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RESUMO

Esta tese teve como objetivos caracterizar as alteracBes histoldgicas e fisiologicas
induzidas em plantas de larapja Pera e limfo 'Galego, inoculadas com isolados fracos (Pera
IAC e Isolado 50) e severos (Pera Ric ¢ Barfio B) do virus da tristeza dos citros (CTV);
estudar as respostas das plantas 4 infecglo pelo CTV quanto 4 variagio de atividades
enziméaticas envolvidas na reacfo da planta (PAL, CAD, Peroxidases ligadas & parede celular -
POX-lig); obter dados sobre a localizacio a nivel morfo-histologico de peroxidases ligadas &
parede celular; obter dados sobre isoenzimas de peroxidases envolvidas na resposta & infecgdo
pelo CTV; caracterizar a resposta das plantas 2 infec¢io pelo CTV quanto a alteragdes no
conteudo de 4cido salicilico total. Para tanto, plantas de laranja Pera e limio 'Galego foram
inoculadas por unifio de tecido com borbuthas de plantas infectadas com os isolados do virus.
Como controle foram usadas plantas enxertadas com borbulhas sadias. As plantas foram
mantidas em casa de vegetacdo.

Nos experimentos onde determinou-se a atividade das enzimas PAL,CAD e Pox-lig foi
verificado, com excegdo da enzima CAD, que plantas infectadas pelos isolados severos do
CTV apresentaram um aumento significativo na atividade dessas enzimas, enquanto que as
plantas infectadas pelos isolados fracos do virus diminuiram a atividade ou nfo a modificaram.
Quando guaiacol e siringaldazina, substratos especificos para determinar a atividade de
peroxidases foram usados, observou-se que a atividade de guaiacol peroxidase ndio apresentou
correlagdo com a severidade do isolado do CTV. As diferencas observadas na atividade de
siringaldazina peroxidase foram de tal magnitude que poderiam ser consideradas na pratica

como um pardmetro na diferenciacdo entre isolados fracos e severos do CTV. A enzima CAD



ndo foi estimulada pela infecgio com os diferentes isolados do CTV, ndo foram observadas
diferengas nas atividades entre a plantas infectadas com virus e plantas sadias.

Assim como na Pox -lig e PAL, o contetido de 4cido salicflico foi mais elevado
somente nas plantas infectadas pelos isolados severos do virus. Plantas infectadas pelo isolado
severo Barfio B apresentaram teores de SA duas vezes mais elevados que as plantas sadias e
2,7 e 44 vezes o valor de plantas infectadas com os isolados Pera IAC e Galego 50,
respectivamente.

Nos experimentos de eletroforese as isoperoxidases foram separadas em gel 4cido (pH
4,5) ¢ gel alcalino (pH 8,3). Em gel alcalino utilizando carbazole como substrato genérico para
peroxidases, observou-se duas ba;zdas peroxidases citoplasmaticas nos materiais infectados
com isolados severos, enquanto que com o isolado fraco e plantas sadias apresentaram apenas
uma banda. Em pH 4cido, utilizando siringaldazina como substrato, apenas uma peroxidase de
parede celular foi detectada em plantas infectadas pelos isolados severos do CTV. Plantas
sadias e infectadas com isolados fracos do virus nio apresentaram atividade.

A analise da atividade de guaiacol peroxidase através de fracionamento por HPLC
mostrou que as plantas infectadas com o isolado severo do CTV apresentaram dois picos de
atividade, sendo o primeiro aos 16-17 minutos de eluigdo com atividade em torno de 0,02
AAbs / min. e o segundo pico, aos 19,5 min. de eluicfio, com atividade bem maior, em torno
de 0,09 AAbs / min. Por outro lado, plantas sadias e plantas infectadas com isolado fraco do
virus apresentaram apenas um pico de atividade aos 20 min. de eluigio com atividade ao redor
de 0,04 e aos 21 min. de eluicdio com atividade ao redor de 0,06 AAbs / min, respectivamente.

Nos ensaios de microscopia de fluorescéncia, plantas de limfo’ Galego’ infectadas pelo
isolado severo Bardo B apresentaram depressdes no xilema que foram visualizadas quando

utilizou-se excitagdo com luz UV (Fig. 13 a). O material apresentou fluorescéncia amarela
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com excitagdo por luz azul (Fig. 13 b). Em plantas sadias e plantas infectadas pelo isolado
fraco Galego 50 niio foram observadas alteracGes na fluorescéncia na regifio do floema e do
cambio vascular (Fig. 13 c.d, respectivamente). Em plantas de laranja 'Pera’ infectadas pelos
isolados severos Barfio B e Pera Rio, foi observado um acimulo de material fluorescente
verde na regido do cdmbio vascular.

O trabalho permite concluir que a atividade de peroxidase associada a lignificagdo
(Pox-lig) pode ser considerada como um parfimetro bastante significativo para a diferenciagdo
de isolados fracos e severos do CTV. Os isolados severos do virus causam aumento na
atividade de enzimas envolvidas nas reagdes de defesa das plantas, concomitante com o
aumento no teor de SA, que atua como molécula sinalizadora. Plantas mfectadas pelos
isolados severos apresentam disfincfo do floema, na regifio do cdmbio vascular e também o
aparecimento de uma proteina com atividade peroxidasica que pode ocorrer através de sintese

de novo (ativacio génica) ou por ativagio de proteina preexistente.
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Summary

The present work had as objective the characterization of physiological and
histological alterations induced in ‘Pera’ sweet orange and ‘Mexican’ lime plants infected by
severe (Pera Rio and Barfo B) or mild (Pera IAC and Isolado 50) isolates of citrus tristeza
virus {(CTV). The response of plants to CTV infection was examined in relation to changes in
enzymatic activities associated with the reaction of the plant to virus infection: PAL, CAD and
cell wall-associated peroxidase (Pox-lig). Also examined were the content of salicylic acid, the
histological localization of cell wall-associated peroxidases and their electrophoretic
characteristics. All the experiments were conducted in ‘Pera’ orange and ‘Mexican’ lime
plants, graft-inoculated with the different CTV isolates. As healthy controls, plants graft-
inoculated with healthy scions were used. The plants were kept in the greenhouse during the
experiments.

Two enzymes, PAL and cell wall-associated peroxidase, have their activity
significantly increased in plants infected by severe CTV isolates. These enzyme activities
were reduced or not changed by infections with mild isolates, as compared to healthy controls.
This correlation between activity and severity of the virus isolate was not observed when
guaiacol was used as generic substrate in the peroxidase assay. However, using syringaldazine
as substrate for cell wall-associated peroxidase (Pox-lig), the correlation was evident. The
differences in syringaldazine-peroxidase and in PAL activities were of such magnitude that
they may be useful as a parameter in differentiating mild and severe isolates. The activity of
the enzyme CAD was not changed by CTV infection, whether of severe or mild isolates.

Paralleling the activity of Pox-lig, the content of salicylic acid was also increased only

in plants infected by severe CTV isolates. Pera’ oranges infected with the severe isolate



“Bario B” had 2,7 and 4,4 times greater content of SA than plants infected with “Pera IAC” or
“Galego 50” mild isolates, respectively.

Using non-denaturing PAGE electrophoresis at an alkaline pH (pH 8.3) an additional
band was detected only in plants infected with severe isolates. At acid pH (pH 4.5) it was
possible to detect one band with syringaldazine-peroxidase activity only in plants infected
with severe isolates.

Separation of isoenzymes by HPLC showed an additional peak of guayacol activity
(0.02 Aabs/min) eluting at 16-17 minutes, which was absent in healthy or mild isolate-infected
materials. At 19.5-21 minutes eluted a peak of greater activity (0.09 Aabs/min) that was
common to infected and healthy materials.

Fluorescence microscopy of stem tips of ™exican' lime plants, infected with the
severe isolate Bardo B, showed depressions in the xylem, visualized using UV excitation light.
With blue light excitation it was possible to visualize a yellow fluorescing material within the
Xylem depressions (Figs. 13 a and b). In healthy or mild isolate (Galego 50) materials,
fluorescence alterations were not observed in the cambium zone. In Pera' orange plants
infected with severe isolates (Bardo B and Pera Rio) the accumulation of green-fluorescent
material was observed in the cambium zone when UV excitation was used.

It may be concluded that peroxidase activity associated with lignification can be
considered as a significant parameter to differentiate severe from mild isolates of CTV. Severe
isolates of CTV induce increases in enzyme activities involved in plant defense mechanisms,
paralleling the increase of salicylic acid content, which functions as signaling molecule. Plants
infected by severe isolates show disfunctional phioem and an altered cambium zone. They also
show the appearance of a new band with peroxidasic activity that may arise from de novo

synthesis (gene activation) or from activation of a pre-existing protein.
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1. INTRODUCAOQ

A resisténcia natural de plantas a microorganismos patogénicos baseia-se, em parte,
numa variedade de barreiras e mecanismos de defesa jd existentes, denominados constitutivos.
Todavia, plantas possuem mecanismos de defesa pds-infeccional, ainda mais eficientes, que
sdo acionados apos serem elas expostas a agentes de indugiio ( Kiraly et al., 1970; Sticher et
al.; 1997).

Duas caracteristicas fundamentais da resisténcia induzida, amplitude do espectro de
efetividade e sistemicidade, tornam-na de grande potencialidade no controle de enfermidades
de plantas (Kloepper, 1996; Van Loon er al., 1998). Numa visdo geral e simplificada do
processo de resisténcia induzida, o fendmeno pode ser comparado com a imunizagdo de
animais e seres humanos em seus efeitos finais de protecio, ainda que os mecanismos sejam
totalmente diferentes em sua natureza, pois na resisténcia induzida ocorre protecio de amplo
€spectro, enquanto que na imunizac@o em animais a protegio € especifica para cada doenca.

Nzo se pode assumir, simplesmente, que ocorreu indugo de resisténcia quando plantas
ficam protegidas contra patdgenos apds exposigio a agentes bidticos ou abiticos,
putativamente indutores de resisténcia. Afinal, o agente de controle tanto pode estar realmente
induzindo resisténcia, como atuando diretamente sobre o patégeno, ou ambas as coisas
(Sticher er al., 1997; Van Loon er al., 1998).

A resposta de hipersensibilidade (HR) é considerada uma forma de resisténcia, e é
determinada por um (nico gene dominante no gen6tipo vegetal (Dawson & Hilf, 1992). Ela se
manifesta como pequenas lesdes necrdticas em resposta da planta ao ataque de patdgenos e

ocorre poucas horas apds o ataque (Agrios, 1998). A ativacio da HR leva 4 morte de células



no sitio de infecgdo, resultando na restri¢do do patégeno a pequenas areas ao redor das células
inicialmente infectadas (Holub et al., 1994).

Varios processos caracteristicos de HR parecem envolver primeiramente a ativacio de
enzimas pré-existentes, ao invés de ocorrerem rnudangas na expressdo génica. Um desses
processos répidos € a liberacdo de formas ativas de oxigénio, principalmente, fon superéxido
(O27), peroxide de hidrogénio (H,O,) e radical hidroxila (OH'), local e sistemicamente
(Orozco-Cardenas & Ryan, 1999). Essa € provavelmente a primeira resposta em interacdes
incompativeis, que atuaria como gatilho que desencadeia a resposta de hipersensibilidade
(Mehdy, 1994). O O, gerado € rapidamente dismutado tanto nfio enzimaticamente como via
superoxido dismutase (SOD) a H,0, sendo desse detectado na maioria das plantas. Este surto
oxidativo precede e, posteriormente, acompanha a morte celular da planta hospedeira
associada a lesdo (Mehdy et al., 1996).

O surto oxidativo estd correlacionado com a ocorréncia da HR em diversos modelos
planta-patégeno e desta forma pode ser um elemento importante que contribui para o
desenvolvimenio da resisténcia induzida (Mehdy, 1994).

Doke & Ohashi (1988) verificaram que O, foi produzido em interacdes incompativeis
entre batata e Phytophtora infestans e entre fumo e o virus do mosaico do fumo ("tobacco
mosaic virus" - TMV), em discos foliares, sob reagdc de hipersensibilidade. Ao contrério,

pouco Oy foi produzido em discos foliares ndo infectados ou sob invasdo sistémica em

interagdes compativeis,



1.1. Sinais bioquimicos desencadeadores de fenémeno de resisténcia

O conhecimento que se tem sobre sinais bioquimicos desencadeadores de eventos que
culminam na resisténcia induzida ainda é fragmentario (Lawton et al., 1994; Shah er al;
1997), principalmente baseado em sistemas-modelo envolvendo plantas transgénicas ou
mutantes de Arabdopis sp. e acio de inibidores de rotas de sintese de certos compostos.
Contudo, jd ha evidéncias suficientes para certas hipéteses serem formuladas e certos
conceitos bésicos estabelecidos.

Um dos compostos que vem sendo considerado como sinal bioquimico de indugio € o
etileno. Plantas o sintetizam tanto como resposta a ferimentos, como a infec¢io por patdgenos
€ 24 exposicdo a elicitores de mecanismos de defesa ( Grosskopf et al., 1991). Mauch er al.
(1984) encontraram que a indugdo de sintese de quitinase e B-1,3-glucanase, proteinas
associadas 4 resisténcia induzida, ocorre em vagens de feijoeiro expostas a
aminoetoxivinilglicina (inibidor da sintese de etileno), o que levou a Sticher er al. (1997) a
interpretarem que a sintese de etileno ocorrendo concomitante com a indugdo de resisténcia,
poderia ser mais um efeito que uma causa.

