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Resumo

As plantas apresentam uma série de mecanismos que as tornam resistentes a
doencgas e pragas. Dessa forma, grupos de pesquisa de todo o mundo buscam
definir o papel de cada substéancia participante dos processos bioquimicos de defesa
das plantas. Tais estudos visam, dentre outras coisas, estabelecer plantas
resistentes as principais doencas que ocorrem nas culturas. Uma das principais
doencas que afetam plantagcbes de maméo no Brasil é conhecida como meleira do
mamoeiro, causada pelo Papaya meleira virus (PMeV). O objetivo desse trabalho foi
avaliar a inducéo do sistema de defesa em mamoeiro (Carica papaya L.), cv. Golden
pelo oxido nitrico (NO) e sua efetividade contra o PMeV. Para determinar os fatores
histoquimicos e enziméticos relacionados com as respostas de defesa induzidas
pelo NO, incluindo a producdo de espécies ativas de oxigénio, as plantas foram
tratadas com o doador de NO, nitroprussiato de sodio (SNP) a 10 mM. As respostas
de defesa foram analisadas nos tempos 0, 15, 30, 45 min, 1, 3, 6, 24; 48, 72 h, 15 e
30 dias apds o tratamento. Essa resposta do SNP foi vista em todos os tempos
analisados, mostrando a efetividade do NO nas plantas de mamoeiro. Esse estimulo
desencadeado pelo SNP na inducdo da atividade da superéxido dismutase e
peroxidase pode esta relacionado com o estresse oxidativo, pois a fim de combaté-
lo, as plantas desenvolvem defesas, através do aumento da atividade de enzimas
antioxidantes. Desta forma, concluimos que o uso do elicitor podera induzir a
resposta de resisténcia em mamoeiro.

Palavras-chave: Carica papaya, Espécies Reativas de Oxigénio, Estresse.



Abstract

Plants possess different mechanisms that make them resistant to diseases and
pests. Thus, research groups around the world look out to the role of each participant
substance on plant defense biochemical system. Such studies aim, among other
things, to stabilish plants that are resistant to the main diseasesthat affect the
orchards. One of the main diseases that affect papaya crops in Brazil is stick
disease, caused by Papaya meleira virus (PMeV). The goal of this work was to
analyze papaya seedling cv. Golden defense system induction by nitric oxide (NO)
and its effectiveness against PMeV. In orther to determine the histochemical and
enzymatic factors related to NO defense response, including the production of
reactive oxygen species (ROS), plants were treated with 10mM sodium nitroprusside
(SNP), a NO donnor. The defense response were analyzed in the following period: O,
15, 30, 45 minutes, 1, 3, 6, 24, 48 and 72 hours and 30 days after treatment. The
plant response to NO treatment was observed in all analyzed times, showing the NO
effectiveness in papaya seedlings. The stimulus triggered by SNP in the induction of
superoxide dismutase and peroxidase activity may be related to the oxidative stress,
as, in order to fight it, plants develop defenses through the increase of antioxidant
enzymes activity. Thus, we conclude that the use of NO as an elicitor could induce
the resistant response in papaya seedlings.

Key word: Carica papaya, Reactive Oxygen Species, Stress.
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1 INTRODUCAO

As plantas sofrem constantes agressfes por agentes abidticos e bioticos,
responsaveis por doencas e consequentemente pelas perdas na producéo.
Entretanto, sdo capazes de reagir as agressdes através das respostas de defesa
cujos mecanismos sdo acionados mediante a interacdo entre molécula elicitora e
proteinas de membrana das células vegetais. Nem sempre a molécula elicitora pode
atravessar a membrana e interagir com outra molécula (macro ou micro) no interior

da célula.

A resisténcia natural das plantas a microorganismos patogénicos é baseada
na grande variedade de barreiras estruturais, quimicas e mecanismos de defesa ja
existentes, tais como: sintese de compostos, aumento na concentracdo e/ou
atividades de proteinas de defesa (MARGIS-PINHEIRO et al., 1999) entre outras.
Em contraposi¢do, as plantas possuem outros mecanismos de defesa mais
eficientes que permanecem inativos ou latentes, sendo acionados ou ativados, ap0s
a exposicao e/ou contato com agentes de inducao (FODOR et al., 1998). Associado
a isso ocorre aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS: do
inglés Reactive Oxygen Species) tais como anion superéxido (O;), radical
superéxido (O,), peréxido de hidrogénio (H,O,), radical hidroxila (HO®), oxigénio
singlete (*O,) (FLORS and NONELL, 2006), 6xido nitrico (NO) e seus derivados,
peroxinitrito  (ONOO), ion nitrosonium (NO®) e jon nitroxil (NO) (PUERTO-
ROMEROS et al., 2004; AMILLO and GARCIA-OLMEDO, 2001; SALGADO et al.,
2002) ou que atuam direta ou indiretamente sobre o patégeno, causando efeito
toxico ou participando como sinalizadores de outras respostas de defesa (REZENDE
et al., 2003).

Atualmente, grande enfoque tem sido dado a agricultura sustentavel visando
a obtencdo de sistemas da producdo, alternativos ao uso abusivo de agrotoxicos.
Neste sentido, a indugdo de resisténcia a doencas em plantas vem gerando
resultados promissores e se firmando como alternativa ecologicamente correta e

economicamente viavel.
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No Espirito Santo, a area cultivada com mamoeiro ultrapassa os 11 mil
hectares, concentrando-se principalmente nos municipios da Regido Norte. O
Estado é o principal exportador nacional do maméao, respondendo por 70% da
quantidade dos frutos exportados em 2005, de acordo com dados do (Instituto
Capixaba de Pesquisa Assisténcia Técnica e Extensédo Rural) INCAPER. Em 1998, a
implementacdo do Sistema de Mitigacdo de Riscos (Systems Approach), que
assegura a exportacao das frutas sem a presenca da mosca-de-frutas, adequou o
mamao capixaba as normas de exportacdo norte americana (APHIS/USDA),
liberando as exportacdes para os Estados Unidos (PRATES, 2005). Adicionalmente,
desde 2000, o cultivo de mamé&o vem sendo feito no sistema de Producgéo Integrada
de Frutas (PIF) que objetiva a producdo econdmica de frutos de alta qualidade
através de métodos que minimizam os efeitos colaterais do uso de agroquimicos
para 0 ambiente e para a salude humana, expandindo as exportacdes capixabas
para ao comércio europeu (MARTINS, 2003). Por outro lado, alguns fatores limitam
a producdo de mamao, acarretando severas perdas na producdo, comercializacéo e
exportacdo de frutos in natura. Entre eles destacam-se economicamente as
doencas, cuja ocorréncia pode chegar a 100% em algumas plantacdes. Uma das
principais doencas que afetam as plantagfes de maméao no Brasil é conhecida como
meleira do mamoeiro, causada pelo Papaya meleira virus (PMeV) (VENTURA et al.,
2003). Nao existe ainda um cultivar de mamoeiro resistente a meleira, limitando o
manejo desta doenca a identificacdo e eliminacdo das plantas doentes no campo
(VENTURA et al.,, 2003; RODRIGUES et al., 2006). Desta forma, estratégias
capazes de induzir resisténcia do mamoeiro ao PMeV se tornam de grande

importancia.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O MAMOEIRO: BIOLOGIA E IMPORTANCIA ECONOMICA

A espécie Carica papaya L. pertence a familia Caricaceae, tipicamente tropical,
cujo centro de origem €, muito provavelmente, o noroeste da Ameérica do Sul —
vertente oriental dos Andes, ou mais precisamente, a Bacia Amazobnica Superior,

onde sua diversidade genética € maxima.

O mamoeiro possui caule cilindrico, com 10 a 30 cm de diametro, herbéaceo,
fistuloso, ereto, de coloracdo verde-clara no apice e verde acinzentada na base,
encimado por uma coroa de folhas, dispostas de forma espiralada. As folhas séo
grandes, com 20 a 60 cm, glabras, com peciolos fistulosos, verde-palido, vermelho-
vinosos, geralmente de 50 a 70 cm de comprimento. As flores podem ser divididas
basicamente em trés tipos bem definidos: flor pistilada ou feminina tipica, flor
hermafrodita e flor estaminada ou masculina tipica. O fruto € uma baga de forma
variavel de acordo com o tipo de flor, podendo ser arrendondado, oblongo, elongata,
cilindrico ou piriforme. A casca € fina e lisa, de coloragdo amarelo-clara a alaranjada,
protegendo a polpa com 2,5 a 5 cm de espessura e de coloracdo que pode variar de
amarela a avermelhada. O fruto pode atingir até 50 cm. As sementes Sdo pequenas,
redondas, rugosas e recobertas por uma camada mucilaginosa, apresentando
coloracdo diferente para cada variedade (Oliveira et al., 1994 e Gay et al., 1995). O
mamao é um fruto climatério, ou seja, fruto que tem a capacidade de amadurecer
depois de colhido, mesmo que verde, de grande aceitacdo no mercado brasileiro e no
exterior (Oliveira et al., 1994 e Gayt et al., 1995).

