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Resumo
As plantas defendem-se continuamente contra ataques de bactérias, virus,

fungos, invertebrados e de outras plantas. O estresse oxidativo € um tipo de resposta
fisiolégica da planta apds o reconhecimento do patégeno, podendo resultar em
sintomas nas plantas dependendo da sensibilidade do hospedeiro, e também
relacionada a mecanismos de defesa. Foram analisadas plantas de soja cultivares
BRS132 (muito sensivel) e IAC17 (pouco sensivel) infectadas pelo Cowpea mild
mottle virus (CPMMV) e plantas de feijoeiro cultivar BT2 infectado pelo Cowpea
aphid-borne virus (CABMV). O trabalho teve como objetivos avaliar a concentracao
de peroxido de hidrogénio, analisar a resposta antioxidante das plantas a infeccao
viral quanto as variagdes na atividade da superoxido dismutase, catalase, ascorbato
peroxidase, guaiacol peroxidase e siringaldazina peroxidase e verificar as
localizagdes dos virus e das peroxidases em diferentes tecidos das plantas.

O CPMMV induziu uma doenca aguda, com sintomas severos e culminando
com a morte da planta de soja ‘BRS132’. Na soja ‘IAC17’, o virus induziu uma
doenca cronica com mosaico leve a partir da segunda folha trifoliolada. As
concentracdes de peroxido de hidrogénio e as atividades da catalase, ascorbato
peroxidase, guaiacol peroxidase e siringaldazina peroxidase foram maiores nas
plantas infectadas, tanto na soja ‘BRS132’ como na soja ‘IAC17’, em relacdo as
plantas sadias. O CPMMYV foi localizado nos tecidos do peciolo e do caule, na soja
‘BRS132’ nas regides periféricas e medula, e na soja ‘IAC17’ principalmente nas
regides periféricas.

No feijoeiro cultivar BT2, o CABMV induziu resposta aguda na primeira folha
trifoliolada, apresentando sintomas de mosaico, maior rugosidade, lesdes necroticas

nas nervuras e foliolos “fechados”. Nesta cultivar, todos os parametros avaliados
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foram maiores nas plantas infectadas, exceto a atividade da superdxido dismutase,
que apresentou valores similares nas plantas infectadas e nas sadias. O CABMV foi
localizado nas regides periféricas e medula dos tecidos do peciolo, € no caule a
invasao foi limitada a regiao periférica.

As peroxidases e a siringaldazina peroxidase foram localizadas nas mesmas
regides do peciolo onde foram detectados o CPMMV e o CABMV.

No feijoeiro ‘BT2’, a infeccdo viral induziu uma resposta semelhante a
observada na soja ‘BRS132’, com algumas diferencas relacionadas ao fato de que
neste caso, a infeccdo pelo CABMV néo resultou na morte da planta de feijoeiro.
Também se observou aumento expressivo de atividade da siringaldazina peroxidase
no 7° dia apos inoculacao, diferente da soja ‘BRS132’ em que este aumento ocorreu
mais tarde. A invasdo generalizada dos virus no peciolo foi semelhante em feijoeiro
‘BT2’ e soja ‘BRS132’, principalmente nos dias em que comegou a ocorrer abscisao
dos foliolos. Ja a invasdo do caule foi generalizada em soja ‘BRS132’ e limitada a
regiao periférica em feijoeiro.

Possivelmente, o aumento precoce de atividade da siringaldazina peroxidase
em feijoeiro, j& no 7° dia apos inoculagdo, limitou a invasdo do virus aos tecidos
periféricos do caule. Isto explicaria o fato de o feijoeiro ‘BT2’ ndo sofrer morte da

gema apical e da planta.
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Summary

Plants defend themselves from attacks of bacteria, fungi, viruses, invertebrate
and other plants. Oxidative stress is a kind of physiological response of the plant
related to defense mechanisms after recognition the pathogen, which may result in
disease symptoms depending on host sensitivity. In this work, plants of two varieties
of soybean infected by Cowpea Mild Mottle Virus (CPMMYV), one highly sensitive
(BRS132) and other with low sensitivity (IAC17) to the virus, were analyzed. Also,
responses of bean plants (cv. Black Turtle 2, BT2) to Cowpea Aphid-Borne Mosaic
Virus (CABMV) were examined. The parameters assessed included peroxide content
(as hydrogen peroxide, H>O,), and activity of the following enzymes: superoxide
dismutase, catalase, ascorbate peroxidase, guayacol peroxidase and syringadazine
peroxidase. Distribution of virus and peroxidases in different tissues was also
examined.

In soybean cv BRS132, CPPMV induced an acute disease with severe
symptoms finally resulting in plant death. In the less sensitive soybean cv IAC17,
CPMMYV induced a chronic disease with mild mosaic which was only visible in the
second trifoliate and later leaves. Peroxide content and activity of guayacol and
syringaldazine peroxidases were higher in infected plants of both cultivars. The virus
was immuno-localized in stem and petiole cross sections, appearing in peripheral
tissues and pith in cv BRS132, whereas in cv IAC17 it was localized mainly in the
peripheral portion.

In bean cv BT2, CABMV induced a acute response in the first trifoliate leaf,
which presented a rough mosaic, necrotic lesions in veins and a “wilted” aspect. In
this species all the assessed parameters showed higher values in the infected plants.

Only the activity of superoxide dismutase was similar in healthy and infected plants.
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The virus was localized in the pith and peripheral tissues of bean petioles, and only in
the peripheral region of stems.

Peroxidase and syringaldazine peroxidase activities were localized in the same
tissues of the petiole where the CPMMYV was localized in soybean plants and CABMV
in bean plants.

The response to CABMV observed in bean cv BT2 was similar to the response
of soybean BRS132 to CPMMV, with some differences, since in bean the virus
infection did not induce plant death. A significant rise in syringadazine activity was
detected seven days after inoculation (DAI) in beans, while in soybean this increase
occurred one day later. Both species also showed similar pattern of invasion of
petiole tissues by the virus, mainly at the moment of abscission of leaflets. However,
the virus invasion of stem was generalized in soybean BRS132 and contrastingly,
limited to the peripheral tissues in bean.

One possibility is that the early increase in syringaldazine activity observed in
bean 7 DAl is indicative of some type of restriction to the spread of the virus, limiting it
to the stem peripheral tissues. Probably this restricted spread of the virus in the stem
underlies the survival of the apical meristem in bean cv BT2 in contrast to the death of

the meristem in soybean cv BRS132.
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1. Introducao

As plantas defendem-se continuamente contra ataques de bactérias, virus,
fungos, invertebrados e de outras plantas (Buchanan et al. 2000). As interagdes entre
planta-microrganismo tém evidentes efeitos sobre o desenvolvimento da civilizagao,
desde quando os humanos comecaram a contar com produtos cultivados para
alimentacdo (Jackson & Taylor, 1996). A doenca, que é o tema central da
fitopatologia, € resultante da interacdo entre hospedeiro, agente causal e ambiente.
Do ponto de vista fisiopatoldgico, as interagdes entre planta e microrganismo sao
caracterizadas por desordens fisioldégicas dos processos vitais da planta.

As investigacdes cientificas de doencgas de plantas conhecidas por viroses
comegaram no inicio do século XIX (Hull, 2004). Para estudos das propriedades
intrinsecas dos virus, 0 agente causal do mosaico do fumo (Tobacco mosaic
virus,TMV), foi usado como modelo porque € estavel, apresenta alta concentracéo na
seiva das plantas infectadas e € de facil transmissao (van der Want & Dijkstra, 2006).

Atualmente, a importancia econémica das doencas infecciosas causadas por
virus preocupa 0s pesquisadores do assunto. Segundo Strange & Scott (2005),
muitas das 700 viroses de plantas conhecidas causam prejuizos e estdo amplamente
distribuidas nos hospedeiros. As interagées entre planta e virus sdo complexas e
envolvem diversos tipos de respostas, que podem ou nado causar doengas para o
hospedeiro (Soosaar et al. 2005).

As reacdes de incompatibilidade s&o frequentemente associadas ao
aparecimento de lesdes necroéticas no sitio de entrada do patdgeno. Esta resposta da
planta ao ataque de patégeno é conhecida como reacado de hipersensibilidade, que &
caracterizada por restringir o crescimento ou espalhamento do patégeno (Agrios,

2005). Entretanto, quando um microrganismo infecta e se replica em um hospedeiro
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produzindo doenca, 0 mesmo é descrito como patdégeno e a planta é descrita como
suscetivel, sendo esta interacdo chamada de compativel (Soosaar et al. 2005).

Em interacdes compativeis o sistema de defesa da planta é tardiamente
ativado ou nao ativado, levando a doenca (Resende et al. 2003). Plantas infectadas
sistemicamente sdo exemplos de relacdes compativeis, cujos sintomas podem variar
de acordo com a interacdo hospedeiro-virus. As doencas causadas por agentes
virais sao geralmente reconhecidas através da observagéao de sintomas. Na infeccao
sistémica, o virus move-se do local de inoculagdo para outras partes da planta, via
sistema vascular (van der Want & Dijkstra, 2006).

As infeccoes sistémicas por virus podem resultar em respostas
fisiopatoldgicas. O estresse oxidativo € um tipo de resposta fisiologica da planta apos
o reconhecimento do patégeno, podendo resultar em sintomas nas plantas
dependendo da sensibilidade do hospedeiro. Em contraste com reacdes de
hipersensibilidade, em interacdo compativel entre planta-virus pouco se conhece
sobre 0 envolvimento de espécies reativas de oxigénio no desenvolvimento da
patogénese e sintomas nas plantas (Mehdy, 1994; Riedle-Bauer, 2000; Li & Burritt,
20083; Arias, et al. 2005).

As espécies reativas de oxigénio (“Reactive Oxygen Species” - ROS), como
superoxido (O27), peréxido de hidrogénio (H-O.) e radical hidroxila (*OH), sédo
produzidas constantemente como subprodutos de varias vias metabdlicas
localizadas em diferentes compartimentos celulares (Apel & Hirt, 2004). Em células
de plantas as ROS, principalmente o H>O, sdo geradas no citosol, cloroplastos,
mitocOndrias, peroxissomas e espaco apoplastico (Mittler, 2002; Navrot et al. 2007).
As espécies reativas de oxigénio ocorrem normalmente no metabolismo celular,

porem, quando acumuladas tornam-se tdxicas (Quan, et al. 2008). Recentes
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investigacbes tém revelado que as ROS, especialmente o H,O, sdo componentes
centrais de sinais de transducado em cascata, envolvidos em adaptacdes a mudancas
ambientais (Neill et al. 2002b), as quais ocorrem sob varios estresses bibticos e
abidticos (Dat et al. 2000; Neill et al. 2002a).