Acido jasmdnico ("jasmonic acid” - JA), jasmonatos e seus derivados encontram-se
iargamente distribuidos em tecidos de plantas (Stumpf & Conn, 1981). Sticher et al. (1997)
consideram ainda um pouco controvertidas as evidéncias experimentais de que JA e seus
derivados podem se constituir em sinais bioquimicos de resisténcia sistémica induzida.
Entretanto, a fregiiéncia com que eles ocorrem em tecidos vegetais, aliada a sua conhecida
mobilidade nos tecidos e entre plantas, podem apontar uma funcio sinalizadora, segundo
Farmer & Ryan (1990). Gundlach et al. (1992), pressupbem que JA seja um sinal de
resisténcia sistémica, sinal este que se transloca para outros 6rgéo desencadeando eventos que

levam a ativagdo de genes de resisténcia. Cohen et al. (1993) induziram resisténcia local e
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sistmica em plantas de tomate e batata a Phytophthora infestans pela aplicacdo exdgena de
JA. Trabalhos recentes relatam que o JA atua como sinal para resisténcia a insetos (Mc Conn
et al.,1997; Leon er gl., 2001},

Qutros proviéveis sinais bioquimicos de resisténcia induzida sfo o Acido salicilico (
"salicylic acid” - SA), salicilatos e seus andlogos. White (1979) observou que a exposicio de
plantas de fumo a SA induzia sintese de Proteinas Relacionadas com Patogénese (PRPs) e
concomitante resisténcia sistémica ao virus do mosaico do fumo (TMV). Van Loon (1983),
também constatou que a exposicao de plantas de fumo a etileno tinha o mesmo efeito e sugeriu
que esse actimuio deve-se a algum composto com atividade semelhante & do 4cido salicilico.
Malamy et al. (1990), também trabalhando com fumo, levantaram a hipétese de que SA
poderia ser um sinai enddgeno, ja que salicilatos se acumulam tanto local como
sistemicamente como resposta de plantas de fumo a inoculagcdo com TMV. Até o momento,
desconhece-se de que forma sinais atuam ativando genes e desencadeando os eventos de
resisténcia induzida em plantas. Muitos outros trabalhos apontarn o SA como molécula

sinalizadora de reag@o de defesa (Shualev er al., 1995; Mauchi-Mani & Slusarenko, 1996;

Sticher, 1997).

1.2. Manifestacdes distintas de resisténcia sistémica induzida

As siglas ISR (“Induced systemic resistance™) e SAR (“Systemic acquired resistance’™)
tém sido usadas como sinbnimos, embora ndo o sejam. Ambas designam o fendmeno através
do qual plantas, apés exposi¢@o a um agente indutor, tm seus mecanismos de defesa ativados,
nzo apenas no sitio de indugdo como também em outros locais dele distantes, de forma mais

ou menos generalizada (Sticher ef al., 1997).
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Em verdade, SAR e ISR sio fendmenos distintos quanto a forma através da qual s&o
induzidos, mas bastante semelhantes, se ndo idénticos, no que conceme ao resultado
fenotipico final que se expressa sob forma de inducédo de resisténcia com carater de sistémico
(Pieterse er al., 1998; Van Loon er al,, 1997). Assim, SAR envolve o acimulo de PRPs como
mecanismos de defesa da planta. Sua inducdo € salicilato-dependente, podendo resultar em
alteragdes visuais, como necrose, por exemplo, na planta que sofreu indugéo e geralmente €
induzida por patégenos ou ativadores quimicos. No caso de ISR, ndo ha actimulo de PRPs, 2
induc@o nlo ¢é salicilato-dependente, os agentes indutores geralmente sdc rizobactérias
promotoras do crescimento de plantas ("Plant growth-promoting rhizobacteria” -~ PGPR),
parecendo haver uma rota de sinalizacdo mais associada a jasmonatos e etileno (Pieterse ef al.,
1998; Van Loon et al., 1998).

O espectro biolégico de protecdo conferida pela SAR inclui patogenos diversos tais
como fungos causadores de manchas foliares, bactérias causadoras de murcha foliar, virus que
causam necrose ou mosaico, entre outros (Lucas, 1999).

O fendmeno de resisténcia sistémica adquirida tem sido descrito em pelo menos 20
espécies de plantas de seis familias diferentes (Sticher, et al., 1997). No entanto, questdes
importantes permanecem obscuras, tais como, quais mecanismos sdo realmente responsaveis
pela induco ¢ expressdo da SAR e se esse fendmeno ocorre nas diferentes espécies vegetais.

Ross (1961) conduziu alguns experimentos cldssicos com fumo em que a SAR pode
ser ativada através de infec¢des locais, como por exemplo, com o virus do mosaico do fumo.
Essa resisténcia ndo foi limitada apenas ao local da infecgcdo, mas se espalhou por toda a
planta.

Outros trabalhos pioneiros sobre resisténcia sistémica adquirida mostraram que plantas
de pepino apresentaram resisténcia a patdgenos alguns dias apds uma infec¢ao localizada com

Colletotrichum lagenarium. Essas plantas nfio s apresentaram resisténcia contra esse fungo,

3



como também contra uma ampla variedade de outras doengas, incluindo fungos, bactérias e
virus (Kuc & Richmond, 1977). Uma pré-infeccdo com o virus da necrose do fumo ( "tobacco
necrosis virus” - TNV), protegeu plantas de pepino contra pelo menos treze doencas distintas
{Madamanchi & Kuc, 1991).

Tanto em fumo como Arabidopsis, SAR estd associada com a expressio coordenada de
um conjunto de genes chamados genes SAR. O conjunto desses genes em fumo é composto
por um nimero de genes nao alélicos, que podem ser classificados como genes que codificam
proteinas relacionadas com patogénese. A familia de genes que constituem genes SAR
aparentemente tem um papel ativo no processo de resisténcia, porque sua expressio em
plantas transgénicas pode dar significante resisténcia & doenca (Pieterse er al., 1998). Em
Arabidopsis, a SAR envolve a indu¢do de um subconjunto de genes que também so expressos
em fumo (Uknes er al., 1992), sugerindo que os tipos de genes expressos em SAR devem ser
comuns a diversas espécies. Assim, embora deva haver virios tipos de respostas de resisténcia
induzida, SAR pode ser distinta por apresentar amplo espectro, resisténcia sistémica e a
expressdo associada de um conjunto de genes particular.

Embora conhega pouco sobre a rota de transducgfo de sinal que leva 2 SAR, um passo
envolve o acdmulo de dcido salicilico. Niveis de SA sfo elevados no inicio da SAR em pepino
{(Métraux et al., 1990), fumo (Malamy ez al., 1990) e Arabidopsis (Uknes et al., 1993).
Aplicacio ex6gena de SA em folhas de fumo ou Arabidopsis induz resisténcia a0 mesmo
espectro de patégenos e induz 0 mesmo conjunto de SAR genes, como quando SAR é
induzida por patégeno. Plantas transgénicas que expressam genes da bactéria Pseudomonas
putida que codificam salicilato hidroxilase (nahG), uma enzima que converte SA em catecol,
exibern baixos niveis de SA ¢ sfo incapazes de induzir SAR (Gaffney ef al.. 1993). Essas

evidéncias sugerem que SA desempenha um papel importante na rota de transdugdo de sinal



que leva a SAR. Entretanto, resultados de alguns estudos indicam que SA provavelmente ndo
€ um sinal transmitido sistemicamente (Vernooij et al., 1995).

N2o estd claro se a biossintese do SA é uma causa ou uma consequéncia de HR. Em
altas concentracdes o 4dcido salicilico inibe a atividade de catalase, levando a um aumento nos
niveis de H>O; , o qual funcionaria como um mensageiro secunddrio do SA (Chen er al.,
1993). Os autores sugerem que a percepcdo de SA pela célula da planta, pode envolver a
geragdo de formas ativas de oxigénio. Por outro lado, alguns trabalhos contestam tais
resultados (Newenchwander et al., 1995; Vemooij et al., 1993).

Mauch-Mani & Slusarenko (1996) mostraram a atuacdo do SA nos mecanismos de
compatibilidade, governados pela teoria gene-a-gene. Plantas do género Arabidopsis
constituem com Pernospora parasitica, uma associagio incompativel. Entretanto, o
tratamento das plantas com AIP (4dcido 2-amino-indano-2-fosfénico), inibidor de PAL e da
rota fenilpropandide (que resulta na sintese de SA) transforma a associagio em compativel.
Porém, a aplicagdo exdgena de SA restaura a incompatibilidade da interagdo, mostrando que o
acido salicilico e a enzima fenilalanina amonia-liase parecem ter papéis importantes na
expressao dos genes de incompatibilidade.

Para descrever os mecanismos de SAR, pode-se dizer que as plantas fregiientemente
respondem, no local da tentativa de infeccdo microbiana, com morte localizada da célula
(resposta de hipersensibilidade). Segue-se, assim, uma série adicional de mecanismos de
defesa, inclusive a formacio de calose, lignificacdio e reforco das paredes celulares. Esses
mecanismos $ao estritamente localizados. Porém, se uma planta pré-infectada (imunizada) é
atacada por um patdgeno, mesmo que este ataque ocorra em local diferente da primeira

infec¢do, ela freglientemente responde com maior rapidez utilizando esses mecanismos.



1.3. Lignificacio como mecanismo de resisténcia a doencas

Lignina € um polimero de subunidades aromdticas geralmente derivado de fenilalanina.
E encontrada na parede celular de vérios tipos de tecidos de condugio e suporte,
principalmente traqueideos e elementos de vasos do xilema. Ela ¢ depositada na parede
secundaria, pedendo ocorrer também na parede primdria e lamela média em contato com
celuloses ¢ hemiceluloses ja presentes. A rigidez mecénica de lignina fortalece o caule e o
tecido vascular, permite que algumas espécies arbéreas atinjam alturas considerdveis fazendo
com que 4gua e minerais possam ser conduzidos através do xilema, sob pressdo negativa, sem
causar colapso no tecido. Além de suporte mecinico, a lignina possui importante papel na
resisténcia a doencas. O fendmeno de lignificacio tem sido observado em muitas espécies de
plantas em resposta a infeccdo por microorganismos patogénicos tais como fungos, bactérias,
virus e nematoéides (Hammerschmidt & Kuc, 1982; Sticher et al., 1997).

As ligninas tém sua origem na rota fenilpropandide, pela polimerizacdo
desidrogenativa de precursores (Stumpf & Conn, 1981). Muitas enzimas estio envolvidas na
biossintese de precursores de lignina,. Entretanto, fenilalanina amonia-liase (PAL) e cinamil-
dlcool desidrogenase (CAD) parecem atuar como enzimas chave (Nakashima er al, 1997;
Roth et al., 1997).

O primeiro passo na rota fenilpropandide é a desaminacdo de fenilalanina a acido
cindmico, catalizado pela enzima fenilalanina amdnia-liase, que por sua vez, origina
precursores para lignina e outros compostos intermedidrios envolvidos em resisténcia (Vance
et al., 1980), (Apéndice 1). Inibidores especificos de PAL reduzem a resisténcia de plantas a
doencas, provavelmente pelo impedimento da sintese de derivados fenilpropandides

necessarios & formaciio de lignina (Mauch-Mani & Slusarenko, 1996). Outras enzimas



envolvidas na rota fenilpropanédide tais como cinamil-dlcool desidrogenase e peroxidases, sdo
também induzidas em reacdes de resisténcia (Hahlbrock & Scheel, 1989).

Folhas de trigo inoculadas com Borrytis apresentaram aumento nas atividades das
enzimas PAL e o-metil-transferase (Maule & Ride, 1976). As atividades da PAL e peroxidases
também aumentaram em 4reas lignificadas de lesdes locais induzidas pelo virus do mosaico do
fumo e virus do mosaico da couve-flor (Fritig et al, 1973; Conti et al, 1974). Stadnik (1999)
mostrou um aumento no conteido de lignina em plantas de trigo inoculadas com o fungo
Blumeria graminis f. sp. Tritici associado com um aumento nas atividades das enzimas PAL
¢ peroxidases, mas nao CAD.

O modo como a lignina protege as plantas contra patdgenos ainda € assunto pouco
investigado. A maioria dos trabalhos que envolvern a lignina como um mecanismo de
resisténcia, utilizam patdgenos flingicos como modelo de estudo. Ride (1978), sugeriu 3 vias
por onde a lignificagfio pode impedir o crescimento de fungos através do tecido vegetal :1. A
lignina torna a parede celular mais resistente & penetragdo mecénica; 2. A lignificacio da
parede no ponto de entrada do patdégeno pode tornid-la mais resistente 2 dissociacdo pelas
enzimas do fungo; 3. A lignina pode atuar como uma barreira de difusdo as enzimas e toxinas
do fungo para o hospedeiro e dgua e nutrientes do hospedeiro para ¢ fungo; 4. Precursores
fendlicos de lignina de baixo peso molecular ¢ radicais livres produzidos durante a
polimerizacac podem apresentar atividades anti-fingicas e inativar membranas, enzimas,
toxinas e elicitores do fungo; 5. A hifa pode tornar-se lignificada e perder a elasticidade

necessaria para o crescimento.