O Brasil € o maior produtor e exportador de mamdo do mundo com a
producdo de 1,7 milhdes de toneladas/ano, correspondente a 35,4% do volume
mundial. Embora distribuida por varios estados brasileiros, a Bahia e o Espirito
Santo respondem por mais de 80% da producéo brasileira dessa fruta destinada a
exportacao que apresenta grande importancia social, gerando emprego o ano inteiro
e tem se constituido numa importante fonte de divisas para o pais (MARTINS, 2006).



14

Embora em segundo lugar em termos de produgéo nacional, ficando atras da
Bahia, o estado do Espirito Santo é o maior polo de exportacdo da fruta e
caracteriza-se pelo alto nivel tecnolégico empregado em seu cultivo. Responde,
atualmente, por 70% da exportacdo brasileira e até o ano de 2006 era o Unico
estado da Federagdo que possui tecnologia para exportar mamao para o exigente
mercado dos Estados Unidos desde 1998 (MARTINS, 2006).

O Estado do Espirito Santo tem uma area plantada de 11.000 hectares,
distribuidos em cerca de 300 propriedades, com uma produtividade média de 64,8
t/ha/ano nos principais municipios integrantes do pdélo de mamao: Pinheiros,
Linhares, Montanha, Jaguaré, Sooretama, Aracruz, Sdo Mateus, Pedro Canario,

Conceicéo da Barra, Boa Esperanca e Mucurici (Figura 1).

RIO DE JANEIRO

Figura 1 — Mapa do Estado do Espirito Santo, com destaque, em cinza, para 0S municipios
produtores de mamé&o do Norte do Estado.
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2.2 A MELEIRA

No Brasil, 0 mamoeiro € infectado por fitopatégenos, principalmente de virus,
tais como os do mosaico da meleira do mamoeiro. Relatada pela primeira vez na
década de 80, em Teixeira de Freitas, BA e no Norte do Espirito Santo, a meleira
constitui-se, atualmente, em um problema fitossanitario da cultura na regido
produtora. Devido a ocorréncia dessa virose, 0os produtores de mamao vém sofrendo
grandes prejuizos na producdo e a sua disseminacdo vem ocorrendo de forma
crescente, atingindo os Estados da Bahia, Espirito Santo, Pernambuco, Ceara,
Minas Gerais, Rio Grande do Norte, Paraiba e Goias (VENTURA et al., 2003).

Os primeiros sintomas da meleira sdo a queima e deformacdes nas bordas de
folhas jovens (Figura 2A). Estes sintomas devem-se a necrose das pontas das folhas
ocasionada por exsudacdo excessiva de latex de consisténcia mais fluida que o
normal, dando aos frutos um aspecto enegrecido, devido a oxidacao do latex em
contato com o ar. Além disso, a consisténcia e o sabor dos frutos se alteram,
tornando-os improprios para a comercializacdo. Manchas claras na casca e na polpa
dos frutos também séo observadas (Figura 2B) (VENTURA et al., 2003).

Com o objetivo de diminuir a disseminagédo da meleira, bem como evitar ou
retardar sua introducdo em éareas onde ela ainda ndo foi constatada, o grupo de
pesquisa relacionado ao Agronegdécio do Nucleo de Biotecnologia da UFES trabalha
com esta doenca ha alguns anos, avaliando diferentes estratégias de diagndstico
molecular para o PMeV (RODRIGUES et al., 2005a), mecanismos de inoculacdo e
transmissdo do virus em mamoeiros (RODRIGUES et al., 2006) e influéncias
causadas pelo virus na fisiologia da planta (RODRIGUES et al., 2005b). Além
destes, outros trabalhos foram desenvolvidos avaliando diferentes aspectos da
doenca (KITAJIMA et al., 1993; ZAMBOLIM et al., 2003). Mais recentemente, o
genoma do virus foi seqiienciado (ARAUJO et al., 2007).

Entretanto, ainda ndo existe um cultivar de mamao resistente a meleira,
limitando o manejo desta doenca a identificacdo e eliminacdo das plantas doentes
no campo (VENTURA et al., 2003).
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Figura 2 — Principais sintomas da meleira do mamoeiro. (A) Necrose na ponta das folhas jovens. (B)
Exsudacédo espontanea de latex aquoso na superficie dos frutos (VENTURA et al., 2001).

2.3 MECANISMOS DE DEFESA VEGETAL

A selecdo natural e a co-evolugédo levaram as plantas a selecionarem uma
série de mecanismos de defesa, sendo que as defesas identificadas em plantas
resistentes estdo também presentes em plantas suscetiveis. A diferenca entre
resisténcia e suscetibilidade pode ser o resultado de uma variacdo de tempo,
autonomia celular ou intensidade das respostas de defesa das plantas (MORAES,
1998).

As interagbes planta-patdégeno séo classificadas em compativeis (patdogeno
virulento ou hospedeiro suscetivel) e incompativeis (patdgeno avirulento ou
hospedeiro resistente). Nas interacdes incompativeis, o sistema de defesa da planta
é eficientemente ativado, conduzindo a resisténcia. Por outro lado, é tardiamente
ativado ou ndo ativado em interagdes compativeis, condicionando a doenga. A
presenca de um gene de resisténcia, dominante na planta (R) e um gene de
aviruléncia dominante no patdgeno (Avr) condiciona a incompatibilidade em

interacOes gene-a-gene (FLOR, 1942).
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A inducdo de resisténcia ja foi demonstrada em inUmeras espécies de
plantas, distribuidas entre diversas familias botanicas, tanto em dicotiledéneas como
em monocotileddneas (DELLEDONNE, 2005). A resisténcia induzida também se
mostrou efetiva contra fungos, virus, bactérias, insetos, acaros e nematoéides (LUCS,
1999; JONES, 2000; OGALLO et al., 1996).

Deste modo, para facilitar o estudo, os mecanismos de resisténcia sao
divididos em duas categorias: pré e pés-formados. Cumpre mencionar que ambos
podem ser subdivididos em estruturais e bioquimicos. Dentre os pré-formados
estruturais, destacam-se a presenca de cuticula, tricomas, tipo de estdmatos, fibras
e forma dos vasos condutores. Entre os bioquimicos, encontram-se os fendis,
alcaldides, lactonas insaturadas, glicosideos fendlicos, fitotoxinas e inibidores
protéicos. Nos pos-formados, também chamados induziveis, podem ser encontrados
mecanismos estruturais, como papilas, halos, lignificacdo, formacéo de camadas de
cortica, calose, silicio, tiloses em vasos, etc; e bioquimicos, tais como producéo de
fitoalexinas, proteinas-RP, glicoproteinas ricas em hidroxiprolina, inibidores de
proteases, peroxidases, entre outros (PASCHOLATI e LEITE, 1995).

Os principais tipos de resisténcia sdo: a resisténcia local, a resisténcia
sistémica adquirida (RSA) e a resisténcia sistémica induzida (RSI).

A resisténcia local, conhecida como reacao de hipersensibilidade (RH), pode
levar a morte local das células situadas onde o elicitor se instala. O elicitor pode ser
um ativador quimico, extratos de células de microorganismos ou microorganismos
vivos (DURRANT e DONG, 2004). Os aspectos fisioldgicos e morfol6gicos da RH
incluem o aumento rapido de agentes oxidantes, perda de ions potassio e ganho de
ions hidrogénio pelas células, espessamento das paredes celulares e da cuticula,
inchamento da mitocondria devido & formagdo de poro de transicdo de
permeabilidade precedendo a morte celular programada (JONES, 2000), além da
sintese de fitoalexinas e proteinas relacionadas a defesa (PR: do inglés

pathogenesis-related) (BOSTOCK, 1999; KUHN, 2006).

A RSA é induzida por patégenos ou ativadores quimicos que envolve o
acumulo de proteinas relacionadas com patogénese (PRPs: do inglés Pathogenesis-

related proteins) e é induzida por uma via salicilato-dependente.
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J4& na RSI, ndo h4 acumulo de PRPs, ndo h& alteragbes perceptiveis, o
agente indutor € usualmente um nao-patdégeno, sua inducdo ndo é o salicilato-
dependente, e sim uma outra rota de sinalizacdo mais associada a jasmonatos e
etilenos (STICHER et al., 1997; VAN LOON, et al., 1998).

Atualmente, o elicitor € definido por uma molécula presente em um organismo
ou mesmo moléculas produzidas pela prépria planta que tém como fungcédo gerar
respostas de defesa. Estes podem ser moléculas de fungos, bactérias e virus. Assim
sendo, os termos de indutor e elicitor podem ser usados como sinébnimos (ANDREU
et al., 1998).

Embora a inducdo de resisténcia tenha grande potencial fitossanitario, ndo
deve ser encarada como uma solucdo redentora para todos os problemas, isso
porque varias etapas envolvidas na ativagcdo de mecanismos de inducdo de
resisténcia ainda ndo sado bem definidas. Alguns pesquisadores relatam que 0 uso
de indutores de resisténcia para dado patdégeno possa estar associado ao efeito
indutor de suscetibilidade a doencas e animais herbivoros (CAMERON, 2000;
MORAES, 1998).

