Kinase domain (KINLRR) and the signal
transduction gene STRANS. Callose deposition occurred from 72 h.a.i. in plants
treated with glycerol. There was induction of the two resistance genes tested at
the final times, mainly for the 5% glycerol concentration. This is a pioneering
study for banana cultivation, through which it was possible to confirm that the
use of glycerol in plants, in the Grande Naine variety for inducing resistance, is
promising. Glycerol induces defense against pathogens, enabling susceptible
plants to better control invasion, but its use and activity in banana plants still
needs to be better evaluated, with different methods and times of application.
Thus, the results presented showed that the use of glycerol could become a
more sustainable strategy and a more comprehensive use within the fruit
production chain.

Key words: Gene expression; M. fijiensis; Musa; Resistance
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1. INTRODUGCAO

A banana é uma fruta conhecida pelas suas caracteristicas nutricionais e
faz parte da alimentacdo da populacdo mundial;, por seu valor aquisitico, é
adquirido por todas as classes. A maior parte da produgcdo de banana
produzida no Brasil ndo €& exportada para outros paises, e permanece no
mercado interno (ANDRADE et al., 2009).

A produtividade na bananicultura no Brasil nos ultimos 10 anos nao
obteve crescimento acentuado significativo. Segundo dados do IBGE (2021), a
producao de aproximadamente 7 milhdes de toneladas no ano de 2021 foi
menor que em anos anteriores. Foram produzidas 6.854.222 toneladas de
banana no abo de 2022, segundo dados do IBGE. A queda na producao pode
estar relacionada a fatores bidticos e abidticos. Dentre os fatores bidticos que
afetam a cultura da bananeira, destaca-se a Sigatoka Negra (SN), causada
pelo fungo Mycospharella fijensis Morelet, que a depender das condi¢des de
temperatura e manejo da cultura, pode levar a perdas de 100% da producao
(PEREIRA et al., 1998). As aplicagdes de fungicida no controle da SN podem
variar de 35-40 por ano em alguns bananais mais produtivos, o que além de
causar danos significativos ao meio ambiente e a saude humana, elevam os
custos do produtor (LUC et al. 2009).

Sendo assim, produtos mais amigaveis ambientalmente sdo mais
atrativos para uso no plantio da bananeira. Um desses produtos, que vem
sendo usado no controle de doencas em plantas, € o glicerol. Esse Oleo é
oriundo da epicloridrina obtida do propileno. As plantas também sao utilizadas
para producao do glicerol, mas também pode ser originado da producao
petroquimica (BEATRIZ; ARAUJO e LIMA, 2010).

O (glicerol é considerado um fungicida organico e resultados de
pesquisas determinaram que quando utilizado de forma correta, auxilia na
resisténcia a diversas doencas fungicas (SOUSA et al., 2017). Acredita-se que
a molécula sinalizadora do glicerol na planta, seja o glicerol-3-fosfato (G3P),
que, juntamente com o metabolismo de carboidratos primarios, contribui para
maior resisténcia das plantas ao ataque de fungos (Gazolla et al. 2019).

No entanto, ndo ha estudos envolvendo respostas do patossitema Musa

spp. X M. fijensis e o uso do glicerol. Portanto, este trabalho tem como
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objetivos, compilar os principais trabalhos sendo conduzidos em todo 0 mundo
sobre o uso do glicerol na inducdo de resisténcia em plantas a doencas por
meio de uma revisao sistematica (RS) e avaliar a eficiéncia do uso do glicerol
nas diferentes concentracbes (controle, 0, 3, 5 e 8%), no aumento da
resisténcia da variedade de bananeira, Grande Naine, ao fungo M. fijjensis

Morelet, causador da Sigatoka Negra.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Origem e importancia econdmica da banana
A bananeira € uma planta com centro de origem no continente asiatico, e
possuiu outros centros secundarios como Africa oriental e ilhas do Pacifico
(SIMMONDS, 1962). A domesticacdo da bananeira ocorreu a partir de
hibridizagdo de subgrupos de Musa acuminata na ilha Sudeste Asiatico e na
Melanésia Ocidental (KENNEDY, 2009). Chegando nas américas através de

marinheiros europeus (Nayar, 2009).

No Brasil, a maior regidao produtora de banana é a Regido Sudeste,
seguida pela Regiao Nordeste, de acordo com os dados do Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE, 2023). Segundo os indicadores
agropecuarios, a bananicultura obteve rendimento de aproximadamente 12
milhdes de reais movimentando a cadeia produtiva da fruta no ano de 2022
(IBGE, 2023).

Além de ser considerada umas das principais frutas ricas em nutrientes,
facilidade de adaptacao em lugares de todo o0 mundo, a banana possui também
diversas utilidades, como na producao de fibras, geleias, doces e um forte
mercado como planta ornamental (DANTAS et al., 2015) e na producédo de
cervejas (CARVALHO et al., 2008).

A maioria das cultivares de bananeiras encontradas atualmente
originaram-se do cruzamento natural entre duas espécies selvagens diploides,
M. acuminata Colla (genoma A) e M. balbisiana Colla (genoma B),
responsaveis pelos genomas “A” e “B”, respectivamente (Simmonds &
Shepherd,1955). As principais espécies de bananeira sao divididas em

subgrupos, onde o subgrupo Cavendish € um dos principais em se tratando de
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bananas exportadas em todo o mundo (ARAVANITOYANNIS e MAVROMATIS,
2009).

Embora as bananas sejam consideradas frutas importantes tanto no
mercado interno quanto externo, as cultivares sido acometidas por varias
doengas causadas por virus, bactéria, insetos e fungos. O principal virus que
ataca as bananeiras no pais € o virus causador de estrias, BSV — Banana
Streak Virus. A principal doenca bacteriana € denominada de Moko da
bananeira, causada pela bactéria Ralstonia solanacearum (ragca 2), com 0s
nematoides da espécie Radopholus similis sendo os mais danosos a cultura.
As bananeiras também sao prejudicadas por insetos, como a broca-do-rizoma
(Cosmopolites sordidus) também chamado de moleque-da-bananeira (SILVA et
al., 2013). Em se tratando de doencas fungicas, as principais sao a murcha de
Fusarium, causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. cubense e as
Sigatokas, amarela e negra; sendo esta ultima, a mais devastadora.

A cultivar Grande Naine (AAA) pertence ao subgrupo Cavendish. E uma
cultivar comercial, triploide e sua origem se deu da hibridacdo com gendtipos
diploides locais ja existentes (PERRIER et al. 2011) na Indochina e sudoeste
da Asia, considerado centro de origem e diversidade (KIMUNYE et al. 2021).
Apesar da Grande Naine ser uma das cultivares preferidas tanto do produtor
guanto consumidor brasileiro, a mesma €& suscetivel a SN (SILVA et al., 2013).

O melhoramento genético da bananeira visa o desenvolvimento de
variedades tolerantes aos principais fatores abiéticos e biéticos. No entanto, o
melhoramento classico da bananeira € demorado, ndo somente devido ao
grande numero de diferentes combinagcdes de ploidias, mas também devido a
partenorcapia inerente a espécie (ORTIZ e SWENNEN, 2014). Sendo assim, a
possibilidade do uso de compostos naturais que possam aumentar a
resisténcia de plantas ao ataque de fungos trazem grandes beneficios nao
somente do ponto de vista de producao por viabilizar a diminuicado dos custos
com a compra de fungicidas, mas também do ponto de vista ambiental por néo
causar danos ao meio ambiente e nem a saude humana (SORAES et al. 2021,
VISHNEVETSKY et al., 2010).

2.2. Aspectos gerais da Sigatoka Negra

Causada pelo fungo Mycosphaerella fijiensis Morelet, a Sigatoka Negra

(SN) é uma doenca que atinge a cultura da bananeira de forma severa,


https://link.springer.com/article/10.1007/s11248-010-9392-7#auth-Jane-Vishnevetsky-Aff1
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chegando a atingir 100% da produgcdao se nao houver controle adequado
(PEREIRA et al.,, 2008). Fungos cercésporos, a exemplo dos fungos que
causam a Sigatoka Negra, possuem, como caracteristicas, a mutualidade e a
hibridacao, que podem ser favorecidas pelos fungicidas aplicados, em se
tratando do aparecimento de novas ragas do microorganismo (CASTELAN,
2010).

O fungo Mycosphaerella fijiensis produz dois tipos de esporos: conidios,
de reproducao assexuada e ascosporos, de reproducao sexuada. Os conidios
podem sobreviver até 60 dias. O tempo de vida varia conforme o tipo de
superficie. Em folhas de bananeira é possivel ciclo de até 2 meses de vida; e
de até 18 dias em superficies dos frutos infectados (PEREIRA e
GASPAROTTO, 2005). A principal forma de disseminagao do microrganismo €&
pelo vento, mas existem outras formas de contaminagcdo, como por humanos,
vestimentas e calcados do funcionario utilizado em areas contaminadas. A
proliferacdo pode acontecer pelo fruto, suas embalagens e transportes oriundos
de bananais doentes, sendo que o fungo pode sobreviver por até 2 meses
(PEREIRA e GASPAROTTO, 2001).

A SN tem sua infestagcao favorecida por fatores climaticos. A umidade
do local e até mesmo a agua presente na planta, favorece o desenvolvimento
do fungo, onde maior conhecimento sobre o patégeno é muito importante para
tomada de decisdao de estratégias de praticas de manejo. Este fungo possui
reproducao sexuada, permitindo a recombinacdo genética com outros
individuos, o que o torna mais apto para se adaptar as praticas de manejo e as
diferentes temperaturas (UCHOA et al., 2012), possibilitando a quebra de
barreiras de infecgao.

O patdégeno M. fijiensis se desenvolve melhor em temperaturas em torno
de 26 °C (ROMERO e SUTTON, 1997). Ambientes com temperatura em torno
de 21 °C e 30 °C s3o limitantes para a infeccdo da doenca (UCHOA et al.,
2012). Presente na Bahia, a Sigatoka Negra faz com que produtores tenham
dificuldades de comercializar os frutos, pois, regibes consumidoras nao
contaminadas, passaram a evitar a compra dos frutos na tentativa de impedir
que a doenca se espalhe nessas regides sem a presenca da doenca
(NASTARO e JULIAO, 2016).
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Os sintomas da SN se caracterizam por estrias nas folhas, inicialmente
de cor marrom. Com sua evolucao, ocorrem manchas necréticas que afetam
diretamente a atividade fotossintética da planta reduzindo seu ciclo de vida
(NOMURA et al., 2015). As estrias de cor marrom-clara, com o avanco da
doencga, se tornam negra, o que da origem ao nome a doenca. A deteorizacao
na planta se inicia nas bordas das folhas, depois avanca para a morte do limbo
foliar (MARTINS; GASPAROTTO e MOREIRA, 2016). Os frutos de plantas
infectadas com a SN tém amadurecimento fora da época natural, e se
caracterizam como frutos de baixa qualidade, causando um impacto negativo
na producao da fruta (NOMURA et al., 2015).

Praticas de controle natural estdao sendo utilizadas para controlar o
patdgeno. O manejo consiste na eliminacao de folhas infestadas para evitar a
propagacao do patégeno (VARGAS et al.,, 2009; NOMURA et al.,, 2015). No
entanto, o controle quimico continua sendo o mais eficaz no controle da doenca
no campo. Na tentativa de controlar a Sigatoka Negra, métodos bioldgicos
também estao sendo utilizados. A pratica de controle biolégico com o fungo
trichoderma demonstra resultados positivos na inibicdo do avango da doenca.
O produto feito com o antagonista chamado tricofun, € recomendado para uso
em lavouras organicas como técnica para impedir perdas na producao
(CASTRO et al., 2014).

O controle quimico, o biolégico e formas de manejo, ndo sao os Unicos
métodos utilizados com o propdsito de controlar a Sigatoka Negra. A introducao
de cultivares resistentes esta sendo cada vez mais utilizada em propriedades
produtoras com e sem a incidéncia deste patdégeno. Dentre as cultivares
resistentes a SN, destacam-se a Caipira, Thap Maeo, FHIA-01, FHIA-21 e a
falsa FHIA-18 (SANTOS et al., 2006). Entre as cultivares suscetiveis, estdo as
cultivares Grande Naine, D’Angola, Prata baby, Prata Grauda, Tropical e Terra
(CORDEIRO; MATOS & MEISSNER FILHO, 2020).

O uso de oleos, como essenciais, € uma metodologia que esta
crescendo dentro das medidas para controlar doencas em nivel de campo. O
uso dos Oleos de Cinnamomum. zeylanicum, Origanum vulgare e Pimenta
dioica, apresentaram resultados interessantes no controle da SN em bananeira
(JIMENEZ et al., 2018).
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A planta € induzida a desenvolver resposta de resisténcia de duas
formas, pela resisténcia sistemica induzida (ISR) por meio de elicitores biéticos
e pela resisténcia sistemica adquirida (SAR) através de elicitores bidticos e
abidticos. A ultima é dependente do acido salicilico e proteinas relacionadas a
patogénese, enquanto a primeira depende dos fitohormonios etileno e
jasmonato (VALLAD e GOODMAN, 2004).

No processo de resisténcia genes sao ativados para que ocorra a
resposta hipersensivel, onde ocorre morte do tecido para impedir a propagacao
dos patogenos biotréficos (CHISHOLM et al., 2006).

2.3. Caracteristicas gerais e descricdo do glicerol

Derivado da palavra grega glykys, que significa doce, o glicerol € um
alcool de trés carbonos, sendo inodoro, incolor e viscoso. Sua producédo é
oriunda de fontes naturais ou petroquimicas (BEATRIZ; ARAUJO e LIMA,
2010). O custo de producgao do biodiesel € alto e a utilizacdo do seu coproduto,
o glicerol, € uma alternativa para diminuicdo dos gastos. O glicerol bruto,
conhecido também como glicerina, tem custo relativamente baixo e alta
producao, possibilitando o uso em diversas areas (YANG; HANNA e SUN,
2012).

Co-produto do biodiesel, o glicerol esta sendo aproveitado como meio de
suprir os gastos da extracdo do biodiesel. Neste caso, o aproveitamento do
glicerol, contribui para custear os gastos realizados com o biodiesel (YANG,
HANNA e SUN, 2012).