As ligninas induzidas por virus sfio menos estudadas ¢ geralmente estdo associadas a
resposta de hipersensibilidade. Faulkner & Kimmins (1976), examinaram a resposta de plantas

de feijdo infectadas pelos virus do mosaico e virus da necrose do fumo. Foi verificado que a



lignificagdo ao redor das lesdes locais atnava como uma barreira para a propagacdo das
particulas virais. Outros estudos de interacdo hospedeira-virus também sugerem que a
lignificag@o ao redor de lesdes locais pode limitar a propagacdo do virus através do tecido
infectado. Conti e colaboradores (1974), trabalhando com plantas de feijdo infectadas com o
virus do mosaico da alfafa e plantas de repolho infectadas com o virus do mosaico da couve-
flor, mostraram a formacdo de lignina localizada nas zonas externas do tecido necrético
acompanhada pelo aumento na atividade das enzimas PAL e peroxidase.

Essas altera¢Bes na estrutura da parede celular da planta apds infeccdo, podem
contribuir para resisténcia, tanto impedindo a entrada do patégeno como retardando o processo
de penetracao, permitindo assim, & planta ativar mecanismos de defesa ulteriores.

Quanto & infecgio de citros pelo virus da tristeza, nfo hd informac#o sobre os possiveis

mecanismos de resisténcia ou tolerincia a esse virus.

1.4. A tristeza dos citros

A tisteza dos citros € considerada uma das mais importantes doencas que atingiram
esta cultura nos dltimos 70 anos. 0 nome tristeza foi empregado, desde 1937, para designar
uma moléstia de natureza entdio desconhecida que afetava combinacBes de laranjas doce
(Citrus sinensis (L.) Osb.) enxertadas em laranja Azeda ( C. aurantium L), em pomares de
citros do Vale do Paraiba, SP, Brasil e inicialmente denominada "a doenca dos citros no Vale
do Paraiba" (Bitancourt, 1940, citado por Miiller & Costa, 1993). Anteriormente, ja havia
registros de sintomatologia da doenca em outras partes do mundo que mais tarde foram
associadas a tristeza. O primeiro foi de uma incompatibilidade em laranja doce enxertada em

Azeda, observada na Africa do Sul no inicio do século. As manifestacdes patoldgicas
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conhecidas como "Podredumbre de las raicilias de los citros” na Argentina (Zeman, 1930);
"Citrus quick decline virus” (Fawcett & Wallace. 1946); '""Lime die-back virus” (Hughes
& Lister, 1953) e "Grapefruit stem pitiing virus” (Oberholzer er al, 1949) também foram
verificadas como sendo causadas pela tristeza.

Assim que a doenca apareceu, um virus foi suspeito de ser o patdgeno (Bitancourt,
1940), porém, somente em 1946 foi confirmada a natureza infecciosa da tristeza por
Meneghini (1946), que transmitiu a doenca através de affdeos. Outro indicativo da natureza
viral da tristeza foi obtido por Wallace e Fawcett (1947), que trasmitiram a doenga através da
enxertia de borbulhas de plantas infectadas. No Brasil, Bennett ¢ Costa (1949), conseguiram
transmitir a tristeza através do puigéo preto dos citros (Toxoptera citricidus Kirk.) e também
por enxertia de borbulhas infectadas. Testes comparativos de transmissdo sugeriram que 08
problemas ocorridos em cada pafs eram todos manifestacSes da mesma doenga (Grant er al,,
1951).

Devido a alta eficiéncia do vetor, a tristeza no Brasil foi amplamente disseminada nos
pornares citricolas, porém, foi controlada através da utiliza¢do de técnicas de convivéncia com
o virus, tais como o uso de porta-enxertos tolerantes e de prote¢do cruzada ou pré-1munizacao
(Costa & Miiller, 1980), ou seja, a inoculacdo de plantas com isolados fracos do CTV que as
protegem contra as formas mais severas.

Atualmente cerca das 80 milhGes de laranjas Pera plantadas no Brasil originaram-se de
material pré-imunizado com isolados protetivos do virus, sem perder a capacidade de prote¢do
apds sucessivas geracOes clonais (Miiller e Costa, 1993).

Embora a maioria das variedades de citros, quando enxertadas em cavalos tolerantes,
possua capacidade de convivéncia com o virus, a ocorréncia de isolados severos poderia

guebrar a protecfio conferida as plantas pelos isolados fracos, levando a perdas inestimavels

(Bar-Joseph et al. 1989). Dessa forma, para poder aplicar essa tecnologia & outras variedades €

it



espécies citricas, € necessdrio continuar a procura de isolados fracos do CTV que sejam

protetivos para cada tipo de planta.

1.4.1. O virus da tristeza dos citros (CTV)

1.4.1.1. Caracterizacio e propriedades biologicas

0 CTV € um virus limitado ao floema, possui particulas alongadas, flexuosas, de
simetria helicoidal, com dimensdes aproximadas de 2.000 nm x 11 nm ( Kitajima er al., 1963;
Bar. Joseph er al, 1979). Kitajima er al, (1963) demonstraram a associacdo entre
manifestagOes patoldgicas e a presenca de particulas virais filamentosas "thread like
particles”. A partir dai, muitos trabalhos foram feitos visando purificar essas particulas (Price,
1966; Silva et al., 1965).

Bar. Joseph er al., (1970) conseguiram a caracterizagio parcial do CTV. Foi criado o
grupo dos closterovirus, englobando o CTV e outros virus filamentosos de diversos tamanhos
e hospedeiras muito distintas (Bar. Joseph & Hull, 1974). Desde entdo, muitas modificacdes
no processo tornaram possivel uma purificacdo mais rapida e a preservacido de particuias
inteiras (Bar. Joseph er al, 1985; Gonsalves et al., 1978; Lee et al., 1987; Tsuchizaki er al,
1978; Baptista et al., 1996).

(0 virus da tristeza infecta a maioria das espécies, cultivares e hibridos de citros. Outras
Rutédceas ndo citricas (que nao pertencem aos géneros Fortunella, Poncirus e Citrus) podem
também ser hospedeiras do virus: Aeglopsis chevalieri Swing., Afraegle paniculata (Schum.)

Engl. e Pamburus missiones (Wt) Swing. (Wallace. 1978). As dnicas hospedeiras conhecidas
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gue nac pertencern a familia Rutdcea s@o certas espécies de Passiflora (Miller &
Garnsey,1984; Roistacher & Bar. Joseph, 1987).

As diferencas de sintomatologia encontradas em diversas dreas citricolas do mundo,
causando diferentes sintomas, devem-se principalmente em func@o dos isolados do virus, do
vetor ¢ do clima. A expressdo de sintomas varia, via de regra, com a espécie hospedeira e a
severidade do isolado da tristeza. As tangerinas ( Citrus reticulata Blanco ) tém alta toleréncia
a tristeza. Laranjas doces e o lim&o Cravo ( Citrus limonia Osb.) , de uma maneira geral, sio
tolerantes mas podem sofrer danos quando infectados com isolados fortes. O virus afeta tipos
de citros com tecidos intolerantes como as limas dcidas, pomelos ( Citrus paradise Macf. ),
algumas laranjas-doces mais sensiveis como a Pera, outros de menor importéncia econdmica,
e também outros géneros de Ruticeas (Miiller & Costa, 1993).

Os sintomas de tristeza na sua concepc¢do clédssica, isto €, aqueles observado em
combinagdes de citros suscetivels ao virus tendo como porta-enxerto a laranja Azeda, sdo
caracterizados por folhas ligeiramente bronzeadas, aspecto coridceo, quebradicas, em alguns
casos, amarelecimento da pervura principal, ou amarelecimento total das folhas velhas,
declinio rdpido da planta, seca gradativa dos galhos a partir das extremidades, necrose dos
tubos crivados da laranja Azeda, podriddo das radicelas e morte da planta, em muitos casos.
Arvores afetadas podem apresentar caneluras invertidas na face interna da casca do cavalo de
laranja Azeda. Um espessamento da casca pode ser observado nessa regido. Algumas vezes as
plantas declinam rapidamente, outras vezes, ficam enfezadas e cloréticas, néo perecendo.
Plantas afetadas apresentam reduc@o e, nos casos mais graves, paralisacdo do crescimento.
Algumas vezes encontram-se plantas de aspecto normal com um ou mais galhos afetados,
outras vezes observam-se galhos que se destacam pelo seu vigor do resto da copa afetada.

Nas folhas de limas 4cidas observam-se sintomas considerados como caracteristicos

para a presenca da tristeza, tais como, palidez das nervuras que se mostram translicidas,
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quando observadas contra a luz (Wallace, 1968). Esses sintomas ocorrem principalmente em
folhas jovens e podem desaparecer quando elas amadurecem. As folhas apresentam-se com
tamanho reduzido. acanoadas, com extrermidade distal voltada para cima. Algumas vezes
ocorre amarelecimento total da folhagem. Arvores afetadas apresentam redugdo na
produtividade. Os frutos sdo pequenos, de coloragfio verde pdlida, vulgarmente denominados
"coquinho". Tais frutos apresentam baixo teor de succ e acidez elevada. Quando a casca
dessas drvores sdo retiradas, observam-se sintomas denominados caneluras ("stem-pitting”),
que sdo depressdes rasas e alongadas que ocorrem no lenho. As caneluras podem ser
encontradas no tronco ¢ nos galhos mais finos.

Inicialmente, propriedades 7biolc’>gicas do CTV tais como severidade em plantas no
campo ou em indicadoras, transmissibilidade por affdeos ou habilidade de protegdo cruzada,
foram usadas para caracterizar os diferentes isolados do CTV. Os vérios sintomas induzidos
pelo CTV devem ser, provavelmente, produzidos por variantes de um tdnico virus (Mc Clean,
1974, citado por Targon, 1997).

Garnsey ef al. (1991) estabeleceram uma colegfo internacional de isolados do CTV e,
através de ensatos bioldgicos, compararam e descreveram varios isolados do virus presentes
em diferentes paises. Os isolados do CTV foram classificados em grupos, de acordo com sua
atividade bioldgica em diferentes hospedeiras: fracos, induzindo apenas clareamento das
nervuras em limdo ‘Galego’, e os severos, causadores de declinio rdpido, “seedling yellows”
(amarelecimento das plantulas), caneluras em pomelos e caneluras em laranjas doce.

Em células do floema infectadas com o CTV s#o produzidas inclusdes, que sao
estruturas intracelulares de agregados de particulas virais e de proteinas relacionadas,

detectadas pela primeira vez por Schneider (1959). De acordo com Brlansky (1987), o nimero

de inclustes observadas nos tecidos de plantas infectadas pode ser relacionado a severidade do
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isolado do virus. Desse modo, sob condicdes de crescimento uniforme, as inclusdes podem ser

lteis para a diferenciacdo entre isolados fracos e severos do CTV (Brlansky & Lee, 1990).

1.4.1.2. Caracterizacdo molecular do CTV

Diversas estimativas da massa molecular da proteina da capa do virus foram feitas por
eletroforese em gel de poliacrilamida, apés degradagfio dos virus em SDS, apontando para
valores proximos de 25 KDa (Bar. Joseph et al., 1972; Gonsalves er al., 1978; Nagel et al.,
1982). Estas estimativas foram obtidas para diferentes estirpes do CTV. Posteriormente,
proteinas do capsideo de cinco estirpes do CTV, da Flérida, foram parcialmente caracterizadas
e apresentaram duas bandas (Lee & Calvert, 1987: Lee et al, 1988). Uma proteina maior
(CP1), apresentou massa molecular de 23 KDa e outra menor (CP2), presente em menor
quantidade, com massa molecular de 21 KDa. A razdo de CP1: CP2 em virus purificado foi de
5:1. Ambas, CP1 e CP2 deram reacdes serolégicas positivas. Mapas polipeptidicos de CP1 e
CP2, apds digestdo com vdrias enzimas proteoliticas e eletroforese em SDS-PAGE, foram
similares, sugerindo que CP2 seja provavelmente um produto de degradacdo de
CP1. Anteriormente ja havia sido detectada, além da proteina de 25 KDa, outra de menor
massa molecular, interpretada como um produto de degradacio da primeira (Gonsalves et al.,
1978). J& em preparacdes de proteinas do caps;’ciec; de isolados do CTV encontrados na
Espanha e Israel foram observados peptideos de 27-28 e 26 KDa para CP1 e CP2,

respectivamente (Guerri et al., 1990).

0 virus da tristeza contém exclusivamente RNA, com massa molecular entre 6,3 a 6,9 x

100 (Bar. Joseph et al., 1976). A eletroforese do RNA em agarose permitiu concluir tratar-se
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de um genoma néo dividido, de fita simples e confirmar a ordem de grandeza para massa

molecular (Dodds & Bar. Joseph, 1983; Gumph er al., 1981). Outra estimativa aponta para

massa molecular entre 5.4 ¢ 6,5 x 100 (Bar. Joseph et al.,, 1983). Um genoma dessa ordem de
grandeza € 0 maior genoma de RNA de cadeia simples ndo dividida conhecido em virologia
vegetal (Dodds & Bar. Joseph, 1983; Dodds ez al., 1984). 0 RNA & "positive sense", ou seja, €
funcional como RNA mensageiro (Lee er al., 1988). Ndo possui cauda poli-A na extremidade
3'(Bar. Joseph er al.,, 1989).