O tratamento de plantas com essas moléculas elicitoras pode levar nao
apenas a uma resposta de resisténcia, mas a uma expressao sincronizada de
diversos mecanismos de defesa, culminando com o que é chamado de inducédo de
resisténcia. O fenbmeno de inducdo de resisténcia € caracterizado pela
transformacdo de uma relacdo originalmente compativel entre planta e patégeno

numa relacéo incompativel (MEDEIROS et al., 2003).

2.4 RESPOSTA DE DEFESA EM PLANTAS: EXPLOSAO OXIDATIVA

Uma das principais respostas de defesa em plantas é o aumento da sintese
de compostos, como as fitoalexinas, 0 aumento na concentracdo e/ou atividade das
proteinas de defesa (MARGIS-PINHEIRO et al., 1999) e também o0 aumento na

producéo de espécies reativas de oxigénio (O,", H,O,, OH e NO).
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7

A explosdo oxidativa é uma resposta de defesa das plantas apdés o
reconhecimento da presenca do patdgeno, como a formacgdo de superoxido (O3),

peréxido de hidrogénio (H.O,), radical hidroxila (OH") e 6xido nitrico (Figura 3).

Estas moléculas ativas atuam diretamente sobre o patdogeno causando efeito
toxico além de participarem como sinalizadoras de outras respostas de defesa
(REZENDE et al.,, 2003) sendo produzidas por estresses abioticos, como altas
temperaturas, radiacdo UV, exposicdo ao o0zoOnio, desidratacdo e seca
(MACKERNESS et al.,, 2001; GUAN et al., 2000; LANGEBARTELS et al., 2000;
PRASAD, et al.,, 1994). As plantas possuem um arsenal rapido e eficiente de
respostas de defesa contra patdgenos que € iniciado com a explosao oxidativa. As
espécies reativas de oxigénio, como o superoxido (O2), sdo moléculas essenciais

nas vias de defesa da planta.

As ROS sao geradas em relacdes planta-patbgeno compativeis e
incompativeis, no local da penetracdo e durante o estabelecimento da RSA. Elas
estdo relacionadas principalmente com o enrijecimento da parede celular, devido o
aumento da lignificacdo e a formacéo de ligacdes cruzadas por glicoproteinas ricas
em hidroxiprolina no estabelecimento da hipersensibilidade, estdo relacionadas com
a regulacao de genes de defesa, incluindo enzimas antioxidantes, na peroxidacao de
lipidios e por sua acéo direta antimicrobiana (GREENBERG, 1996; RICCI et al.,
1993).

No processo de desintoxicacdo celular, a acdo combinada dos sistemas
enzimaticos e ndo enzimaticos € importante para evitar danos oxidativos celulares
prejudiciais aos organismos vivos submetidos a variadas condi¢cdes de estresses,
pois converte os produtos potencialmente perigosos aos sistemas bioldgicos das
ROS (SCANDALIOS, 1993).

O sistema de defesa enzimatico é formado por enzimas capazes de remover,
neutralizar ou limpar as ROS do interior das células de organismos vivos
(SCANDALIOS, 1993). Dentre as principais enzimas antioxidantes podemos
destacar a superéxido dismutase (SOD), a peroxidase (POD) (investigadas neste
trabalho) catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX) e mondeidroscarbonato
redutase (MDAR) (PRASAD e RENGEL, 1998).
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A escolha dessas enzimas para esta pesquisa foi devido a reacdo do NO com
as espécies reativas de oxigénio, principalmente com o radical superoxido, gerando
o peroxinitrito (OONO-) e outros produtos que sdo muito toxicos por causar nitracao
de proteinas e induzir a peroxidacéo lipidica, importante nas vias de respostas de
defesa em plantas (CARRERAS et al., 1994; GIASSON et al., 2002). Dados citados
por DELLEDONNE et al. (2005) indicam que o NO coopera com as ROS na ativacao
da reacado de hipersensibilidade (RH), entdo, aparentemente o NO possui um efeito

de sinergismo com o peréxido de hidrogénio na inducao de RH.
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Figura 3 - Modelo proposto para a relagéo entre o ataque do patégeno em uma célula hospedeira e
a transdugdo de sinais que induzem a producdo de ROS (espécies reativas do oxigénio)
(BUCHANAN et al., 2000).
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2.4.1 Oxido nitrico

O oOxido nitrico (NO) é uma molécula sinalizadora fundamental no reino
vegetal, assim como no reino animal. E uma espécie radical centrada no atomo de
nitrogénio, apresenta meia-vida de 1 a 10 seg, e desempenha importantes fungdes,
tais como crescimento de raizes, germinacdo de sementes, fotomorfogénese,
lignificacdo de parede celular, senescéncia, movimento de estdbmatos, via de
sinalizacdo por citocinas, aumento da disponibilidade de ferro, acimulo de ferritina
mediado por ferro, morte celular, funcionalidade mitocondrial e de cloroplastos,
sinalizacao durante injuria, entre outros (Figura 4) (MODOLO et al., 2002).

O NO funciona como um regulador negativo de alguns sinais relacionados
com doadores de NO podendo inibir ou atrasar a expressao de genes, tais como:
inibidores de proteinase no tomate, e pode reduzir a producdo de perdxido de
hidrogénio induzido (OROZCO-CARDENAS, 2002). Atua também como um
mediador de processos fisiologicos tendo um numero incrivel de efeitos benéficos,
funcionando como mensageiro de respostas imunes. Podendo transformar-se ainda
em substancias muito toxicas, devido a sua taxa de producdo e de difusédo
dependendo do estado redox da célula (DELLEDONNE, 2005). Como um modulador
da resisténcia da doenca, provoca a morte hipersensitiva da célula e ativa a
expressdo de diversos genes de defesa (ROMERO-PUERTAS et al., 2004). Esta
ampla variedade dos efeitos reflete os mecanismos basicos que sao utilizados por

todos 0s organismos vivos.

A maioria dos dados experimentais disponiveis a respeito da acdo do NO
durante interacfes planta-patégeno refere-se as infeccbes pelos patdégenos
biotréficos (ROMERO-PUERTAS et al., 2004). O acumulo de NO ocorre sob
circunstancias que sao frequentemente concomitantes com a explosao oxidativa
gene-dependente avirulento que ocorre imediatamente antes do inicio da morte
hipersensitiva da célula (DELLEDONNE et al., 1998).

E sabido, também, que o NO induz o acimulo do acido salicilico (SA),
mediador para o estabelecimento da resposta sistémica da resisténcia. O tratamento
com NO induz a acumulagédo de jasmonato (JA) e de genes JA-responsivos, tais

como a defensina PDF1.2, mas somente nas plantas deficientes de SA (HUANG et



22

al., 2004). Consequentemente, o papel do NO nas respostas aos estresses bidticos
parece ser ajustado pelo SA, que pode inibir a biossintese de JA e antagoniza a

ativacao de respostas de defesa.

Delledonne et al. (2001) mostraram que o tratamento com nitroprussiato de
sédio (SNP), um doador de éxido nitrico (NO), em concentracdes entre 0.1 a 0.5 mM
induziu células de soja a morte. Entretanto, altas concentragdes de SNP (acima de 5
mM) causaram a reducdo na morte celular. A determinacdo do programa de morte
celular depende do equilibrio entre 0 NO e ROS, com isto é observado que o NO
possui papel téxico e protetor. Junto com a geracdo de ROS o NO é produzido nos
tecidos das plantas em resposta a patégenos (DELLEDONNE et al., 1998; DURNER
et al., 1999). Clarck et al. (2000) mostraram que houve aumento na producdo de
H202 e NO em cultura de células de Arabidopsis thaliana quando estas foram
expostas a estirpes ndo patogénicas de Pseudomonas syringae. Foi também
encontrado um aumento na producao de NO na epiderme de tabaco induzido por um
elicitor (FOISSNER et al., 2000).

Igualmente relevante, o NO apresenta importante papel como sinalizador da
resposta de hipersensibilidade (RH) em plantas durante uma interacao incompativel.
Um efeito sinérgico entre o NO e espécies reativas de oxigénio mostrou potencializar
a RH em vegetais (DELLEDONE, 2005). Ainda a esse respeito, Clarke et al. (2000)
mostraram que apenas o NO é capaz de induzir morte em culturas de células de A.
thaliana de maneira similar a observada na tentativa de infeccao destas células com

uma bactéria avirulenta.

Apesar de o NO ter se mostrado polivalente no controle e inducédo de muitos
processos que ocorrem em plantas, o mecanismo molecular responsavel por sua
sintese ainda € controverso. A analise de varios tecidos vegetais demonstrou que
estes sao capazes de produzir L-citrulina a partir de L-arginina em um processo que
€ dependente dos cofatores para a oxido nitrico sintase (NOS) de mamiferos e
sensivel a analogos da L-arginina (DELLEDONNE et al.,, 1998; DURNER et al.,
1998; MODOLO et al., 2002; BARROSO et al., 1999).