A molécula de glicerol, que € produzida e metabolizada durante a etapa
de inducado de resisténcia em plantas, é o glicerol-3-fosfato (G3P), produzido
pelo processo de fosforilagdo do glicerol pela glicerol quinase (GK), ou pela
reducdao do fosfato de hidroxiacetona (DHAP), mediada pela G3P
desidrogenase (G3Pdh) (VENUPOPAL et al, 2011). Esta molécula, G3P, vem
sendo apontada como indutora de um possivel mecanismo de defesa de
plantas agricolas contra doencas. Em pesquisas com plantas de café, foi
confirmado a diminuicdo de sintomas causados pela ferrugem (Hemileia

vastatrix), ao se utilizar o glicerol na concentracao de 3% (Gazolla et al., 2019).
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Atualmente, o glicerol esta sendo utilizado em pesquisas cientificas para
controlar resisténcia/tolerancia aos principais fatores bidticos e abibticos
(RAOUFI, RAHEMI e AKBARI, 2020). Este composto é considerado um
fungicida organico e resultados de pesquisas determinaram que quando
utilizado de forma correta, em termos de concentracao e numero de aplicacdes,
auxilia na resisténcia a diversas doencas fungicas (SOUSA et al., 2017). Até o
momento, ndo ha estudos envolvendo o uso de glicerol no controle do fungo M.

fijensis, causador da Sigatoka negra em bananeira.
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GLICEROL COMO INDUTOR DE RESISTENCIA A DOENGAS EM
PLANTAS: UMA REVISAO SISTEMATICA

RESUMO: Muitas sdo as formas de tentativas para se controlar doengcas em
plantas, mas, geralmente, a resisténcia nédo € mantida por muito tempo, pois os
patdbgenos acabam burlando o sistema de defesa. Uma das tentativas de
promover maior defesa € o uso de produtos capazes de induzir a resisténcia
em plantas, como o glicerol, um co-produto do biodiesel que, aplicado em
plantas, pode vir a induzir resisténcia contra organismos patogénicos. Esta
revisao teve por objetivo selecionar estudos sobre a atividade do glicerol como
molécula indutora de resisténcia de doencas em plantas. Buscou-se avaliar
artigos depositados em diferentes bases de dados eletrénicas, usando um
string de busca e critérios de inclusdo e exclusado predefinidos. Esta revisdo
demonstra que as aplicacdes de glicerol em plantas induziram resisténcia apos
os tratamentos onde a resisténcia se deu por meio do aumento do nivel da
molécula sinalizadora, G3P e diminuicao dos niveis de acido oleico (18:1). Os
principais meios de aplicacdo foram via pulverizacdo e imersdao. Foram
inumeras doses estudadas, que variaram em cada pesquisa. A concentracao
de 3% de glicerol &€ considerada a melhor para a maioria das espécies de
plantas at¢é o momento. A revisdo revela também a avaliacdo de genes
indutores de resisténcia como as proteinas PR — Pathogenesis Related proteins
(PR-1, PR2, PR-5, etc.), HPS70, HSP90, SCAM4 e Tapr1, dentre outros.
Poucos artigos foram publicados entre 2008 e 2022, sendo o numero ainda
menor apos o ano de 2015. Isso demonstra que, apesar dos resultados ja
obtidos serem positivos, ainda, por algum motivo, podendo ser falta de

conhecimento, este composto, glicerol, vem sendo pouco estudado.

Palavras-chave: Acido oleico; Genes de defesa; Glicerol-3-fosfato, Proteinas
PR
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GLYCEROL AS AN INDUCER OF RESISTANCE TO DISEASES IN PLANTS: A
SYSTEMATIC REVIEW

ABSTRACT: There are many forms of attempts to control plant diseases, but
generally resistance is not maintained for long, as pathogens end up bypassing
the defense system. One of the attempts to promote greater defense is the use
of products capable of inducing resistance in plants, such as glycerol, a co-
product of biodiesel that when applied to plants can induce resistance against
pathogenic organisms. The objective of this review was to select studies on the
activity of glycerol as a molecule that induces disease resistance in plants. We
sought to evaluate articles deposited in different electronic databases, using a
search string and predefined inclusion and exclusion criteria. This review
demonstrates that the applications of glycerol in plants induced resistance after
treatments where resistance occurred by increasing the level of the signaling
molecule, G3P (Glycerol-3-phosphate) and decreasing the levels of oleic acid
(18:1). The main means of application were via spray and immersion.
Numerous doses were studied, which varied in each study. The 3% glycerol
concentration is considered the best for most plant species to date. The review
also reveals resistance-inducing genes such as PR proteins (PR-1, PR2, PR-5,
etc.), HPS70, HSP90, SCAM4 and Tapr1 among others. Few articles were
published between 2008 and 2022 with the number being even lower after
2015. This shows that although the results already obtained are positive, still,
for some reason, which may be a lack of knowledge, this compound, glycerol, is
still not well studied.

Key words: Glycerol-3-phosphate, oleic acid, PRs proteins, plant defense
genes.
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1. INTRODUCAO

As diversas doencas causadas por pragas ou patégenos virais, fungicos
e bacterianos, comprometem o desenvolvimento das plantas afetando sua
produtividade final. Dentre os microrganismos, ha caracteristicas especificas,
como microrganismos biotréficos, que dependem da planta viva para se
alimentarem e completarem seu ciclo de vida; necrotréficos, que durante seu
habito alimentar matam a planta hospedeira e os hemibiotroficos, que
incialmente dependem da planta viva para sobreviver e completam seu ciclo
com uma fase necrotréfica, onde o hospedeiro é degradado (VELASQUEZ;
CASTROVERDE e HE 2018; HORBACH et al., 2011). Dentre as caracteristicas
dos fungos biotroficos, que os diferencia dos outros, esta a dificuldade de
reproducao em laboratério em meio nao vivo (SPANU e PANSTRUGA, 2017).

Para sobreviver aos ataques dos patogenos, as plantas utilizam padrées
de reconhecimento de patégenos para detectar a invasao. Existem os Padrdes
Moleculares Associados a Patégenos (PAMPs) e Padrées Moleculares
Associados a Micrébios (MAMPs). PAMPs e MAMPs podem ser reconhecidos
por receptores que irao induzir o padrao de imunidade desencadeada (PTI)
(DODDS e RATHJEN, 2010). O PTIl juntamente com a imunidade
desencadeada por efetor (ETI), sdo essenciais na atividade um do outro e
juntos aumentam a expressao génica e deposicdo de calose (CHANG et al.,
2022), além de contribuir para o aumento da producao de espécies reativas de
oxigénio (ROS) (NGOU et al., 2021).

O modo que faz com que a planta seja capaz de impedir os ataques de
patogenos é por meio da resisténcia sistémica induzida (ISR) e da resisténcia
sistémica adquirida (SAR). O que as diferem sao os tipos de indugéo na planta.
A SAR é ativada por meio de organismos causadores de doencas e é
dependente do acido salicilico (SA) e genes, enquanto a ISR é induzida por
micrébios benéficos, e é independente de SA (VLOT et al., 2020). As duas
formas de resisténcia sao ativadas a partir de sinais de defesa diversos quando
a planta sofre ataque de patégenos (BOLLER e FELIX, 2009), a exemplo de

quando entra em contato com a molécula do glicerol-3-fosfato.
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A molécula de glicerol que € produzida e metabolizada durante a etapa
de indugcado de resisténcia em plantas, é o glicerol-3-fosfato (G3P), produzido
pelo processo de fosforilacdo do glicerol pela enzima glicerol quinase (GK) ou
pela reducdo do fosfato de hidroxiacetona (DHAP), mediada pela G3P
desidrogenase (G3Pdh) (VENUGOPAL et al., 2009). O glicerol possui potencial
para controle de doencas em campo, onde o nivel do produto deve ser
considerado para que a quantidade nao exerca papel contrario ou téxico no
controle da doenca. Pelas suas caracteristicas, o glicerol € um produto natural

que age sem prejudicar o meio ambiente (LI et al., 2016).

Atualmente o glicerol é utilizado em pesquisas cientificas tanto para
promover tolerancia/resisténcia aos principais fatores abidticos, quanto bidticos,
que afetam as plantas (RAOUFI, RAHEMI e AKBARI, 2020). Entre alguns
estudos, seu uso ja foi documentado na resisténcia sistémica adquirida contra
as doencas Phytophthora capsici em Theobroma cacao (ZHANG et al., 2015),
resisténcia do café a ferrugem (Hemileia vastatrix) (GAZOLLA et al., 2019) e ao

oidio em Triticum aestivum (LI et al., 2016; LI et al. 2020), entre outros.

Embora o uso de glicerol em plantas ainda seja pouco estudado,
principalmente relacionado ao controle de doencgas, trabalhos com o objetivo de
estudar o glicerol como um defensivo ou na resisténcia de plantas aos
principais fatores bibticos e abibticos, sdo de suma importancia, pois € uma
molécula que ndo degrada o meio ambiente e ndo causa danos a saude

humana e nem de animais.

Diante disso, revisar sistematicamente o tema “glicerol aplicado em
culturas agricolas e biolégicas”, € de grande interesse para se entender os
mecanismos desenvolvidos pelas plantas para adquirir resisténcia a fatores
biéticos, e para entender as vias correlacionadas e protocolos adotados em
diferentes estudos. Assim, esta revisdo tem como objetivo principal, reunir os
artigos publicados nos anos de 2008 a 2022, de forma a compilar os principais
dados produzidos na area de agronomia e biologia quanto ao uso de glicerol

como molécula indutora de resisténcia em plantas.
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2. MATERIAL E METODOS

A revisao sistematica foi desenvolvida com o auxilio do software StArt
(State of the Art through Systematic Review) versao Beta 3.0.3, desenvolvido
na Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar) (Santos et al., 2018). Todos
os procedimentos adotados pelo Start seguiram as diretrizes Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA), o qual
permitem que as revisdes sejam mais transparentes, com informacdes sobre o
motivo da revisao, a abordagem dos autores e as informacdes que os autores
encontraram (resultados). Assim, trés etapas foram seguidas para elaboracéo

da revisao, a saber: planejamento, execucao e sumarizagao.

2.1. Planejamento

Nessa etapa, foi criado um protocolo definido de acordo com as
seguintes informacdes: titulo do artigo, autores, objetivo, palavras-chave,
questdes de pesquisa, fontes de pesquisa, critérios de inclusao/exclusao e
definicdo do tipo de estudo. A questdo de pesquisa definida foi: Quais os
mecanismos utilizados pelo glicerol para criar resisténcia a doencas em
plantas? A partir disto, questdes secundarias foram elaboradas e encontram-se

listadas na Tabela 1.

Tabela 1. Questbes levantadas sobre a atividade do glicerol como agente
indutor de resisténcia a doencas de plantas em uma revisao sistematica de

estudos publicados nos ultimos 14 anos.

Questdes

1. Quais paises utilizaram o glicerol para inducao de resisténcia a
doencas?

2. Qual o resultado ou resultados esperados com o uso do glicerol?

3. Quais técnicas estao sendo utilizadas para aplicagcao do glicerol?

4. Quais genes sao relatados na resposta da planta ao uso do glicerol?
5. Para quais patdégenos o uso do glicerol foi relatado?
6
7

. Quais culturas mais utilizam o glicerol como indutor de resisténcia?

. Qual protocolo é proposto para aplicagao do glicerol?
8. Quais mecanismos estruturais e bioquimicos sao associados ao uso do
glicerol?
9. Quais concentracdes de glicerol para uso como indutor de resisténcia?




2.2. Execucgao
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A revisdo considerou os estudos realizados entre janeiro de 2008 a

marco de 2022 que realizaram pesquisas experimentais com aplicacdo de

glicerol para avaliar a indugao de resisténcia a doencas de plantas.

A partir dos protocolos estabelecidos para elaboracdo da revisao

sistematica, dois strings de busca foram construidos baseados nos cinco

componentes de inclusdao denominado de "PICOS” - Populagao, Intervencao,

Comparacao, Desfecho e Tipo de estudo (Santos et al., 2007) (Tabela 2).

Tabela 2: Termos PICOS para a “questdo” de pesquisa utilizada em uma

revisdo sistematica sobre a atividade de glicerol como agente indutor de

resisténcia a doencas de plantas publicados nos ultimos 14 anos.

Descricao

Abreviacao

Componentes da

pergunta

Populacao

Interesse / Intervencao

Comparacao

Desfecho

Tipo de estudo

Culturas agricolas
afetadas por doencas.
Atividade do glicerol
como agente indutor de
resisténcia a doencas de
plantas para o}
melhoramento genético
vegetal.

Métodos de
melhoramento  vegetal
que nao contemplem a
utilizacao do glicerol.
Resisténcia a doencas

de plantas.

Artigos  cientificos e

revisdes de literatura.
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Foram realizadas pesquisas em bases de dados com o objetivo de
selecionar e extrair artigos. As bases utilizadas foram: periédicos CAPES

(https://www.periodicos.capes.gov.br), PubMed Central

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc), Springer (https://link.springer.com) e Web

of Science (https://www.webofscience.com/wos/woscc/basic-search). O site
Google Scholar (https: // scholar.google.com.br) também foi utilizado para
buscas. Os arquivos selecionados foram importados em formato BIBITEX e
MEDILINE compativel com o software StArt. Nos strings de busca foram
utilizados conectores como “AND” e “OR” para agrupar palavras-chave

sinbnimas e os tépicos principais.

Dois strings de buscas foram utilizados: glycerol OR “G3P” OR “glycerol-
3-phosphate” AND “plant resistance” AND “resistance induction” OR “systemic
immunity in plants” OR “systemic acquired resistance” AND “plant disease” OR
“plant pathogen” e glycerol OR G3P OR “glycerol-3-phosphate” OR “glycerol
metabolism” OR “glycerol application” AND "disease resistance" OR "plant
resistance”" OR "plant diseases" or “biotics factors” OR “biotic stress” AND
“systemic immunity in plants” OR “systemic acquired resistance”; esta ultima
utilizada apenas para a base de dados web of science. Em ambos os casos, o
string de pesquisa foi projetado para incluir uma ampla gama de artigos
relacionados ao uso do glicerol como agente indutor de resisténcia a estresses
bidticos.

Posteriormente, foram realizadas as etapas de selecdo e extracdo, a
qual foram considerados como critérios de inclusdao: (I) Trabalhos que
contenham no titulo, resumo e palavras-chave os termos do string; (1) Artigos
que respondam as questdes do protocolo; (1) Artigos de revisdo. Como critérios
de exclusdo: (E) Teses, dissertacbes, manuais; (E) Capitulo de livro; (E)
Duplicados; (E) Fuja do tema; (E) Trabalhos sem contribuicdo clara; (E)

Trabalhos n&o escritos em inglés.