O peroxido de hidrogénio tem sido aceito como mensageiro secundario para
sinais gerados por meio de ROS, porque tem vida relativamente longa e alta
permeabilidade através da membrana (Yang & Poovaiah, 2002). O envolvimento do
HoO2 na interacdo planta-patégeno tem sido demonstrado em diversos sistemas
planta-virus (Clarke et al. 2002; Diaz-Vivancos et al. 2006; Quecini et al. 2007). O
Sunflower chlorotic mottle virus em interacdo compativel com girassol, provocou
aumento nas concentracbes de perdxido de hidrogénio na planta com ativagdo de
respostas antioxidantes (Arias et al. 2005).

Para minimizar os efeitos do estresse oxidativo, as plantas possuem um
complexo sistema antioxidante composto pelas moléculas glutationa e ascorbato
(Noctor & Foyer, 1998) e pelas enzimas removedoras de ROS (scavenging), como a
superodxido dismutase (Gupta et al. 1993), catalase (Feierabend, 2005) e peroxidase
(Banci, 1997). As enzimas “scavenging” estdo presentes em diversos
compartimentos celulares, como peroxissomas e glioxissomas (Buchanan et al.
2000), cloroplastos (Nakano & Asada, 1981), parede celular, citosol e vacuolo
(Goldberg et al. 1983; Asada, 1992). O sistema antioxidante determina o tempo de
vida do H20O2 nos compartimentos celulares da planta (Foyer & Noctor, 2003).

A superéxido dismutase (E.C 1.15.1.1, SOD) converte O,” e HO," em H20, e
pode estar ligada a um metal. As plantas, normalmente, tém Cu/Zn - SOD no citosol,

Cu/Zn e/ou Fe-SOD no cloroplasto e Mn - SOD na mitocondria (Resende et al. 2003).



Tais enzimas sao importantes durante o processo de remocao de ROS e na geracao
de perodxido de hidrogénio.

As catalases (E.C 1.11.1.6, CAT) sédo enzimas que convertem o H>O2 em H>0O
e O, em plantas e estao presentes nos peroxissomas e glioxissomas (Willekens et al.
1997; del Rio et al. 1998). Estas enzimas sao codificadas por familias multigénicas
(Suzuki et al. 1995; Frugoli et al. 1996). Sendo que as trés principais isoformas de
catalase sdao CAT1, CAT2 e CAT3 (Havir et al. 1989; Willekens et al. 1994). Uma
nomenclatura basica dividida em classes tem sido proposta para evitar confusao
entre as isoenzimas nas diferentes espécies estudadas: classe 1 é altamente
expressa em folhas e remove H>O, produzido durante a fotorespiracao; a classe 2 é
encontrada em tecidos vasculares; a classe 3 esta presente abundantemente em
sementes e plantas jovens e sua atividade esta relacionada a remocgéao de HxO;
produzido durante a degradacgéo de acidos graxos no glioxissoma (Dat et al. 2000).

As plantas necessitam de mecanismos enzimaticos alternativos a catalase
para remocdo do H»O, e protecdo contra danos oxidativos. As peroxidases
participam de inumeros processos fisioldgicos como lignificacdo, suberizacéo,
catabolismo de auxina, tolerancia a salinidade, mecanismos de defesa contra
patdgenos e herbivoros (Hiraga et al. 2001). As peroxidases séo proteinas heme que
catalisam a oxidacdo de grande variedade de substratos através da reagdo com
peréxido de hidrogénio (Banci, 1997; Yoshida et al. 2003).

As peroxidases presentes em eucariontes e procariontes sao dividas em trés
superfamilias, com base na sua estrutura e propriedade catalitica (Hiraga et al.
2001). Dentro da terceira superfamilia, estdo contidas trés classes de peroxidases
vegetais (Barceld et al. 2003). A classe | é constituida de enzimas intracelulares em

plantas, bactérias e leveduras, como a citocromo c¢ peroxidase (E.C 1.11.1.5) e
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ascorbato peroxidase (E.C 1.11.1.11, APX) de cloroplasto e citosol. A classe Il é
formada de enzimas extracelulales de fungos e a classe lll é constituida por
peroxidases (E.C 1.11.1.7, POX) que sao secretadas no apoplasto (Hiraga et al.
2001).

Segundo Asada (2006), a catalase esta ausente no cloroplasto, dessa forma a
remocao do H»O, nesta organela é realizada pelo ciclo ascorbato-glutationa, numa
reacdo envolvendo a ascorbato peroxidase. No cloroplasto existem duas diferentes
isoenzimas de ascorbato peroxidase, uma localizada nos tilacoides e outra no
estroma (Yoshimura et al. 2000; Asada, 2006). Além das izoenzimas do cloroplasto,
o citosol apresenta uma ascorbato peroxidase que € induzida por alta temperatura
(Panchuk et al. 2002). Em Arabidopsis thaliana, em condi¢cdes de estresse luminoso,
foi demonstrado que a auséncia da ascorbato peroxidase removedora de H2O:
citosolico ocasionou o colapso do sistema removedor de H;O, do cloroplasto, o
aumento na concentracao de H>O- e a oxidacao de proteinas (Davletova et al. 2005).

As peroxidases pertencentes a classe lll apresentam uma ampla variedade de
substratos, comumente reagindo com compostos que contém grupo hidroxila ligado a
anel aromatico. Estas peroxidases sdo denominadas pela sigla POX e apresentam
grande numero de isoformas. Usualmente, utiliza-se o substrato guaiacol (o-metoxi
fenol) para se avaliar a atividade das peroxidases totais (Hiraga et al. 2001; Mika &
Luthje, 2003). A guaiacol peroxidase (GPOX) estd localizada no vacuolo, citosol e
parede celular, e ausente em organelas celulares como peroxissomas e cloroplastos
(Asada, 1992).

Diversos trabalhos tém enfatizado o envolvimento do perdxido de hidrogénio
(Olson & Varner, 1993) e de peroxidases (Mcdougall, 1992; Polle et al. 1994) no

processo de lignificacdo. As POXs desempenham vérias fungcbes na defesa celular
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devido a sua participacao na lignificacdo e no metabolismo da parede celular, sendo
classificadas por van Loon et al. (2006), como proteinas relacionadas a patogénese
(proteinas- PR) pertencentes a familia PR-9. Catesson et al. (1978) (Apud Goldberg
et al. 1983) demostraram que peroxidases da parede celular apresentavam afinidade
especial pelo substrato siringaldazina, até entdo utilizado em testes histoquimicos.
Estudos posteriores sugeriram que a atividade da siringaldazina peroxidase (SPOX)
estava relacionada ao processo de lignificacdo. A oxidacdo da siringaldazina esta
envolvida na sintese de lignina e suberina (Christensen et al. 1998).

A deposicao de ligninas na parede celular € um dos mecanismos que permitiu
o desenvolvimento e a adaptacao das plantas ao ambiente terrestre (Boudet, 2000).
A lignina € um polimero fendlico complexo que confere a planta rigidez mecénica,
além de contribuir para a formacao de barreiras contra patégenos. Para Vance et al.
(1980) o processo de lignificacao € um mecanismo de resisténcia a doengas.

O processo de lignificacdo é observado em muitas espécies de plantas em
resposta a infeccdo por agentes patogénicos tais como fungos, bactérias,
nematoides e virus (Sticher et al. 1997). Kimmins & Wuddah (1977) examinaram a
resposta de folhas de feijao a infec¢do por virus e concluiram que a lignificacdo ao
redor de lesdes locais é parte da barreira ao espalhamento do virus.

As propriedades e a localizagao da siringaldazina peroxidase foram estudadas
por Goldberg et al. (1985). Os autores confirmaram a relacdo da enzima com os
estagios finais da biossintese de ligninas, verificando que a enzima tem alta atividade
na parede celular, é estavel sob altas temperaturas e apresenta afinidade de 100 a

1000 vezes maior pelo substrato siringaldazina do que pelo guaiacol.



1.1. Interacao Glycine max e Cowpea mild mottle virus (CPMMV)

A soja (Glycine max) é considerada uma importante fonte de proteina e 6leo
vegetal, tanto para a alimentacdo humana como animal (Costa, 1996). Atualmente a
cultura da soja é o principal produto do agronegécio brasileiro. O pais é o segundo
maior produtor mundial da oleaginosa, com uma safra de 58,49 milhGes de toneladas
e uma area plantada de 20,87 milhdes de hectares na temporada 2007/2008 (Conab,
2008).

A produtividade e a importancia econémica da soja no agronegécio dependem
de varios fatores. Entre os principais fatores que limitam a obtencdo de altos
rendimentos em soja, estdo as perdas por doengas que sado estimadas em cerca de
20% (Almeida et al. 2005a).

Diversas viroses afetam a soja, sendo que recentemente tem preocupado
pesquisadores e produtores a constatacdo do virus causador da necrose da haste,
identificado como o Cowpea mild mottle virus (CPMMYV), do grupo Carlavirus. O
CPMMV apresenta particulas filamentosas, flexuosas, com comprimento de 610-700
nm e diametro de 12-15 nm, RNA de fita simples, sentido positivo (Almeida, 2005b).

O CPMMV foi descrito primeiramente em Gana infectando caupi (Brunt &
Kenten, 1973), e caracterizado em Israel (Antignus & Cohen, 1987). O mesmo virus
foi reportado infectando soja na Costa do Marfim (Thouvenel et al. 1982) e na
Tailandia (lwaki et al. 1982). Este ultimo trabalho demonstra a transmissdo pela
mosca branca Bemisia tabaci. No Brasil, a ocorréncia de um Carlavirus infectando
feijoeiro ‘Jalo’ e transmitido pela B. tabaci, foi comunicada por Costa et al. (1983).
Este virus foi posteriormente identificado como o CPMMV (Gaspar et al. 1985). No
Brasil, até o presente momento apenas soja, caupi e feijoeiro cv. Jalo foram

infectados pelo CPMMYV (Almeida et al. 2005a), e 0 mesmo foi isolado de campos de
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producéo de soja causando necrose da haste da soja, por Almeida et al. (2005b). Os
danos tém sido severos e, dependendo da variedade, as plantas infectadas
apresentam paralisacdo do crescimento, mosaico e necrose da haste, podendo levar
a planta a morte. A necrose da haste da soja esta, atualmente, entre as principais
doencas da soja causadas por virus no pais, e ja foi diagnosticada em lavouras nos
estados do Mato Grosso, Bahia, Maranhdo e, recentemente, Parana (Embrapa,
2008Db).