Diversos estudos comprovaram que enzimas do tipo oxido nitrico sintase

(NOS) de mamiferos estdo envolvidas na sintese de NO durante a resposta de
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defesa de plantas. Pesquisas mostram também a acdo do NO sobre aconitase,
enzima do ciclo de Krebs em plantas, esta acao causa grande liberacdo de ferro
livre, importante na defesa contra patégenos (DELLEDONNE et al., 1998; DURNER
et al., 1998; HUANG et al., 2004; MODOLO et al., 2002). Navarre et al., (2000),
examinaram o efeito do NO sobre aconitase em tabaco (Nicotiana tabacum), a
descoberta de que o NO inibe a acotinase sugere uma grande variedade de
mecanismos pelo qual o NO pode mediar a resisténcia a doencas ou a outros
processos fisiologicos. Tais evidéncias indicam que o NO € uma molécula

sinalizadora em plantas.

O NO foi caracterizado de modo recente como indutor da expressao de genes
relacionados com a biossintese de fitoalexinas em soja (Glycine max) (DELLEDONE
et al., 2001), fumo (Nicotiana tabacum) (DURNER et al., 1998) e batata (Solanum
tuberosum). Observou-se a inducdo de resposta de hipersensibilidade em
Kalanchoe daigremontiana e Taxus brevifolia pelo NO (PEDROSO et al., 2000). O
aumento nos niveis de atividade da enzima Oxido nitrico sintase (NOS) conferiu
resisténcia em plantas de tabaco transgénicas ao virus do mosaico do tabaco e a
bactéria Ralstonia solanacearum. Foi observado também que a inibicdo da producéo
de 6xido nitrico compromete as respostas de defesa de Arabidopsis a infec¢do da
bactéria Pseudomonas syringae. Em conjunto, estes resultados apontam para um
papel sinalizador do NO no processo de defesa em plantas (HUANG et al., 2004,
BOSTOCK, 1999; PEDROSO et al., 2000a).

Ultimamente, pesquisas mostraram que a eliciacdo de cotilédones de soja
com oligossacarideos de parede celular do fungo Diaporthe phaseolorum f. sp.
meridionalis, agente causador da doenca cancro da haste em soja, induziu a
producdo de fitoalexinas via ativacdo de uma enzima do tipo NOS dependente de
calcio (MODOLO et al., 2002). A atividade maxima da enzima precedeu o acumulo
das substancias antimicrobianas e inibidores da NOS de mamiferos comprometendo

a resposta dos cotilédones.

Estes resultados sugeriram que uma enzima com atividade conversora de L-
arginina em L-citrulina € ativada durante a interacdo soja-D. phaseolorum,
ocasionando um aumento na producdo de NO que sinaliza a ativacdo da enzima

fenilalanina amoénia liase (PAL), uma enzima que participa da via de sintese de
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fitoalexinas com atividade antimicrobiana (DELLEDONNE et al., 1998). Assim sendo,
estes resultados indicam o NO como uma importante molécula ativadora da via dos

fenilpropandides para a producdo de compostos antimicrobianos.

Embora muitos trabalhos citam a ocorréncia de uma enzima do tipo NOS em
plantas, mecanismos adicionais para a producdo enzimatica de NO sdo propostos,
dentre eles a atividade de nitrato redutase (NR), xantina oxidase (XO), atividade
produtora de NO associada a membrana plasmatica (NI-NOR), citocromo P-450 e
nitrito redutase (NiR). Vale ressaltar que mecanismos ndo-enzimaticos de producao
de NO também podem ocorrer em plantas (MAGALHAES et al., 2000). A esse
respeito, Cooney et al. (1994) reportaram que o diéxido de nitrogénio (NO;) pode
gerar NO na presenca de carotendides, num processo mediado pela luz. Além disso,
a formacéo de NO pode ocorrer a partir da reducéo de nitrato (NO3’) ou nitrito (NOy)
na presenca de ascorbato. De fato, camadas de aleurona de cevada consumiram
NO, para a formacgéo de NO a partir de condi¢des de acidez do espaco apoplastico
(COONEY et al., 1994).

Ainda que varios resultados bioguimicos e imunoldgicos indiquem a existéncia
de uma enzima do tipo NOS em plantas, o gene ou uma proteina homoéloga a NOS
de mamiferos ainda ndo foi encontrado de maneira geral. Chandok et al. (2003)
isolaram uma proteina P da glicina descarboxilase com atividade NOS a partir de
folhas de fumo infectadas com o virus do mosaico do fumo (TMV). A atividade desta
enzima mostrou ser dependente de Ca®" e esta proteina apresentou Varias
propriedades bioquimicas caracteristicas da NOS de mamiferos. Inicialmente, a
analise molecular da proteina purificada revelou que esta € uma variante da proteina
P do complexo glicina descarboxilase ndo apresentando assim, homologia com a
NOS de mamiferos. Apesar de ser dependente de calcio, a enzima isolada foi
denominada NOS induzida (iNOS) por estar presente praticamente apenas em
folhas de fumo infectadas com o virus TMV (BETHKE et al., 2004).

Adicionalmente, Guo et al. (2003) identificaram um gene de A. thaliana
(AtNOS1) que codifica uma proteina com atividade conversora de L-arginina em L-
citrulina e NO. AtNOS1 é uma proteina homologa aquela responsavel pela sintese
de NO em Helix pomatia. Uma linhagem mutante isogénica deficiente para este gene

foi isolada e apresentou consideravel reducdo da producdo de NO (GUO et al.,
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2003). Foi observado aumento da producéo deste radical em plantas selvagens
tratadas com acido abscisico (ABA), mas ndo naquelas mutantes deficientes no
gene AtNOS1, sugerindo o envolvimento desta enzima na via de sinalizacao
hormonal por ABA. A atividade de AtNOSL1 foi sensivel a L-NAME, um inibidor da
NOS de mamiferos, e apresentou dependéncia de NADPH, calmodulina e célcio
(GUO et al.,, 2003). No entanto, tetrahidrobiopterina, FAD, FMN ou heme nao
estimularam a atividade de ATNOS1, o que mostra que esta enzima apresenta

apenas algumas das propriedades descritas para a NOS de animal.

Recentemente, He et al. (2004) mostraram que plantas de A. thaliana
deficientes na sintese de AtNOS1 florescem prematuramente quando comparadas
as plantas selvagens ou aquelas mutantes que produzem NO em quantidades
aumentadas. Inicialmente, esta enzima foi apontada como uma fonte de NO durante
a via de sinalizacdo por ABA. Mais ainda, Zeidler et al. (2004) demonstraram a
ocorréncia de ativacdo da AtNOS1 em folhas de A. thaliana eliciadas com
lipopolissacarideos de diferentes bactérias gram-negativas. A ativacdo de AtNOS1
provocou um aumento na sintese de NO que por sua vez mediou a ativacdo da
expressdo de varios genes relacionados a defesa conferindo imunidade inata as
plantas de A. thaliana. O silenciamento do gene AtNOS1 causou uma dramatica
suscetibilidade das plantas ao patdgeno avirulento P. syringae pv. tomato por

prevenir a inducdo de genes de defesa tanto local quanto sistémica.

O NO, assim como as ROS, é capaz de alterar a expressdo de genes
relacionados a defesa como PR1 e PAL em tabaco e soja (DELLEDONNE et al.,
1998; DURNER et al., 1998).

O NO coopera com as ROS na inducéo da resposta de hipersensibilidade e
apoptose celular e funciona independente na inducdo de varios genes de defesa a
patdogenos como proteinas do metabolismo de fenilpropanoides onde ha producéo
de lignina, peroxidases, SODs, catalases, fitoalexinas e 4&cido salicilico
(DELLEDONNE et al., 1998; DURNER, 1998; HUANG et al., 2002).

Como dito anteriormente, as ROS e o NO fazem parte de respostas de defesa
nas plantas, entretanto, o seu acumulo na ceélula & prejudicial. Para evitar este

acumulo a célula dispbe de varios mecanismos para detoxificar, sendo bem
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conhecidas as moléculas antioxidantes e as enzimas. Dentre as moléculas
antioxidativas esta o B-caroteno, eficiente detoxificante de O2. Este participa do
sistema antena dos cloroplastos, na absorcéo de luz e transferéncia de energia para
0s centros de reacdes, podendo dissipar energia durante o estresse fotoxidativo
(BAKER e ORLANDI, 1999). Entre as enzimas antioxidativas encontramos a SOD
(superoxido dismutase), as catalases, as peroxidases (POX) e ascorbato/glutationa.
Neste contexto, torna-se claro que as rotas para a producdo de NO em plantas

necessitam ainda ser estabelecidas.
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Figura 4 - Interconexfes do H,0O,, 6xido nitrico (NO) e acido salicilico (AS) para a
ativagdo e coordenacdo das multiplas reacdes de defesa das plantas (adaptado de
Hammond-Kosack & Jones, 2000). SOD (superéxido dismutase), SAGase (AS glicosiltransferase) e
BA-2H (&cido benzéico 2-hidrolase) (REZENDE et al., 2003).
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2.4.2 Radical superéxido

Este radical é o mais comum e abundante na célula vegetal (Boveris, 1998),
podendo ser gerado em eventos de transporte de elétrons que ocorrem em
cloroplastos e microssomos do reticulo endoplasmético, ou por reacdes de
autoxidacao do oxigénio molecular (SANTORO e THIELE, 1997).