2.3. Sumarizagao

Esta etapa consistiu no desenvolvimento de graficos, tabelas e nuvem
de palavras. Os graficos de barra foram criados no programa estatistico R
utilizando os pacotes ggplot2 e ggpubr (R CORE DEVELOPMENT TEAM,

2016) e devido a quantidade de artigos, os dados foram expostos em numeros


https://www.periodicos.capes.gov.br
https://link.springer.com
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e nao em porcentagem. O mapa bibliométrico foi gerado no programa
VOSviewer_1.6.17 (Van e Waltman et al. 2010). As tabelas foram criadas para
exibir os resultados dos mecanismos ativos pelo uso do glicerol, as formas de
aplicacao do glicerol e resultados obtidos ou esperados com o uso do glicerol.
Uma nuvem de palavras com genes expressos em resposta ao uso do glicerol
foi construida em um gerador online gratuito, disponivel no link <

https://www.wordclouds.com/>.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Pesquisa nos bancos de dados

As buscas realizadas em cinco bases de dados geraram um total de
2.374 artigos publicados entre janeiro de 2008 a margco de 2022. No site
Google Académico foram encontrados 997 estudos, nas bases académicas
Springer 473, Pub Med central 445, Periodicos da Capes 416 e na web of
Science, encontrados 40. Além disso, trés estudos que ndo foram captados

com o string, foram adicionados manualmente (Figura 1).

Identification

Reports assessed for
eligibility
> n= 89

Records excluded with exclusion

criteria /
n=79

i |

Total studies included in the
review
n=10

Screening
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Figura 1. Diagrama de fluxo PRISMA com o processo de triagem dos artigos
selecionados para reviséo sistematica sobre uso do glicerol como indutor de

resisténcia a doencas em plantas.

Na primeira etapa de selecao, foram excluidos 671 estudos duplicados e
1.614 apos a leitura dos resumos e palavras-chave por nao estarem de acordo
com os critérios de inclusdo. Na etapa de extracdo, 89 artigos foram
analisados, e apos leitura dos artigos por completo, 79 foram excluidos por néo
atenderem aos critérios de inclusdo. Dessa forma, foram aceitos 10 artigos
para compor a revisao sistematica (Figura 1), sendo 3 inseridos manualmente.
Para fins de consulta, os manuscritos foram armazenados em material
suplementar ( https://doi.org/10.5281/zenodo.10524571).

Um mapa bibliométrico foi criado com palavras-chave dos artigos
selecionados na etapa de extracdo. Esta RS objetivou encontrar artigos que
tivessem estudado a aplicagdo do glicerol para indugcdo de resisténcia a
doencas de plantas. A maior frequéncia de estudos gerados foi entre o ano de
2008 a 2022 (Figura 2).
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Figura 2. Mapa bibliométrico de palavras dos artigos selecionados sobre uso do
glicerol como indutor de resisténcia a doencas de plantas nos anos 2008 a
2022.
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Os termos acido salicilico, salicilato de metila e glicerol-3-fosfato foram
os mais frequentes, estiveram relacionados ao acido azalaico, acumulo, genes
e resisténcia sistémica adquirida; além disso estiveram relacionados aos

termos aplicacao de glicerol, acido oleico e Arabidopsis ssi2 mutante.

3.2. Locais de estudo

A maior parte dos estudos foi realizada nos Estados Unidos (5), seguido
da China e Japao, que tiveram dois artigos publicados sobre o uso do glicerol
como indutor de resisténcia a doencas. No Brasil foi encontrado apenas um

estudo (Figura 3).
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Figura 3. Paises que realizaram estudos com glicerol como indutor de

resisténcia a doencas de plantas.

3.3. Culturas utilizadas

Dentre as culturas mais utilizadas, a planta modelo, Arabidopsis thaliana,
obteve o maior numero de artigos (4), todos desenvolvidos nos Estados
Unidos, seguido do trigo e soja (2). O cafeeiro, arroz e cacau também foram
produtores de conhecimento sobre a utilizacdo do glicerol como indutor de

resisténcia a doencas de plantas (Figura 4).
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Cultures
E M Arabidopsis thaliana
= Glycine max
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- Coffea spp.
E Oryza sativa
g 3 Theobroma cacao
Z Triticumaestioum L.
0 1

Total

Figura 4. Culturas utilizadas em estudos cientificos que receberam aplicacao de

glicerol para avaliar a inducao de resisténcia a doencas de plantas.

3.4. Patégenos estudados

Entre os patégenos mais estudados, Pseudomonas syringae DC 3000,
causadora da mancha bacteriana em A. thaliana e tomate, teve maior niumero
de artigos (4), seguido pelo patégeno Blumeria graminis f. sp. tritici (2),
causador do oidio. Os patégenos Phytophthora sojae, Phytophthora capsici,
Hemileia vastatrix, Xanthomonas oryzae pv. Oryzae, Magnaporthe grisea,
Brusone colletotrichum, virus da crinkle do nabo e Hyaloperonospora, também

foram testados com o glicerol (Figura 5).
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Figura 5. Patégenos mais utilizados para avaliar a resisténcia induzida em
estudos com glicerol como indutor de resisténcia a doencas de plantas.

3.5. Concentracdes utilizadas

Foram utilizadas diferentes concentracées de glicerol para inducao de
resisténcia nos artigos selecionados. Quatro deles utilizaram apenas uma unica
concentracao sendo 3%, 1% e 0,46%; a ultima utilizada em dois trabalhos. Os
demais artigos utilizaram a partir de duas concentracbes de glicerol que
variaram de 0,004 a 9,21% (Figura 6).
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Figura 6. Frequéncia das concentragdes de glicerol utilizadas em estudos com

glicerol como agente indutor de resisténcia a doencas em plantas.

3.6. Técnicas utilizadas

Dentre as técnicas utilizadas para aplicagao do glicerol, a pulverizacao
(com uso de recipiente ndo informado) obteve maior frequéncia (8 trabalhos)
(Tabela 3). Outra forma de aplicacao utilizada foi a imersao na qual folhas
foram imersas em solugcdo de 100 mL por 10s a cada 24 h por trés dias

consecutivos.

Tabela 3. Técnicas utilizadas para aplicacao do glicerol em estudos sobre a

utilizacao do glicerol como agente indutor de resisténcia a doencgas de plantas.

Referéncias Técnicas utilizadas Protocolos
Li et al. (2020) Pulverizacao Li et al. (2020)
Gazolla et al. (2019) Nao informada Gazolla et al. (2019)
Li et al. (2016) Pulverizacao Li et al. (2016)
Zhang et al. (2015) Imersao Zhang et al. (2015)
Mendel et al. (2012) Pulverizacao Mendel et al. (2012)
Chanda et al. (2011) Pulverizacao Chanda et al. (2011)
Jiang et al. (2009) Pulverizacao Kachoo et al. (2008)
Venugopal et al. (2009) Pulverizacao Venugopal et al. (2009)
Chanda et al. (2008) Pulverizacao Chanda et al. (2008)
Kachoo et al. (2008) Pulverizacdo Kachoo et al. (2008)

3.7. Resultados observados

A Tabela 4 mostra os resultados observados com o uso do glicerol para induzir
resisténcia, sendo os efeitos semelhantes entre si, como reducao de lesdes das
doencas, morte celular programada, aumento da molécula G3P, diminuigao do

acido oleico 18:1 e expresséao de genes.

Tabela 4. Resultados obtidos em estudos sobre a utilizacdo do glicerol como

agente indutor de resisténcia a doencas de plantas.
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Referéncias Resultados observados

Aumento dos niveis de JA e SA, reducao do nivel de IAA e

Lietal. (2020) inducao de PR proteinas.

Gazolla et al.
(2019)

Li et al. (2016)

Menor porcentagem de lesoes.

Alteracdes na expressao de genes associados as vias do
glicerol e dos acidos graxos; aumento do G3P.

Aumento nos niveis endégenos de G3P, ROS, teor de

Zhang et al. malondialdeido (MDA) e diminuicao nos niveis de acido
(2015) :

oleico.
Mendel et al. Reducao dos niveis de 18:1 e indugdo do acumulo de 6xido
(2012) nitrico nos cloroplastos de plantas Col-0.
g&iq(;a etal. O glicerol foi incapaz de induzir SAR em plantas gli1.
Jiang et al. Aumento da resisténcia as doencas Magnaporthe grisea e
(2009) Xanthomonas oryzae pv. oryzae.

Venugopal et al. Reducao dos niveis de acido oleico 18:1.

(2009)

Aumento de G3P. Maior resisténcia em ambos os tipos
Chanda et al. . . :

selvagem e gly1 de plantas Arabidopsis thaliana.
(2008)
Kachoo et al. Aparecimento de lesbes semelhantes a células mortas
(2008) visiveis e microscoépicas nas folhas tratadas.

Uma nuvem de palavras com os genes relacionados a resisténcia de
plantas utilizando o glicerol foi elaborada (Figura 7). Os genes expressos mais
relatados em resposta ao glicerol foram PR-1, CHI1, TAPR-1, PR-5, SCAM-5,

Udp-glicosiltransferase, quitinase-1, LOX, entre outros.
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Figura 7. Nuvem de palavras de genes de resisténcia encontrados em estudos
que utilizaram glicerol como agente indutor de resisténcia a doencas de

plantas.

Dentre os mecanismos estruturais e bioquimicos relatados pelo uso do
glicerol esta a diminuicdo nos niveis de acido oleico e o aumento do glicerol-3-
fosfato, o que resultou no aumento da resisténcia com atividade de expressao

génica (Tabela 5).

Tabela 5. Mecanismos estruturais e bioquimicos associados ao uso do glicerol

como agente indutor de resisténcia a doencas de plantas.
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Referéncias Mecanismos estruturais e bioquimicos

Metabolismo de acidos graxos vegetais, crosstalk

Li et al. (2020) de hormdnios e inducdo de genes relacionados a
patogénese.

Gazolla et al. (2019) :I\a/IFc)ecanlsmo de resisténcia dependente de glicerol-
Moléculas sinalizadoras: glicerol-3-fosfato (G3P) e

Li et al. (2016) acido oleico 18:1; e espécies reativas de oxigénio
(ROS).

Zhang et al. (2015) Via de sinaliza¢ao de defesa mediada por 18:1.
Aumento dos niveis endégenos de G3P, diminuicao

Mendel et al. (2012) de 18:1 e fendtipos semelhantes a ssi2 em plantas
do controle

O glicerol foi incapaz de induzir SAR em plantas
gli1.
Jiang et al. (2009) Reducao dos niveis de acido oleico 18:1.

Chanda et al. (2011)

Venugopal et al. (2009) Reducgao dos niveis de acido oleico 18:1.

Chanda et al. (2008) Aumento de G3P.
Kachoo et al. (2008) Reducao dos niveis de acido oleico 18:1.

4. Discussao

4.1. Pesquisa nos bancos de dados

A revisao considerou os estudos realizados entre janeiro de 2008 a
marco de 2022 que realizaram pesquisas experimentais com aplicagao de
glicerol para avaliar a inducdo de resisténcia a doencas de plantas. E
importante destacar que até o momento ndo foram encontradas revisées de
literatura e nem revisdes sistematicas sobre o glicerol como molécula indutora
de resisténcia a doencas; fato que reforca a importancia desta reviséo

sistematica sobre o tema.

Foram selecionados 2.374 trabalhos a partir do uso dos strings nas
bases de dados. Desses selecionados, 2.285 foram excluidos por ndo estarem
de acordo com o protocolo proposto ou por serem duplicados. Na etapa de
extracdo, 89 artigos foram aceitos, e entre eles, apenas 10 artigos foram

considerados relevantes, pois, responderam as perguntas do protocolo.

Houve muitos artigos citando a palavra glicerol devido a presenca da
molécula glicerol-3-fosfato (G3P) que também participa da via de inducao de

resisténcia produzida naturalmente pela planta. Além da molécula citada,
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muitos estudos continham em seu titulo, resumo ou palavras-chave, termos
que continham nos sfrings como resisténcia sistémica adquirida, doencas de
plantas e inducdo de resisténcia. Essas sao palavras-chave muito utilizadas

quando se trabalha com resisténcia em plantas.

4.2. Locais de estudo, culturas e hospedeiros do estudo

O glicerol como indutor de resisténcia foi bastante estudado nos Estados
Unidos da América (5 estudos); a maioria utilizou o mesmo agente
fitopatogénico, Pseudomonas syringae, e a planta modelo, Arabidopsis
thaliana. A bactéria P. syringae pode infectar diferentes tipos de culturas,
sendo constituida de diferentes patovares, o que explica o crescente uso de
glicerol na tentativa de induzir resisténcia em plantas contra este patégeno
(XIN, KVITKO e HE, 2018). Além disso, foi também estudado o uso do glicerol
no patossitema Theobroma cacao x Phytophthora capsici. O cacaueiro € uma
cultura comercialmente importante por sua vasta funcionalidade, além de ser a

principal matéria-prima do chocolate (SALLES et al., 2019).

A cultura mais estudada utilizando glicerol como indutor de resisténcia a
patogenos nos ultimos 14 anos, foi a planta modelo A. thaliana (4 artigos). O
foco dos artigos com esta planta, esta no fato da mesma possuir um ciclo de
vida curto (seis semanas). Isso facilita seu uso em pesquisas na area da
genética, bioquimica e da fisiologia, ajudando no desenvolvimento de cultivares
resistentes, adaptadas e produtivas, por meio da transferéncia do
conhecimento gerado para as demais culturas de interesse alimentar
(PROVART et al., 2016; CHENG et al., 2017).

Importantes culturas alimenticias como o arroz, trigo e soja, também
foram estudadas quanto a sua resisténcia a patégenos na presenca do glicerol.
O arroz é cultivado sob condi¢cdes de sequeiro em varias zonas agroclimaticas
e esta sujeito a varios estresses bidticos que desencadeiam uma série de
respostas morfofisiolégicas e moleculares que afetam negativamente o
crescimento e o desenvolvimento e, consequentemente, o potencial de
rendimento (ISMAIL e HORIE, 2017). Portanto, esforcos globais para se usar
intervencdes convencionais e/ou biotecnolégicas para projetar algumas das
caracteristicas de respostas ao estresse por patdégenos, sdo observados. A

soja também possui grande valor econémico, nao sé na alimentacdo humana,
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mas também animal, podendo produzir produtos como Oleo, leite, proteina

vegetal, biocombustiveis, dentre outros (SILVA et al., 2021).

Além dos Estados Unidos, a China e o Japao produziram dois trabalhos
cada. Na China, as pesquisas foram desenvolvidas com o patégeno Blumeria
graminis fsp. tritici com intervalo de quatro anos entre os estudos, com a cultura
do trigo. O trigo € um dos cereais mais importantes no mundo por ser uma das
principais fontes da alimentacao humana. Além do oidio, a cultura & afetada de
forma severa por Puccinia striiformis, a ferrugem listrada, ou ferrugem amarela
do trigo (CHEN, 2020).

Os estudos realizados no Japao foram com as culturas da soja e do
arroz; principais alimentos que fazem parte da alimentacdo de humanos e
animais (MA et al. 2013). Na cultura do arroz foram estudados os patégenos
Magnaporthe grisea (raca 007.0) e Xanthomonas oryzae (cepa T7174), e na

cultura da soja, Pseudomonas syringae DC 3000.