Rosner ez al. (1983) prepararam vérios clones de DNA complementares (cDNA) de
diversas regiGes do genoma do CTV, por transcricdo reversa seguida de clonagem. De alguns
desses clones foram obtidas sondas radioativas, para serem usadas em "Northern blot” para
hibridiza¢do com RNA viral. Virias dessas sondas, além de hibridizarem com o RNA
gendmico, reagiram também com diversas bandas, discretas, de RNA de menor peso
molecular. 0s autores sugeriram que essas bandas poderiam corresponder a RNA sub-
gendmico encapsidado em particulas do virus de tamanho normal, embora nio se pudesse
excluir a possibilidade de fragmentacdo especifica dos virus em determinados locais, tal como
acontece com outro closterovirus {Bar. Joseph & Hull, 1974).

Dodds & Bar. Joseph (1983) através de fracionamento por eletroforese em gel de

poliacrilamida (PAGE), do RNA de dupla fita (dsRNA) obtido de tecidos infectados,
detectaram uma banda de dsRNA com massa molecular de 13,3 x 106, duas vezes o tarnanho
do RNA gendmico, interpretada como a forma replicativa do genoma viral, e outras diversas
bandas de dsRNA com menor massa molecular. Segundo os autores essas bandas poderiam
representar suportes de transcrigdo de RNA sub-gendmico. Essa hipétese foi reforcada pelo

fato de que em "Northern - blot”, apds desnaturacéo, ter sido verificado que existia homologia
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de massas moleculares entre algumas dessas bandas ¢ algumas das bandas de RNA wviral
detectadas por Rosner er al. (1983).

Calvert {1987) preparou bancos de cDNA a partir de RNA de isolados fracos e severos
do CTV. Dois clones foram selecionados do banco de cDNA, preparado a partir de RNA de
isolado severo. Juntos, esses clones representaram 70% do genoma total do CTV e foram
utilizados em trabalhos posteriores para caracterizacio molecular do virus.

Sekiya at al. (1991) prepararam um banco de ¢cDNA a partir de RNA de um isolado do
CTV em vetor lambda Zap II e selecionaram clones contendo o gene da capa protéica com
anticorpos policlonais, produzidos contra a proteina do capsideo do virus. Cinco clones
produziram proteinas em E. coli, que reagiram com anticorpos mono e policlonais especificos
da proteina do capsideo do CTV.

Muitos trabalhos de clonagem e seqiienciamento do gene da capa protéica do CTV
foram realizados, utilizando-se isolados bioldgica e geograficamente distintos. Os autores
encontraram entre 90-100% de similaridade na sequéncia de 4cidos nucleicos e de

arminoacidos deduzidas entre os diversos isolados estudados (Niblett er al., 1992; Pappu et al.,

1993; Manjunath et al., 1994 e Targon, 1997).

1.4.1.3. Detecciio e diferenciaciio de isolados do CTV

Inimeras técnicas tém sido utilizadas visando diferenciar isolados fracos do CTV. O
procedimento normalmente utilizado é o ensaio bioldgico, com plantas indicadoras.
Entretanto, além de ser um processo bastante lento, ndo existe padronizacdo quanto aos

hospedeiros que s3o usados na caracterizacdo biolégica dos isolados. Geralmente o liméo
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‘Galego” € o mais utilizado, porém, possui pequeno poder discriminatorio. Em poucos casos €
utilizada a laranjeira Azeda para caracterizacio quanto & sintomatologia "seedling yellows" .

Esforcos tém sido feitos no sentido de determinar outras caracteristicas detectavels
nos virus ou nos tecidos infectados que possibilitem distinguir entre estirpes e relacionar
tais caracteristicas com a sintomatologia. Atualmente a serologia ainda ndo pode ser aplicada
com esse objetivo, uma vez que o CTV nido € um Unico virus € sim um complexo de virus
relacionados imunologicamente, o que torna problemdtica a sua detecgBo com base nas
reagOes seroldgicas. Em trabalhos desenvolvidos no Brasil (Vega er al., 1993) foi verificado
que anticorpos monoclonais produzidos contra isolados dos E.U.A. nio conseguem diferenciar
isolados com diferentes graus de severidade que ocorrem no Brasil. Outras técnicas aplicadas
para a identificacdo de isolados do CTV sdo a andlise do padrio de bandas de dsRNA extraido
de tecidos infectados e fracionados por PAGE (Dodds er al, 1984) e o mapeamento peptidico
da capa protéica do virus ( Pappu er al., 1993).

Em andlise de mapeamento de peptideos sdo observadas diferencas na sensibilidade de
proteinas da capa a digestdo enzimdtica e o ndmero e tamanho dos peptideos gerados. Reagdo
com anticorpos monoclonais algumas vezes permite diferenciar peptideos com mobilidade
eletroforética similar. Por esse procedimento é possivel distinguir isolados de CTV que
diferem por suas propriedades biolégicas e/ou perfil dsSRNA, assim como alguns isolados com
caracteristicas biologicas similares e o mesmo perfil dsRNA. 0 método de deteccio de dsRNA
baseia-se no fato de que as plantas ndo infectadas com virus de RNA nfo apresentam
quantidades aprecidveis de RNA de fita dupla (Dodds er al., 1984).

0 diagnostico molecular do CTV consiste na deteccdo de trés segmentos de dsRNAs

subgendnicos com massa molecular de 1,3; 1,9 e 0.9 x 106, presentes em todas as estirpes

analisadas, que parecem ser caracteristicas do virus (Dodds er al., 1987). Foram detectados
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também outros dois dsRNAs subgendmicos de 1,7 x 100 e 0.5 x 100 associados com estirpes
do CTV que causam "seedling yellows” e "stemn pitting", respectivamente.

Uma abordagem promissora deste problema ¢ através da Jocalizagdo no RNA do
genoma viral de genes (ou sequéncias) que modulam a severidade do isolado. Estas sequéncias
poderiam ser detectadas através de sondas marcadas n#o radioativamente, ou através de testes
de PCR ("Polymerase chain reaction™) com iniciadores ("primers") adequados.

Atualmente técnicas de Biologia Molecular t8m sido utilizadas na identificacio de
isolados do CTV, tais como RFLP ("Restriction fragment length polimorphism"), do gene da
capa protéica do virus, amplificado por PCR. Segundo Gillings ez al. (1993), a identificacdo
dos isolados pode ser feita com rapidez ¢ seguranca. Outra técnica empregada é chamada
"Single stranded conformational polymorfism" (SSCP) que separa moléculas de DNA com
tamanhos similares mas com diferencas nas sequéncias de acidos nucleicos (Febres er al,
1995). Devido as diferencas existentes, ocorrem mudangas na conformacio da molécula, que
conduz a uma migracdo diferencial de moléculas de DNA de fita simples em géis de
poliacrilamida ndo desnaturantes. De acordo com os autores, através de RT-PCR ("Reverse
transcription polymerase chain reaction”) e SSCP, foi possivel identificar diferencas na
sequéncia de dcidos nucleicos entre varios isolados do CTV.

Um aspecto ainda néo estudado € o referente & resposta da planta & infeccdo viral. Para
que uma planta citrica seja infectada pelo CTV deve ocorrer uma seqiiéncia de eventos, tais
como inoculacdo do virus pelo afideo vetor seguida de replicacdo inicial do virus, invasio
sistémica da planta e finalmente a inducdo de sintomas que caracterizam a doenca (Wood,
1989). A caracterizacdo dos isolados ¢ normalmente feita pelo resultado final, isto €, a
intensidade ou severidade dos sintomas manifestados. Neste sentido a proposta deste trabalho

foi estudar cada etapa desse processo, pouco estudado até o presente, ndo s6 como objetivo de
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conhecimento bésico, mas como fonte de informago para o desenvolvimento de métodos de
diagndstico. Cada uma das etapas da infeccfio é influenciada ou controlada por genes virais e
estdo relacionadas com as caracteristicas de severidade e capacidade protetiva do isolado viral.

Por outro lado néo h4 informacio sobre os fatores que determinam que um isolado do
CTV seja protetivo ou néo quando desafiado por um complexo viral severo. E possivel que o
estudo mais detalhado destes procesos permita diferenciar isolados que sdo fracos por
diferentes motivos, por exemplo, por ter sua distribui¢o na planta diminuida ou por induzir

uma resposta menor a nivel enzimatico nas plantas infectadas.
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3. OBJETIVOS

Ohbjetivo Geral
¢ Caracterizar as alteracdes histolégicas e fisioldgicas induzidas em plantas de laranja

‘Pera’ e lim&o ‘Galego’ por infeccdo com isolados fracos e severos do CTV.

Objetivos Especificos
o Caracterizar a resposta da planta a infecglio pelo CTV quanto a variagdes de
atividades enzimaticas envolvidas na reaciio da planta.

e Obter dados sobre a localizago a nivel morfo-histoldgico de peroxidases ligadas &

parede celular.

e Obter dados sobre isoenzimas de peroxidases envolvidas na resposta & infeccdo pelo

CTV.

e Caracterizar a resposta das plantas a infecgdo pelo CTV quanto a alteracdes no

conteiido de dcido salicilico total



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Material vegetal e isolados do CTV

Foram utilizadas no presente trabalho plantas de laranja ‘Pera’ ( Citrus sinensis (L.)
Osbeck ) ¢ limao *Galego’ ( Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle ), enxertadas em limio
Cravo ( Citrus limonia Osbeck ) provenientes de borbulhas sadias obtidas no Centro APTA
Citros, “Sylvio Moreira”, Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), Cordeirépolis, Sdo Paulo.
Como fonte do virus da tristeza foram usadas a laranja Pera IAC e o limdo Galego isolado 30,
como isolados fracos e as laranjas Pera Rio e Bardo B como isolados severos.

O isolado presente em Pera IAC, foi coletado 40 anos atrds em pomares de laranja
‘Pera’ e selecionado como o melhor entre 45 isolados testados em experimento de protecio
cruzada (Miiller & Costa, 1977, citado por Targon, 1997). Indexado em limdo ‘Galego’, dé
uma reac¢do fraca. Sua estabilidade e alto grau de protec@o foram responséveis pelo sucesso da
pré-imunizacao em laranja ‘Pera’ no Estado de Sio Paulo. Outro isolado frace utilizado neste
trabalho, presente em lim&o Galego' (isolado 50), apresenta reacio fraca quando inoculado
nessa hospedeira.

O isolado Bar@o B, foi coletado em campo, de plantas sem sintomas mas portadoras
do virus e ¢ até hoje mantido em casa de vegetacio. Borbulhas de Bardo B, quando enxertadas
em laranja azeda e pomelo, apresentam reaco severa de tristeza (Grant & Costa, 1948, citado
por Targon, 1997). O isolado presente em laranja Pera (Rio 154), pertence 4 colecdo de clones
velhos do Centro APTA Citros, “Sylvio Moreira” , IAC, apresenta sintomas severos da

tristeza quando enxertado em limio ‘Galego’.
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Plantas de limdo Cravo (Citrus limonia Osbeck ) foram obtidas a partir de semeadura
direta de sementes, em tubetes de plastico de 50 ml, contendo substrato & base de vermiculita e
casca de pinus. Assim que atingiram tamanho adequado (aproximadamente 6 meses), as
plantas foram enxertadas com duas borbulhas retiradas de plantas de laranja ‘Pera” ou de
limdo ‘Galego’ sadias. Cerca de 90 dias apds a enxertia, as plantas foram enxertadas, abaixo
das borbulhas sadias anteriormente citadas, com duas borbulhas retiradas das plantas
infectadas com os isolados fracos (Pera IAC e isolado 50) e com os isolados severos (Pera Rio
¢ Barao B) do virus. Para cada tratamento foram utilizadas vinte repetigdes. Como controle

foram usadas plantas enxertadas apenas com as borbulhas sadias. As plantas foram mantidas

em casa de vegetagdo.

3.2.Avaliacdo da multiplicacio dos isolados do virus

A multiplicacdo dos isolados do CTV foi avaliada através de testes ELISA (“Enzime
linked 1mmunosorbent assay”), usando anticorpo policlonal especifico contra a proteina do
capsideo do virus (Baptista er al.,, 1996). As andlises foram feitas aos 20, 30 e 60 dias apds a
enxertia das plantas com os isolados fracos e severos do CTV. Como controle foram utilizadas
plantas negativas e positivas para o CTV,

0Os testes foram feitos utilizando-se anticorpo policlonal (PAb) na cobertura da placa e,
posteriormente, uma mistura de anticorpos monoclonais (MAb) de amplo espectro, que foram
detectados através de conjugado anti-mouse IgG-fosfatase alcalina. A metodologia utilizada

foi a descrita por Cambra ef al. (1991), como segue:

[
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- Microplacas de poliestireno (Corning 29860) foram cobertas com anticorpo

policlonal especifico para o CTV, diluido 1:10.000 em tampéo carbonato e incubadas durante
2 horas a 37°C.