Varios desafios no campo da sanidade ocupam a atencao dos melhoristas,
fitopatologistas e entomologistas brasileiros de soja. De acordo com a Coodetec
(2008), os produtores, a assisténcia técnica e os pesquisadores devem ficar atentos,
uma vez que a necrose da haste da soja tem potencial para tornar-se um problema
grave na cultura da soja.

Um aspecto ainda pouco estudado é a resposta fisiolégica da planta de soja a
infeccéo pelo CPMMV. Nesse sentido, € importante estudar as alterac¢oes fisioldgicas
em cultivares de sojas muito sensiveis e pouco sensiveis ao CPMMV, para obtencao
de informagdes fisiopatoldgicas, a fim de identificar possiveis cultivares resistentes
ao virus, permitindo ao agricultor escolher as mais adequadas para as regiées onde

o problema ja se manifestou.



1.2. Interacao Phaseolus vulgaris e Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV)

O feijao comum (Phaseolus vulgaris) € um dos mais importantes constituintes
da dieta da populacédo brasileira, por ser reconhecidamente uma excelente fonte
protéica, além de possuir boa concentragdo de carboidratos e de ser rico em ferro
(Vieira et al. 2006). O Brasil € o maior produtor e consumidor mundial de feijao
comum (Embrapa, 2008a).

A estimativa da area plantada e da producao de graos de feijao foi de 3,87
milhées de hectares e 3,24 milhdes de toneladas, respectivamente, na temporada
2007/2008 (Conab, 2008). Ao mesmo tempo em que inovagdes tecnoldgicas tém
sido cada vez mais utilizadas na cultura do feijoeiro visando ganhos na
produtividade, novos desafios tém surgido, principalmente em relagdo as doencas
causadas por patdégenos virais, que reduzem a produgéo e depreciam a qualidade do
produto.

O feijoeiro comum é cultivado durante todo o ano, em uma grande diversidade
de ecossistemas brasileiros, o que facilita a disseminagdo de doencas. As espécies
cultivadas apresentam numerosas doencas de etiologia viral, algumas chegando a
ser fatores limitantes da atividade agricola.

A familia Potyviridae infecta leguminosas, sendo responsavel por perdas
consideraveis nos cultivos agricolas. Esta familia tem capacidade de infectar
diversas espécies de familias boténicas, incluindo dicotiledéneas, como o feijoeiro e
outras espécies de leguminosas. O maior género dentro da familia Potyviridae € o
Potyvirus, que contém mais de 100 espécies com particulas filamentosas, medindo
entre 700 e 800 nm de comprimento e sdo transmitidas por afideos de maneira nao

persistente (Adams et al. 2005). A espécie P.vulgaris € hospedeira de grande



variedade dos Potyvirus descritos. Segundo Kitajima (1995), no Brasil dez das mais
de vinte viroses descritas em feijoeiro sdo causadas por Potyvirus.

O Potyvirus causador do endurecimento dos frutos do maracuja pode infectar
experimentalmente diversas leguminosas. Dada a semelhanca da doenga em
maracuja, com “passionfruit woodiness” que ocorre na Australia, o virus causador foi
considerado semelhante e denominado Passionfruit woodiness virus (PWV). Do
ponto de vista taxonémico, o PWV isolado no Brasil foi, por varios anos, considerado
analogo ao virus de mesmo nome descrito na Australia. Estudos recentes realizados
com diversos isolados brasileiros do PWV revelaram alta identidade com o Cowpea
aphid-borne mosaic virus (Fischer et al. 2005). Desta forma, o CABMV pode ser
considerado como a principal espécie de Potyvirus causadora de endurecimento dos
frutos do maracujazeiro no Brasil (Nascimento et al. 2004).

O Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) pertence ao género Potyvirus,
familia Potyviridae, apresenta RNA de fita simples, sentido positivo, cujas particulas
flexuosas medem 750-770 nm de comprimento por 12-15 nm de diametro
(Nascimento et al. 2006).

Embora vérias espécies de leguminosas sejam experimentalmente suscetiveis
ao CABMV, nao parece comum a infecgdo natural em campo de feijoeiro. O feijao
comum cvs. Preto 153 e BT2 podem ser infectados sistemicamente pelo CABMV

através de transmissao mecanica (Fischer et al. 2005; Nascimento et al. 2006).
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2. Objetivo geral
O trabalho teve o objetivo geral estudar as respostas oxidantes e antioxidantes
induzidas pelo CPMMV em duas cultivares de soja BRS132 e IAC17 e pelo CABMV

em feijoeiro cultivar BT2.

2.1. Objetivos especificos

Relacionar a concentracdo de peréxido de hidrogénio a resposta antioxidante
das plantas;

Analisar a resposta da planta a infeccdo viral quanto as variacées na atividade
das enzimas antioxidantes: superdxido dismutase, catalase, ascorbato peroxidase,
guaiacol peroxidase e siringaldazina peroxidase.

Verificar a localizac&o dos virus em diferentes tecidos da planta;

Localizar em diferentes tecidos as atividades das peroxidases e da

siringaldazina peroxidase.
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3. Material e Métodos
3.1. Material vegetal e CPMMV

Foram utilizadas duas cultivares de soja (Glycine max): uma muito sensivel
(BRS132) e outra pouco sensivel (IAC17) ao Cowpea mild mottle virus (CPMMV), do
grupo Carlavirus. As sementes de soja cvs. BRS132 e IAC17 e a fonte de inéculo do
CPMMV foram obtidos no Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de Fitossanidade
do Instituto Agronémico de Campinas. A manutencdo do virus foi realizada por
sucessivas inoculagdes mecanicas em plantas de feijoeiro cv. Jalo, cultivadas em
casa de vegetacao do Departamento de Fisiologia Vegetal da Universidade Estadual

de Campinas.

3.2. Material vegetal e CABMV

O material vegetal utilizado no experimento consistiu em plantas de feijao
comum (Phaseolus vulgaris) cultivar Black Turtle 2 (BT2), suscetivel a infeccao
sistémica pelo virus causador do endurecimento dos frutos do maracujazeiro
(Cowpea aphid-borne mosaic virus, CABMV, Potyviridae). As sementes de feijoeiro
cv. BT2 e a fonte de inéculo do CABMV foram obtidas no Departamento de
Entomologia, Fitopatologia e Zoologia Agricola da Escola Superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz”. A manuten¢ao do virus foi realizada por sucessivas inoculagcdes
mecanicas em plantas de maracujazeiro amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa)
cultivadas em casa de vegetacdo do Departamento de Fisiologia Vegetal da

Universidade Estadual de Campinas.
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3.3. Condicoes experimentais

Sementes de feijoeiro e de soja foram depositadas em bandejas contendo
substrato vermiculita, irrigadas com agua e mantidas em casa de vegetacao, até a
germinagdo. As plantas jovens, na fase de um par de folhas primarias expandidas,
foram transplantadas em vasos contendo substrato vermiculita, irrigadas trés vezes
por semana com 100 mL de solucdo nutritiva de Hoagland (Hoagland & Arnon, 1938)
e mantidas em camara de crescimento com 80 upmol/m?s de radiacdo
fotossinteticamente ativa, fotoperiodo de 12 horas e temperatura de 25 °C + 2 °C.

No dia posterior ao transplante, foi realizada a inoculacgdo do CPMMV e
CABMV. Para a interacdo soja — CPMMV a transmissdo mecéanica manual foi
realizada utilizando folhas de feijoeiro cv. Jalo infectadas pelo CPMMV e para a
interacdo feijoeiro - CABMV a transmissao mecéanica manual foi realizada utilizando
folhas de plantas de maracujazeiro amarelo (P. edulis f. flavicarpa) infectadas pelo
CABMV. As folhas infectadas de maracujazeiro amarelo e feijoeiro cv. Jalo foram
maceradas em almofariz com tampao fosfato de potassio 20 mM (pH 7,0) acrescido
de sulfito de sddio 20 mM, obtendo-se os extratos vegetais. O extrato vegetal foi
utilizado para inocular o primeiro par de folhas sadias expandidas de soja e feijoeiro,
previamente, polvilhadas com carborundo.

As andlises bioquimicas, imuno-localizagdo e localizagdo de enzimas foram
feitas durante o periodo de aparecimento dos sintomas na primeira folha trifoliolada
infectada, no 5°, 7°, 8% e 9° dias apds a inoculagao nas cultivares de soja ‘BRS132’ e
feijoeiro ‘BT2. Na soja cv. IAC17, as analises foram feitas durante o periodo de
aparecimento dos sintomas na segunda folha trifoliolada infectada, no 14° e 16° dias
apds a inoculacdo. Foram consideradas como controles as plantas sadias néo

inoculadas.
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3.4. Determinacao da concentracao de peréxido de hidrogénio

A determinacao da concentracao de perdxido de hidrogénio foi determinada
segundo o método proposto por Cheeseman (2006). As amostras de folhas foram
pesadas, imediatamente trituradas em N liquido e o extrato obtido pela adicdo de
tampao de extracao (fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,4, acrescido de KCN 5 mM). O
meio de reacao foi constituido de sulfato ferroso amoniacal 250 uM, sorbitol 100 uM,
laranja de xilenol 25 mM e etanol 1%. A leitura foi feita medindo a diferenca de
absorbancia entre 550 e 800 nm em espectrofotbmetro (Hewllett Packard modelo
8453). A curva padrdao foi preparada pela diluicdo do reagente H,O» 30%. A
concentracdo de H»O, na reagédo foi calibrada usando absorbancia de 240 nm e
coeficiente de extingdo molar de 43.6 M. cm™. A concentracdo de peréxido de

hidrogénio foi expressa em umol de H202 g MF.

3.5. Atividade da superoxido dismutase

A atividade da superoxido dismutase foi determinada segundo meétodo
utilizado por Gupta et al. (1993), com modificagdes. A extracao foi feita em almofariz
e pistilo resfriado, onde foi triturado em N3 liquido 1g de folha fresca e o extrato
obtido pela adicdo de tampao de extracao (10 mL de tampéo fosfato de potassio a 50
mM, pH 7,0, EDTA 0,1 mM e PVPP 1%). Em seguida, o extrato foi centrifugado a
15000xg, a 4 °C por 10 minutos e o sobrenadante foi utilizado no ensaio enzimatico.