O cafeeiro, cultura estudada no Brasil quanto ao uso do glicerol, € umas
das primeiras plantas cultivadas em regides brasileiras. A cultura ganhou
destaque mundialmente, sendo cultivada com o propésito de exportagao por
varios paises, tornando-se essencial para familias produtoras (CARVALHO et
al. 2017).

4.3. Doses e concentragdes de glicerol

As doses de glicerol mais eficientes nos estudos de indugdo de
resisténcia foram relatadas por Zhang et al. (2015), Li et al. (2016) e Gazolla et
al. (2019) na cultura do cacaueiro, trigo e cafeeiro, respectivamente. As doses
de 0,92 e 3% induziram resisténcia nas plantas, deixando claro que cada
cultura infectada por patégenos diferentes, respondem de formas variadas as
concentracdes utilizadas. Ao comparar os resultados dos trabalhos, pode-se
considerar a dose de 3% como a mais eficiente a ser usada, inclusive em
trabalhos futuros devido a sua alta taxa de inducao de resisténcia e baixa
toxidez em plantas estudadas até o momento (LI et al., 2016; LI et al., 2020 e
GAZOLLA et al., 2019).

Além do glicerol, houve também a utilizacdo do produto fixador Silwett L-

77. Este produto é utilizado como uma forma de adesivo para que o produto de
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interesse possa aderir melhor a planta, contribuindo para uma melhor
absorcao. As concentracdes desse produto foram de 0,02 e 0,04%. Chanda et
al. (2008), Chanda et al. (2011), Mandel et al. (2012) e Venugopal et al. (2009),

nao utilizaram o produto fixador em seus estudos (Tabela 3).

Visto que na maioria dos trabalhos realizou-se a aplicacéo do glicerol
com adicao de Silwett L-77, sua eficiéncia nao foi relacionada ao uso do
produto, ndo podendo afirmar que sem o Silwett L-77 a inducao de resisténcia
seria considerada menor. As concentragdes de glicerol na maioria dos
trabalhos nao foram definidas em porcentagem, estavam em milimolar (mM) e
em micromolar (uM), mas nesta revisdo sistematica foram transformadas em

porcentagem por questao de uniformidade e padronizacéao.

Das inumeras concentragbes utilizadas, as concentracbes de 2-4%
foram as que mais se destacaram. Gazolla et al. (2019) utilizando 1 e 3%
conseguiram obter melhores resultados na concentracdo de 3%, tornando
plantas suscetiveis de cafeeiro capazes de criar resisténcia a ferrugem

(Hemileia vastatrix).

Utilizando doses de glicerol de 1-4% em plantas de trigo na fase de
plantula e adulta, foi possivel observar que quanto maior a dose, maior o grau
de resisténcia, mas com a dose mais alta, houve amarelecimento das pontas
das folhas, o que levou a se considerar a melhor dose o tratamento de 3%.
Com isso, somente a dose de 3% foi utilizada antes e depois da inoculagédo em
experimentos posteriores. O momento da aplicacdo que resultou em maior
resisténcia foi 1-2 dias antes da inoculacdo. A aplicagdo no mesmo dia da
inoculacao e apoés, nao obteve resultados positivos quanto aos aplicados antes
da existéncia do fungo. Contudo, para uma melhor resisténcia em plantas sob
continua infecgao, foi necessaria a aplicagcao da dose 3% em 1 dia antes da

inoculacéo e 3 dias apos a primeira aplicacao (Li et al. 2016).

O efeito do glicerol foi positivo ndo somente em plantulas e na fase
adulta, como também foi possivel descobrir a eficiéncia em outras variedades
de trigo (primavera chinesa, Jimai5265, Liaochun 10 e trigo duro Mo75). As
concentracdes de 2,5 - 3% resultaram em resisténcia na fase de plantulas, mas

afetaram o desenvolvimento da raiz e da parte aérea (LI et al. 2016).
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O dlicerol € considerado toxico dependendo da concentragéo utilizada e
da fase de desenvolvimento da planta (JONES e VELIKY, 1980). Ocorreu
fitotoxidade em plantas selvagens de Arabidopsis thaliana, onde o glicerol inibiu
o desenvolvimento das raizes, diminuindo o nivel de producdo da auxina,
fitohormdnio responsavel pelo alongamento das plantas, além de alterar a

divisdo celular do meristema radicular (HU et al. 2014).

Li et al. (2020) utilizaram a dose de 3% de glicerol em trigo. Os
resultados foram positivos e a diferenca entre o controle e o tratamento com
glicerol foi significativa, onde a taxa de germinagdo dos esporos de oidio
Blumeria graminis f. sp. tritici (Bgt) em folhas de trigo tratadas com agua, foi de

aproximadamente 90% e de 10,7% tratadas com glicerol (LI et al. 2020).

Zhang et al. (2015) utilizaram as concentracées de 100uM, 500 uM,
1000 uM, 50 mM, 70 mM e 90 mM, o que equivale a (0,46; 0,64; 0,83; 0,92;
4.6; 9,2%, respectivamente), em plantas de cacau para avaliacao da resisténcia
ao fungo Phytophthora capsici onde obtiveram os melhores resultados com a
dose de 0,92%.

A concentracao de 1% foi suficiente para expressao génica e indugao de
resisténcia para as duas doencas estudadas, a brusone e a ferrugem das
folhas na cultura do arroz selvagem (JIANG et al. 2009). Chanda et al. (2008)
utilizaram a dose de 0,92% e conseguiram obter resultados positivos em
plantas do tipo selvagem e gli1, onde tiveram resisténcia aumentada com a

aplicacao do glicerol.

A utilizacdo do glicerol nas concentracées de 1 e 3% na cultura do
cafeeiro apresentou resultados de indugao de resisténcia em plantas tratadas
na concentracao de 3%. A resisténcia foi explicada pelo aumento do glicerol-3-
fosfato que chegou a ser semelhante ao presente na cultivar resistente
(GAZOLLA et al. 2019). O G3P ja foi confirmado como uma molécula de
sinalizagao contribuindo para SAR (Systemic Acquired Resistance) em plantas

de trigo contra Puccinia striiformis f. sp. tritici (LI et al. 2016, LI et al. 2020).

Chanda et al. (2008) utilizaram apenas a dose de 50 mM de glicerol
preparada com agua estéril. Os autores nado deixaram claro o motivo da

escolha da dose, mas chegam a citar que o glicerol em grandes quantidades na
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planta pode ser usado de forma benéfica pelo patdgeno, ou seja, como fonte de
carbono, promovendo aumento dos sintomas das doencas. Venugopal et al.
(2009), que também fez parte do trabalho previamente citado, usou a mesma
dose. Anos apos, Chanda et al. (2011) testaram diferentes concentracdes de
glicerol (500 pM, 50 uM e 50 mM), mas relacionam os novos resultados as

novas doses testadas nas pesquisas anteriores.

4.4. Resultados relatados nos estudos

A aplicacao exdgena de glicerol induziu resisténcia aos patéogenos das
plantas estudadas. A resisténcia se deu por meio da inducdo de genes,
reducao dos niveis de acido oleico (18:1) e aumento da molécula G3P nas
plantas. As plantas quando submetidas ao estresse bio6tico, podem ter
respostas que permitem a remodulacdo da fluidez da membrana. Esta
modificagdo na fluidez da membrana € mediada por mudangas dos niveis de
acidos graxos insaturados que conta com a atuacao de enzimas desaturases
dos acidos graxos. O ajuste fino da fluidez da membrana mantém o ambiente
propicio para as fungdes integrais das proteinas durante o estresse. Portanto, a
modulacdo dos niveis de acido oleico (18:1) dos cloroplastos € de suma
importancia para a expressao normal de proteinas de respostas a patéogenos
(UPCHURCH et al. 2008).

Os acidos graxos além de servirem como fonte de energia, sao
componentes fundamentais das membranas celulares, suberinas e seras de
cutina, consideradas barreiras entre a planta e o ambiente. Estudos recentes
demonstram que niveis de acido oleico (18:1) livre nos cloroplastos regulam a
resposta de defesa em plantas a patdégenos, incluindo morte celular
programada e SAR (Pollard et al. 2008, Walley et al. 2013). Niveis reduzidos de
acido oleico 18:1 tem sido responsaveis pela ativacao constitutiva de respostas
de defesa em plantas (KACHROO et al. 2007, VENUGOPAL et al. 2009).

Em dois trabalhos de Chanda et al. (2008; 2011), foi possivel verificar
que em plantas mutantes de Arabidopsis (gli1), nao houve inducéo de
resisténcia, por serem incapazes de converter glicerol em G3P. Talvez devido a
baixa inducdo para producdo das enzimas glicerol kinase (GK) e G3P
desidrogenase, G3Pdh, que convertem o glicerol em G3P (MANDAL et al.
2011). O glicerol induziu a producao de acido salicilico (SA) e acido jasménico
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(JA) em plantas de trigo, além de reduzir auxina (IAA-Indol Acetic Acid). Neste
trabalho também identificaram a inducdo de proteinas relacionadas a
patogenicidade (LI et al. 2020).

Os horménios SA, JA e ET (Etileno) séo responsaveis por sinalizagbes
para desencadeamento de respostas de defesa nas plantas. O SA expressa
proteinas (PR), enquanto o JA e o ET, s&o vias de sinalizacao ativadas a partir
de ferimentos (GLAZEBROOK, 2005). Apesar da diminuicdo do nivel de IAA,
este fato néo exerceu papel negativo na planta. Sua diminuicao pode ter sido
causada pelo SA, que quando na presenca dos dois hormdnios na planta, limita
a producao de um deles (KOO; HEO e CHOI, 2020).

Li et al. (2016) aplicando o glicerol antes e depois da inoculagao em trigo
contra o Blumeria graminis f. sp. tritici, obtiveram resultados positivos com a
concentracao de 3%. A inducao de resisténcia se deu pelas moléculas de
glicerol-3-fosfato em altos niveis e baixos de acido oleico 18:1. A aplicagao que
antecedeu a infeccao foi realizada 1 a 2 dias, e apds, uma vez a cada 4 dias.
Houve inducédo das espécies reativas de oxigénio (ROS) e acumulo de acido

salicilico; importante molécula para inducao de resisténcia sistémica adquirida.

Em estudos da resisténcia do trigo ao oidio, Li et al. (2020), avaliaram o
transcriptoma de folhas na imunidade ativada pelo glicerol. Foi possivel
identificar transcritos como, TaGLI1, TaACT1 e TaSSI2, que participam do
metabolismo do glicerol e acidos graxos (FAs) que podem contribuir para o
acumulo de G3P e 18:1. De acordo com estudo de Gene Ontology, o glicerol
ainda induziu resposta ao acido jasménico (JA), resposta de defesa a bactéria,
oxidacao lipidica e um fator que nao esta relacionado a resisténcia, o
crescimento. O mesmo induziu o acumulo do JA, o nivel de acido salicilico (SA)

e reduziu a quantidade do horménio auxina (IAA) nas plantas de trigo.

Os resultados de Zhang et al. (2015) em T. cacau x Phytophthora
capsici foram positivos dependendo da dosagem, onde houve expressao de
genes de resisténcia e ativacao da via de espécies reativas de oxigénio (ROS).
Conforme a dosagem usada, foi perceptivel o aumento do nivel de G3P e
diminui¢ao do acido oleico (18:1). Usando as dosagens de 100, 500 e 1000 mM

nao houve diferenca no tamanho das lesbes, podendo concluir que o aumento
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da concentragao nao fez diferenga, e que a quantidade de 100 mM ja é

suficiente para desencadear as vias de resisténcia.

Estudando o fator sistémico do glicerol em cacaueiro contra o
Phytophthora capsici, Zhang et al. (2015) verificaram que o produto nao foi
capaz de ativar vias de resisténcia em tecidos distais, ou seja, ndo tratados,
sinalizando que todas as folhas devam ser tratadas com glicerol. As folhas
distais nao diferiram nos niveis de G3P, acido oleico e ROS comparadas ao
controle. Neste caso, o G3P nao respondeu como um sinal moével de
resisténcia na cultura do cacaueiro. Ja Chanda et al. (2011) confirmaram que o
G3P é capaz de se deslocar para outros tecidos ativando a via da resisténcia

sistémica adquirida contra infec¢cao secundaria.

Como em outros estudos foi perceptivel a reducdo do acido oleico a
partir da aplicacdo de glicerol, no trabalho desenvolvido por Kachroo et al.
(2008), nao foi diferente nas plantas de soja, demostrando mais uma vez que,
quanto maior a dose de glicerol, menor o nivel de acido oleico (18:1). Devido ao
glicerol, as plantas apresentaram lesdes semelhantes a células mortas.
Segundo os autores, isso esta relacionado ao aumento de ROS e inducao de
genes PR-1, PR-1a, SCaM-4 e SCaM-5. O glicerol fez com que as plantas se
tornassem resistentes aos patdégenos bacterianos e oomicetos. Houve reducgao
da suscetibilidade e sobrevivéncia superior a 80% das plantas tratadas. A
concentracao de 100 mM foi considerada melhor, sendo utilizada em trabalhos
posteriores (KACHROO et al., 2008).

Jiang et al. (2009) avaliando respostas de plantas de arroz tratadas com
glicerol para resisténcia as doencas, brusone e queima das folhas, tiveram
resultados positivos com expressao de genes de resisténcia e reducao nos
niveis de acido oleico (18:1). Gazolla et al. (2019) testando duas concentracdes
de glicerol em plantas suscetiveis de café, reportaram que a aplicacao de
glicerol favoreceu a resisténcia semelhante a cultivar resistente, identificando a
importancia do G3P para resisténcia a doencas e eficiéncia da aplicagao antes

da inoculagao.

Resultados negativos foram encontrados em plantas gli1 mutantes de

Arabidopsis por serem incapazes de converter glicerol em G3P (CHANDA et al.
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2008) na defesa contra o fungo hemibiotrofico Colletotrichum higginsianum. O
mesmo ocorreu nos estudos de Chanda et al. (2011) quando testaram SAR em
plantas mutantes de Arabidopsis contra a bactéria Pseudomonas syringae DC
3000, onde plantas gli eram suscetiveis devido ao fato de nao serem capazes
de metabolizar o glicerol em G3P, o que descartou a eficiéncia do glicerol para
a SAR. Xia et al. (2009) discute que plantas mutantes de Arabidopsis sdo
defeituosas na producédo da proteina de acila (ACP4), componente critico da
biossintese de FA (fatty acids — acidos graxos), prejudicando a formacao de
cuticula nas folhas. Assim, as plantas chegam a produzir o sinal de resisténcia,

mas sao incapazes de recebé-lo, ficando prejudicadas no inicio da SAR.