- Extrato das folhas ensaiadas, diluide 1:20 (p/v) em tampdo PBS foi colocado nas
placas e feita uma incubacgio durante | hora a 37°C.

- Tampao PBS contendo 2% de leite em pé desnatado foi adicionado nas placas e foi
feita uma incubacéo durante 15 minutos a 37°C.

- Anticorpos monoclonais especificos diluidos 1: 1.000 em tampio PBS foram
adicionados ¢ as placas incubadas durante 1 hora a 37°C.

- Foi adicionado tampéo PBS contendo conjugado anti-mouse IgG-fosfatase alcalina
(Sigma) na diluig@o de 1:50.000 e foi feita uma incubacdo por 1 hora a 370C.

- As placas foram incubadas com substrato p.nitrofenil fosfato (PNPP-Sigma 104)

diluido em tampdo de dietanolamina (1 mg/ml), durante 1 hora no escuro, 4 temperatura

ambiente.
- Mediu-se a absorbédncia a 405 nm em leitor de placas de ELISA.
0 mesmo volume (100 ul/poco) foi usado para todos os reagentes. As amostras foram

ensaiadas em duplicata. As placas foram lavadas entre cada passo 3 vezes com PBS-T.

3.3. Determinacées enzimaticas
3.3.1. Peroxidases - PER - (EC 1.11.1.7 )

3.3.1.1. Ensaios espectrofotométricos



Os ensaios para a determinacio da atividade da enzima POX foram realizados segundo
metodologia descrita por Peyrano et al. (1997), com modificacdes. Siringaldazina e guaiacol
foram usados como substratos. A determinacao incluiu peroxidases citoplasmaticas e ligadas 2
parede celular, assim como peroxidases totais. Para tanto foram realizadas trés extragdes, que
foram fertas a partir da porcio apical do caule lignificado (extrato bruto).

a) Peroxidases citoplasmdticas — {(cit): 100 mg do material vegetal foram
homogeneizados em 1 mL de tampéo fosfato de sdio 0,01M, pH 6.0 e centrifugado a 12000 g
durante dez minutos. O sobrenadante foi utilizado nos ensaios enziméticos e o precipitado
obtido foi utilizado na extrag@o de peroxidases ligadas & parede celular;

b} Peroxidases ligadas ‘73 parede celular — (pc): Ao precipitado obtido acima
(peroxidases citoplasmaticas) foram adicionados 500 ul. do mesmo tampio contendo KCl 1M
e 0,25 g de PVP/ g tecido. O material foi mantido sob agitacdo durante duas horas a 25° C,
seguido de centrifugacdo a 12.000 g por dez minutos. O sobrenadante obtido foi utilizado na
determinacdo das atividades enzimdticas;

<) Peroxidases totais (totais): 20 mg do tecido vegetal foram homogeneizados em
500 pL de tampdo fosfato de sédio 0,01 M, pH 6.0 contendo KC1 1 M e 0,25 g de PVP/ g
tecido. Em seguida foi feita uma centrifugacio a 12.000 g por dez minutos e o sobrenadante
obtido foi usado nos ensaios.

0 meio de reacdo para determinar a atividade de siringaldazina oxidase foi composto

por 19 uM de siringaidazina, 54 uM de H,O, 50 mM de tampio fosfato de sédio, pH 7.4;

mantido a 35° C. A cada 1 mL do meio de reagfo, foram adicionados 20 pL do extrato vegetal
¢ a absorbancia foi determinada em espectrofotdémetro a 530 nm, a cada 10 segundos, durante
um minuto e trinta segundos. A atividade foi determinada pela oxidacio da siringaldazina,

substrato especifico para peroxidases associadas ao processo de lignificacéo.



O meio de reago para determinar a atividade de guaiacol oxidase foi composto por 1,2
mM de guaiacol, 0,1 M de H;O2 ¢ 50 mM de tampdo fosfato de sédio pH 5,7. A cada 1 ml do

meio de reagdo foram adicionados 10 uL do extrato vegetal. A absorbincia foi determinada a

470 nm a cada dez segundos, durante um minuto e trinta segundos.

3.3.1.1.1. Peroxidases ligadas a parede celular - Pox-lig

O experimento fol realizado visando determinar a atividade de peroxidases ligadas &
parede celular (Pox-lig), em plantas de laranja ‘Pera’ infectadas com os isclados severos
(Bardo B ¢ Pera Rio) e isolados fracos (Pera IAC e Galego 50) do virus. Como controle foram
usadas plantas sadias. A metodologia usada foi a mesma descrita anteriormente (Peyrano ez
al., 1997), utilizando-se siringaldazina como substrato. Foram testadas no minimo 7
plantas/tratamento. A declividade da curva obtida forneceu uma estimativa da POX, que foi

expressa em variagdo da Abs s3gny / min. g massa fresca.

3.3.1.2. Separacdo de peroxidases por HPLC - (“High performance liquid

chromatography’)

A extragdo das proteinas foi feita a partir de 500 mg de tecido do caule de plantas de
laranja ‘Pera’ e o material vegetal homogeneizado em 2.5 mL de tampao Tris-HCI 0,01 M, pH
7.5, contendo KCI 1 M e 0.25g de PVP/g tecido. Apés agitacdo em gelo, durante 60 min, o

material foi centrifugado a 12000 g por 15 min, e o sobrenadante coletado foi filtrado em uma



coluna Sephadex G-25 (PD-10), utilizando-se tampao Tris-HCI 0,01 M, pH 7,5 para eluicio.
As amostras foram aplicadas em uma coluna Mono-Q (Pharmacia), equilibrada em tampéo
Tris-HCl 0,01 M, pH 7.5, com gradiente de 0 a 0,5 M de NaCl. A coluna foi monitorada a 280
nm (UV) (Christensen ez al., 1998). Foram aplicadas aliquotas de 0,5 mL de cada amostra ¢ as
coletas foram feitas a cada 30 segundos, durante 30 minutos. A determinacfo da atividade da
enzima peroxidase foi feita por espectrofotometria a 470 nm, utilizando-se guaiacol como
substrato. Para tanto, 10 uL do extrato vegetal foram adicionados a 1 mL da mistura de reacio
contendo 5 mM de guaiacol, tampdo fosfato de sédio 50 mM, pH 6,0. A reacdio foi iniciada
mediante a adicdo de 5 mM de H.O». As leituras da absorbéncia foram realizadas a cada 10
segundos, durante um minuto e trinta segundos. A declividade da curva obtida forneceu uma

estimativa da peroxidase, que foi expressa em variacio de Abss7onm / Min. g massa fresca.

3.3.1.3. Eletroforese

A determinacio da atividade de peroxidases incluiu tanto peroxidases citoplasmadticas
como peroxidases ligadas 4 parede celular. As isoenzimas foram separadas em gel nio

desnaturante acido (pH 4.5) e alcalino (pH 8,3), segundo metodologia descrita por Chen et al.

(2000), com modificacdes.



3.3.1.3.1. Peroxidases citoplasmaiticas

A extragdo de proteinas foi feita conforme descrito no item 3.3.1.1.a. A cada 100 uL da
amostra foram adicionados 20 pl de azul de bromofenol 0,1% e 20 pL de glicerina. As
proteinas foram separadas através de eletroforese em gel niio desnaturante de poliacrilamida
(10 %). Foram aplicadas aliquotas de 20 uL de amostra em cada canaleta do gel. O tampio de

corrida consistiu de Tris base 25 mM e glicina 192 mM, pH 8,3. A corrida eletroforética foi

feita a 30 mA por 80 min, a 5° C.

Para a analise da atividade de peroxidase, o gel foi transferido para meio de reagio
contendo carbazole como substrato (detecta todas as isoformas de peroxidase), composto de
200 mg de 3-amino-9-ethylcarbazole, 20 mL de tamp#o acetato de sodio 50 mM pH 5,0 e 20

uL de H;O2 Assim que o gel adquiriu a coloragdo desejada foi lavado com 4agua destilada. O

gel para analise de proteina total foi corado com “Coomassie Brilliant Blue” R 250.

3.3.1.3.2. Peroxidases ligadas a parede celular

A extracdo de proteinas foi feita conforme descrito no item 3.3.1.1.b. A cada 100 uL
da amostra foram adicionados 20 ul de “methyl green” 0.02 % e 20 pL de glicerina. As
proteinas foram separadas através de eletroforese em gel ndo desnaturante de poliacrilamida (8
%). Foram aplicadas aliquotas de 20 pL de amostra em cada canaleta do gel. O tampdo de
corrida consistiu em B-alanina 0,14 M e acido acético 0,35 M, pH 4,5. A corrida eletroforética
foi feita a 60 mA, por cerca de trés horas, a 5 ° C, com polaridade invertida.

Para a analise da atividade de peroxidase, o gel foi transferido para meio de reagio

contendo guaiacol e siringaldazina como substratos. O meio de reacdo para atividade de

28



guaiacol oxidase foi composto por H,O; 50 mM, guaiacol 50 mM, tampao acetato de sddio 50
mM, pH 5.0 (Chen er al., 2000). Para siringaldazina o meio de reacdo foi composto por 0,6
mbL de 0.1% de siringaldazina em 95% de etanol, 2,4 mL de tamp#o fosfato de sédio 50 mM
pH 6,0 e 0,16 mL de H,0; 0,1 % (Peyrano ef al., 1997). Assim que os géis adquiriram a

coloragio desejada foram lavados com dgua destilada.

3.3.1.4. Localizacdo histoquimica da atividade de siringaldazina peroxidase e

Imuneo-localizacio do CTV

Esses dois experimentos foram feitos simultaneamente para comparar a localizacio da
atividade de siringaldazina peroxidase (Peyrano et al., 1997), com a localizacio do CTV, a
nivel histolégico, em cortes transversais da haste apical de plantas de laranja ‘Pera’ impressos
em membranas de nitrocelulose.

Cerca de 2 cm da haste apical das plantas foram cortados e a superficie do corte
impressa levemente contra as membranas de nitrocelulose. Para a atividade de siringaldazina
peroxidase as impressdes foram cobertas com uma tira da mesma membrana e algumas gotas
do meio de reacio foram adicionadas na segunda membrana. O meio de reagio foi composto
por 0,6 mL de siringaldazina 0,1%, 2,4 mL de tampao fosfato de sédio 50 mM pH 6.0 ¢ 0,16
mlL de H,O, 0,1%.

Para a localizacio do CTV as membranas foram incubadas durante 60 min. em tampio
TBS (Tris-HC1 0.05 M; NaCl 0.2 M; pH 7.5) contendo 5% de leite em pé desnatado. Em
seguida foram lavadas 4 vezes em tampZo TBS-T (TBS contendo 0.1% de Tween-20).
Posteriormente as membranas foram incubadas com anti-soro policlonal especifico para o

CTV, dilufdo 1:10.000 em TBS. durante 60 min., seguido de 4 lavagens em TBS-T. As
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membranas foram incubadas em TBS-T contendo ¢ conjugado "anti-rabbit” IgG-fosfatase
alcalina (Sigma) diluido 1:5.000, durante 1 hora & temperatura ambiente. Foi feita uma
lavagem como descrito acima e em seguida foi feita a revelagfio em uma solucio contendo 100
ml de tampao (Tris - HC1 0,1 M, pH 9.5; NaCl 0,1 M; MgCly 5 mM), 8 mg de BCIP (5-bromo
- 4 - chlore - 3-indolyl phosphate); 16 mg de NBT (nitroblue tetrazolium). As membranas
foram colocadas em dgua destilada quando a coloragio desejada foi obtida.

Nos dois experimentos as membranas foram examinadas sob microscépio dptico,

fotografadas e a quantidade de produto da reacfo foi visualmente estimada.