A mistura de reacao consistiu de fosfato de potassio 50 mM (pH 7,8),
metionina 9,9 mM, azul de nitrotetrazolium 57 uyM (NBT), riboflavina 44 mM, triton X-
100 0,025% e 20 pyL de sobrenadante para 1 mL de volume final. A riboflavina foi
adicionada por ultimo no tubo contendo o meio de reacao. Os tubos de vidro foram

expostos dentro de uma cadmara com luz fluorescente de 15 Watts por 10 minutos a

14



10 centimetros da luz. No ensaio, uma unidade SOD foi definida como a quantidade
da enzima necesséria para inibir em 50% a foto-reducao do azul de nitrotetrazolium.
A leitura foi realizada em espectrofotometro a 560 nm e a atividade da SOD foi

expressa em Unidade SOD . g"' MF.

3.6. Atividade da catalase

A atividade da catalase foi determinada segundo Costa et al. (2005), com
modificacdes. A extracdo foi feita em almofariz e pistilo resfriado, onde foi macerado
1g de folha fresca em 20 mL de tampao fosfato de sédio 100 mM (pH 7,0). Em
seguida, o extrato foi centrifugado a 14000xg, a 4 °C por 10 minutos e o
sobrenadante utilizado no ensaio enzimatico.

O ensaio para a determinacédo da catalase consistiu na adicdo de 60 uL de
HoO2 1M em uma mistura de reacédo contendo 3 mL de tampéao fosfato de sédio 50
mM (pH 6,0) e 100 pL do extrato enzimatico. O decréscimo do H»O; foi monitorado
pela absorbancia a 240 nm, em intervalos de 10 segundos por um periodo de 1
minuto. A diferenca de absorbéancia (AA240 nm), Obtida através de regresséao linear, foi
dividida pelo o coeficiente de extingdo molar do H205, 39,4 M”.cm™ (Aebi, 1984). A

atividade da CAT foi expressa em pmol de HO> mim™. g”' MF.

3.7. Atividade da ascorbato peroxidase

A determinacao da atividade da ascorbato peroxidase foi feita de acordo com
Amako et al. (1994). A extracdo enzimatica foi feita em almofariz e pistilo resfriado,
onde 1g de folha fresca foi macerado em 5 mL de tampéo fosfato de potassio 50 mM

(pH 7,0), acido ascérbico 1 mM , EDTA 1 mM. Em seguida, o extrato foi centrifugado
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a 14000xg, por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi coletado para a determinacao
enzimatica.

O meio de reacgéao para APX continha tampao fosfato de potassio 50 mM (pH
7,0), peréxido de hidrogénio 1 mM, acido ascérbico 0,5 mM, EDTA 0,1 mM e 100uL
de sobrenadante do extrato. A taxa de oxidagdo do ascorbato foi estimada pelo
monitoramento do decréscimo da absorbadncia a 290 nm, obtida em
espectrofotometro (Pharmacia Biotech. Ultrospec 1000), em intervalos de 10
segundos por um periodo de 1 minuto. A diferenca de absorbéancia, obtida através de
regressao linear, foi dividida pelo coeficiente de extingdo molar do ascorbato (2,8

mM™ .cm™) e a atividade da APX foi expressa em pmol de HxO>mim™ . g'"MF.

3.8. Atividade da guaiacol peroxidase

Os ensaios para a determinacao da atividade da guaiacol peroxidase foram
realizados segundo a metodologia utilizada por Costa et al. (2005), com
modificacoes.

As amostras de 1g de folha fresca foram maceradas em almofariz e pistilo
resfriado, contendo 5 mL de solugdo tampao fosfato de sddio 100 mM (pH 7,0).
Posteriormente, o extrato foi centrifugado a 14000xg, a 4 °C por 10 minutos. O
sobrenadante foi utilizado para a determinacdo enzimatica. O meio de reacdo para
determinar a atividade da guaiacol peroxidase continha guaiacol 1,2 mM, tampao
fosfato de sddio 50 mM (pH 6,0). Para 3 mL do meio de reagao foram adicionados 50
UL de sobrenadante do extrato.

A reacdo foi iniciada mediante a adigdo de 15 puL de H>O2 5 mM. A reacéo foi
monitorada a 470 nm, e a leitura da absorbéancia foi realizada a cada 10 segundos,

durante 1 minuto. O coeficiente angular da reta, obtido através de regressao linear,
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foi dividido pelo coeficiente de extingdo molar do tetraguaiacol (26,6 mM™ .cm™) e a

atividade da GPOX foi expressa em pmol de H:O.mim™. g"'MF.

3.9. Atividade da siringaldazina peroxidase

A atividade da siringaldazina peroxidase foi determinada segundo a
metodologia seguida por Peyrano et al. (1997), com modificacdes.

A extracao foi feita em almofariz e pistilo resfriado, onde foi macerado 1g de
folha fresca em 20 mL de tampéo fosfato de sédio 10 mM (pH 6,0), contendo KCL 1
M e posteriormente adicionado 0,259 de polivinilpirrolidona (PVP) por grama de folha
fresca. Em seguida, o extrato foi centrifugado a 14000xg durante 10 minutos a 25 °C
+ 2 °C, para a obtencao do sobrenadante.

O meio de reacao para atividade da siringaldazina peroxidase, que foi mantido
a 35 °C, continha siringaldazina 19 pM, peréxido de hidrogénio 54 pM e tampao
fosfato de sodio 50 mM (pH 7,4). Foram adicionados 100 pL de sobrenadante do
extrato para cada 3 mL do meio de reacdo. As leituras de absorbéancias a 530 nm,
foram obtidas em espectrofotbmetro (Hewllett Packard, modelo 8453), por um
periodo de 1 minuto, em intervalos de 10 segundos. O coeficiente angular da reta,
obtido através de regressao linear, forneceu uma estimativa da atividade da SPOX,

que foi expressa em A Abs s3nm min™'. g~ MF.

3.10. Imuno-localizacao do CPMMV e do CABMV

Para a localizagdo do CPMMV e CABMV foi utilizada a técnica de “Immuno-
print” em cortes transversais no peciolo da primeira folha trifoliolada do feijoeiro cv.
BT2 e soja cv. BRS132 e no peciolo da segunda folha trifoliolada da soja cv. IAC17.

No caule os cortes transversais foram feitos entre o primeiro par de folha expandida
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e a primeira folha trifoliolada do feijoeiro cv. BT2 e soja cv. BRS132, na soja cv.
IAC17 entre a primeira folha trifoliolada e a segunda folha trifoliolada. Os cortes
foram pressionados em membranas de nitrocelulose.

A membrana contendo as impressoes foi incubada durante 60 minutos em
tampao TBS (Tris-HCL 50 mM, pH 7,5; NaCl 0,2 M), contendo 5% de leite em pé
desnatado. Em seguida foram feitas 5 lavagens com TBS-T (TBS contendo 0,1% de
Tween-20) trocados a cada 5 minutos. Posteriormente, as membranas foram
incubadas com anti-soro de coelho especifico para CPMMV OU CABMV diluidos
1:10.000 em TBS, durante 60 minutos, seguido de 5 lavagens com TBS-T trocados
a cada 5 minutos. Em seguida, as membranas foram incubadas no conjugado anti-
rabbit IgG — alkaline phosfatase (Sigma 9199), diluido 1:10.000 em tampédo TBS
durante 30 minutos, ap6s a incubacdo as membranas foram lavadas 5 vezes com
TBS-T trocados a cada 5 minutos.

Para a revelacdo utilizou-se solugcao contendo 5 mL tampao (Tris-HCL 0,1
mM, pH 9,5; NaCl 0,1 M; MgCl, 5 mM), 66 puL de azul de nitrotetrazolium(NBT) e 33
UL de 5- bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato (BCIP). Apés a obtengdo da coloracao
desejada as membranas foram lavadas com TBS-T, agua destilada, e secas entre
folhas de papel de filtro. As membranas foram observadas em microscépico 6tico de

campo claro e fotografadas.

3.11. Localizacao das peroxidases

Para a localizacdo da atividade das peroxidases foi utilizado o método
utilizado por Avdiushko et al. (1993), com modificagbes. Foram feitos cortes
transversais no peciolo da primeira folha trifoliolada do feijoeiro cv. BT2 e soja cv.

BRS132 e da segunda folha trifoliolada da soja cv. IAC17. Os cortes foram

18



pressionados em membranas de nitrocelulose. As membranas contendo impressdes
de partes de plantas foram transferidas para placa de petri. Em seguida, adicionou-
se a membrana de nitrocelulose impressa, 4,5 mL de tampéo fosfato de sédio 50 mM
(pH 6,0), 1 pL perdxido de hidrogénio 30% e 0,5 mL de substrato 4-cloro-naftol (6
mg/mL de metanol). As membranas foram mantidas em agitacéo até que a coloragao
desejada fosse atingida. Apds a obtencdo da coloracdo, as membranas foram
lavadas com agua destilada, secas e mantidas entre papel de filtro. As membranas

foram observadas em microscépico 6tico de campo claro e fotografadas.

3.12. Localizacao da siringaldazina peroxidase

A localizacdo da atividade de siringaldazina peroxidase foi determinada
segundo a metodologia utilizada por Peyrano et al. (1997), com modificacdes. Foram
feitos cortes transversais no peciolo da primeira folha trifoliolada do feijoeiro cv. BT2
e soja cv. BRS132 e na segunda folha trifoliolada da soja cv. IAC17. Os cortes foram
pressionados em membranas de nitrocelulose. O meio de reac¢ao continha 4,5 mL de
tampao fosfato de sédio 50 mM (pH 6,0), 1 uL peréxido de hidrogénio 30% e 0,5 mL
de substrato siringaldazina 0,1% em etanol. Para evitar o deslocamento da
siringaldazina, devido sua solubilidade, as membranas foram cobertas com papel de
filtro e com auxilio de pipeta Pasteur foram transferidas gotas do meio de reacao
para a cobertura de papel até o mesmo atingir a membrana. Ap6s a obtengcdo da
coloracdo, as membranas foram lavadas com agua destilada, secas entre papel de
filtro e imediatamente observadas em microscopico o6tico de campo claro e

fotografadas.
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3.13. Delineamento experimental e analise estatistica
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 4 repeticdes
(4 plantas). A andlise estatistica consistiu no calculo da média e erro padrao, analise

de variancia, testes de Tukey e t ao nivel de 5% de probabilidade.
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4. Resultados
4.1. Interacao Glycine max e Cowpea mild mottle virus (CPMMV)

Nas plantas de soja ‘BRS132’, o CPMMV induziu uma doenca aguda, com
sintomas severos e duragdo de 7 a 12 dias, culminando com a morte da planta. Os
sintomas se manifestaram ap6s o 5° dia apds inoculagéo, inicialmente pela
paralisacdo do crescimento durante os primeiros 5 dias ap6s inoculacdo. No 8¢ dia
apds inoculagdo apareceram sintomas de mosaico e necrose na primeira folha
trifoliolada, seguida rapidamente por necrose da haste e morte da gema apical
(Figura 1A). O material examinado nos experimentos foi a primeira folha trifoliolada,
visando caracterizar a fase aguda da doenca, entre 0 5° e 92 dia ap6s inoculagéo.