A aplicacao de glicerol diminuiu os niveis de acido oleico (18:1) e induziu
o acumulo de o6xido nitrico (NO) em plantas de arabidopsis contra a bactéria
Pseudomonas syringae DC 3000 (MANDAL et al. 2012). O éxido nitrico (NO) &
uma molécula que participa em varias respostas como germinacao,
florescimento, abertura e fechamento de estématos, inclusive na defesa das

plantas contra patégenos (Wilson et al. 2008).

Mandal et al. (2012), em seus estudos com Arabidopsis, demostrou a
relacao entre acido oleico 18:1 e rotas de sinalizacao de defesa mediadas por
NO, onde o acido oleico (18:1), sintetizado no cloroplasto, regula a estabilidade
da proteina associada ao oxido nitrico (NOA1), e consequentemente a
biossintese e acumulo de NO, levando a promover mais resisténcia da planta a
doencas. Além disso, ao se comparar esses resultados da aplicagcado exogena
do glicerol com outros produtos como manitol e sorbitol, que nao reduzem a
quantidade de acido oleico 18:1, ndo houve acumulo da molécula de

sinalizacao NO.

4.5. Genes expressos em resposta a indugcao de resisténcia a partir do uso do
glicerol

Dentre os trabalhos que realizaram a analise de expressao génica,
varios genes em resposta a infecgao quando tratados com glicerol, foram
identificados. O gene PR-1 foi 0 mais expresso, sendo este um gene ja
conhecido por alta inducao em plantas infectadas quando em sua forma basica
(GUIMARAES, 2007). O PR-1, um dos membros das 17 familias das proteinas
PRs (Pathogen Related), esta presente em todas as plantas no momento de
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defesa contra os ataques de patogenos (KATTUPALLI; SRINIVASAN; SONIYA,
2021).

A calmodulina (CaM), é uma proteina Ca2+ dependente e suas
isoformas, SCaM-4 e SCaM-5, sao ativadas por elicitores de patégenos durante
a infeccao. A expressao constitutiva, em tabaco, demonstrou sua participacéo
na inducao de lesdes e a expressao de genes associados a SAR (Heo et al.
1999). No trabalho desenvolvido por Kachroo et al. (2008), plantas de soja
tratadas com glicerol apresentaram lesdes de morte celular, o que foi
correlacionado com a expressao dos genes PR-1 e PR-1a. Com o tratamento
de 50, 100, 200, 300 e 400 mM de glicerol, a cada 24 h durante 3 dias, também
foram expressos os genes SCaM-4 e SCaM-5 (KACHROO et al. 2008).

Devido aos genes expressos responsivos ao acido salicilico, ndo houve
a expressao do acido jasménico. Um estudo avaliou a PR-1 durante a infeccao
por Phytophthora capsici em plantas Panniyur-1, e descobriram que este gene
€ ativado no momento inicial da infeccdo, como PTI (KATTUPALLI;
SRINIVASAN e SONIYA, 2021).

Outros genes induzidos apds tratamentos com glicerol foram
identificados em plantas de trigo. Além do Hsp70, o POX e LOX®6, esses foram
induzidos antes mesmo da ativacéo da resisténcia sistémica adquirida (LI et al.,
2020). O gene LOX6 esta envolvido na defesa da planta contra os ataques de
insetos, sinalizando feridas de longas distancias, além de ser importante no
acumulo inicial do jasmonato (JA) e jasmonoil-isoleucina (JA-lle) (CHAUVIN et
al. 2016; CHAUVIN et al. 2012).

Os genes HSP70 e HSP90, séao genes ativados quando a planta passa
por choque térmico (HSIR). No trabalho de Widiastuti et al. (2021) com pepino,
verificaram que quando as plantas foram submetidas ao choque térmico, houve
a inducao deste gene apdés 12 h do tratamento. O gene LOX expresso em
plantas de trigo apos tratamento com glicerol, € um importante componente na

via do JA para producéo do fitohormdnio (LIU et al., 2016).

Avaliando plantas de trigo tratadas com 1, 2, 3 e 4% de glicerol em
resposta de defesa contra o oidio, a resisténcia por meio do gene TaGLI1 antes

e depois da inoculacao, foi avaliada e a analise de expressao génica revelou
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que apos 24h da inoculagdo, a expressao deste gene foi maior quando
comparado a Oh (LI et al. 2016); demonstrando resposta de defesa da planta na

presenca do patégeno.

A diferenca da expressao génica quando comparado folhas tratadas com
glicerol e folhas tratadas com agua, € bem perceptivel, a exemplo dos genes R
em plantas de trigo em que a expressao foi de 3,6 maior em folhas tratadas
com glicerol. O gene TaPR-2A foi expresso quase 10x em relacao ao controle
tratado com agua, demonstrando a eficiéncia do glicerol no controle do oidio (LI
et al. 2016). O Blumeria graminis, causador do oidio € um patégeno biotréfico
que ativa a via de genes como o PR2 de forma local e sistémica contribuindo

para resisténcia sistémica adquirida (ALl et al. 2018).

Li et al. (2020), avaliando a inducéo de resisténcia do trigo ao oidio pelo
tratamento de apenas 3% de glicerol, afirmaram que os genes expressos apos
a infeccao sao importantes para resisténcia, pois, contribuem para a producao
de moléculas indutoras de resisténcia como G3P e acidos graxos, e também
para a resisténcia sistémica adquirida ao ativar vias associadas ao acumulo de
ROS e morte celular. Os genes WRKY45 e PR1b foram expressos em plantas
de arroz como resposta de resisténcia para as doencas brusone e murcha
bacteriana (JIANG et al. 2009).

Genes relacionados a patogénese (PR genes) foram expressos em
conjunto apés aplicacao de glicerol em plantas de cacau para resisténcia a
Phytophthora capsici, onde Zhang et al. (2015) identificaram aumento de até
4174 vezes em plantas tratadas com dose de 500 mM. A expressao de genes
foi dependente da dose utilizada. Com a menor dose de 100 mM, os genes PR-
3Q e o PR-5, nao foram induzidos significativamente em cacaueiro. A
expressao de TcCHi4 foi significativa nas duas doses de 100 e 500 mM,
chegando a ser expresso em cinco e trinta vezes. Os genes da quitinase
também foram expressos em trigo contra o fungo patogénico Phytophthora
capsici (Li et al. 2020). Os genes CHI sao proteinas relacionadas a patogénese
que tem como fung¢ao degradar o composto quitina, presente na parede celular
de algumas bactérias e maioria dos fungos (JALIL; ANSARI e MISHRA, 2015;
LIU et al. 2016).
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4.6. Técnicas utilizadas para aplicagao do glicerol

Dos 10 estudos encontrados sobre o uso do glicerol em plantas para
inducdo de resisténcia, apenas um nao especificou a técnica utilizada; os
demais utilizaram a técnica de pulverizacao e imersao. O objeto utilizado na
pulverizagdo do produto nao foi especificado. Apesar da imersao ser pouco
utilizada na aplicagao de glicerol, € uma técnica considerada mais eficaz por
permanecer mais tempo em contato com a area de interesse e para que a
pulverizacao tenha resultados semelhantes, sao necessarias varias aplicacées
para a produg¢ao de camadas do produto (SCHLENOFF, DUBAS e FARHAT,
2000).

Em Li et al. (2016), a solucao de glicerol para uso em plantas de trigo
para resisténcia ao oidio (Bgt), foi preparada com agua estéril adicionada de
0,02% de Silwett L-77. O tratamento controle tratado somente com agua
conteve apenas o Silwett L-77. Os liquidos foram aplicados até escorrimento
nas folhas. A inoculacdo ocorreu um dia apos o pré-tratamento e apds a

inoculacgao, realizando-se quatro aplicagoes.

Li et al. (2020) pulverizaram solu¢cao com 3% de glicerol contendo 0,02%
de Silwett L-77 em plantas de trigo para resisténcia ao oidio (Bgt). Para o
tratamento controle, a agua também conteve Silwett L-77. As plantulas com
folhas totalmente expandidas receberam os tratamentos duas vezes (uma vez

ao dia) até que o liquido escorresse das folhas.

Plantas de cacaueiro em estagio de desenvolvimento foram tratadas
com glicerol preparado com agua estéril contendo 0,04% de Silwett L-77. O
tratamento com agua também conteve o Silwett L-77. A técnica por imersao foi
utilizada com solu¢des de 100 mL, imergindo folhas por 10s a cada 24 h por 3
dias (Zhang et al. 2015).

Também utilizando 0,04% de Silwett L-77 em plantas de soja no estagio
de crescimento V1, Kachroo et al. (2008) aplicaram o glicerol com
pulverizacbes a cada 24h durante 3 dias para resisténcia as doencas
Pseudomonas syringae pv. glicina e Phytophthora sojae. Se baseando no
trabalho de Kachroo et al. (2008), Jiang et al. (2009) fizeram algumas

modificagdes na metodologia utilizando somente a concentragcdo de 1%. A
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concentracao de Silwett L-77 foi de 2% e a aplicagéo foi realizada uma vez ao

dia por dois dias consecutivos em plantas de arroz com 4 ou 6 folhas.

Chanda et al. (2008) e Venugopal et al. (2009) pulverizam com 50 mM
de glicerol e agua estéril em plantas de Arabidopsis inoculadas para estudo
contra o C. higginsianum. Mendel et al. (2012) utilizaram 500 yM, 50 mM, 100 a
1000 uM e 100 uM de glicerol em plantas silvestres e mutantes de Arabidopsis
para resisténcia a Pseudomonas syringae DC 3000, e Chanda et al. (2011)
também usaram a técnica de pulverizagao de glicerol a 500 yM, 50 mM ou 50
MM em plantas de soja para inducdo de resisténcia contra Pseudomonas
syringae DC 3000. Gazolla et al. (2019) nao disponibilizaram a metodologia
aplicada, mas informaram que aplicaram as dosagens de 1 e 3% de glicerol

para resisténcia a ferrugem do cafeeiro.

4.7. Mecanismos bioquimicos que participam da via de resisténcia em plantas
tratadas com glicerol

Os efeitos bioquimicos do glicerol para resisténcia as doencas em
alguns estudos estiveram relacionados a reducdo do acido oleico (18:1) na
inducao de resisténcia. Além do acido oleico (18:1) houve presenca de outros
metabdlitos dos acidos graxos (FAs), horménios vegetais e genes relacionados
a patogénese. O acido oleico (18:1) faz parte dos acidos graxos insaturados
(UFAs), e possui tanto a fase positiva, quanto negativa. Exerce funcdes na
planta contra estresses bidticos e abidticos, mas também pode elevar o
estresse oxidativo que compromete as células vegetais, chegando a dificultar o
processo fotossintético e até induzir mutacao genética (SHARMA et al. 2012,
HE e DING, 2020).

A acao da aplicacao do glicerol com resultado do aumento do G3P
diminui sempre a producao de acido oleico (18:1) e esta diminuicao é benéfica
no processo de defesa da planta contra patégenos. Sua diminuicao ocorre com
a mutacao da proteina dessaturase transportadora de estearoil-acil codificada
(SACPD) que induz defesa constitutiva ativando a expressdao de genes
(CHANDA-SHEKARA et al. 2007). Em plantas mutantes de Arabidopsis, a
diminuicdo do acido oleico foi capaz de expressar o gene PR1 mediado pelo

SA. O processo bioquimico ocorre nos plastideos com a acilagcao do G3P com
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0 acido oleico e a sinalizagao, além de ocorrer por acido salicilico, também
ocorre por acido jasménico (KACHROO et al. 2004).

A acilacao entre o acido oleico e o glicerol-3-fosfato é importante no
processo de defesa em plantas. Onde nao ocorre a acilagdo, como por
exemplo, em plantas act1, a expressao dos genes de defesa como o PR1 nédo
ocorre pela falta de inducao do SA. Em plantas onde nao ocorre a acilacao, a

expressao de PR1s ndo é aumentada (Chandra-Shekara et al. 2007).

O acido oleico juntamente com outros acidos graxos, acido linolénico e o
acido linoleico, foram aplicados em plantas para diminuicdo do crescimento de
fungos fitopatogénicos. Foi demonstrado que os acidos graxos inibem o
desenvolvimento dos microrganismos, mas 0 mecanismo que desenvolve este
fendmeno nao foi descoberto até o momento (WALTERS et al. 2004). A
inibicado nao acontece com todos os acidos graxos. Em alguns casos, como no
trabalho de Amruthesh et al. (2005), os autores verificaram que quando
utilizado o acido oleico, nao ocorreu diminuigdo significativa no

desenvolvimento do patdégeno, como ocorreu com outros acidos.

Nos estudos avaliados, a atividade do glicerol esteve relacionada a
ativacdo de vias para inducao de resisténcia as doencas com genes e
proteinas relacionados a patogenicidade, além da resisténcia estar relacionada
com o aumento do glicerol-3-fosfato e a diminuicao dos niveis de acido oleico
(18:1) (JIANG et al. 2009; ZHANG et al. 2015).

O G3P participa como sinal para resisténcia sistémica adquirida para
evitar infeccbes secundarias. Em resisténcia contra rizébios indesejaveis, o
G3P conta com ajuda de um sinal até entdo desconhecido para induzir seu
acumulo e ativar a SAR na parte aérea da planta, voltando para parte radicular

eliminando os rizoébios nao benéficos (SHINE et al. 2019).

O uso de glicerol de forma exdégena sempre esteve relacionado a
diminuicao do acido oleico (18:1). Seu nivel baixo faz aumentar a resisténcia
por meio da expressdao de genes R sem precisar da presenca do SA
(CHANDA-SHEKARA et al. 2007). Foi o que Li et al. (2016) consideraram com
a diminuicdo do acido oleico (18:1) nas plantas infectadas pelo oidio tratadas

com glicerol em comparacéao as plantas tratadas com agua.


https://www.pnas.org/doi/full/10.1073/pnas.0609259104#con1
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5. CONCLUSAO

A quantidade de estudos utilizando o glicerol como indutor de resisténcia
em plantas contra fatores biéticos ainda sao poucos, principalmente no Brasil,
onde ha apenas um artigo publicado. A forma de aplicacdo que a maioria
utilizou é de facil repeticdo, nao dificultando a repeticao por parte de futuros

trabalhos.

O (glicerol aplicado de forma exdgena em plantas, seja na fase de
plantula, ou adulta, vem trazendo efeitos positivos as mesmas quando aplicado
no periodo correto e dose adequados. Apesar de alguns periédicos nao
avaliarem a expressao génica, foi possivel, por meio dos que avaliaram,
identificar genes que fazem parte do processo de resisténcia a partir do uso do
glicerol. O aumento da resisténcia esta relacionado a diminuicdo do acido

oleico (18:1) e aumento da molécula G3P.

Os dados obtidos esclarecem que dos 10 estudos encontrados nas
bases de dados publicados nos ultimos 14 anos, a maior parte € de uma unica
espéecie de interesse nao agronémico, chamando atencao para que, apesar de
resultados positivos, espécies agricolas que tanto sao afetadas por patégenos
causadores de doencas em varias partes do mundo, ainda ndo estdo sendo
estudadas a fim de solucionar problemas fitopatolégicos de forma mais

sustentavel.