A enzima SOD (superoxido dismutase) catalisa a dismutacdo do O, a H,0,
(Figura 5), apresentando-se na forma de isoenzimas (BOWLER et al., 1992). Estas
metaloenzimas multiméricas tém sido classificadas em trés grupos de acordo com o
componente metalico de seu sitio ativo: cobre/zinco (Cu/Zn), manganés (Mn) ou
ferro (Fe) (SCANDALIOS, 1993). A Mn-SOD, normalmente localizada na
mitocondria, é resistente ao KCN e ao H,O,, a Cu/Zn-SOD, localizada nos
cloroplastos, € inativada por KCN e por H,O, e a Fe-SOD, também associada aos
cloroplastos, é resistente ao KCN e inativada por H,O,. As Cu/Zn-SODs e algumas
Mn-SODs e Fe-SODs de procariotos sao diméricas, enquanto as Mn-SODs das
mitocondrias e de algumas bactérias termofilas sdo tetraméricas (SCANDALIOS,
1993). As isoenzimas da SOD s&o ubiquas em organismos aerdbicos, anaerdbicos
facultativos e alguns anaerébicos obrigatorios, protegendo-os contra os danos
oxidativos através da remocdo do radical O,. Estas enzimas sédo codificadas no
ndcleo e entdo transportadas para seus locais organelares por meio de seqiéncias
marcadas com NH, terminais. S80 as Unicas enzimas cujas atividades determinam
as concentragcdes de O, e H,0,, os dois substratos da reacdo de Haber-Weiss que
origina os radicais OH™ e provavelmente por isso, as SODs representam o

mecanismo de defesa central dos organismos vivos (BOWLER, 1992).

Superoxido Dismutase
O,y +0, + 2H" —> H.O, + O,

Mn-SOD: mitocondria
Fe-SOD: cloroplasto
CuZn-SOD: cloroplasto
Cuzn-SOD: citosol

Figura 5 - Dismutagéo pelo superodxido dismutase, formando perdxido de
hidrogénio.



28

2.4.3 Peréxido de hidrogénio

O peroxido de hidrogénio ndo € um radical livre por definicdo, porém & um
intermediéario reativo do oxigénio que se torna perigoso pelo alcance que tem, e por
ndo reagir imediatamente, pois o H,O, pode migrar pela célula e atingir alvos
distantes do local de sua formacdo. E uma ROS importante por sua capacidade de
gerar o radical hidroxil (HO") em presenca de metais como ferro. O H,0O, é formado
principalmente na matriz mitocondrial, durante o processo de reducdo do oxigénio,
ou pela dismutacdo do radical superoxido pela enzima SOD (FRIDOVICH, 1998).
Além de ser formado na reacdo de dismutacdo do superdxido e por fagocitos,
também é um subproduto da assimilacdo oxidativa de varias fontes de carbono e

nitrogénio, por peroxissomos e glioxissomos (FORMAN e THOMAS, 1986).

As peroxidases sdo enzimas que participam de varios processos fisiolégicos.
Entre as reagcfes que participa, esta a producao de lignina. As reacdes ocorrem em
diversas partes da célula. A formacédo de lignina assim como a producédo de H,0,
ocorre proxima a parede celular onde estdo localizadas as peroxidases (STRACK,
1997). As peroxidases possuem papel importante nas respostas de defesa das
plantas, pois atuam na lignificagdo e no espessamento da parede celular em
resposta ao ataque de patdgenos (VANCE et al., 1980).

A peroxidase catalisa a oxidacao e polimerizacdo de alcool hiroxicinamico em
presenca de peréxidos de hidrogénio (STRACK, 1997; ABELLES e BILES, 1991).
Ela também participa da incorporacdo de glicoproteinas ricas em hidroxiprolina a
parede celular e destruicdo peroxidativa do acido indolil-3-acético (AIA) (HOAGLAN,
1990) e de outros reguladores de crescimento (BARZ e KOSTER, 1981). As
peroxidases participam ainda da biossintese do etileno e da oxidacdo de compostos
fendlicos, acumulando-se em resposta a um elicitor (ASADA, 1992). A atividade
desta enzima pode ser alterada em funcdo da resisténcia ou suscetibilidade de
diferentes hospedeiros na presenca de diferentes patdgenos ou elicitores (ASADA,
1992).

A atividade da enzima esta relacionada a resisténcia de cultivares, sendo

maior em cultivares mais resistentes. Shimoni et al. (1991) mostraram que a
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atividade da peroxidase aumentou mais rapidamente em cultivares de milho

resistentes a infeccdo por Exserohilum turcicum, do que nos suscetiveis.

Superdxido dismutase (SOD) H;0,+ 0, +H — H,0,+ 0,
G:'_+ 0]_— 2H+ —JrH;O: + Dg
Ascorbato Peroxidase (APX) APX + Hy0; — Composto I + H,O
Composto I + Ascorbato — Composto I+ MDA
Composto [I + Ascorbato — AP + MDA '+ H,O
Catalase H:0: + H:O0n — 2H,0 + 05

MDA - Radical monodehidroascorbato

Figura 6 - Equacdes quimicas ilustrando as principais enzimas chaves catalisando a formagéo e
degradacédo de espécies ativas de oxigénio (ROS) em plantas (REZENDE et al., 2003).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a inducado do sistema de defesa em mamoeiro (Carica papaya L.), cv.
Golden, pelo oxido nitrico (NO) e sua efetividade contra o virus da meleira do

mamoeiro (PMeV).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Avaliar a atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD) e peroxidase

(POD) em folhas de mamoeiros da cv. Golden apés tratamento com NO.

= Avaliar histoquimicamente a sintese de superéxido (O;) e peroxido de

hidrogénio (H,0O,) em mudas de mamoeiro tratadas com NO.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL BIOLOGICO

4.1.1 Plantas de mamoeiro — Cv. Golden

As sementes provenientes do INCAPER (Instituto Capixaba de Pesquisa,
Assisténcia Técnica e Extensdo Rural) foram plantadas em 40 vasos de n° 04
contendo uma mistura de terra organica e areia (3:1 v/v). As 40 plantas foram
irrigadas 3 vezes por semana e cultivadas em telado para aclimatacdo até o quarto
més apds a germinacao. Posteriormente foram acondicionadas em caixas de vidro a

uma temperatura média de 20°C, sob fotoperiodo de 12 horas.

4.1.2 In6éculo de Papaya meleira virus (PMeV)

Latex coletados a partir de plantas doentes foi utilizado nos tratamentos como
fonte de inéculo para o PMeV. Nas mudas do cv. Golden, de quatro meses de idade,
foram injetados cerca de 20 pl de latex infectado fornecido pelo INCAPER/ES
(Rodrigues, 2006). As inoculagBes foram realizadas com uma seringa cirdrgica
comum de 5 mL no &pice e no peciolo das plantas em diferentes profundidades

(aproximadamente 1 cm).

Cinco plantas foram utilizadas no tratamento com o elicitor (SNP), enquanto
outros cincos permaneceram inoculados sem o elicitor, representando o controle

negativo.

4.2 TRATAMENTO DE PLANTAS COM O OXIDO NIiTRICO —NO

Mudas de mamao foram tratadas através de pulverizacdo com o doador de
NO, nitroprussiato de sodio (SNP) a 10 mM. As plantas foram divididas em cinco

grupos: 1) plantas ndo tratadas; 2) plantas pulverizadas com agua; 3) plantas
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pulverizadas com nitroprussiato de soédio (SNP); 4) plantas inoculadas com o virus
PMeV e 5) plantas pulverizadas com SNP e concomitantemente inoculadas com o
PMeV.

As respostas de defesa (aumento das ROS) foram analisadas nos tempos @;
15; 30; 45 min; 6; 24; 48; 72 horas; 15 e 30 dias apds o tratamento para todos os

tratamentos.

4.3 MICROSCOPIA OPTICA

A caracterizacdo histoquimica foi realizada utilizando o peciolo de folhas de
mamoeiro (cv. Golden) como teste. Os resultados relativos a microscopia Optica
foram documentados digitalmente em microscopia de campo claro em microscopio
LEICA®, equipado com camera Moticam® 2000 / 2.0 Pixel, acoplado ao sistema
Motic Plus / Soft Imaging System de processamento digital de imagens.