3.3.1.5. Fluorescéncia

Cortes transversais da haste apical foram obtidos manualmente com cerca de 3-4 mm
de didmetro e colocados em ldminas com uma gota de &gua, cobertos com laminula e
observados por epi-fluorescéncia num microscdpio Leitz. Foi utilizada luz azul (450-490nm)
de excitacdo, com espelho divisor de 510 nm e filtro de barreira de 520 nm. Para excitagdo em
ultra-violeta (UV) foi utlizada luz de 270-380 nm para excitagfo, espelho divisor de 380 nm e

filtro de barreira de 410-580 nm. Os cortes foram fotografados com filme colorido positivo

(slide) 400 ASA.
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3.3.2. Fenilalanina aménia-liase -PAL ( E.C.4.3.1.5)

A atividade da enzima PAL foi determinada de acordo com modificagbes do método
descrito por Pascholati er al. (1986). A extragdo foi feita a partir de 1 g de tecido do caule. O
material foi triturado em almofariz com auxilio de nitrogénio liquido, até a obtengo de um pé
fino e, em seguida, foi adicionado 5 mL de tampdo de extracio (borato de sédio 100 mM, pH
7.0} contendo 0,1 g de polivinil-poli-pirrolidona (PVPP). Apds homogeneizac@o, a emulséo
foi filtrada através de gaze e centrifugada a 12.000 g durante 30 min. A proteina foi
precipitada de 2 mL do sobrenadante com 0,3 g de polietilenoglicol (PEG- 6000). Apés 1 hora
o material foi novamente centrifugado a 12.000 g por 20 min e o precipitado foi recuperado
em 2 mlL de tampdo borato de sédio 100 mM, pH 8,8. Essa fragfio foi usada para medida da
atividade enzimatica. O meio de reacZo foi composto por 0,8 mL do extrato da amostra, 1 mL
de tampao borato 100 mM, pH 8.8 e 1 mL de fenilalanina 12 mM, no mesmo tampio. Como
branco foram utilizados 0,8 mL do extrato da amostra e 2 mL de tampdo borato. A atividade
da PAL foi determinada a 40° C através de medida espectrofotométrica da conversio da
fenilalanina para acido trans-cindmico a 290 nm, ¢ foi expressa em relacdo a massa fresca

(wmol/min .g)

3.3.3. Cinamil - alcool desidrogenase - CAD - { E.C. 1.1.1.195)

A atividade da CAD foi medida de acordo com a oxidagfio do coniferil dlcool a 30° C
como indicado por Mitchell er al. (1994), com modificacdes. Os extratos enzimaticos foram
obtidos a partir de 90 mg de tecido do lenho, triturados em nitrogénio liquido e
homogeneizados em 1.5 mL de tampdo de extracdo ( fosfato de sédio 100 mM, pH 7.3,

contendo 4% de PVPP, 2% de PEG 6000, 0,12 % de 3 - mercaptoetanol ). As amostras foram
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centrifugadas a 12.000 g por 5 min e os sobrenadantes foram usados durante os ensaios
enzimaticos. A mistura de reagdo (1mL) continha 100 uM de coniferil dlcool, Tris-HC1 100

mM, pH 9.3, 100 uM NaDP e 200 yL do extrato enzimdtico. Os ensaios foram monitorados a

400 nm pela formagio de coniferaideido.

3.4. Analise de acido salicilico total

O é4cido salicilico foi extraido de amostras constituidas de 1 g de folhas, segundo
metodologia proposta por Shulaev er al. (1995), com algumas modificacdes. As amostras
foram trituradas em 2,5 mL de metanol 90% (v/v) e centrifugadas a 20.000 g por 15 minutos.
O precipitado foi suspenso em 2,5 mL de metanol 100 % e novamente centrifugado. Os
sobrenadantes resultantes destas duas extragdes foram combinados e secos em aparelho de
Speed Vac (SC 110), Savant. Posteriormente, o material foi suspenso em 5 mL de HC12 N, a
60° C durante 40 minutos. Foi realizada uma extragiio com 15 mL de acetato de etila, em trés
vezes de 5 mL cada. As amostras foram secas em evaporador rotatério, suspensas em | mL de
tampdo para HPLC (23 % (v/v) de metanol em tampéo acetato de sédio 20 mM, pH 3,0 ). A
quantificacdo foi feita por espectrofluorescéncia, através de HPLC com A excitagio de 313 nm
e emissdo de 405 nm, conforme metodologia descrita por Enyedi er al. (1992). Os extratos
vegetais foram injetados numa coluna SuperPac Sephacil TM C 185 pm (4,0 mm x 25 cm) ¢
as amostras foram fracionadas isocraticamente com 23 % (v/v) de metanol em tampio acetato

de sédio 20 mM, pH 5,0; num fluxo de 1,0 mL/min.
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3.5. Delineamento experimental e anilise estatistica

Os experimentos foram completamente casualizados, e foram utilizados no minimo dez
plantas por tratamento (repeti¢des). A andlise estatistica dos dados obtidos nos experimentos

constou de célcujo da média e desvio padrio.

k1 ant TSR
H BV
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4. RESULTADOS

4.1. Avaliacdo da concentracio dos isolados do virus

4.1.1. DASI - ELISA

A tabela 1 apresenta os resultados obtidos nos testes de DASI - ELISA das plantas de
llaranja ‘Pera’ apos enxertia das borbulhas infectadas com os isolados fracos e severos do -
CTV e dos controles sadios. Aos 20 dias apds a enxertia das borbulhas contaminadas o CTV
néo fol detectado em nenhum dos isolados testados. Somente apds o 30° dia foi possivel
detectar o virus. Aos 30 dias ap0s a enxertia os valores de absorbancia foram de 0,369 e 0,373
para os isolados fracos Pera TAC e Galego 50, respectivamente e 0,550 e 0,560 para os
isolados severos Pera Rio e Bardo B, respectivamente. Os controles sadios apresentaram
valores de absorbancia de 0,004. Aos 60 dias os valores de absorbancia obtidos foram maiores
em todas as amostras infectadas testadas, indicando maior concentragiio de particulas do virus.
Os valores obtidos foram de 0,750 e 0,741 para os isolados Pera IAC e Galego 50,
respectivamente, e 1,420 e 1,441 para os isolados Pera Rio e Barfio B, respectivamente. As
plantas sadias apresentaram valores de absorbancia de 0,009 indicando auséncia de particulas
virals nessas amostras,

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que as particulas do CTV s
puderam ser detectadas apos 30 dias da enxertia nos diferentes isolados analisados através de
DASI-ELISA. A concentragio de particulas virais aumentou com o tempo, deixando evidente

que a multiplicagdo dos virus estava ocorrendo. Os valores de absorbancia obtidos para os
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isolados severos (Pera Rio e Bardo B} foram sempre maiores em relagdo aos 1solados fracos
(Pera IAC e Galego 50), chegando a dobrar o valor apos 60 dias da enxertia. Sendo ELISA
um teste quantitativo, os resultados aqui obtidos deixam claro que os isolados severos do CTV

atingem uma maior concentragio de particulas virais nas plantas em relagiio aos isolados

fracos do virus.

4.2. Determinacies enzimaticas
4.2.1. Peroxidases
4.2.1.1. Ensaios espectrofotométricos

As figuras 1 e 2 mostram exemplos de ensaios de atividade de guaiacol-peroxidase em
plantas individuais de iiﬁaé ‘Galego’, nos quais a atividade peroxidésica esta representada
pela inclinagdo da curva nos primeiros 30 segundos de reagdo. Observa-se que, tanto na
extragdo da enzima citoplasmatica (Fig. 1) como de atividade total (Fig. 2), nfo ha um padrio
coerente nas alteragdes de atividade associadas a infecgdo por diferentes isolados de CTV. Por
exemplo, na Fig. 1A a planta sadia e a infectada pelo isolado severo apresentam inclinagio
muito semelhante, ao passo que a infectada pelo isolado fraco mostra atividade bem menor. J&
no teste da Fig. 1B, as trés plantas (sadia, infetada pelo isolado fraco e pelo isolado severo)
tiveram atividades (inclinagdes) muito similares. ApoOs numerosos testes concluiu-se que ndo
houve correlagdo entre a atividade da guaiacol-peroxidase (total ou citoplasmatica) ¢ a
severidade dos isolados do virus. Entretanto, a avaliagdo da atividade da guaiacol-peroxidase

extraida da parede celular (Fig. 3), mostrou um padrio de alteragio bastante constante em
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todos os materias testados ou seja, aumento de atividade nas plantas infectadas pelo 1solado
severo e diminuigo de atividade nas plantas infectadas pelo isolado fraco.

Nos experimentos com siringaldazina, substrato especifico para peroxidases ligadas a
parede celular, os resultados seguiram o padriio acima descrito para as trés formas de extragdo
utilizadas (vide exemplos nas figuras 4, 5, 6). A enzima apresentou valores de atividade
maiores nas plantas infectadas com isolado severo do CTV, enquanto que plantas infectadas
com isolado fraco do virus apresentaram queda na atividade em todas as amostras testadas.

A figura 7 mostra um teste tipico de atividade da siringaldazina-peroxidase total em
plantas de laranja ‘Pera’. O padrio de alteracdo da atividade observado ¢ idéntico ao descrito
para plantas de limfo “Galego’ (Fig. 5): aumento de atividade associado a infec¢do por isolado

severo e queda de atividade associada a infecgio por isolado fraco.

Tabela 1. Teste DASI-ELISA em plantas de laranja ‘Pera’ infectadas com isolados fracos
(Pera IAC e Galego 50) e severos (Pera Rio e Bardo B) do CTV aos 20, 30 e 60 dias apds a

enxertia. Como controle foram usadas plantas de laranja ‘Pera’ enxertadas com borbulhas

sadias.

Dias apds a Absorbiincia 405 nm

enxertia

Pera IAC Galego 50 Pera Rio Bardo B  Sadia

20 0,007 0,012 0,009 0,005 0,008
30 0,369 0,373 0,550 0,560 0,004
60 0,750 0,741 1,420 1,441 0,009
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Figura 1. Exemplo de testes de guaiacol-peroxidase citoplasmdtica em plantas de limfo
‘Galego’ infectadas com isolados fracos e severos do CTV e em plantas sadias. Observar a
auséneia de um padr@o nas respostas obtidas em experimentos realizados em datas e plantas
diferentes.
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Figura 2. Exemploe de testes de guaiacol-peroxidase total em plantas de limfio ‘Galego’
infectadas com isolados fracos e severos do CTV e em plantas sadias. Observar a auséncia de

um padrio nas respostas obtidas em experimentos realizados em datas e plantas diferentes.
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Pigura 3. Atividade de peroxidase ligadas & parede celular em plantas de limfo “Galego’
infectadas com isolados fracos e severos do CTV e em plantas sadias, utilizando guaiacol

como substrato.
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Figura 4. Atividade de peroxidase citoplasmatica

em plantas de limfo ‘Galego’

infectadas com isolados fracos e severos do CTV e em plantas sadias, utilizando

siringaldazina como substrato.
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Figura 5. Atividade de peroxidase total em plantas de limdo ‘Galego® infectadas com

isolados fracos e severos do CTV e em plantas sadias, utilizando siringaldazina como

substrato.
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Figura 6. Atividade de peroxidase ligadas 4 parede celular em plantas de limfo *Galego’
infectadas com isolados fracos e severos do CTV e em plantas sadias, utilizando siringaldazina

como substrato.
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Figura 7. Atividade de peroxidase total em plantas de laranja Pera’ infectadas com

isolados fracos e severes do CTV e em plantas sadias, utilizando siringaldazma como

substrato.



Os resultados obtidos para a peroxidases ligadas a parede celular - Pox-lig (Figura 8)
mostraram, de um modo geral, que as plantas infectadas com isolados severos do CTV
apresentaram atividade significantemente maior, quando comparadas com plantas sadias. Os

isolados fracos n#o alteraram a atividade da peroxidase ou induziram queda na sua atividade.
As médias obtidas para as atividade da Pox-lig foram 6,58 ¢ 6,7 AAbSs3ony / min.g de massa
fresca para os isolados severos Pera Rio ¢ Bardo B, respectivamente; 4,35 AAbssaonm/ min.g
de massa fresca para as plantas controle e 3,8 e 2,8 AAbSs300m / min.g de massa fresca para os

isolados fracos Pera IAC e Galego 50, respectivamente. Esses resultados foram consistentes
em testes adicionais podendo ser um indicativo na diferencia¢do entre isolados fracos e

severos do CTV.

4.2.1.2. Fracionamento da atividade de guaiacol peroxidase por HPLC

A andlise da atividade de guaiacol peroxidase através de fracionamento por HPLC
(Figura 9) mostrou que as plantas infectadas com o isolado severo do CTV apresentaram dois
picos de atividade, sendo o primeiro aos 16-17 minutos de eluigdo, com atividade em torno de
0,02 AADbS470mm / min. e o segundo pico, aos 19,5 min. de elui¢io, com atividade bem maior,
em torno de 0,09 AADbSspam / min. Por outro lado, plantas sadias e plantas infectadas com
isolado fraco do virus apresentaram apenas um pico de atividade aos 20 min. de eluigdo com
absorbancia ao redor de 0,04 e aos 21 min. de eluicio com absorbincia ac redor de 0,06

AAbSs70nm / min, respectivamente.
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Figura 8 . Atividade de siringaldazina peroxidase (Pox-lig) em plantas de laranjeira
Pera infectadas com isolados fortes do CTV (Pera Rio e Barfio B) e isolados fracos
(Galego 50 e Pera TAC). Como controle foram usadas plantas de laranjeira Pera sadias.

Rarras verticais representam desvio padrio.
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Figura 9. Analise da atividade de guaiacol peroxidase apos fracionamento por HPLC
em extratos de plantas de laranja ‘Pera’ sadias ou infectadas com isolado fraco e severo

do CTV.
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4.2.1.3. Eletroforese

Em pH alcalino o perfil eletroforético das peroxidases citoplasmaticas extraidas de
plantas inoculadas com isolado fraco do CTV (Pera IAC) e de plantas sadias foi similar,
porém, diferente do perfil eletroforético de plantas inoculadas com os isolados severos Pera
Rio e Bar@o B, tanto no gel corado com carbazole para analise da atividade enzimatica como
em gel corado com “Comassie blue” para analise de proteina total (Fig. 10 ). Utilizando-se
carbazole como substrato, as isoperoxidases do isolado fraco do virus e de plantas sadias
apresentaram uma banda com ma%pr mobilidade eletroforética (Fig. 10-B, linhas 1,2,3.4),
enquanto que as isoperoxidases extraidas dos isolados severos apresentaram duas bandas com
menor mobilidade eletroforética (Fig. 10-B, linhas 5,6,7,8). Essas bandas n3o corresponderam
a nenhuma proteina no gel corado com "Coomassie Blue" (Fig. 10-A).