Trabalhos futuros utilizando o glicerol com dosagem ja utilizadas, ou até
mesmo testando novas, sao de extrema importancia, principalmente em
culturas agricolas afetadas por patdogenos em que sua principal forma de
inibicao seja o uso de produto quimico e como também para esclarecer as vias

do glicerol que leva a planta a induzir a resisténcia.
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HISTOQUIMICA E EXPRESSAO GENICA COM USO DO GLICEROL NO
PATOSSISTEMA Musa x Micosphaerella fijiensis

RESUMO: A bananeira € uma planta acometida por varios patdégenos, tendo
como um dos principais o fungo hemibiotréfico, Mycosphaerella fijiensis,
causador da Sigatoka negra. A Sigatoka negra (SN) € uma doenca que causa
lesdes foliares que impedem o processo de fotossintese, culminando em frutos
de ma qualidade. O controle da (SN) é feito por meio de pulverizacdes
sitematicas, que além de danificarem o meio ambiente e a saude humana,
aumentam significativamente os custos para os produtores. Sendo assim,
medidas mais ambientalmente corretas, que possam apresentar um controle
mais sustentavel da doenca no campo, sdo de extrema importancia. Portanto,
0 objetivo deste trabalho foi verificar respostas de resisténcia mediadas pelo
glicerol em plantas de bananeiras da cultivar Grande Naine, suscetivel a SN. O
experimento foi conduzido em DIC (Delineamento inteiramente casualizado)
com 5 tratamentos: controle, 0, 3, 5 e 8% de glicerol e trés repeticbes. Foram
avaliadas a cada sete dias a severidade da doenca apds os primeiros sintomas.
Na andlise de ID (indice de doenca) e AACPD (Area abaixo da curva da
progressao da doenca), a concentracao de 5% de glicerol se mostrou a mais
atrativa. Os parametros: producao de calose, estruturas fungicas e expresséao
génica foram avaliados nos tempos antes dos tratamentos e antes da
inoculacdo, 72 horas apo6s inoculacao (HAIl), 5, 15, 30 e 60 dias apoés
inoculacdo (DAIl). Para a analise de expressao génica, foram utilizados os
genes de transducgao de sinais (STRANS) e o de reconhecimento e sinalizagao
(KINLRR) e os genes de referéncia, L2ZMU e o 25S. A histoquimica foi
conduzida para deteccéo de calose com auxilio dos corantes reativo de lugol e
azul de anilina. A analise de histologia ocorreu por meio do clareamento com
KOH (10,0M), acido cloridrico e coloragcdo com azul de tripan. Por meio de
clareamento de tecido foliar foi possivel visualizar estruturas do patdégeno
desde as 72 HAI. Na analise de calose, identificou-se a producao do composto
nas primeiras avaliagdes em todos os tratamentos com glicerol. Na analise de
expressao génica, os genes alvos de resisténcia, STRANS e KINLRR, tiveram
maior expressao nos tratamentos com maiores concentracbes de 5-8% de
glicerol. A partir dos resultados apresentados, o glicerol parece ser um bom
indutor de resisténcia para plantas de bananeira quando utilizado na dose de
5%, mas, sdo necessarios outros estudos para verificar o melhor momento da
aplicacao dos tratamentos, inoculacao, e doses a serem utilizadas.

Palavras-chave: Gande Naine, resisténcia, KINLRR, STRANS.
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HISTOCHEMISTRY AND GENE EXPRESSION WITH THE USE OF
GLYCEROL IN THE PATHOSYSTEM MUSA X MICOSPHAERELLA
FIJIENSIS

ABSTRACT: Bananas are affected by several pathogens, one of the main ones
being Mycosphaerella fijiensis, an hemibiotrophic fungus that causes black
Sigatoka (BS). Black Sigatoka is a disease that causes leaf lesions that hinders
photosynthesis, culminating in fruits of poor quality. The control of black
Sigatoka is carried out through systemic spraying that, in addition to damaging
the environment and human health, increases costs for producers. Hence, more
environmentally correct measures, which can present a more sustainable
control of the disease in the field, are extremely important. Therefore, the
objective of this study was to verify glycerol-mediated resistance responses in
banana plants of the Grande Naine cultivar susceptible to BS. The experiment
was conducted in randomized blocks with 5 treatments, namely: control, O, 3, 5
and 8% glycerol and two replicates. The severity of the disease after the first
symptoms was assessed every seven days. DI (Diseaes index) and AUDPC
(Area under the disease progress curve) analysis showed that glicerol at 5%
was more promising. The following parameters: callus production, fungal
structures and gene expression were evaluated before treatments, before
inoculation, 72 hours after inoculation (HAI), 5, 15, 30 and 60 days after
inoculation (DAI). For gene expression analysis, the signal transduction genes
(STRANS) and the recognition and signaling genes (KINLRR) and the reference
genes, L2MU and 25S, were used. Histochemistry was performed to detect
calosis with the aid of relative dyes of lugol and aniline blue. Histology analysis
was performed by bleaching with KOH (10.0M), hydrochloric acid and trypan
blue staining. By means of leaf tissue clearing, it was possible to visualize
pathogen structures from 72 HAI. In the analysis of calosis, the production of
the compound was identified in the first evaluations in all glycerol treatments.
The target resistance genes, STRANS and KINLRR, had higher expression in
the treatments with 5-8% glycerol. From the results presented, glycerol appears
to be a good resistance inducer for banana plants when used at a dose of 5%,
but further studies are needed to verify the best time to apply treatments,
inoculation, and doses to be used.

Key-words: Grand Nain, resistance, KINLRR, STRANS.



59

1. INTRODUGAO

O primeiro relato da Sigatoka Negra (SN) no Brasil foi no ano de 1998,
em regides produtoras no estado do Amazonas (CORDEIRO, 2015). Esta
doenca esta entre as principais doencas fungicas que atacam a cultura da
bananeira. Os sintomas se manifestam nas folhas das plantas por meio de
estrias escuras, fazendo com que sua area foliar seja prejudicada, impedindo a
realizacao do processo fotossintético. Os frutos produzidos nao possuem
qualidade de mercado devido ao amadurecimento prematuro, o que os tornam
improprios para mercado, implicando em prejuizos financeiros para os
produtores (GASPAROTTO e PEREIRA, 2010).

A SN tem avancado em territério nacional, chegando recentemente no
Estado da Bahia em 2018. Além da Bahia, a SN se encontra nos estados do
Acre, Amapa, Amazonas, Espirito Santo, Goias, Maranhao, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais, Para, Parana, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul,

Rondoénia, Roraima, Santa Catarina, Sdo Paulo e Tocantins (MAPA, 2021).

O principal meio de controle da doenca € via pulverizagcdes sistematicas,
que trazem prejuizos tanto para o homem e animais, quanto para o meio
ambiente, sendo o plantio de cultivares resistentes a medida mais
ambientalmente correta. No entanto, as variedades resistentes ndo sdo as
principais plantadas no Brasil e no mundo, necessitando de outras medidas de

controle mais factiveis e aplicaveis em curto prazo (GARRUTI et al., 2012).

A cultivar Grande Naine (AAA) pertence a espécie Musa acuminata,
subgrupo Cavendish, cultivada comercialmente em regides tropicais e
subtropicais (ELBAGOURY et al. 2022). A Grande Naine sofre prejuizos
durante seu ciclo que é afetado por doencas severas que limitam seu
desenvolvimento, a exemplo da SN, considerada uma das principais doencas

fungicas que atingem a cultura da bananeira.

A SN causada pelo fungo hemibiotrofico na sua fase sexuada M. fijiensis
(ascoésporos) e na sua forma axesuada P. fijiensis (conidios) € uma doenca
policiclica que infecta a bananeira diversas vezes dentro de um unico ciclo de
desenvolvimento (GUSMAN et al., 2019).
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Segundo Pereira e Gasparotto (2001) sao necessarias 26 aplicacdes de
fungicidas sistémicos ou até 52 aplicagcdes de fungicidas protetores para
controle eficaz da doenca em plantios de bananeiras. Infelizmente, o pequeno
produtor, € o mais representativo no pais, na maioria das vezes, nado possui
condi¢cdes para pagar os custos das aplicacdes e acaba tendo prejuizos com a
doenca. Além disso, o uso do fungicida pode ser viavel para os grandes
produtores que possuem recursos, mas trazendo maleficios a saude dos seres
humanos que consomem a fruta e na qualidade do meio ambiente. Com isso, o
desenvolvimento de praticas sustentaveis, facilmente aplicaveis e de baixo

custo para controlar a SN, sdo de suma importancia.

Uma alternativa economicamente viavel e sustentavel, e que vem
demonstrando bons resultados quando usados em plantas para o controle de
doencas, é o glicerol. Quando aplicado de forma exdgena nas plantas, o seu
metabolismo leva a producao do composto glicerol-3-fosfato (G3P). Essa
molécula consequentemente leva a diminuicdo da producdo de acido oleico
(18:1- acido graxo monossaturado-omega), fazendo com que haja a indugao de
resisténcia em plantas contra agentes patogénicos por meio da producao de
acido salicilico (AS) (ZHANG et al, 2015, Gao et al. 2011).

As respostas dos hormdnios, acido salicilico e jasmonato, na maioria das
vezes, sao antagbnicas nas plantas. No caso da degradacao do glicerol, a
diminuicdo da producao de acido oleio (18:1) simultaneamente, aumenta as
respostas mediadas pelo (AS), inibindo as respostas de defesa induzida pelo
Jasmonato e consequentemente aumentando a resisténcia das plantas contra
fungos biotroficos (Gao et al. 2011). Como M. fijiensis € um fungo
hemibiotréfico (Churchill et al. 2010), com uma fase biotréfica, considera-se que
a aplicacao do glicerol possa ser bem sucedida para a producédo de compostos

que atuem no aumento da resisténcia da bananeira a SN.

Portanto, o presente estudo tem como objetivo avaliar a eficiéncia do
glicerol no controle do fungo M. fijensis na cultivar Grande Naine de bananeira,

suscetivel a SN.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal

O experimento foi instalado na Unidade da Embrapa Mandioca e
Fruticultura, localizada em Cruz das Almas (12°40'19" 'S, 39-06'22' 'W ', altitude
220 m acima do nivel do mar), Bahia, Brasil. O clima é classificado como
tropical quente umido, Aw a Am, de acordo com a classificacao de Kdppen,
com temperatura média anual de 24,5 -C, umidade relativa de 80% e
precipitacdo média anual de 1250 mm (AGRITEMPO, 2018).

O experimento foi conduzido em casa de vegetacao, com 90 plantas de
bananeira do subgrupo Cavendish, cultivar Grande Naine. O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado, com 15 parcelas, 3 repeticdes, 6
plantas por parcela e 5 tratamentos: controle, agua + inoculacao, 3, 5 e 8 % de
glicerol. A solucao de glicerol foi aplicada via spray nas folhas até
escorrimento. Essa aplicacao foi feita a cada 2 dias com intervalo de 2 dias,
durante 6 dias. Foram coletadas folhas antes do tratamento e antes da
inoculacéo (tempo zero), e nos tempos 72 horas apés inoculacado (HAI) 5, 15,
30 e 60 dias apos inoculacao (DPI). As amostras para analise molecular foram
armazenadas em envelopes de papel aluminio, congelados com nitrogénio
liguido em caixa de isopor até serem colocados no ultrafreezer -80 °C. O

experimento montado encontra-se na Figura 1: A e B.
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Figura 1: A) Experimento montado em DIC em casa de vegetacao; B) Método

de aplicacao da solugcao de glicerol via spray até escorrimento das folhas; C)
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Folha de bananeira cv Grande Naine — seta vermelha - inicio de lesdo de M.

fijiensis. Foto: Ana Paula da Silva Novaes, 2023.

Para o estudo de histologia, as amostras foram repicadas em cubos e
armazenadas em fixador karnovsky e FAA em microtubo de 2 mL. Apds cada
coleta, as amostras foram colocadas no equipamento dessecador com vacuo
por 10 minutos e posteriormente desidratadas em séries crescentes de etanol
30-100%.

2.2. Preparo do in6culo

O isolado foi preparado no Laboratério de Fitopatologia da Embrapa
Mandioca e Fruticultura. Inicialmente foram realizadas repicagens em meio
s6lido (BDA), onde permaneceram até serem transferidos para meio v8 por 15
dias. Apés crescimento de coldnias foi feita raspagem com auxilio de escova de
dentes de cerdas macia em todas as placas adicionando-se 10 mL de agua
destilada e realizada contagem de conidios em camera de Neubauer para
obtencdo da suspensdo 10* do isolado. Apés 2 dias do ultimo tratamento, as
plantas foram inoculadas na face abaxial das folhas com auxilio de borrifador

até o escorrimento.

2.3. Avaliagéo de sintomas

Foram avaliadas duas plantas de cada parcela, dessas duas plantas, 2
folhas foram avaliadas dando notas de 0-5, baseadas na escala diagramatica
de Ganry, Mayer (1972), e Stover (1989) (Fig. 2).
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Figura 2. Escala diagramatica de Ganry, Mayer (1972), e Stover (1989).
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As notas obtidas em intervalos de 07 dias foram transformadas em
indice de severidade da doenca ID (%), baseado na formula disponibilizada por
Mckinney (1923), representada abaixo:

¥'nota da doenca x nimero de plantas com uma certa nota da doenca) x 100

ID (%) = [— . :
(%) =1 numero de plantas avaliadas por parcela x maior nota adotada na escala)

Para cada tratamento, estimou-se o ID médio, com base nas avaliagdes

realizadas a cada 07 dias e o numero de folhas avaliadas.

Estimou-se a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) de
acordo com a formula proposta por Mandden et al. (2007), onde n € o numero
de avaliagdes, /D é o indice de severidade da doencga e (T7-T2), o intervalo de
tempo entre duas avaliagcbes consecutivas, como pode ser observado na
seguinte férmula:

Yn— 1n[(ID1 + ID2)]

AACPD = > x(T2—T1)

A AACPD foi padronizada pelo numero de avaliagdes realizadas a cada

07 dias até o final das avaliacdes.
2.4. Analise dos dados

Com o intuito de classificar os tratamentos como resistentes a Sigatoka
negra, utilizou-se o teste de agrupamento de Scott e Knott (1974) a 5% de
significancia, utilizando-se o pacote “ExpDess” do programa estatistico R
(CORE DEVELOPMENT TEAM, 2018). Estimou-se um indice de severidade

da doenca e a area abaixo da curva de progresso da doenca.