Nas plantas de soja cv. IAC17, o CPMMYV induziu uma doencga do tipo crénica
com mosaico leve na segunda folha trifoliolada, visivel no 14° dia apds inoculagao
(Figura 2A). Nao houve sintomas na primeira folha trifoliolada nem necrose da haste
ou gema apical. As plantas sadias tiveram crescimento e desenvolvimento normal

em ambas cultivares, BRS132 e IAC17.
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Figura 1. Soja ‘BRS132’ mostrando sintoma de mosaico e necrose na primeira folha
trifoliolada (seta azul) e necrose da haste e da gema apical (seta vermelha), no 92 dia
apos inoculagéo (foto A). Planta de soja ‘BRS132’ sadia (foto B).
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Figura 2. Planta de soja ‘IAC17’° mostrando sintoma de mosaico leve na segunda
folha trifoliolada (seta azul), no 16° dia apds inoculagao (foto A). Planta de soja
‘IAC17’ sadia (foto B).
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4.1.1. Concentracao de peroxido de hidrogénio
A concentracao de peréxido de hidrogénio na primeira folha trifoliolada de soja

‘BRS132" foi significativamente maior nas plantas infectadas com CPMMV em

relacdo as plantas sadias, em média das quatro amostragens (Figura 3).
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Figura 3. Concentracao de perdxido de hidrogénio na primeira folha trifoliolada de
soja cv. BRS132. Médias de 4 repeticdes. Barras representam o erro padrao da
média. Massa fresca (MF). Médias gerais entre infectadas e sadias
significativamente diferentes a 5% de probabilidade pelo teste Tukey.
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A concentracao de peréxido de hidrogénio na segunda folha trifoliolada de
soja cv. IAC17 foi significativamente maior nas plantas infectadas com CPMMV em
relacdo as plantas sadias, em média das duas amostragens (Figura 4). Embora
tenha se observado uma reducado na concentracao de peréxido de hidrogénio, esta

foi sempre maior nas plantas infectadas quando comparada com as plantas sadias.
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Figura 4. Concentracdo de perdxido de hidrogénio na segunda folha trifoliolada de
soja cv. IAC17. Médias de 4 repeticoes. Barras representam o erro padrdao da média.
Massa fresca (MF). Médias gerais entre infectadas e sadias significativamente

diferentes a 5% de probabilidade pelo teste Tukey.
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4.1.2. Atividade da catalase

Os valores de atividade da CAT foram similares nas plantas de soja cv.
BRS132 infectadas e sadias no 5° dia apds inoculagao (Figura 5). A partir do 7° dia,
houve aumento gradual da atividade da CAT nas plantas infectadas. No 9° dia apéds
inoculacdo, ocorreu aumento na atividade de aproximadamente 50% em relacédo as
plantas sadias. As plantas sadias ndao mostraram variacdo na atividade da CAT

durante o periodo analisado.
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Figura 5. Atividade da catalase na primeira folha trifoliolada de soja cv. BRS132.
Médias de 4 repeticbes. Barras representam o erro padrdo da média. Massa fresca

MF). * . médias significativamente diferentes a 5% de probabilidade pelo teste t.
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Na soja cv. IAC17, a atividade da CAT na segunda folha trifoliolada foi
significativamente maior nas plantas infectadas em relacao as plantas sadias (Figura
6). No 16° dia apds inoculagdo, a diferenga nos valores de atividade da CAT entre as
plantas infectadas e plantas sadias foi de cerca de 160%. Nas plantas sadias nao

houve variacao expressiva de atividade da CAT.
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Figura 6. Atividade da catalase na segunda folha trifoliolada de soja cv. IAC17.
Médias de 4 repeticoes. Barras representam o erro padrdao da média. Massa fresca

(MF). * - médias significativamente diferentes a 5% de probabilidade pelo teste t.
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4.1.3. Atividade da ascorbato peroxidase

Os resultados da atividade da ascorbato peroxidase em soja cv. BRS132
mostraram diferencgas significativas entre as plantas infectadas e plantas sadias, em
média das quatro amostragens (Figura 7). Nas plantas infectadas houve reducao
expressiva da atividade da APX de aproximadamente 50% entre o 5° e 8° dias apos
inoculagdo. Nas plantas sadias n&o foi observada variagdo na atividade da ascorbato

peroxidase durante os dias analisados.
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Figura 7. Atividade da ascorbato peroxidase na primeira folha trifoliolada de soja cv.
BRS132. Médias de 4 repeticoes. Barras representam o erro padrdo da média.
Massa fresca (MF). Médias gerais entre infectadas e sadias significativamente
diferentes a 5% de probabilidade pelo teste Tukey.
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Em soja cv. IAC17, os resultados da atividade da ascorbato peroxidase
mostraram que os valores nas plantas infectadas foram significativamente maiores
quando comparados com os valores das plantas sadias, em média das duas

amostragens (Figura 8).

8
—aA— |nfectada
—@— Sadia
S 6f
(@)
f= n 1
-
\N 4 L
O(\l
I
Ie)
E 2
3
O //// | | |
0 14 15 16

Dias Apds Inoculagao

Figura 8. Atividade da ascorbato peroxidase na segunda folha trifoliolada de soja cv.
IAC17. Médias de 4 repeticoes. Barras representam o erro padrdo da meédia. Massa
fresca (MF). Médias gerais entre infectadas e sadias significativamente diferentes a

5% de probabilidade pelo teste Tukey.
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4.1.4. Atividade da guaiacol peroxidase

As atividades da guaiacol peroxidase na primeira folha trifoliolada foram
similares entre as plantas infectadas e plantas sadias da soja cv. BRS132 no 5° dia
apdés inoculacdo (Figura 9). Nos dias posteriores houve aumento gradual e
expressivo de atividade da GPOX nas plantas infectadas de cerca de 2 a 3 vezes em
relacdo ao observado no 5° dia apds inoculacdo. Nas plantas sadias a atividade da

GPOX nao apresentou alteracdes expressivas durante o periodo analisado.
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Figura 9. Atividade da guaiacol peroxidase na primeira folha trifoliolada de soja cv.
BRS132. Médias de 4 repeticées. Barras representam o erro padrdo da média.
*

Massa fresca (MF). = - médias significativamente diferentes a 5% de probabilidade

pelo teste t.

30



Na soja cv. IAC17, a atividade da guaiacol peroxidase na segunda folha
trifoliolada apresentou maiores valores nas plantas infectadas quando comparadas
com as plantas sadias (Figura 10). Embora tenha sido observado aumento de
atividade da GPOX tanto nas plantas infectadas como nas plantas sadias, os valores

sempre foram maiores nas folhas das plantas infectadas.
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Figura 10. Atividade da guaiacol peroxidase na segunda folha trifoliolada de soja cv.
IAC17. Médias de 4 repeticbes. Barras representam o erro padrao da média. Massa

fresca (MF). * - médias significativamente diferentes a 5% de probabilidade pelo

teste t.
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4.1.5. Atividade da siringaldazina peroxidase

Na soja cv. BRS132, ndo foram observadas diferencas significativas nos
valores de atividade da SPOX entre plantas infectadas e plantas sadias entre 0 5° e
7° dias apos inoculacao (Figura 11). Entre o 7° e 8° dias houve rapido incremento na
atividade da SPOX nas plantas infectadas, que no 8° dia apresentavam atividade
cerca de 4 vezes maior para as plantas infectadas. Nas plantas sadias ndo houve

variacdes expressivas na atividade da SPOX.
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Figura 11. Atividade da siringaldazina peroxidase na primeira folha trifoliolada de soja
cv. BRS132. Médias de 4 repeticdes. Barras representam o erro padrdo da média.
*

Massa fresca (MF). = - médias significativamente diferentes a 5% de probabilidade

pelo teste t.
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Na soja ‘IAC17’, foi observado aumento significativo na atividade da
siringaldazina peroxidase na segunda folha trifoliolada das plantas infectadas em
relacdo as plantas sadias (Figura 12). Nas plantas infectadas houve aumento
expressivo de atividade da SPOX, de cerca de 2 vezes em comparagdo com as
plantas sadias no 14° dia apds inoculacdo. Este aumento chegou a ser até 4 vezes
maior dois dias depois. Nas plantas sadias ndo houve variacdo expressiva na

atividade da SPOX durante os dias analisados.
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Figura 12. Atividade da siringaldazina peroxidase na segunda folha trifoliolada de
soja cv. IAC17. Médias de 4 repeticoes. Barras representam o erro padrao da média.
*

Massa fresca (MF) - médias significativamente diferentes a 5% de probabilidade

pelo teste t.
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4.1.6. Imuno-localizacao do CPMMV

Na soja ‘BRS132’ observou-se uma rapida mudanca na distribuicdo do
CPMMV nos tecidos do peciolo da primeira folha trifoliolada e do caule. No peciolo a
coloracdo que indica a presenca do virus foi observada entre 0 5° e 7° dias apos
inoculacdo, proximos a regido periférica (Figuras 13A e 13B). No 8° dia apds
inoculacao o virus foi detectado na regidao da medula, com intensidade de coloracao
que indica concentragcdes do CPMMV crescentes e coincidindo com a resposta
aguda na primeira folha trifoliolada (Figura 13C). No 9% dia apds inoculacéo,
observou-se o peciolo totalmente invadido pelo CPMMV (Figura 13D).