A corrida feita em pH 4cido utilizando-se guaiacol como substrato, revelou cinco
isoformas de peroxidases para os isolados fracos do CTV e para plantas sadias, que
correspondem as bandas a, b, d, e, g (Fig. 11-B) e duas isoformas para o isolado severo do
virus correspondendo as bandas ¢ , f. Quando siringaldazina foi usada como substrato, apenas
uma banda de coloragio purpura foi observada no isolado severo do CTV que corresponde a
isoperoxidase ¢ no gel corado com carbazole (Fig. 11-A, linha 3). Nenhuma atividade de
siringaldazina peroxidase foi detectada em plantas infectadas com o isolado fraco do virus e

plantas sadias (Fig. 11-A, linhas 1 e 2).
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A B

Figura 10. Eletroforese em gel de poliacrilamida nfio desnaturante alcalino (pH 8,3) de
proteinas de laranjeira Pera. A) corado com Coomassie Blue. B) Detecglo de atividade
peroxidasica com carbazole. (1,2) Sadia, (3,4) Isolado fraco CTV-IAC, (5,6) Isolado severo
CTV-Rio;(7,8) Isolado severo CTV-Barfo B. Setas indicam posi¢éo das bandas.
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Figura 11. Eletroforese em gel de poliacrilamida nfio desnaturante acido (pH
4,5) de proteinas de laranjeira Pera. Detecco de atividade peroxidésica com
siringadazina (A) e guaiacol (B). (1) Sadia; (2) isolado fraco; (3) isolado severo.
Setas indicam posicdo das bandas.
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4.2.1.4. Imuno-localizacio do CTV e localizacio histoquimica de siringaldazina

peroxidase

Em laranjeiras ‘Pera’, a imuno-localizagdo do virus em impressdes de cortes
transversais de caule em membranas de nitrocelulose, permitiu a clara visualizagdo do
precipitado que caracteriza a presenca do virus, na regido do floema secundario (Figs. 12 c e
12 e). A quantidade de precipitado observado se corrrelaciona com a concentragdo do virus
determinada através de ELISA, ou seja, maior quantidade de precipitado no material
infectado pelo isolado severo (Fig. 12e). Também é possivel observar que o isolado fraco
ocorre em pequenas areas isoladas entre si (Fig. 12¢), ao passo que o isolado severo parece
infectar uniformemente areas maiores do floema (Fig. 12e).

A atividade de siringaldazina peroxidase em membranas de nitrocelulose preparadas
paralelamente as de imuno-localizagdo do virus, mostraram que esta atividade enzimatica
localiza-se numa por¢do mais externa do caule, e mostra intensidade e distribui¢ao (Figs 12 d

e 12 f) correlacionada com a distribuigdo e concentragdo viral sinalizada pela sua imuno-

localizagdo.

4.2.1.5. Fluorescéncia

Nos ensaios de microscopia de fluorescéncia, plantas de limdo ‘Galego’
infectadas pelo isolado severo Bardo B apresentaram depressio no xilema, que pdde ser
visualizada quando utilizou-se excitagdo com luz UV (Fig. 13 a). O material contido no xilema
apresentou fluorescéncia amarela com excitagdo por luz azul (Fig. 13 b). Em plantas sadias e
em plantas infectadas pelo isolado fraco Galego 50 ni3o foram observadas alteragBes na

fluorescéncia na regido do floema e do cidmbio vascular (Fig. 13 c,d, respectivamente). Em
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plantas de laranja ‘Pera’ infectadas pelos isolados severos Bardo B e Pera Rio, foi observado

um acimulo de material fluorescente verde, na regido do cambio vascular (Fig. 14).

4.2.2 Fenilalanina amoénia — liase

As médias obtidas para a atividade da enzima PAL foram de 12,26 e 12,73 (
umoles.min/g massa fresca ) para os isolados fortes Pera Rio e Bardo B, respectivamente; 5,68
e 2,96 ( umoles/min.g massa fresca ) para os isolados fracos Pera IAC e Galego 50,
respectivamente e 6,37 ( umoles/min.g massa fresca) para os controles sadios (Figura 15).

Os resultados mostram que a diferenca de atividade entre os isolados severos e fracos
foi bastante significativa, em torno de 2 a 4 vezes maior para os isolados severos. As plantas
infectadas com o isolado fraco Pera IAC mostraram atividades semelhantes aos controles
sadios, enquanto que as atividades das plantas infectadas com o isolado fraco Galego 50

mostraram-se menores que as das plantas sadias ou ndo mostraram atividade.
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Figura 12. Localizagdo imunohistoquimica do CTV (a,c e) e localizacdo histoquimica da
atividade siringaldazina peroxidase (b, d,f) em membranas de nitrocelulose impressas
com cortes transversais de haste apical de laranjeira Pera sadia (a, b), infectada pelo
isolado fraco CTV-IAC (¢ ,d) e infectada pelo isolado forte CTV-Barao B (e,f). Observar a
maior intensidade da reac&o no material infectado pelo isolado severo.
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Fig 13. Fluorescéncia observada, com diferentes combinagdes de luz de excitagido/emisséo,
em limdo ‘Galego’. (A) e (B), infecgdo por isolado severo de CTV “Barfo B”. (A) com
excitagdo por luz UV; (B) com excitagdo por luz azul. Em (A) pode-se observar a depressdo
(seta) do xilema que contém material que fluoresce amarelo com luz azul (B). Quando sadio

(C) ou infectado pelo isolado fraco Galego 50 (D), ndo se observa alteragdo na fluorescéncia

na regido do floema e do cdmbio vascular.
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Figura 14. Fotomicrografias obtidas por epi-fluorescéncia utilizando excitagdo por UV, em
cortes transversais de 4pices caulinares de laranjeiras Pera. (A) infectada pelo isolado severo
CTV-Bardo B; (B) infectada pelo isolado severo CTV-Pera Rio; (C) sadia. Observar o

acimulo de material fluorescente verde na regido do cdmbio vascular, nos materiais com

isolados severos do CTV.
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Figura 15. Atividade da PAL em plantas de laranjeira Pera' infectadas com isolados
fortes do CTV (Pera Rio e Barfio B) e isolados fracos {Galego 50 e Pera 1AC). Como
controle foram usadas plantas de laranjeira Pera’ sadias. Barras verticais representam

desvio padrio.
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4.2.3. Atividade de cinamil — ilcool desidrogenase

As plantas mostraram baixa atividade da CAD em todos os tratamentos, utilizando-se
coniferaldeido como substrato. A figura 16 mostra os resultados das médias das atividades da
enzima obtidas em cada tratamento. Nio foram observadas diferengas em relago a atividade
da enzima CAD entre as plantas infectadas com os diferentes isolados do CTV e plantas

sadias.

4.3. Analise de Acido salicilico total

O conteddo de acido salicilico foi mais elevado somente nas plantas infectadas pelos
isolados severos do CTV. A figura 17 mostra que o contedo obtido para os isolados severos
Pera Rio e Bardo B foi de 1,36 e 2,1 ug SA/ g massa fresca, respectivamente, enquanto que
para as plantas controle o conteudo foi de 1,0 ng SA/ g massa fresca. J& para os isolados
fracos JAC e Galego 50, o contelido foi de 0,78 e 048 pg SA/ g massa fresca,
respectivamente. O isolado severo Bardo B apresentou teores de SA 2 vezes mais elevados
que o de plantas sadias e 2,7 e 4,4 vezes maiores que os de isolados fracos Pera IAC e Galego
50, respectivamente. Plantas infectadas pelo isolado severo Pera Rio também apresentaram
aumentos significativos no teor de SA sendo 1,4 vezes mais elevado que o de plantas sadias e
1,7 e 2,8 vezes maiores que os de isolados Pera IAC e Galego 50, respectivamente. Por outro

lado, as plantas infectadas pelos isolados fracos apresentaram uma queda significativa desse

metabolito, principalmente o isolado Galego 50 do virus.
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Figura 16. Média da atividade da enzima CAD em amostras de laranjeira'Pera infectadas com

o isolado severo do CTV (Bardc B) e isolado frace (Galego 50), comparados com plantas de

laranjeira Pera sadias.
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Acido Salicilico
{ug / g massa fresca)

Sadia Rio Bardo B Isol.50 IAC

Figura 17. Contetido de dcido salicflico total em plantas de laranjeira Pera' infectadas com
isolados fortes do virus da tristeza dos citros (Pera Rio e Barfo B) e isolados fracos (Galego
50 e Pera IAC). Como controle foram usadas plantas de Earanjeira'Perzf sadias, Barras verticais

representam desvio padrfio.

55



5. Discussao

As plantas ao serem infectadas por patogenos desencadeiam uma ampla variedade de
sinais, que operam através de diversas rotas metabdlicas para produzir varias reacdes de
defesa. Em adigiio & induc@o de defesa localizada, hid também a inducio de resisténcia
sistémica, onde um sinal € gerado no sitio de indugdo e transportado para outros Orgios,
desencadeando eventos que levam 4 ativagio de genes de resisténcia (Sticher ef al., 1997; Van
Loon ef al., 1998). Trabalhos recentes tém sugerido substincias e alguns mecanismos a elas
associadas que podem ser interpretados como sinais biologicos (moléculas sinalizadoras),
dentre as quais incluem-se acido salicilico, jasmonatos, sisteminas, etileno e sinais elétricos
(Hunt er al., 1996; Lawton et al, 1994; Leon ef al., 2001; Shualev ef al., 1995; Sticher ef al
1997).

A sintese de compostos fendlicos através do metabolismo fenilpropanoide envolve uma
seqiéncia de reagdes reguladas por enzimas (Apéncice I ). Fenilalanina aménia-liase é a
enzima que Inicia a biossintese de compostos fendlicos e, portanto, ela € critica em determinar
o fluxo através da rota fenilpropandide e a taxa de produgio dos compostos fenilpropandides
(Jones, 1984; Dong ef al., 1991). Essa rota por sua vez, € responsavel pela producio de
moléculas envolvidas no processo de defesa por parte das plantas. Numerosos fatores (etileno,
luz, substancias, injuria) afetam a sintese ou ativagio dessa enzima (Jones, 1984; Wheten &
Sederoff, 1995). O aumento na atividade da PAL geralmente esti correlacionado com a
ativagio de mecanismos de defesa, frente ao estresse causado por agentes bidticos ou

abioticos. Um esquema relacionando os resultados obtidos no presente trabatho € proposto na

figura 18,
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Figura 18. Esquema proposto para a interpretago dos resultados obtidos no presente trabalho.

A PAL teve sua atividade aumentada em plantas de laranja ‘Pera’ infectadas com os

isolados severos do CTV (Barfic B e Pera Rio), mas nfio em plantas infectadas com os isolados

fracos (Pera IAC e Galego 30) e plantas sadias. Uma provavel explicaco seria que os isolados
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severos do CTV ao infectarem as células do parénquima e céluias companheiras do floema,
atingiram uma concentragio alta nesses tecidos, o que levou a um aumento na sintese de
fenilpropandides. Por outro lado, os isolados fracos do virus apresentaram uma concentragio
mais baixa de particulas virais nesses tecidos, ndo aumentando a produgio de fenilpropanoides
ou mesmo apresentando uma reducgfio na sintese dos mesmos. Os resultados obtidos neste
trabalho demonstraram que as particulas do CTV 36 puderam ser detectadas apés 30 dias da
inocula¢do por enxertia nos quatro isolados analisados através de DASI-ELISA. A
concentracdo de particulas virais aumentou com o tempo, deixando evidente que a
multiplicagdo do viru estava ocorrendo. Os valores de absorbincia obtidos para os isolados
severos (Pera Rio e Bario B) foram sempre maiores em relagio aos isolados fracos (Pera IAC
e Galego 50), chegando a dobrar o valor apos 60 dias da enxertia. Targon (1997), trabalhando
com os isolados fraco (Pera IAC) e severo (Bardo B) do CTV em diferentes hospedeiras,
verificou, através de analises de “Western-Blot”, que quando plantas de laranja ‘Pera’ foram
infectadas com o isolado fraco, o virus pdde ser detectado a partir do 15° dia apds a enxertia
das borbulhas contaminadas, enquanto que o isolado severo Bardo B foi detectado aos 20 dias
apos a enxertia. Essa diferenca obtida em relag@o ao presente trabalho deve-se, provavelmente,
as diferentes metodologias utilizadas para avaliar a multiplicagdo do CTV. Sendo ELISA um
teste quantitativo, os resultados aqui obtidos deixam claro que os isolados severos do CTV
atingem uma maior concentracdo de particulas virais nas plantas, em relagio aos isolados
fracos do virus.