4.3.1 Histoquimica

As andlises foram realizadas de material a fresco das amostras submetidas
aos tratamentos, conforme descrito no item 4.2, coradas com: Azul de nitro-tetrazélio
(NBT), para deteccdo de O, tecidual e com 3,3 -diaminobenzidina (DAB), para

deteccdo do H,0, tecidual.

Detecc¢éo de superoxido (Oy)

A deteccdo de O, tecidual foi realizada conforme Jabs et al. (1996) com
algumas modificagdes. Cortes transversais do peciolo foram realizados a méao livre e
depositados em placas de Petri contendo uma solu¢do de NBT 0,5 mM, pH 7,4, por
12 h. Amostras controle foram mantidas apenas em agua deionizada. Todos 0s
cortes foram descorados em etanol 96% fervente, durante 20 min, e montados entre

lamina e laminula em agua glicerinada a 50%.
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Deteccéo de peroxido de hidrogénio (H205)

A deteccdo do H,O, tecidual foi realizada conforme Jabs et al.. (1996) com
algumas modificaces. Cortes transversais do peciolo foram realizados a méo livre e
depositados em placas de petri contendo uma solucédo de DAB-HCI 5,0 mM pH 3,8,
durante 12 h. Amostras controle foram mantidas apenas em agua deionizada. Todos
os cortes, foram descorados em etanol 96% fervente, durante 20 min, e montados

entre lamina e laminula em agua glicerinada a 50%.

4.4 DETERMINACOES ENZIMATICAS

4.4.1 Dosagem da atividade da superéxido dismutase (SOD)

A determinacédo da atividade da superédxido dismutase foi realizada conforme
Osswald et al. (1992). As folhas congeladas (0,3 g) foram homogeneizadas com
Polyvinylpoly-pyrrolidone (PVPP) e solu¢do contendo tampéo fosfato (50 mM, pH
7,5), EDTA-Na; 1 mM, NaCl 50 mM e acido ascorbico 1 mM e centrifugadas (11.000
rpm, 30 min, a 4 °C). Foram adicionados ao sobrenadante: 0,5 mL de EDTA-Na2
0,54 mM, 0,8 mL de tampé&o fosfato de potassio (0,1 M, pH 7,0), 0,5 mL de metionina
0,13 mM, 0,5 mL de azul p-nitrotetrazdlio (NBT) 0,44 mM e 0,2 mL de riboflavina 1
mM. A solucao resultante foi exposta a luz fluorescente (80 W) por 20 min. Extratos
preparados seguindo o mesmo procedimento foram mantidos no escuro. A
absorbéancia da solugéo foi medida em espectrofotdmetro (A = 560 nm) em ambos os
tipos de extrato (iluminado e ndo iluminado) e a diferenca entre as duas
absorbéancias foi considerada para a determinacdo da atividade da SOD, que
consistiu na inibicdo da reducdo do NBT pela dismutacdo enziméatica do superoxido.
A atividade foi expressa em Abs/min/mg de proteina.

4.4.2 Dosagem da atividade da peroxidase (POD)

A determinacdo da atividade de peroxidase foi realizada conforme Roncato e
Pascholate (1998) com algumas modificagbes. Foram triturados 0,3 gramas de
plantas em nitrogénio liquido. Posteriormente, as amostras trituradas foram

ressuspensas em 4 mL do tampéao fosfato 0,01 M (pH 6,0) & 4 °C. O extrato foi
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centrifugado a 11.000 rpm por 25 minutos a 4 °C e o sobrenadante coletado. Foram
adicionados a 60 pL do sobrenadante: 0,9 mL de tampéo de reacéo (0,153 L de
H.0O,, 0,125 pL de guaiacol em 50 mL de tampéao de extracdo) e 40 uL do tampéo de
extracdo. A leitura foi realizada a 470 nm e a atividade expressa em Abs/min/mg de

proteina.

4.4.3 Determinacao do conteudo protéico total

O conteldo protéico da muda foi determinado segundo o método de Lowry
(1951) e a leitura realizada em espectrofotbmetro a 660 nm.

Para preparacdo da amostra, 0,3 gramas de plantas foram trituradas em
nitrogénio liquido, ressuspensas em 4 mL do tampéao fosfato 0,01 M (pH 6,0) a 4 °C.
O extrato foi centrifugado a 20.000 g por 25 minutos a 4 °C e o sobrenadante
coletado. Para dosagem foi utilizado o reagente de cobre composto por: 48 mL da
solucédo de carbonato de sédio 3% em NaOH 0,1 N, 1 mL de tartarato de sddio e
potassio 4% e 1 mL de sulfato de cobre 2%. 1 mL do EBP foi adicionado a 5 ml do
regente de cobre e a mistura foi misturada. Apés 10 minutos, foi adicionado 500 uL
do reagente de fenol, que consiste em 1 volume de reagente de Folin e Ciocalteu e 2
volumes de agua destilada. Apés 10 minutos foi realizada a leitura a 660nm. Para
determinacao da concentracao foi utilizado uma curva de calibragéo feita a partir de
aliquotas (25, 50, 100 e 150 pL) de padrao de albumina de soro bovino na
concentragéo de 1mg/mL.
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5 RESULTADOS

5.1 INDUCAO DAS ENZIMAS OXIDATIVAS

5.1.1 Superoxido dismutase (SOD)

Folhas de mudas de mamé&o cv. Golden, apos pulverizacdo com o doador de
NO, nitroprussiato de sédio (SNP), a 10 mM, foram coletadas e analisadas quanto a
atividade da enzima SOD. Observou-se um aumento na atividade desta enzima nos

diferentes tempos pés-tratamento, correspondente a inducdo desta pelo NO.

Nas condicbes do experimento, imediatamente apds o tratamento, ou seja,
nos primeiros minutos, observou-se um aumento da atividade da SOD nas plantas
de mamoeiro pulverizadas com SNP. Este aumento foi significativo quando
comparado com as plantas controle pulverizadas com &gua ou sem nenhum
tratamento. Entretanto, apds 15 minutos do tratamento com o NO ocorreu um
decréscimo da atividade da enzima. Porém, outro pico de atividade foi observado no
tempo de 30 minutos apos o tratamento. Nos periodos subsequentes, de 45, 60,
180, 360 min, 15 e 30 dias, ocorreu um decréscimo na atividade, mas que ainda
permaneceu elevada quando comparada aos controles. Portanto, o pico da atividade

da SOD ocorreu no tempo 0 e 30 minutos apos o tratamento com NO (Figura 7).

Visando identificar a regido da folha em que se concentrava a enzima SOD
ativa, folhas destas mesmas plantas foram analisadas quanto a formacao de radicais
superéxidos. Desta forma, testes histoquimicos foram realizados e a analise foi

efetuada por microscopia otica.

Verificou-se, portanto, que a atividade enzimatica da SOD se localiza
principalmente no floema e xilema e, em menor propor¢cdo, em células préximas a

epiderme e subepiderme (Figura 8 d, h, i).

Foram observadas grandes diferencas na intensidade de coloracéo,
indicativas de diferengas nos niveis de atividade enzimatica adsorvida na membrana.

Apesar da reacdo de transformacdo dos radicais superoxido em peréxido de
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hidrogénio, catalisado pela SOD, também ter ocorrido nas plantas controle,
nitidamente o tratamento com NO foi efetivo na inducdo da SOD, j& que nas plantas

pulverizadas com SNP a coloracéo observada foi muito mais forte (Figura 8 a, c, e).

Foi observada uma relacéo direta dos resultados de histoquimica com os de
atividade enzimatica. Esta relagéo se tornou ainda mais nitida no periodo de 30 min
pés tratamento, mostrando um pico maior na atividade da enzima e uma
visualizacdo mais nitida na formacédo do superoxido na regido do xilema e floema da
planta de mamoeiro tratada com SNP (Figura 8 f).

0.05+
0.04 1

0.03+

Unidade SOD g-1

0.02+

0.01+

0.00-

Figura 7 — Atividade da superoxido dismutase (SOD) apo6s diferentes tempos de indugdo. Os tempos
foram representado por letras, (A) 0; (B) 15 min; (C) 30 min; (D) 45 min; (E) 1 h; (F) 3 h; (G) 6 h; (H)
24 h; (1) 48 h; (J) 72 h; (K) 15 dias; (L) 30 dias. As barras de erro representam o desvio padréo de trés
repeticoes. mm Controle; = Tratada com agua; == Tratada com NO.
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Figura 8 (a — n) Microscopia Optica de campo claro de cortes transversais do peciolo de mamoeiro
(cv. Golden). Apos coloragdo com Azul nitro-tetrazol. As siglas a, c, e, g, i, kK € m representam as
plantas controle nos tempos 0, 15, 30, 45 min e 1, 3, 6, 24, 48, 72 h, 15 e 30 dias, respectivamente;
enquanto b, d, f, h, j, | e n representam as plantas tratadas com NO nos mesmos tempos. Barra = 100
pm.

Como o tratamento com NO, através da pulverizacdo de mudas de mamoeiro
com SNP, foi capaz de induzir a atividade da SOD, passou-se, entdo, ao estudo

deste sistema quando a planta é inoculada com o virus da meleira do mamoeiro.