Para a analise da quantificacao relativa de expressao génica foi utilizado
o Microsoft Excel empregando-se o método 2 -AACT proposto por Livak e
Schmittgen, (2001). Os Heatmaps com dendrogramas correspondentes foram
baseados em um agrupamento de ligacdo completo pelo método de distancia
Euclidiana usando a funcao heatmap. 2 do pacote “gplots” e “devtools”
implementado no R (R CORE DEVELOPMENT TEAM, 2018).

2.5. Histoquimica
Para analise histoquimica, os cortes de 1 cm foram colocados em

solucao fixadora karnovsky e FAA, submetidos a vacuo por 10 min,
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armazenados em solucao fixadora por 8 dias, desidratados em série crescente
de etanol (30-100%) 1h cada. Posteriormente, foi realizada a infiltracédo
utilizando parte de etanol+historesina. A polimerizacao foi realizada com o Kit
Historesin (hidroxietiimetacrilato; Leica Heldelberg, Alemanha). Os cortes foram
realizados em micrétomo rotativo (8mm), colocados em laminas e corados com

corante conforme objetivo.

2.6. Clarificacao e coloracgao de folhas

As amostras fixadas em FAA, foram embebidas em solugao de Hidroxido
de Potassio (KOH) (10%) por 72h, e depois lavadas com agua destilada e
colocadas em Acido Cloridrico (HCL) por 30 minutos. Em seguida, as amostras
foram coradas com 0,05% de azul de tripano em solugdo (2:1:1, acido
latico:glicerol:agua) por 2h. Imediatamente ap6és o descarte do corante, os
fragmentos foliares foram imersos em solucdo de lactoglicerol (2:1:1, acido
latico:glicerol:agua) e microfotografados em microscépio de luz objetiva com

alcance de 40x.

2.7. Analise molecular

2.7.1 Extracado de RNA total

Para extracdo de RNA total foram coletadas folhas de plantas de
‘Grande Naine’ antes do tratamento com glicerol, tempo 0 (antes da
inoculacado), 72 horas apés inoculacao (HAI), 5, 15, 30 e 60 dias apods
inoculagao. Durante a coleta, as amostras foram conservadas em nitrogénio
liquido e logo apds, armazenadas em utrafreezer (-80 °C) até o momento da

extracao.

No processo de extracao, foi utilizada a metodologia de Ferreira et al.
(2019) com modificagdes, onde foi utilizado nitrogénio liquido na maceracao
das amostras. Para conferir a integridade e a concentracdo do RNA apoés
extracdo, uma aliquota de 5 ul das amostras, mais 2 pl de GelRed® foram
observadas via eletroforese em gel de agarose a 1% em tampao TAE 1x (Tris;
acido acético glacial; agua Milli-Q®). O RNA extraido foi armazenado em

ultrafreezer -80°C  para utilizacao posterior.
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2.7.2 Tratamento com DNase

O RNA total extraido foi tratado com DNase TURBOFREE (Ambion®),
de acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante: em 15ul de RNA total
de cada amostra foi adicionado 1 pl de agua DNAse free, 1 yl do Inibidor
(RNase out), 2 yl de Tampao (10x turbo DNAse buffer) e 1ul DNAse (turbo
DNase). A reacao foi incubada em termociclador Veriti (Applied Biosystems®©) a
37°C por 25 min. Em seguida, acrescentou-se 2 pl de DNase Inativation, e a
amostra incubada por 2 min. em temperatura ambiente. Posteriormente
centrifuada por 1,5 minutos a 10000 rpm, e o0 sobrenadante transferido para
novos tubos foram armazenados em ultrafreezer a -80°C. A qualidade do RNA
tratado foi conferida em gel de agarose a 1% com TAE 1 x (Tris; acido acético
glacial; agua MQ) e utilizou-se 3 pl de cada amostra. Os genes e primers
utilizados no estudo encontram-se na Tabela 1.
Tabela 1- Iniciadores utilizados para avaliacdo da expressdo génica na
interacdo Musa spp. X Mycosphaerella fijiensis. Genes alvos e suas respectivas
funcdes: Signal transduction (STRANS) - transducdo de sinais; Kinase, LRR

domains, protein-protein interaction (KINLRR) - reconhecimento e sinalizagéo e
referéncias.

ID Gene Descricao Sequéncia (5°-3") Amplico  Referénci

n (pb) a
GSMUA_Achr3T09360_  STRAN Transdugéo de sinais  F:CAACCTCCCCCATCAATG Velame
001 S G 128 2017
R:.TTGCTGCGCGCTGTGT
KINLR - .
GSMUA_Achr6T33720_ R Dominios kinase, LRR, F:CGGTCGGTGCCATTGG 110 Velame
001 interagao protina- R:CTGGCCGTGTGGGAGATT 2017
proteina
25SMU 258* 253 rRNA* TGTTGCATC(;’GGTACTGCT 122 PO?e\llin
r R:.GGCTTTCTTGCACTGGTA etal,
CAC 2012
F:
AGGGTTCATAGCCACACCA ;
L2MU L2* . ) c Podevin
Ribonucleoproteina R et al,
CCGAACTGAGAAGCCCCTA 2012

C

2.7.3. Sintese de cDNA

O cDNA foi sintetizado utilizando o kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription para obtencao do volume final de 20 pl conforme o protocolo: 5 i
do RNA tratado, mais 1 ul de 20x enzyme mix, 10 pyl de 2x RT Buffer e 4 ul de
agua Nuclease Free. Posteriormente a reacao foi incubada no termociclador
Veriti (Applied Biosystems ©) por 60 minutos a 37 °C + 97 °C por 5 min + hold 4

°C. Os cDNAs foram armazenados a -80 °C. Para verificar a viabilidade do
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cDNA foi realizada a PCR convencional com primer beta tubulina (PODEVIN et
al, 2012).

3. RESULTADOS

3.1. Avaliacéo de sintomas

A presenca de sintomas e confirmacao de presenca do fungo M. fijiensis
nas plantas ocorreram aos 25 DAI. Os sintomas iniciais foram pontuacdes de
cor marrom clara na face abaxial das folhas. Sintomas em forma de estrias
comecaram a surgir a partir dos 55 DAI em plantas tratadas com agua e 8% de

glicerol.

No primeiro momento, os tratamentos 3, 5 e 8% apresentaram valores
de ID estatisticamente superiores ao tratamento inoculado tratado com (Tabela
2).

Tabela 2- indice de severidade da doenca (ID) e area abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD) de plantas tratadas com glicerol nas

concentracbes de 3, 5 e 8%, plantas tratadas com agua e controle. Cruz das
Almas, 2023.

Tratamento ID AACPD
Controle 87.225 a 2740.280 a
Inoc+H20 3.890 b 77.775b
Glicerol 3% 110.560 a 3527.780 a
Glicerol 5% 101.670 a 3179.165 a
Glicerol 8% 151.665 a 4130.555 a

Mesma letra na coluna pertence ao mesmo agrupamento, de acordo com o teste de Scott e Knott.

A analise de regressao para avaliacao do indice da doenca (ID) e da
area abaixo da curva do progresso da doenca (AACPD) indicam que houve
uma queda da severidade a 5% de glicerol e maior severidade no tratamento
com 8% de glicerol (Fig. 3 A e B).
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Figura 3. A) Graficos da regressdao do indice da doenca (ID) e B) da area
abaixo da curva do progresso da doenca (AACPD) de plantas de bananeira
Grande Naine, infectadas com Sigatoka negra.

3.2. Analises Histolégicas

3.2.1. Clarificagao e coloracao das folhas

A Figura 4: (A a P) mostra o clareamento e coloracao de estruturas
fungicas com azul de tripan em folhas de bananeira Grand Naine antes da
inoculacao até 5 DAI. Antes da inoculacao, tempo zero (Figura 4: A-E), ndo

foram encontradas estruturas fungicas.

Controle Inoc. + agua Glicerol 3% Glice

-

rol 5% Glicerol 8%

Fa

5 DAl

Figura 4 (A a P): Clareamento e coloracao de estruturas fungicas em folhas de
bananeira Grande Naine antes da inoculacdo até 5 DAI. A, F e L- controle; B,
G, M- planta inoculada sem glicerol; C, H e N- plantas inoculadas e tratadas
com 3% de glicerol; D, | e O- plantas inoculadas e tratadas com 5% de glicerol;
E, J e P- plantas inoculadas e tratadas com 8% de glicerol. DAI= dias apés
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inoculagao, HAI= horas apéds inoculagao, h- hifa, c= conidio, a= ascosporo nao
germinado, e= estdmatos. Barras: 200 um. Cruz das almas-BA, 2023.
As amostras coletadas em 72 HAI mostram estruturas fungicas no

tratamento com agua (Figura 4 G) com presenca de hifa, como também, em
plantas inoculadas e tratadas com 8% de glicerol (Figura 4 J), com presenca de
conidio, esporo da reproducado assexuada. Desta forma, presume-se que nos
cinco primeiros dias apds inoculagéo, a planta estava sendo infectada no tecido
do parénquima com penetracdo através dos estdmatos (BEVERAGGI et al.,
1995).

Aos 5 DAI nos tratamentos controle (Figura 4 L) e glicerol 3% (Figura 4
N), ndo foram encontradas estruturas fungicas. No tratamento com agua
continuou a aparecer hifa (Figura 4 M); conidio colonizando estémato em 5%
de glicerol (Figura 4 O) e ascosporo, esporo sexual, nao germinado, em 8% de
glicerol (Figura 4 P). Os ascoOsporos produzidos desde os 5 dias séao
considerados a principal estrutura, podendo ser disseminados para areas
distantes pelo vento. (FAVRETO; MODEL; TONIETTO, 2007).

O clareamento e coloracdo de estruturas fungicas em folhas de
bananeira Grande Naine com 15, 30 e 60 DAI, estao apresentados na Figura 5
(A a P). Aos 15 DAI houve avanco da doenca em plantas tratadas com agua
(Fig. 5 B), com aparecimento de ascdsporo, hifas no entorno dos estématos no
tratamento 5% de glicerol (Figura 5 D) e conidiéforos (Figura 5 E). O controle e

o tratamento 3% continuaram sem apresentar estruturas.
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Figura 5. Clareamento e coloragcao de estruturas fungicas em folhas de
bananeira Grande Naine com 15, 30 e 60 DAI. A, F e L- controle; B, G, M-
planta inoculada sem glicerol; C, H e N- plantas inoculadas e tratadas com 3%
de glicerol; D, | e O- plantas inoculadas e tratadas com 5% de glicerol; E, J e P-
plantas inoculadas e tratadas com 8% de glicerol. DAI= dias apds inoculacao,
h- Hifa, c= conidio, co= conidiéfaro a= ascésporos, st= estomatopddio, e=
estdmatos. Barras: 200 ym.

Aos 30 dias foram encontradas estruturas em todos os tratamentos,
exceto controle. Hifas colonizando estdmatos nos tratamentos com agua e no
glicerol 5% (Figura 5 G e |), conidiéforos em 3% de glicerol (Fig. 5 H) e

ascosporo germinado em glicerol 8% (Fig. 5 J).

Aos 60 DAI foi visualizado hifa colonizando estémato no tratamento com
agua (Fig. 5 M), micélio em 3% de glicerol (Figura 5 N), ascésporo néao
germinado em 5% (Figura 3 O) e presenca de estomatopdodio no tratamento 8%
(Figura 5 P). Até o final das avaliacbes nao foram encontradas estruturas

fungicas no tratamento controle.

3.3. Analise de Expressao Génica

Para verificar a interacdo das plantas de Grande Naine tratadas com
glicerol em interagcdo com a Sigatoka negra em analise molecular, dois genes
envolvidos na interacao planta-patogeno com funcao de reconhecimento e
sinalizagcao (KINLRR, Kinase, LRR domains, protein-protein interaction) e
transducao de sinais (STRANS, Signal transduction) (Velame, 2017), foram
analisados via RT-gPCR, conforme (Figura 6). A expressao foi normalizada
pelos genes de referéncia de Musa spp., 25S e L2ZMU (PODEVIN et al, 2012).

De acordo com a Figura 6 (A e B), os genes foram expressos
diferentemente entre os tratamentos e tempos avaliados. A maior expressao

dos genes no tempo final (60 dias) ocorreu com 5% de glicerol.
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Figura 6. Perfil de expresséao relativa dos genes em amostras de Grande Naine
tratadas com glicerol e inoculadas com isolado de M. fijiensis em ralagdao ao
controle nao inoculado no tempo Oh. (A) STRANS (Sinal de transducao) e (B)
KINLRR (Kinase, LRR dominios, interacdo proteina-proteina). As
quantificacées foram normalizadas utilizando os genes de referéncia 25S e
L2MU. DAI: Dias apés inoculagao.

A expressao global dos dois genes selecionados € mostrada no mapa de
calor (Fig. 7). As analises mostram o agrupamento hierarquico da cultivar
Grande Naine de acordo com os perfis de expressdo dos dois genes
analisados. As linhas do dendrograma representam os tempos de coleta, e as
colunas representam os tratamentos, demonstrando que as respostas foram

diferentes entre os genes em relagao aos tratamentos e os tempos avaliados.

Dentre os tratamentos, o 3% de glicerol foi o que obteve menor
expressao dos dois genes, enquanto o tratamento com 5% de glicerol,
demonstrou maior expressao de ambos os genes alvos, principalmente aos 60

dias. Esse resultado corrobora as analises de ID e AACPD (Figura 3).
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Figura 7. Heatmaps dos perfis de expressao relativa dos STRANS (Signal
transduction), KINLRR (Kinase, LRR domains, protein-protein interaction em
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amostras de Grande Naine, em seis tempos de coletas apos o tratamento com
glicerol em relagdo ao controle nao inoculado no tempo Oh. As quantificacdes
foram normalizadas utilizando os genes de referéncia 25S e L2MU.

3.4. Analise Histoquimica

A Figura 8 (A a P) mostra imagens da deteccdo de calose atraves de
fluorescéncia apés coloragcao com azul de anilina + lugol do tempo zero até 5
DAIl. Foram visualizadas producdo deste composto a partir das 72 HAI em
plantas inoculadas. Aos 5 DAl foi detectada deposicdo de calose nos

parénquimas palicasdico e lacunoso no tratamento 5% de glicerol.

Controle Inoc + agua Glicerol 3% Glicerol 5% Glicerol8%

Temio 0

72 HAI

5DAI

Figura 8- Seccdes transversais de folhas de bananeira Grand Naine nos
tratamentos controle (A, F, L), inoculacao + agua (B, G, M), glicerol 3% (C, H,
N), glicerol 5% (D, I, O), glicerol 8% (E, J, P). As imagens sao referentes aos
T0, 72 HAI e 5 DAI. Teste histoquimico para deteccdo de calose. Ca: calose,
HAI: horas apos inoculagao, DAI: dias apés inoculagcado. Barra: 200 mm. Cruz
das Almas-BA, 2023.