No caule de soja ‘BRS132’, a presenca do CPMMV ocorreu no 5° dia apds
inoculacdo, préximos a regido periférica (Figura 14A). No 7% e 8° dias apds
inoculagdo, o CPMMYV foi detectado também na regido da medula, com intensidades
de coloragao que indicam concentracdes crescentes do 7° para o 8° dia (Figura 14B
e 14C). No 9?2 dia apdés inoculagdo, quando se iniciou a morte da gema apical,
observou-se o caule totalmente invadido pelo CPMMV (Figura 14D).

Na soja ‘1AC17’, a resposta ao CPMMV foi mais lenta e com estabelecimento
de fase crénica, sendo detectado o virus no peciolo da segunda folha trifoliolada e no
caule s6 no 142 dia apds inoculacao, quando ja era evidente o mosaico nesta folha.
No peciolo as primeiras coloragdes ocorreram no 14° dia apos inoculagdo, na regiao
periférica (Figura 15A). Mesmo no 16° dia apds inoculacao a distribuicdo do CPMMV
ficou restrita a regido periférica do peciolo (Figura 15B). No caule, a invasdo do
CPMMV foi similar ao descrito para o peciolo, embora tenha se observado a
coloragao que indica a presenca do CPMMV, préximo a regido da medula no 16° dia

apoés inoculacao (Figuras 16A e 16B).
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Figura 13. Imuno-localizagdo do CPMMV em membranas de nitrocelulose impressas com cortes transversais no peciolo infectado (A, B,
C e D) e peciolo sadio (E, F, G e H) da soja cv. BRS132. Dias ap6s inoculagédo (DAI). Simbolos: ** - regido periférica (epiderme, cortex e
feixes vasculares) e * - regido da medula.
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Figura 14. Imuno-localizagdo do CPMMV em membranas de nitrocelulose impressas com cortes transversais no caule infectado (A, B, C
e D) e caule sadio (E, F, G e H) da soja cv. BRS132. Dias apdés inoculagao (DAIl). Simbolos: ** - regido periférica (epiderme, cortex e
feixes vasculares) e * - regido da medula.
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Figura 15. Imuno-localizacdo do CPMMV em membranas de nitrocelulose
impressas com cortes transversais no peciolo infectado (A e B) e peciolo sadio (C
e D) da soja cv. IAC17. Dias apés inoculacdo (DAIl). Simbolos: ** - regido

periférica (epiderme, cértex e feixes vasculares) e * - regido da medula.

37



Caule infectado

Caule sadio

Figura 16. Imuno-localizagdo do CPMMV em membranas de nitrocelulose
impressas com cortes transversais no caule infectado (A e B) e caule sadio (C e
D) da cultivar cv. IAC17. Dias ap6s inoculagao (DAI). Simbolos: ** - regido
periférica (epiderme, cortex e feixes vasculares) e * - regiao da medula.
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4.1.7. Localizacao das peroxidases

A atividade das peroxidases foi evidenciada pelo aparecimento da
coloragao escura caracteristica da oxidagao do substrato 4-cloronaftol. No peciolo
da primeira folha trifoliolada de soja ‘BRS132’ infectada, o primeiro sinal da
presenca das peroxidases ocorreu no 5° dia apds inoculacdo, proximo a regiao
periférica (Figura 17A). Nas plantas infectadas, a partir do 7° dia apds inoculacao,
a reacao foi muito intensa e distribuida na regido periférica e na regiao da medula
evidenciando a presenca expressiva de atividade das peroxidases (Figuras 17B a
17D). Nas plantas sadias a reacdo foi observada principalmente na regido
periférica do peciolo e com menor intensidade no periodo analisado (Figuras 17E
a 17H).

Na soja cv. IAC17, a visualizagdo da coloragdo que caracteriza a atividade
das peroxidases mostrou que a localizagao foi principalmente na regido periférica
com maior intensidade, somente visivel no 16° dia ap6s inoculagéo, nas plantas

infectadas em relacéo as sadias (Figuras 18A a 18D).
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Figura 17. Localizacao das peroxidases em membranas de nitrocelulose impressas com cortes transversais no peciolo infectado (A, B,
C e D) e peciolo sadio (E, F, G e H) da soja cv. BRS132. Dias ap6s inoculagao (DAI). Simbolos: ** - regiao periférica (epiderme, cortex e

feixes vasculares) e * - regido da medula.
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Figura 18. Localizagdo das peroxidases em membranas de nitrocelulose
impressas com cortes transversais no peciolo infectado (A e B) e peciolo sadio (C
e D) da soja cv. IAC17. Dias apés inoculacdo (DAIl). Simbolos: ** - regiao

periférica (epiderme, cortex e feixes vasculares) e * - regiao da medula.
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4.1.8. Localizacao da siringaldazina peroxidase

A atividade da SPOX foi evidenciada pelo aparecimento da coloragédo rosa
caracteristica da oxidacdo do substrato siringaldazina. No peciolo da primeira
folha trifoliolada infectada de soja ‘BRS132’, o primeiro sinal da presenca da
SPOX ocorreu no 5° dia apds inoculacao, proximo a regiao periférica (Figura
19A). Nas plantas infectadas, a partir do 7° dia ap6s inoculagao, a reagao foi
muito intensa e distribuida na regido periférica e na regido da medula
evidenciando, a presenga expressiva da atividade de siringaldazina peroxidase
(Figuras 19B a 19D). Nas plantas sadias, a reacao foi observada principalmente
na regiao periférica do peciolo e com menor intensidade no periodo analisado
(Figuras 19E a 19H).

No peciolo de soja cv. IAC17, a coloragao que caracteriza a atividade da
siringaldazina peroxidase apresenta-se principalmente na regido periférica, com
maior intensidade nas plantas infectadas em relacdo as sadias (Figura 20A a

20D).
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Figura 19. Localizagdo da siringaldazina peroxidase em membranas de nitrocelulose impressas com cortes transversais no peciolo
infectado (A, B, C e D) e peciolo sadio (E, F, G e H) da soja cv. BRS132. Dias ap6s inoculagédo (DAI). Simbolos: ** - regido periférica
(epiderme, cortex e feixes vasculares) e * - regido da medula.

43



sk

Peciolo infectado

-

Peciolo sadio

14 DAI 16 DAI

Figura 20. Localizagdo da siringaldazina peroxidase em membranas de
nitrocelulose impressas com cortes transversais no peciolo infectado (A e B) e
peciolo sadio (C e D) da soja cv. IAC17. Dias apés inoculagéo (DAI). Simbolos: **

- regido periférica (epiderme, cortex e feixes vasculares) e * - regidao da medula.
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4.2. Interacao Phaseolus vulgaris ‘BT2’ e Cowpea aphid-borne mosaic virus
(CABMV)

Durante os primeiros 5 dias apds inoculagdo nao foram visiveis sintomas
nas plantas de feijoeiro ‘BT2’. Entre o 5° e 7° dia apds inoculacdo ocorreu
paralisacao do crescimento e iniciou-se a fase aguda da doenca. A partir do 8° dia
apds inoculagao, a infecgao sistémica de feijoeiro ‘BT2 pelo CABMV induziu
resposta aguda com aparecimento sintomas de mosaico, maior rugosidade,
lesGes necroéticas das nervuras e foliolos “fechados” na primeira folha trifoliolada
(Figura 21). Frequentemente ocorreu abscisdo precoce dos foliolos, sem que a
folha tivesse atingido o tamanho normal. Na fase cronica da doenca, que ocorreu
ja na segunda folha trifoliolada, observou-se diminuicdo do crescimento da planta
e as novas folhas mostraram mosaico e deformacdo severa. O material
examinado nos experimentos foi a primeira folha trifoliolada visando caracterizar a
fase aguda da doenca. As plantas sadias tiveram crescimento e desenvolvimento

normais.
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Figura 21. Feijoeiro ‘BT2" mostrando sintomas de mosaico, maior rugosidade e
lesbes necroticas das nervuras e foliolos “fechados” na primeira folha trifoliolada

(seta azul), no 9° dia apds inoculacao (foto A). Feijoeiro ‘BT2’ sadio (foto B).
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4.2.1. Concentracao de peréxido de hidrogénio
A concentracdo de peréxido de hidrogénio na primeira folha trifoliolada foi

significativamente maior nas plantas infectadas em relacao as plantas sadias, em

média das quatro amostragens (Figura 22).
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Figura 22. Concentragao de peroxido de hidrogénio na primeira folha trifoliolada
de feijoeiro cv. BT2. Médias de 4 repeti¢des. Barras representam o erro padrao da
média. Massa fresca (MF). Médias gerais entre infectadas e sadias
significativamente diferentes a 5% de probabilidade pelo teste Tukey.
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4.2.2. Atividade da superoxido dismutase
A atividade da superoxido dismutase na primeira folha trifoliolada de
feijoeiro ‘BT2’ apresentou valores similares nas plantas infectadas e nas sadias,

em media das quatro amostragens (Figura 23).
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Figura 23. Atividade da superoxido dismutase na primeira folha trifoliolada de
feijoeiro cv. BT2. Médias de 4 repeticoes. Barras representam o erro padrdao da
média. Massa fresca (MF). Médias gerais entre infectadas e sadias
significativamente diferentes a 5% de probabilidade pelo teste Tukey.
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4.2.3. Atividade da catalase

A atividade da catalase na primeira folha trifoliolada de feijoeiro cv. BT2
apresentou maiores valores nas plantas infectadas quando comparadas com as
plantas sadias, em média das quatro amostragens (Figura 24). Nas plantas
infectadas, ndo foram observadas variacbes na atividade da catalase durante os
dias analisados, ao passo que nas plantas sadias os valores médios de atividade

da CAT decresceram a partir do 7° dia apds inoculacao.
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Figura 24. Atividade da catalase na primeira folha trifoliolada de feijoeiro cv. BT2.
Médias de 4 repeticdes. Barras representam o erro padrdo da média. Massa
fresca (MF). Médias gerais entre infectadas e sadias significativamente diferentes

a 5% de probabilidade pelo teste Tukey.
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4.2.4. Atividade da ascorbato peroxidase

Os resultados de atividade da ascorbato peroxidase na primeira folha
trifoliolada de feijoeiro ‘BT2’ evidenciaram diferencas significativas entre os
valores de atividade nas plantas infectadas em relacdo as plantas sadias, em
média das quatro amostragens (Figura 25). Nas plantas infectadas, a partir do 7°
dia apos inoculagdo os valores médios atingiram o dobro de atividade da APX,

quando comparados com as plantas sadias.
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Figura 25. Atividade da ascorbato peroxidase na primeira folha trifoliolada de
feijoeiro cv. BT2. Médias de 4 repeticbes. Barras representam o erro padrao da
média. Massa fresca (MF). Médias gerais entre infectadas e sadias
significativamente diferentes a 5% de probabilidade pelo teste Tukey.
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4.2.5. Atividade da guaiacol peroxidase

A atividade da guaiacol peroxidase na primeira folha trifoliolada de feijoeiro
cv. BT2 foi similar entre as plantas infectadas e as plantas sadias no 5° dia apds
inoculacdo (Figura 26). A partir do 7° dia apds inoculacao, a atividade da GPOX
foi maior nas plantas infectadas em relacao as sadias. No 9° dia apds inoculacao,
a diferenca de atividade da GPOX entre plantas infectadas e sadias foi bastante

significativa, em torno de duas vezes maior para as plantas infectadas.