Para uma melhor andlise da resposta de mudas de mamoeiro pulverizadas
com SNP e inoculada concomitantemente com PMeV, foi introduzido um novo
controle, somente da inoculacdo de tampao fosfato, visando descartar o efeito da

injuria feita pela agulha na planta.

Observou-se um aumento na atividade da enzima SOD, em todos os tempos
analisados, quando concomitante tratamento com NO e inoculagdo com PMeV.
Apesar das plantas controles também terem apresentado um estimulo
desencadeado pelo NO, demonstrado pelo aumento da atividade da SOD, as mudas
de mamoeiro tratadas com SNP e concomitantemente inoculadas com PMeV
apresentaram atividade da SOD significativamente maior (Figura 9). Neste caso, um

pico de atividade ocorreu nos tempos 0, 1 e 24 h pés-tratamento.

O aumento da atividade da SOD observado nas plantas pulverizadas com
SNP e concomitantemente inoculadas com PMeV ocorreu até o periodo de 15 dias;
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ndo tendo mais uma atividade significativa no periodo de 30 dias pds-tratamento,
conforme apresentado na figura 9.

0.054
0.04+
0.034

0.021

Unidade SOD g-1

0.014

0.00-
A B Cc D E F G H | J K L

Tempo (h)

Figura 9 — Atividade da superoxido dismutase (SOD) apds diferentes tempos de indugéo e inoculagéo
Os tempos foram representado por letras, (A) O; (B) 15 min; (C) 30 min; (D) 45 min; (E) 1 h; (F) 3 h;
(G) 6 h; (H) 24 h; (1) 48 h; (J) 72 h; (K) 15 dias; (L) 30 dias. As barras de erro representam o desvio
padréo de trés repeticdes. ™= Controle;  Inoculada com fosfato™noculada comPMeV; ™NO+PMeV.
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5.1.2 Peroxidase (POD)

Quanto a atividade da enzima POD, foi usado o mesmo procedimento
realizado para a analise da atividade da enzima SOD. Os resultados obtidos para a
peroxidase demonstraram a ocorréncia de diferencas entre os niveis desta enzima

de plantas de mamoeiro tratadas com NO com os controles néo tratados.

A andlise destes resultados revelou que a atividade da POD em plantas
pulverizadas com SNP foi superior a plantas pulverizadas com agua, mostrando que,

neste caso o NO é efetivo na inducéo de respostas de defesa.

Nas condicdes do experimento, observou-se um aumento da atividade da
POD nas plantas do mamoeiro pulverizadas com SNP imediatamente apds o
tratamento, permanecendo constante durante o periodo de até 6 h. Este aumento foi
significativo quando comparado com as plantas controle pulverizadas com agua ou
sem nenhum tratamento. Nos periodos subsequentes, de 24, 48, 72 horas e 15 dias
ocorreu um decréscimo na atividade, mas que ainda permaneceu elevada quando
comparada aos controles. Apés 30 dias de tratamento, a atividade da POD retornou

aos niveis do controle (Figura 10).

Visando identificar a regido da folha em que se concentrava a enzima POD
ativa, folhas destas mesmas plantas foram analisadas quanto a formacéao de radicais
de perdxido de hidrogénio. Desta forma, testes histoquimicos foram realizados e a

analise foi efetuada por microscopia Gtica.

Foram observadas grandes diferencas na intensidade de coloracgéo, indicativas
de diferencas nos niveis de atividade enzimatica. Uma coloracdo marrom mais
intensa e um espessamento de parede mostram a atividade desta enzima,

principalmente no floema, compondo as fibras do floema (Figura 11 b, d, f, j, ).

Os resultados de microscopia Otica para as plantas tratadas com SNP foram
bem representativos com relagdo a atividade enzimética da POD, ou seja, mais
coloragdo mostrando maior geracdo de H,0O,, indicando diferencas nos niveis de
atividade enzimatica adsorvida na membrana. Esta relacdo se tornou ainda mais

nitida no periodo de 30 min pds-tratamento, mostrando um pico na atividade da
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enzima e uma visualizacdo mais nitida na formacdo de peroxido de hidrogénio na

regido do floema e xilema da planta de mamoeiro tratada com SNP (Figura 11 f).

0.101
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0.08+
0.074
0.06+
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Atividade Peroxidase
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Figura 10 - Atividade da peroxidase (POD) ap0s diferentes tempos de inducdo. Os tempos foram
representado por letras, (A) 0; (B) 15 min; (C) 30 min; (D) 45 min; (E) 1 h; (F) 3 h; (G) 6 h; (H) 24 h; (I)
48 h; (J) 72 h; (K) 15 dias; (L) 30 dias. As barras de erro representam o desvio padréo de trés
repeticGes. mm Controle; - Tratada com agua; mm Tratada com NO.
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Figura 11 (a— n) Microscopia Optica de campo claro de cortes transversais do peciolo de mamoeiro (cv.
Golden). Apos coloragdo com Azul nitro-tetrazol. As siglas a, c, e, g, i, k € m representam as plantas
controle nos tempos 0, 15, 30, 45 min e 1, 3, 6, 24, 48, 72 h, 15 e 30 dias, respectivamente; enquanto b,
d, f, h, j, | e n representam as plantas tratadas com NO nos mesmos tempos. Barra = 100 um.

O tratamento com NO, através da pulverizacdo de mudas de mamoeiro com
SNP, foi capaz de induzir a atividade da POD, passou-se, entdo, ao estudo deste
sistema quando da planta inoculada com o virus causador da doenc¢a da meleira do

mamoeiro, PMeV.

Assim como discutido para as analises de SOD, para uma melhor andlise da
resposta de mudas de mamoeiro pulverizadas com SNP e inoculada
concomitantemente com PMeV, foi introduzido um novo controle, somente da
inoculacao de tampao fosfato, visando descartar o efeito da injaria feita pela agulha

na planta.

Observou-se um aumento na atividade da POD, em todos os tempos analisados,
quando concomitante tratamento com NO e inoculagdo PMeV. Entretanto as plantas
controles também apresentaram um estimulo desencadeado pelo NO, demonstrado
pelo aumento da atividade da POD (figura 12).

A andlise destes resultados revelou que imediatamente apds o tratamento, ou
seja, no tempo Oh, ndo houve aumento da atividade da enzima POD nas plantas de
mamoeiro inoculadas com PMeV e nas plantas pulverizadas com SNP e
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concomitantemente inoculadas com PMeV. Entretanto, apés 15 minutos apos o
tratamento observou-se aumento significativo na atividade desta enzima nas plantas
tratadas com SNP e inoculadas concomitantemente com PMeV. (Figura 12). Ocorreu
um decréscimo no periodo de 30 min, ocorrendo um aumento significativo nos
periodos de 6, 24, 48 e 72 horas.

A partir do 15° dia ndo houve diferenca significativa na atividade da peroxidase
para plantas inoculadas com PMeV e plantas pulverizadas com SNP e inoculadas
com PMeV. (Figura 12).
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Figura 12 — Atividade da peroxidase (POD) ap6s diferentes tempos de inducao e inoculagdo Os tempos
foram representado por letras, (A) 0; (B) 15 min; (C) 30 min; (D) 45 min; (E) 1 h; (F) 3 h; (G) 6 h; (H) 24 h;
(1) 48 h; (J) 72 h; (K) 15 dias; (L) 30 dias. As barras de erro representam o desvio padrdo de trés
repeticdes.=mm Controle; = Inoculada com fosfato; mmnoculada comPMeV; mmNO+PMeV..
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6 DISCUSSAO

O o6xido nitrico induz a formacdo de espécies reativas de oxigénio, entre elas
o radical superoxido, peréxido de hidrogénio, levando ao estresse oxidativo nas
plantas. Na tentativa de eliminac@o dos radicais superoxido formados por condicdes
de adversidades ambientais, as plantas apresentam mecanismos de defesa, através
do aumento da atividade da SOD e POD correlacionando-se ao aumento da
tolerancia ao estresse (SCANDALIOS, 1993).

Podemos constatar neste trabalho que o NO pode ser considerado um indutor
do sistema de defesa do mamoeiro, j4 que foram usados os mesmos procedimentos
para todos os tratamentos, tanto para as plantas tratadas com agua quanto para
tratadas com SNP, mostrando que a resposta da planta ndo foi devido apenas ao
contato das goticulas na planta, e sim o efeito do SNP como indutor de resisténcia
na planta.

Essa resposta do NO a pulverizacdo com SNP foi vista em todos os tempos
analisados, mostrando a efetividade do NO nas plantas de mamoeiro. Esse estimulo
desencadeado pelo SNP na inducdo da atividade da superdxido dismutase e
peroxidase deve estar relacionado com o estresse oxidativo, pois a fim de combaté-
lo, as plantas desenvolvem defesas, através do aumento da atividade de enzimas

antioxidantes.