A enzima PAL tem sua atividade aumentada em varias reagdes tipicas de resisténcia ¢
apos o tratamento com véarios elicitores de rea¢des de defesa ( Stadnick, 1999 ). Em
Arabidopsis o gene que codifica para a PAL ¢ ativado logo apds a inoculagdo com
Pseudomonas { Dong et al., 1991 ). Esse gene € um dos marcadores usados para estudar a

ativagdo génica durante a resisténcia adquirida (Wobbe & Klessig, 1996). Além disso, a
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nibicdo da PAL in vivo por inibidores especificos, reduz a resisténcia em varias plantas
(Carver er al, 1994; Mauchi-Mani & Slusarenko, 1996). AOPP ( a-Amino-B-phenyl
propionic acid ), inibe competitivamente a enzima PAL, que cataliza o primeiro passo no
metabolismo fenilpropandide, isto é, a conversio de fenilalanina para 4cido cinfmico.
Consequentemente, a imbigio da PAL afeta todos os caminhos subsequentes da sintese de
compostos fenolicos (Carver et al., 1991).

Em plantas, o acido salicilico é provavelmente produzido a partir de fenilalanina, que
por sua vez € convertida em acido trans-cindmico pela enzima PAL (Yalpani ef a/., 1993). No
presente trabalho € muito provavel que o aumento na atividade desta enzima tenha estimulado
a biossintese de acido salicilico, uma vez que o SA é um dos produtos da rota dos
fenilpropandides. De fato o contetdo de SA ¢ mais elevado somente nas plantas infectadas
pelos isolados severos do CTV, mostrando a associagio entre os fendmenos. E possivel que o
acido salicilico, que atua como molécula sinalizadora, esteja envolvido na transdugio de sinal
pela planta, induzindo aumento da atividade da siringaldazina peroxidase, relacionada com o
passo final da ligniﬁcagﬁo‘ da parede celular (Pox-lig). Pouco se conhece sobre a forma que os
sinais atuam ativando genes e desencadeando reagdes de defesa em plantas. O uso de plantas
transgénicas especificamente transformadas para a super-expresssdo de certos genes nela
introduzidos, tem sido uma ferramenta Gtil (Romeiro & Kimura 1997). Pseudomonas putida
possui genes que codificam a sintese da enzima salicilato-hidroxilase. Esta enzima esta
envolvida com o metabolismo de naftaleno e também na conversdo de SA em catecol. Plantas
de tomateiro e de 4rabdopsis transformadas pela insercio desses genes, exibem baixos niveis
de SA nos tecidos e a resisténcia sistémica niio se expressa, quando tentativas de indugio sdo
realizadas (Sticher et al., 1997). Segundo esses mesmos autores, um fato ainda controvertido é
se SA € um sinal para a sintese de si mesmo (SA endégeno por sintese de redundéncia) ou se

um sinal secundario existe e se transloca para levar a mensagem de sintese de SA endogeno a
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locais distantes. Entretanto, ha relatos de que certos derivados de SA podem assumir essa
fungdo (Shualev et al., 1997).

Em células vegetais, as peroxidases tém sido detectadas em vaciolos, tonoplastos e
plasmalema, bem como dentro da parede celular ( Gaspar er al., 1982). Elas podem ser
divididas em um grande numero de isoenzimas, cuja funglo precisa parece incerta. Elas
participam de muitas reagdes incluindo lignificagio, ligagdes dos polissacarideos de parede
celular, oxidacdo do acido 3-indolacético, regulagdo do alongamento celular e oxidagiio de
fenois (Gaspar ef al., 1991). Peroxidases de parede celular (Pox-lig) tém sido descritas como
agentes cataliticos do dltimo passo da biossintese de lignina, a oxidagiio de cinamil alcodis
(Harkin & Obst, 1973; Boudet ef al.,, 1995). A atividade de Pox-lig esta correlacionada com a
taxa de biossintese de lignina (Mc Dougall, 1992; Rever & Gaspar, 1985). A sintese de
fenilpropandides e peroxidagdo sZio aumentadas em folhas de trigo pela infecgio com
patdgenos ( Southerton & Deverall, 1990). O presente estudo mostra que a atividade da
guaiacol peroxidase extraida de forma convencional ni3o apresenta correlagio com a
severidade do isolado de CTV. Somente quando a extragio desta enzima é realizada de forma
a separar a atividade presente na parede celular, observa-se correlacio entre atividade e
severidade do CTV: os isolados mais severos aumentam significativamente a atividade ¢ os
fracos a diminuem ou n3o a modificam. Quando se utiliza como substrato siringaldazina,
sendo a atividade detectada ligada a lignifica¢do da parede celular, verifica-se boa correlagio
com a severidade do isolado de CTV presente na planta.

A figura 8 mostra claramente que as plantas infectadas pelos isolados severos do CTV
apresentam atividade de Pox-lig aumentada em relag@o as plantas sadias ou plantas infectadas
pelos isolados fracos do virus. As diferengas observadas na atividade de siringaldazina
peroxidase sio de tal magnitude que esta poderia ser considerada na pratica como um

pardmetro bastante significativo para diferenciagio de isolados severos e fracos de CTV. Do
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ponto de vista fisiopatologico a lignificagio ¢ parte dos mecanismos de defesa da planta contra
diversos patogenos. Embora no caso dos virus a lignificagio nfio parega ter nenhum efeito
inibitoric, € também desencadeada pela infec¢do viral. Aparentemente a intensidade dessa
resposta ¢ diretamente proporcional a severidade do isolado viral. Isto leva 2 idéia
aparentemente paradoxal, de que a severidade do isolado viral é devida 4 intensidade da
resposta defensiva da planta hospedeira.

A localizacdo da atividade siringaldazina peroxidase, através de imuno-localizagio em
membranas de nitrocelulose, mostra que esta enzima ocorre nos mesmos tecidos onde ¢
localizado o virus, pelo método de imuno-localizagdo. Também ¢ possivel observar que a
intensidade da coloragdo, proporcional a atividade enzimatica, estd correlacionada & area
ocupada pelo virus, delimitada pelo procedimento de imuno-localizagdo. Esta area ¢ sempre
maior nos materiais com isolados severos, ao passo que € maior também a intensidade de
reagdo da siringaldazina peroxidase, em relagio aos materiais sadios ou com isolados fracos.

A alteragdo da auto fluorescéncia observada em cortes de caule, mostra o inicio da
formacdo de fendas no lenho. Esta fase visivel ao microscopio de fluorescéncia, representa o
inicio de formagdo de fendas visiveis a olho nu, quando retirada a casca do caule,
denominadas caneluras ("stem-pitting"). As caneluras constituem um sintoma tipico de
isolados severos de CTV, mas que s6 sdo visiveis apos 1-2 anos de crescimento da planta. O
acimulo de material fluorescente amarelo na regido onde se forma a fenda, coincidente com a
presenca viral e aumento da atividade de peroxidase (Pox-lig), indicam a clara associacio
deste sintoma com o virus na sua fbrma severa.

A caracterizagdo eletroforética num dos sistemas de eletroforese utilizados, em gel
alcalino (pH 8,3) com carbazole como substrato genérico para peroxidases, mostrou uma
banda adicional de peroxidase citoplasmatica nos materiais infectados com isolados severos.

Neste mesmo sistema ndo foi detectada nenhuma atividade siringaldazina peroxidase (dados
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ndao mostrados). No sistema de gel acido (pH 4,5) foi possivel detectar, nos materiais
infectados com isolados severos, uma banda com atividade siringaldazina peroxidase que
corresponde a uma banda com intensa atividade guaiacol peroxidase. Esta banda nio tem
correspondéncia com as bandas de guaiacol peroxidase observadas nos materiais sadios ou
com isolados fracos.

Através de HPLC em coluna mono-Q foi obtido um pico adicional de atividade guaicol
peroxidase, somente em plantas infectadas com isolados severos, com tempo de retenciio
menor (16-17 min) que o da peroxidase detectada em plantas sadias ou infectadas (19-21 min).
Estes resultados indicam o aparecimento de uma proteina com atividade peroxidasica nos
materiais ifectados por isolados severos. Isto poderia ocorrer através de sintese de novo
(ativag@o génica) ou por ativagio de proteina preexistente (Goldberg ef al., 1983).

Cinamul lcool desidrogenase (CAD) é uma enzima que ¢ especifica para a sintese de
cinamil alcoois que s&o precursores da sintese de lignina. Esta enzima ¢ potencialmente capaz
de atuar em trés diferentes substratos (coniferaldeido, sinapaldeido e p-coumaraldeido),
correspondendo  a  trés ‘monémeros de lignina. No presente trabalho, utilizando-se
coniferaldeido como substrato, as plantas de citros apresentaram uma baixa atividade da
enzima que ndo foi significantemente estimulada pela infeccfio com os diferentes isolados do
CTV. Provavelmente a atividade da CAD nfio ¢ limitante para o processo de lignificagio em
citros. Carver (1994) mostrou que a inibicio da CAD em folhas de aveia diminuiu a
resisténcia a Oidios, sugerindo que essa enzima ou os produtos formados numa etapa posterior
na rota da sintese de lignina podem contribuir para resisténcia. Por outro lado, Zhang et al.
(1997) nédo encontraram acumulo de transcripto para CAD em plantas de aveia e cevada
infectadas com Oidios e sugeriram que a regulagdo transcricional desse gene pode ndo estar
envolvida na resposta da planta. Stadnik (1999), mostrou que folhas de trigo apresentaram

uma baixa atividade da enzima CAD, a qual no foi estimulada nem com o uso de indutor de
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resisténcia BTH (benzo (1,2,3) thiadiazole -7- carbothioic acid S- methyl ester), nem pela
inoculagdo do fungo Blumeria graminis f sp. Tritici (Bgf). Usando (OH-PAS), inibidor

especifico da atividade da CAD, nfo houve alteragio na eficiéncia de penetragio do fungo.

5.1. Discussiio geral do esquema proposto

O CTV ao infectar as células do parénquima e células companheiras do floema se
multiplica e invade esses tecidos. Conforme os resultados obtidos nos testes de DASI-ELISA
(Tab.1) os isolados severos atingem uma alta concentragdo de particulas nesses tecidos (os
valores de absorbancia no teste DASI-ELISA atingem, na infecciio por isolados severos, o
dobro do observado nos isolados fracos). Este fato é provavelmente um dos fatores que induz
um aumento na atividade da enzima fenilalanina amonia-liase (PAL) que é( a primeira enzima
da rota da sintese de compostos fenilpropanoides e ¢ enzima chave que determina o fluxo e a
taxa da producdo de fenilpropandides (Jones, 1984). O aumento na atividade da enzima PAL
desencadeia uma série de eventos em cascata, ocorrendo concomitantemente. Como o
contetdo de acido salicilico aumentou somente nos isolados severos do CTV, é bastante
provavel que a PAL tenha estimulado sua biossintese uma vez que esse composto hormonal é
sintetizado & partir de fenilalanina (Yalpani ef a/, 1993). Paralelamente o aumento na
atividade da enzima PAL, gerando um aumento na biossintese de compostos fenilpropanoides,
pode ser a causa do acimulo de material fluorescente observado nos ensaios de microscopia
de fluorescéncia. Este fato poderia estar relacionado com a disfungdo do floema das plantas
mfectadas pelos isolados severos do virus, ja que o acimulo de compostos fendlicos precede a

morte celular. Isto explicaria a correlagio observada entre severidade dos sintomas e aumento
de atividade da PAL.
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Provavelmente o aumento de SA atua como sinal induzindo o aumento da atividade
peroxidasica, que se observa nas plantas infectadas por isolados severos. A peroxidase
associada & lignifica¢fio da parede teve sua atividade aumentada no material infectado pelos
isolados severos do CTV. Esta correlagio poderia estar relacioanada com o aumento
observado na concentragdo de SA, que atua como molécula sinalizadora (ou hormonio) que
entre outros efeitos, induz o aumento da atividade de algumas peroxidases. O aumento da
atividade da siringaldazina peroxidase mostra-se claramente relacionado as caracteristicas

patogénicas do isolado de CTV, podendo ser considerado um indicador bastante eficiente do

grau de severidade do isolado.

68



6. CONCLUSOES

1). A atividade de peroxidase associada a lignificagio (Pox-lig) pode ser considerada
na pratica como um parametro bastante significativo para a diferenciagio de isolados fracos e

severos do CTV.

2). Plantas citricas infectadas pelos os isolados severos do CTV apresentam atividade
aumentada das enzimas PAL e POX, mas nio de CAD.

3). Assim como PAL e POX, o contetido de acido salicilico aumentou nas plantas
inoculadas com os isolado severos do virus, e diminuiu ou ndo modificou os teores do
hormdnio nas plantas infectadas com isolados os fracos.

4). Os isolados severos causam nas plantas disfuncio do floema, observadas em
microscopia de fluorescéncia como um acomulo de material fluorescente na regido do cambio
vascular.

5). Materiais ifectados por isolados severos apresentam uma proteina com atividade

peroxidasica que pode ocorrer através de sintese de novo (ativagio génica) ou por ativagio de

proteina preexistente.
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8. APENDICE

Apéndice 1. Rota metabdlica e enzimas envolvidas na biossintese de lignina. 1- fenilalanina
amoOnia-liase (PAL); 2 - 4cido -4- cindmico hidroxilase; 3- acido p-coumarico hydroxilase; 4-
o-metil transferase; 5- 4cido cinamato CoA-ligase; 6- cinamoil-CoA-oxidoredutase; 7-

cinamil-alcool desidrogenase (CAD); 8- peroxidase. (Vance et al., 1980).
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