12 —aA— |nfectada
—#— Sadia
LEL 10 F
> N,
£
£
\N 6 N
ON
T 4t
o
e
x ol
0 //// 1 1 1 1 1
0 5 6 7 8 9

Dias Apds Inoculagcao

Figura 26. Atividade da guaiacol peroxidase na primeira folha trifoliolada de
feijoeiro cv. BT2. Médias de 4 repeticbes. Barras representam o erro padrdo da
*

media. Massa fresca (MF) - médias significativamente diferentes a 5% de

probabilidade pelo teste t.
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4.2.6. Atividade da siringaldazina peroxidase

A atividade da siringaldazina peroxidase na primeira folha trifoliolada de
feijoeiro ‘BT2’ aumentou significativamente nas plantas infectadas em relacéo as
plantas sadias (Figura 27). A partir do 7° dia ap6s inoculacdo, a atividade da
SPOX nas plantas infectadas foi de 2 a 3 vezes maior que as observadas nas
plantas sadias. As plantas sadias nao apresentaram alteragdes expressivas de

atividade da enzima siringaldazina peroxidase durante os dias analisados
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Figura 27. Atividade da siringaldazina peroxidase na primeira folha trifoliolada de
feijoeiro cv. BT2. Médias de 4 repeticbes. Barras representam o erro padrao da
*

media. Massa fresca (MF) - médias significativamente diferentes a 5% de

probabilidade pelo teste t.
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4.2.7. Imuno-localizacao do CABMV

No feijoeiro cv. BT2 observou-se uma mudancga gradual na distribuicdo do
virus nos tecidos do peciolo da primeira folha trifoliolda e do caule. No peciolo, as
primeiras coloragdes que indicam a presenca do CABMV ocorreram entre o0 52 e
7° dia apos inoculacao, préximos a regiao periférica (Figuras 28A e 28B). No 8°
dia apos inoculagao o virus foi detectado na regido da medula, com intensidade
de coloragao que indica concentragbes do CABMV crescentes e coincidindo com
a resposta aguda na primeira folha trifoliolada (Figura 28C). No 9° dia apds
inoculacdo, observou-se o peciolo invadido, com distribuicdo generalizada, pelo
CABMV (Figura 28D).

No caule do feijoeiro ‘BT2’, a invasao do CABMV foi detectada na regido
periférica entre 0 52 e 7° dia apds inoculagao (Figura 29A e 29B). A partir do 8° dia
apos inoculacgao, o virus espalhou-se de forma limitada para a regido da medula

(Figuras 29C e 29D).
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Peciolo infectado

Peciolo sadio

5 DAI 7 DAI 8 DAI 9 DAI

Figura 28. Imuno-localizagdo do CABMV em membranas de nitrocelulose impressas com cortes transversais no peciolo infectado (A, B,
C e D) e peciolo sadio (E, F, G e H) de feijoeiro cv. BT2. Dias apés inoculagao (DAI). Simbolos: ** - regido periférica (epiderme, cértex e

feixes vasculares) e * - regido da medula.
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Caule infectado

Caule sadio

Figura 29. Imuno-localizagdo do CABMV em membranas de nitrocelulose impressas com cortes transversais no caule infectado (A, B, C
e D) e caule sadio (E, F, G e H) de feijoeiro cv. BT2. Dias apds inoculagao (DAI). Simbolos: ** - regiao periférica (epiderme, cortex e

feixes vasculares) e * - regido da medula.
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6.2.8. Localizacao das peroxidases

A atividade das peroxidases foi evidenciada pelo aparecimento da
coloragao escura caracteristica da oxidagao do substrato 4-cloronaftol. No peciolo
da primeira folha trifoliolada infectada de feijoeiro ‘BT2’ foi observada reacao
muito intensa e distribuida na regido periférica e na regido da medula,
evidenciando a presenga expressiva de atividade das peroxidases (Figuras 30A a
30D). Nas plantas sadias, a reacao foi observada principalmente na regido
periférica do peciolo e com menor intensidade durante o periodo analisado

quando comparadas com as plantas infectadas (Figuras 30E a 30H).
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Figura 30. Localizacao das peroxidases em membranas de nitrocelulose impressas com cortes transversais no peciolo infectado (A, B,
C e D) e peciolo sadio (E, F, G e H) de feijoeiro cv. BT2. Dias apés inoculagao (DAI). Simbolos: ** - regido periférica (epiderme, cértex e

feixes vasculares) e * - regido da medula.
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6.2.9. Localizacao da siringaldazina peroxidase

A atividade da SPOX foi evidenciada pelo aparecimento da coloragédo rosa
caracteristica da oxidacdo do substrato siringaldazina. No peciolo da primeira
folha trifoliolada infectada, o primeiro sinal da presenca da siringaldazina
peroxidase ocorreu no 52 dia apos inoculacao, préximo a regiao periférica (Figura
31A). Nas plantas infectadas a partir do 7° dia ap6s inoculagao, a reagao foi muito
intensa e distribuida na regido periférica e na regido da medula evidenciando a
presenca expressiva da atividade de siringaldazina peroxidase (Figuras 31B a
31D). Nas plantas sadias, a reacao foi observada principalmente na regiao
periférica do peciolo e com menor intensidade durante o periodo analisado

quando comparada com a de plantas infectadas (Figuras 31E a 31H).
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Peciolo infectado

Peciolo sadio

5 DAI

8 DAI 9 DAI

Figura 31. Localizagdo da siringaldazina peroxidase em membranas de nitrocelulose impressas com cortes transversais no peciolo
infectado (A, B, C e D) e peciolo sadio (E, F, G e H) de feijoeiro cv. BT2. Dias apds inoculagdo (DAIl). Simbolos: ** - regiao periférica

(epiderme, cortex e feixes vasculares) e * - regido da medula.
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5. Discussao
5.1. Interacao Glycine max e Cowpea mild mottle virus (CPMMV)

As andlises bioquimicas, imuno-localizacao e localizagdo enzimatica feitas
durante o periodo de aparecimento dos sintomas nas folhas trifolioladas
evidenciaram alteracdes na fisiologia das plantas de soja ‘BRS132’ e ‘IAC17’. Os
dados mostraram que o estresse oxidativo € um importante componente de
resposta fisioldégica das plantas analisadas.

Nas folhas trifolioladas das plantas de soja cvs. BRS132 e IAC17
infectadas pelo CPMMV ocorreram aumentos de H>O,, de 29% e 35%,
respectivamente, em relacao as plantas sadias. Na soja ‘BRS132’, este aumento
ja ocorreu no 52 dia apés inoculacao, o que corresponde a 2 dias antes do inicio
da fase aguda na primeira folha trifoliolada. Ja na soja ‘IAC17’, o aumento ocorreu
no 14¢ dia apds inoculagao, coincidindo com o aparecimento de mosaico leve na
segunda folha trifoliolada. Apesar de as espécies reativas de oxigénio serem
geradas como compostos secundarios de diversas vias metabdlicas aerdbicas, os
aumentos nas concentracoes de ROS sao tipicamente induzidos por estresses
bidticos e abidticos (Torres et al. 2006). Estes aumentos, incluindo o de H>Oo,
ocorrem apos a infecgao por patégenos e possivelmente sdo causas do aumento
das atividades enziméticas envolvidas na remogédo de ROS (Baker et al. 1995).

Vérias enzimas antioxidantes tém suas atividades aumentadas nas folhas
de plantas em resposta a infeccao viral, minimizando os efeitos do estresse
oxidativo. A catalase é a enzima envolvida diretamente na remocao do peréxido
de hidrogénio. As atividades da CAT nas folhas trifolioladas de plantas de soja
infectadas ‘BRS132’ e ‘IAC17° aumentaram aproximadamente 40% e 100%,
respectivamente, em relacédo as plantas de soja sadias, possivelmente indicando

maior protecao e eficiéncia na remocao do H>O» nas folhas de soja ‘IAC17’, pouco
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sensivel ao CPMMV. Isto sugere que a infecgéo viral desencadeou aumento na
atividade de isoformas de catalase da classe 1, que é altamente expressa em
folhas durante a fotorespiracao (Dat et al. 2000). Outra possivel explicagdo € que
segundo Feierabend (2005), a reacao catalitica da CAT nao segue a cinética de
Michaelis-Menten, mas a atividade aumenta linearmente com a concentragcao do
H2-02 sem haver saturagéo. Isto pode explicar os maiores aumentos de atividade
da CAT nas folhas trifolioladas de sojas infectadas, que apresentando resposta
aguda atingiram maiores concentragbes de perdxido de hidrogénio.

A ascorbato peroxidase é uma das primeiras enzimas a ter sua atividade
aumentada durante a remocgao do peroxido de hidrogénio e protegdo contra danos
oxidativos (Asada, 2006). A atividade da APX aumentou aproximadamente 80%
em ambas cultivares de soja, quando infectadas pelo CPMMV. Entretanto,
ocorreram decréscimos de aproximadamente 50% na atividade da APX nas folhas
de soja cv. BRS132 entre 0 5° e o 8° dia apds inoculacdo. Nesta cultivar,
ocorreram necrose e amarelecimento na primeira folha trifoliolada a partir do 7°
dia apds inoculacao, inicio da resposta aguda ao CPMMV, provavelmente
danificando de forma expressiva os cloroplastos. Este processo culminou com a
abscisédo dos foliolos entre o 8% e 10° dia apds inoculagdo. Esta observagéao &
consistente com o fato de n&o ocorrer queda da atividade da APX na soja ‘IAC17’,
cujas folhas nao sofrem amarelecimento nem necrose. Uma possivel explicacao é
a de que devido a producdo de peroxido de hidrogénio, em excesso, no
fotossistema | do cloroplasto induzido pela infeccao do CPMMV, provavelmente a
atividade da APX aumentou antes da intensificagdo dos sintomas nas folhas para
a protegao do cloroplasto (Quecini et al. 2007).