Diversos trabalhos mostram correlacdes entre resisténcia de plantas a
estresse oxidativo e atividade da SOD e POD. A SOD tem sido extensivamente
investigada por sua atividade ser induzida sob condigbes de estresse oxidativo,
como uma resposta para metabolizar os radicais superéxido produzidos. Como
exemplo, Okamoto et al. (1996) verificaram um aumento da atividade da SOD na
alga Tetraselmis gracilis exposta a cadmio. Barreto (2005) observou em seu trabalho
gue as enzimas POX, GLU, SOD, CAT e PAL estado envolvidas com os mecanismos

de resisténcia do feijdo-caupi contra o fungo Colletrochium lindemuthianum.

Ruiz-Lozano et al. (1996) observaram que a atividade especifica de SOD em

plantas de alface (Lactuca sativa) colonizadas com Glomus mosseae e Glomus
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deserticola e sujeitas a estresse hidrico foi maior em relacdo aos controles nao
micorrizados, concluindo-se que a inducao de SODs em plantas micorrizadas estaria
relacionada aos mecanismos de defesa da planta, em resposta ao estresse hidrico.
Assim, esta enzima pode exercer um papel importante na defesa das plantas de

mamao contra o estresse oxidativo induzido por doador de NO.

Mas nem sempre, esse aumento das atividades enziméticas esté relacionado
a resposta de defesa, pois Dalisay e Kuc (1995 a, 1995 b) demonstraram que
plantas de tomate transformadas com o gene de uma peroxidase de pepino, mesmo
com o aumento da expressdo de peroxidases ndo se tornaram resistentes a

patégenos.

A outra enzima avaliada a peroxidase, teve sua atividade aumentada na
planta tratada com SNP, que esta envolvida na fase final da lignificacdo de parede
(BOUDET et al., 1995). A lignina é um polimero de fendlicos aromaticos que pode
ser formado em resposta a ferimentos e ao ataque de patdégenos (BOUDET et al.,
1995). Ha uma forte evidéncia de que a lignificacdo é um importante mecanismo na
resisténcia a doencas. Tem sido observado o aumento dos niveis da lignina em
muitas espécies de plantas, a partir de infeccbes causadas por organismos
patogénicos, tais como, fungos, bactérias, virus e nematdédeos (STICHER et al.,
1997).

O reconhecimento rapido de patdgenos invasores pelas células vegetais e a
inducdo rapida das respostas de defesa s@o essenciais para a resisténcia das
plantas. Desta forma, a resisténcia ocorre quando respostas multiplas de defesa sédo
ativadas rapidamente e coordenadamente (YAMAMIZO et al., 2006).

A avaliacdo da atividade SOD em plantas inoculadas com PMeV comparadas
as plantas inoculadas e concomitantemente pulverizadas com SNP, mostrou uma
tendéncia de aumento da atividade desta enzima no segundo caso, embora as
diferencas ndo atinjam o nivel de significancia, provavelmente em funcédo da alta
carga viral. Estes dados mostram que a atividade da SOD é relativamente pouco
afetada pela infeccdo viral nas condicdes do experimento, realizado em plantas
mantidas em casa de vegetacdo. Esta enzima controla a quantidade de espécies

reativas de oxigénio. Sabe-se que, em plantas que desenvolvem a reacdo de
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hipersensibilidade (RH), a quantidade de espécies reativas de oxigénio aumenta
bruscamente (“estresse oxidativo”) durante a formacgéo da lesdo e o isolamento do
patégeno (VENISSE et al., 2001). Mas como as plantas estudadas estavam com
infeccdo sistémica, estes mecanismos estavam sendo utilizados, ndo havendo,

portanto, alteragéo na atividade da SOD.

J4& a avaliacdo da atividade da POD logo apdés as plantas serem
concomitantemente pulverizadas com SNP e inoculadas com PMeV comparada com
as que foram inoculadas com PMeV, observou-se que ambas aumentaram a
atividade de POD, sendo este aumento mais evidente para as plantas pulverizadas
com SNP e inoculadas com PMeV. No entanto, este aumento na atividade
enzimatica ndo é suficiente para se afirmar que houve ativacdo dos mecanismos de
defesa da planta, ja que ndo houve diferenca significativa nos tratamentos apds o

periodo de 15 e 30 dias.

A atividade da peroxidase pode estar relacionada a resposta de defesa das
plantas, sendo esta uma enzima chave na expressdo de resisténcia para muitas
interacOes patdégeno-hospedeiro (LEHERE, 1969). Essa enzima atua na oxidacao de
compostos fendlicos que se acumulam em resposta a infeccdo, atua também na
sintese de lignina e na biossintese do etileno (PUERTOS-ROMERO, 2004). Sua
atividade pode ser alterada em fungéo da resisténcia ou suscetibilidade de diferentes
hospedeiros na presenca de diferentes patdogenos (FLORS e NONELL, 2006). Os
resultados obtidos neste trabalho mostraram altos niveis da atividade de peroxidase

em plantas pulverizadas com SNP e inoculadas com PMeV.

Normalmente estas enzimas atuam como indicadoras do inicio da evolucéo
da resposta de resisténcia, do que como elementos destinados a exercer defesa
(FLORS e NONELL, 2006). Embora as peroxidases ndo possam ser utilizadas como
marcadores de resisténcia bioquimicos, pelo menos neste trabalho a alteracdo na

sua atividade € um indicio de metabolismo alterado.

Esta diferenca nas atividades enzimaticas mostrou que a acumulagcdo do
superéxido e peroxido de hidrogénio durante a primeira fase do processo de

infeccdo poderia ser um fator importante que determinasse a sensibilidade da



50

infeccdo da planta. Confirmaria os resultados obtidos por Hernandez et al. 2001 em

cultivares de damasco em relagdo ao virus da variola da ameixa.

Em ambos os casos, a diferenca da suscetibilidade é determinada
principalmente por diferencas entre H,O, que gera enzimas (SOD) e as enzimas
H,O, scavenger (CAT, POX). Consequentemente, H,O, acumula nas plantas
resistentes e pode ser um dos fatores que provocaram a resposta da defesa.
Geralmente, a geracao e a acumulacéao rapida de H,O; na interacdo do patégeno da

planta, € uma caracteristica adiantada da resposta hipersensitiva.

Em nosso caso, e por causa das diferencas notaveis na viruléncia do
patébgeno, a acumulacdo de O, e H,0O, pode ser atribuida a uma resposta
hipersensitiva. Pode-se relacionar certamente a outras vias metabdlicas para que Oy
e H,O, sejam usados como o intermediarios metabdlicos, porque a presenca da
superoxido dismutase e da peroxidase ndo é um fator limitante em plantas
resistentes, ativa potencialmente a biossintese da lignina fortalecendo a parede da

célula.

Diretamente envolvida na transducado de sinal, a atividade enzimatica também
pode estar envolvida na inducé&o de outros mecanismos de defesa e/ou patogénese
ligados as proteinas, ou ela pode ser apenas mais um componente da resposta das

plantas.

Outros trabalhos sdo necessarios para definir o papel exato de O, e H,0,
neste contexto. Eles serdo de grande interesse para compreender a base bioquimica

da resisténcia mecanismos envolvidos na interagdo do mamoeiro e o PMeV.

Para todos os parametros bioquimicos estudados no trabalho, ndo é possivel
observar as diferencas entre as plantas inoculadas com PMeV e as plantas
inoculadas com PMeV e concomitantemente pulverizadas com PMeV. A resisténcia
resposta parece ser essencialmente determinada pela capacidade de resposta da
planta pulverizada pelo SNP e ndo pelo patogeno.

As pesquisas com a cultivar Golden estdo crescendo devido a sua
importadncia econbmica, entretanto ndo existem muitas publicagbes envolvendo

aspetos moleculares e bioquimicos, sendo assim destacamos a importancia da
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geracdo de hipéteses e formulagdo de questdes que permanecem em aberto para
futuras abordagens no avanco biotecnologico dessa cultura.

Estando os resultados em acordo com recentes estudos que comprovam a
participacdo do NO em diversos processos fisioldgicos nas plantas, inclusive no

desenvolvimento e defesa contra ataque de patégenos.
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7 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Embora existam controvérsias sobre a possivel origem do NO nas plantas,

esta molécula possui claramente uma acao elicitora em mudas de mamoeiro;

O tratamento com NO foi capaz de induzir o acumulo de espécies reativas de

oxigénio em mudas de mamoeiro da cv. Golden;

No presente trabalho, avaliou-se a alteracdo quantitativa e qualitativa da
superoxido dismutase e peroxidase. Visando estabelecer o envolvimento
destas enzimas no mecanismo de resisténcia de plantas de mamé&o ao PMeV,
€ interessante avaliar o perfil eletroforético das diferentes isoenzimas de
superéxido dismutase e peroxidase em plantas inoculadas com PMeV e
plantas pulverizadas com SNP e inoculadas com PMeV, uma vez que
diferentes isoformas provavelmente estejam relacionadas a diferentes

funcoes.
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