As seccbes transversais de folhas de bananeira Grande Naine nos
tempos de 15 a 60 dias, estdao apresentadas na Figura 9(A a P). Aos 15 DAI,
nao foi visualizada resposta de defesa em plantas nao tratadas com glicerol.
Aos 30 e 60 DAI foi detectada resposta de defesa em todos os tratamentos,
inclusive no controle. Apesar da avaliacdo de calose ser qualitativa, é possivel
identificar maior deteccao (partes fluorescentes) nos tratamentos 5 e 8% de

glicerol aos 60 DAL.
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Controle Inoc + agua Glicerol 3% Glicerol 5% Glicerol 8%

30 HAI 15 DAI

60 DAI

Figura 9. Seccbes transversais de folhas de bananeira Grande Naine nos
tratamentos controle (A, F, L), inoculagcéo + agua (B, G, M), glicerol 3% (C, H,
N), glicerol 5% (D, I, O), glicerol 8% (E, J, P). As imagens séao referentes aos
15, 30 e 60 DAI. Teste histoquimico para deteccao de calose; barra: 200 mm.
Cruz das Almas-BA, 2023.

4. DISCUSSAO
4.1. Avaliagéo dos sintomas e analise histologica

As manchas caracteristicas de Sigatoka Negra sao de cor amarela, que
com o passar do tempo e a evolugao do patdégeno, se tornam marrons,
crescem, e coalescem induzindo morte dos tecidos. As manchas na proporcao
que aumentam, se tornam necréticas prejudicando a fotossintese da planta
(BORAH et al., 2022).

Os ascoésporos sao produzidos em tecidos necrosados, completando o
seu ciclo na fase necrotréfica (FAVRETO; MODEL; TONIETTO, 2007), no
entanto, essa afirmacao vai contra o observado em nosso estudo. A presenca
de ascoésporos nos tratamentos com agua e 8% de glicerol ocorreu em folhas
nao necrosadas. Poderia ser esperado este tipo de resultado nas plantas
tratadas com 8% de dglicerol pelo fato do alto nivel deste composto, que
consequentemente possui maior quantidade de carbono, estivesse atuando

mais como fonte de energia para o fungo (CHANDA et al. 2008).

O M. fijiensis, como um fungo hemibiotréfico, tem seu ciclo biotréfico que
dura de 3-4 semanas sem causar morte a planta (AGRIOS, 2019), o que
explica a forma que os sintomas se deram durante as 5 semanas de avaliacao,
nao chegando a fase de necrose. 0 tratamento com 8% de glicerol apresentou

ascosporos e maior severidade de sintomas. Este resultado mais uma vez,
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sugere o glicerol possivelmente atuando como fonte de carbono para o fungo,

corroborando os resultados obtidos para analise de ID e AACPD.

Zhang et al. (2015) verificaram morte celular em plantas tratadas com
doses mais altas de glicerol na cultura do cacaueiro tratadas com doses acima
de 300 mM, onde houve clorose e morte celular visualizada nas pontas das
folhas. Em bananeira, cultivar Grande Naine, nao foram visualizadas diferencas
fenotipicas significativas em plantas tratadas com 3, 5 e 8% de glicerol em

relacaéo as plantas nao tratadas.

A partir da clarificagcdo, foi possivel visualizar diversas fases de
desenvolvimento da Sigatoka negra, desde hifas a esporos da reproducao
sexuada nas formas germinadas e nao germinadas. Ja foi comprovado
cientificamente que quanto maior a densidade de estématos, local em que o
fungo M. fijiensis infecta a planta, maior € a infec¢cao. A Grande Naine, gendétipo
suscetivel, possui alta densidade de estédmatos, o que facilita a penetracéo do
fungo (SOARES et al.,, 2022). A planta com respostas de defesa fisica e
quimica usa mecanismos para tentar se defender do invasor. A parede celular
restrique o tubo germinativo dos fungos e a defesa bioquimica é desencadeada
por PTl e ETI pela producao de espécies reativas de oxigénios e outros. Os
metabolitos secundarios também agem como moléculas no desenvolvimento
da resisténcia sistémica adquirida (SAR) (KAUR et al., 2022).

As plantas tratadas com 8% de glicerol apresentaram resultados
semelhantes as plantas tratadas com agua, com algumas estruturas fungica
nas primeiras horas de avaliacdo. No tratamento com 5% de glicerol, a primeira
visualizacao de conidios foi aos 5 DAI, enquanto neste mesmo periodo o
tratamento com 8% de glicerol apresentou ascoésporos nao germinados.
Inicialmente, o tratamento com 3% de glicerol demonstrou maior nivel de
resisténcia, desenvolvendo estruturas a partir dos 15 DAI. Li et al., (2016)
identificaram que quanto maior a dose de glicerol (1-4%), maior a resisténcia
desenvolvida pelas plantas de trigo contra o oideo, mas consideraram a melhor
dose a 3% pelo fato da 4% de glicerol apresentar morte celular nas pontas das

folhas.
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Li et al. (2020) verificaram germinag¢ao de esporos em ~90% das plantas
tratadas com agua, sugerindo que o glicerol induziu resisténcia contra o
patdgeno fungico do trigo, o oidio. O que pode ser relacionado ao presente
trabalho em que houve visualizacao de estruturas no tratamento controle desde
os primeiros dias, mas também no tratamento com dose mais alta de glicerol,
8%.

Para o trigo, foram avaliados diferentes momentos de aplicacao de
glicerol, antes e apés inoculagcao, e foi comprovado que o melhor momento
para se iniciar o tratamento € 1-2 dias antes da inoculacdo. As plantas tratadas
com glicerol foram altamente resistentes, enquanto as tratadas com agua

apenas, foram suscetiveis (LI et al., 2016).

4.2. Expressao génica

A inducédo de defesa em plantas mediada pelo glicerol esta relacionada
com o aumento de glicerol-3-fosfato (G3P) e da diminuicao do acido oleico
(18:1). O dglicerol pode ser utilizado em plantas para indugcéo de resisténcia
contra patégenos, mas chegou a ser considerado toxico em plantas quando

utilizados em altas concentracdes (ZHANG et al., 2015).

O estudo de expressdo génica em bananeira infectada pelo isolado de
M. fijiensis contribui para a identificacdo do inicio de defesa da planta, ja que
visualmente isto ndo foi possivel devida a fase inicial ser biotréfica e nao
apresentar sintomas inicialmente (RODRIGUEZ et al, 2016). No estudo aqui
realizado, foi possivel identificar que o gene de sinalizagao foi expresso logo no

inicio da infecgao.

Em estudo com variedades resistente e suscetivel, Rodriguez et al.
(2016) conseguiram identificar varios genes de defesa no gendtipo resistente,
Calcuta 4, e inducao diferente no suscetivel, Williams. Na Calcuta 4, a inducao
foi precoce, assim como no presente trabalho, em plantas suscetiveis teve a

inducdo de genes no inicio da infecgao.

Um sinal de transducao desenvolvido pelas plantas apés tratamento
com glicerol em resposta ao agente patogénico pode ser o acido salicilico,
horménio importante para resisténcia sistémica adquirida (Xa et al., 2001) e

acido oleico Mendel et al. (2012); sua reposta € dependente da dose (ZHANG
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et al., 2015). Isso explica a indug¢ao dos genes STRANS e KINLRR em plantas
de bananeira, quanto maior a dose de glicerol, maior foi a expressdo desses
genes. A transducao de sinal é ativada quando a planta reconhece a presenca
do patogeno. Ao reconhecer libera a Ca?+, considerado o principal mediador

contra estresse de plantas (DING et al., 2022).

O gene KINLRR é um gene da quinase rico em leucina. Esse gene
age como um receptor que detecta anormalidades criadas por fatores bidticos e
abiéticos em plantas (SENSEVERINO et al., 2010; ANTOLIN-LOOVERA,
BINDER & PARNISKE, 2012). As proteinas ricas em leucina sdao imunidade
desencadeada por efetores (ETI). O ETI é ativado depois que o patégeno
consegue superar a primeira linha de defesa do hospedeiro, atuando como
uma segunda linha de defesa ( NOMAM, AQEEL, LOU, 2019).

A transducao de sinais em plantas envolve varias linhas de defesa
vegetal para impedir o desenvolvimento do agente patogénico, onde as
respostas sdo a criagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), genes
relacionados a patogénese, deposicao de calose, acido salicilico e sinalizacao
da proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK), dentre outros (LIU; LAM,
2019). Os horménios sdo moleculas que atuam na planta em varios processos
fisiologicos, dentre eles a defesa das plantas. Entre os principais destaca-se o
acido jasmoénico, o acido salicilico, etileno, acido abscisico, auxina, giberelina
(SHIGENAGA e ARGUESO, 2016).

O tratamento com 5% de glicerol teve respostas positivas a longo
prazo para os dois genes testados. A expressdao do gene STRANS nesse
tratamento se manteve alta aos 60 DAI, enquanto para o KINLRR, diminuiu em
relagdo aos 30 DAIl. Comparando os tratamentos 5 e 8% de glicerol, o
tratamento que mais teve expressao dos genes, o de 5 % de glicerol, manteve

esse resultado até o final das avaliagdes.

A forma como o glicerol age em plantas de bananeira ainda precisa de
varios estudos para comprovar, mas aumento do G3P e a diminuicdo do acido
oleico, ocorre por meio da acilacao entre os dois nos plasmideos, a elevacao
do G3P contribui para a sinalizagao por meio do acido salicilico (AS) e acido
jasmoénico (AJ) (KACHROO et al.,, 2004). O etileno também faz parte da
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sinalizagao e cada hormdénio ativa uma via de forma individual, juntos ou de
forma antagdénica, mas cada resposta depende da interacao planta x patégeno
(CHANDRA-SHEKARA et al., 2007). Relacionado a defesa de plantas contra
patéogenos, a inducao contra microrganismos necrotréficos se da por meio do
AJ, hormonio responsavel pela defesa contra patogenos necrotréficos (MATRIC
etal., 2016).

O LRR & um gene de reconhecimento de efetores que faz com que as
proteinas de viruléncia se tornem de aviruléncia, possui uma segunda linha de
defesa conhecida como ETI, que anteriormente era chamada de gene-a-gene
ou resisténcia raca-especifica (JONES e DANGL, 2006). O LRR induz
resisténcia em plantas atacadas por microrganismos biotréficos ou
hemibiotréfico, ou seja, organismos que permitem que a planta permaneca viva
por pelo menos um periodo (GLAZEBROOK, 2005), como o caso do fungo M.

fijiensis, que € um fungo hemibiotréfico.

O gene KINLRR foi expresso desde a primeira hora de avaliagcdo na
interacdo de Musa spp. x M. fijiensis, demostrando que a expressao desse
gene foi rapida na deteccdo de estresse, reconhecendo a presenca do
patégeno em apenas 1 HAI e induziu resisténcia na maioria dos tempos
avaliados (OLIVEIRA, 2020).

A transducao de sinais atua na planta quando ela é invadida por
patdgenos. Os sinais cooperam para resisténcia com ativacao de moléculas
como acido salicilico, jasmonato e etileno, que sao considerados como
precursores da resisténcia sistémica adquirida (YANG; SHAH e KLESSIG,
1997; Kachroo et al., 2003). Com a transducao de sinal, os mecanismos de
defesa das plantas sédo ativados e o patdégeno tem seu desenvolvimento
prejudicado (DANGUE; JONES, 2001). Mandel et al. (2012) destaca que esses
sinais estdo envolvidos na via do acido oleico (18:1), como o éxido nitrico. Nao
s6 os hormdnios fazem parte da via de transducgao de sinais, como também as
espécies reativas e sinalizacao pendente de calcio, e estas podem atuar em
interacao (TIWARI, 2018).

Na cultura do trigo, o glicerol induziu transducao de sinal de horménio

vegetal por meio de auxina, PP2C e Jasmonate Zim Domain (JAZ). A indugao
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positiva do JA pelo glicerol pdde contribuir para resisténcia do trigo ao fungo do
Oideo (Li et al., 2020).

Para o gene alvo KINLRR, a expressao positiva com a dose de 5% de
glicerol, foi diminuindo nos momentos finais das avalicées, 0 que pode ser
deduzido que sejam necessarias mais aplicacbes deste composto durante o
periodo de infeccdo para que a planta mantenha um nivel de resisténcia sem

gue ocorram tantas oscilacdes nas expressdes desses genes de resisténcia.

No presente estudo, o resultado da regressao juntamente com os dados
de expressao génica, demonstraram uma tendéncia da cultivar Grande Naine
de responder de forma mais resistente ao isolado de M. fijiensis na
concentracao de 5% de glicerol. Esse resultado é diferente das respostas com
outras plantas em que a dose de 3% foi a que mais expressou resisténcia a
plantas (LI et al., 2016; LI et al., 2020; Gazolla et al., 2019).

4.3 Histoquimica

Este € o primeiro estudo sobre a interacao Musa spp. x M. fijiensis em
resposta ao glicerol, como também o primeiro a utilizar histoquimica para
visualizagdo de mecanismos de defesa para os tratamentos definidos. A
deteccao de calose nos primeiros dias apdés a inoculacao indica que a
aplicacao do glicerol levou a uma tendéncia em condicionar a planta a um
estado de resisténcia ao ataque do fungo. Soares et al.,, (2022) néo
identificaram presenca de calose em plantas de bananeiras em gendétipos
suscetiveis Grande Naine e Akondro Mainty infectadas com Sigatoka Negra,

avaliadas até 21 dai.

A calose € um polissacarideo beta-1,3-glucano que esta presente na
parede celular de varias plantas auxiliando no desenvolvimento e contribuindo
como resposta de defesa contra fatores bidticos e abidticos (CHEN; KIM,
2009). Como um mecanismo estrutural, fornece resisténcia a parede celular
como forma de contencdo para impedir a penetracdo do patégeno, assim
impedindo associacdes entre si (STANGARLIN et al., 2011).

Por ser um trabalho pioneiro, acredita-se que o uso de glicerol para o

controle de SN em bananeira da cultivar Grande Naine, parece promissor. No
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entanto, mais estudos envolvendo mais aplicacbes de glicerol antes da
inoculacdo, bem como o uso de um numero maior de genes no estudo de
expressao génica, poderao responder as respostas de forma mais robusta. A
possiblidade do uso desse composto nos plantios de bananeira da cultivar GN
trardo grandes beneficios para a cadeia produtiva da cultura, com grande

impacto no ambiente e a saude humana.
5. CONCLUSOES

Com base nos estudos apresentados no presente trabalho, o glicerol
parece ser um bom indutor de resisténcia para plantas de bananeira quando
utilizado primeiramente, na dose de 5%, mas, mais estudos precisam ser
realizados para verificar o melhor momento da aplicacdo dos tratamentos,

inoculacéo, e doses a serem utilizadas.
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