Os dados sugerem que os aumentos em paralelo da concentracdao de H>0O»

e das atividades das enzimas CAT e APX, antes da fase aguda na soja ‘BRS132’
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e no inicio do aparecimento de mosaico leve na soja ‘IAC17’, sejam em resposta
de protecdo as organelas peroxissoma e cloroplasto. Por isso os aumentos
relativos das atividades da CAT e da APX foram bem superiores ao aumento final
de concentracao de H0».

As respostas enzimdticas antioxidantes néo ficaram restritas as atividades
da CAT e APX. Na soja ‘BRS132’, ocorreu aumento de aproximadamente 100%
da atividade da GPOX, concomitantemente ao aparecimento de sintomas na
primeira folha trifliolada. Enquanto que na soja ‘IAC17’, ocorreu aumento de
aproximadamente 60% da atividade da GPOX, e com valores de atividade da
GPOX inferiores.

Na planta de soja cv. BRS132 ocorreu paralisagdo do crescimento antes do
inicio da fase aguda. E possivel que a peroxidase esteja envolvida na reducéo do
crescimento das plantas infectadas. Alguns autores enfatizam que através de rota
secundaria, pode ocorrer biodegradagdo do Aacido-indol-3-acético com
participacdo de peroxidases (Kawano, 2003; Taiz & Zeiger, 2004). Uma outra
possibilidade é que as peroxidases estejam envolvidas na geracao de H.O. e de
formas mais deletérias de espécies reativas de oxigénio, como o radical hidroxil
(Passardi et al. 2004), induzindo a morte da planta ap6s a resposta aguda. Na
soja cv. IAC17, pouco sensivel ao CPMMV, o aumento observado na atividade da
GPOX provavelmente contribuiu para a manutencao da concentracao de peréxido
de hidrogénio em valores tolerados pela planta.

A siringaldazina peroxidase associada a parede celular, tém sido descrita
como agente catalitico do ultimo passo da biossintese de ligninas (Goldberg et al.
1985). Do ponto de vista fisiopatologico, a lignificacdo tem sido estudada como
parte dos mecanismos de defesa da planta contra diversos patégenos. Na soja

‘BRS132’ ocorreu aumento de aproximadamente 300% da atividade da SPOX,
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concomitantemente ao aparecimento de sintomas de mosaico e necrose na
primeira folha trifliolada. Enquanto que na soja ‘IAC17’ ocorreu aumento medio de
aproximadamente 200% da atividade da SPOX, porém com valores de atividade
da SPOX maiores, quando comparados aos da soja cv. ‘BRS132". As
peroxidases, GPOX e SPOX, aumentaram suas atividades durante o periodo
analisado e em paralelo com a intensificacdo dos sintomas nas plantas
infectadas, possivelmente atuando em resposta defensiva.

A invaséo sistémica foi evidenciada pelo aparecimento de sintomas e pelos
testes de localizacdo do CPMMV. Os tecidos da soja ‘BRS132’ foram invadidos
pelo virus de maneira generalizada, mostrando diferengcas quando comparados
com a soja ‘IAC17’, principalmente no caule (Figuras 14 e 16). Nas plantas de
soja ‘BRS132’, o caule foi totalmente invadido pelo virus, ao passo que na
variedade pouco sensivel, soja ‘IAC17’, o virus ficou restrito a regido periférica do
caule. Isto sugere que a diferenca de severidade durante a infec¢do sistémica
esteja relacionada com a habilidade de o virus invadir os tecidos.

Os dados mostraram que apesar do expressivo aumento da SPOX, enzima
associada ao processo de lignificagao, o CPMMV foi encontrado em diferentes
partes da planta indicando que se houve deposigcao de lignina, esta nao foi capaz
de restringir o espalhamento do virus. E importante ressaltar que nas plantas
infectadas de soja cv. IAC17 ocorreu atividade da SPOX bem maiores que na soja
‘BRS132’, e que na variedade pouco sensivel o espalhamento do virus foi bem
menor. Portanto, provavelmente a SPOX esteja relacionada de alguma forma, a
restricdo para o espalhamento do virus, seja pela sintese de lignina ou por outros
mecanismos.

A localizacdo das peroxidases e da siringaldazina peroxidase, na soja

‘BRS132’ e ‘IAC17’ ocorreu nas mesmas regides dos tecidos do peciolo onde foi
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localizado o CPMMV pelo método da imuno-localizagdo. Também a intensidade
da coloragdo foi proporcional as atividades enzimaticas da GPOX e SPOX,
determinadas bioquimicamente nas folhas trifolioladas das duas cultivares. A
localizacdo da siringaldazina peroxidase foi prejudicada pela solubilidade do
produto da reacao, que sofre difusdo na membrana, mesmo tomando-se cuidado

para evita-la.
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5.2. Interacao Phaseolus vulgaris ‘BT2’ e Cowpea aphid-borne mosaic virus
(CABMV)

A infeccao sistémica de feijoeiro ‘BT2’ induzida pelo CABMV resultou em
respostas fisiopatolégicas que desencadearam o aparecimento de sintomas ja na
primeira folha trifoliolada (Figura 21), e nos estagios posteriores observou-se
diminuicdo do crescimento e deformagao severa nas novas folhas. Conforme os
resultados das analises bioquimicas, imuno-localizacéo e localizagdo enzimatica o
estresse oxidativo € um importante componente de resposta fisioldgica do
feijoeiro ‘BT2’.

Durante o periodo analisado observou-se aumento de aproximadamente
20% na concentragao de peroxido de hidrogénio na primeira folha trifoliolada de
plantas de feijoeiro infectadas pelo CABMV, em relacdo as plantas sadias. Este
aumento ocorreu no 5° dia apds inoculagdo que corresponde a 2 dias antes do
inicio da fase aguda na primeira folha trifoliolada. Aumentos nas concentra¢des
de ROS, incluindo o de HxO,, tém ocorrido apés a infeccao por patégeno e tem
sido sugerido que este seria 0 causador do aumento das atividades enzimaticas
envolvidas na remocao de ROS (Baker et al. 1995).

Vérias enzimas antioxidantes tém suas atividades aumentadas nas folhas
de plantas em resposta a infecgdo viral, minimizando os efeitos do estresse
oxidativo. A atividade da superdxido dismutase na primeira folha trifoliolada de
feijoeiro foi similar nas plantas sadias e nas infectadas, indicando que esta enzima
nao estaria envolvida na resposta a infecg¢ao viral.

A atividade da catalase geralmente aumenta em resposta a elevada
concentragcao de H>O, durante a infecgéo viral (Riedle-Bauer, 2000). Esta enzima
teve sua atividade aumentada em torno de 25% nas plantas infectadas de

feijoeiro, em relacdo as plantas sadias. Provavelmente, a infecgao viral
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desencadeou aumento da atividade de isoformas de catalase da classe 1 que é
altamente expressa em folhas durante a fotorespiragdo (Dat et al. 2000). Uma
possibilidade é que segundo Feierabend (2005), a reagado catalitica da CAT nao
segue a cinética de Michaelis-Menten, mas a atividade aumenta linearmente com
a concentracdo do H»O, sem saturacdo. Isto pode explicar os aumentos de
atividade da CAT nas folhas trifolioladas de feijoeiro ‘BT2’ infectadas, que mesmo
antes da resposta aguda atingiram maiores concentragcdes de perdxido de
hidrogénio.

A atividade da ascorbato peroxidase na primeira folha trifoliolda das plantas
infectadas de feijoeiro cv. BT2 aumentou 110%, em relagédo as plantas sadias. O
aumento da APX pode ser devido a resposta do feijoeiro cv. BT2 para o aumento
da concentracdo de perdxido de hidrogénio, inclusive antes da resposta aguda na
primeira folha trifoliolada. Uma possivel explicacdo € que houve produgédo de
peroxido de hidrogénio, em excesso, no fotossistema | do cloroplasto induzido
pela infeccdo do CABMV. Provavelmente a atividade da APX aumenta antes do
aparecimento do mosaico na fase aguda para a protecao do cloroplasto.

Outra possibilidade de associagdo, é que o aumento em paralelo da
concentracao de H>O; e das atividades das enzimas CAT e APX, que precedem a
fase aguda no feijoeiro ‘BT2’, seja em resposta protetora as organelas
peroxissoma e cloroplasto. Por isso os aumentos relativos da atividade da CAT e
da APX foram bem superiores ao aumento final de concentracao de HxO».

As respostas enzimaticas antioxidantes nao ficaram restritas as atividades
da CAT e APX. No feijoeiro, ocorreu aumento de aproximadamente 50% na
atividade da GPOX nas folhas infectadas, a partir do 7° dia apds inoculagéo, que
coincide com a paralisacao do crescimento e o inicio da resposta aguda na

primeira folha trifoliolada. Alguns autores enfatizam que através de rota
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secundaria pode ocorrer biodegradagao do acido-indol-3-acético com participacao
de peroxidase (Kawano, 2003; Taiz & Zeiger, 2004). E possivel que a peroxidase
esteja envolvida na reducéo do crescimento das plantas infectadas de feijoeiro.

No feijoeiro ‘BT2’, ocorreu aumento gradual de até 300% na atividade da
SPOX, concomitantemente a intensificacao dos sintomas nas plantas infectadas.

Os tecidos do peciolo de feijoeiro foram invadidos pelo CABMV, que
apareceu distribuido de maneira generalizada, principalmente entre o 7° e 8° dias
apos inoculagdo, quando comegou a ocorrer abscisdo precoce dos foliolos. No
caule o espalhamento do virus foi menor ficando restrito a regido periférica.
Provavelmente, o fato de o CABMV néo invadir todos os tecidos do caule, como
ocorreu em plantas de soja ‘BRS132’, fez com que no feijoeiro a infecg¢ao viral ndo
levasse a morte da gema apical, como observado nessa cultivar de soja.

Nas plantas infectadas ocorreu expressivo aumento de atividade da SPOX,
enzima associada ao processo de lignificacdo. O CABMV foi localizado em
diferentes partes da planta indicando que se houve deposicao de lignina, esta nao
foi capaz de restringir o espalhamento do virus nos tecidos do peciolo. Por outro
lado, provavelmente a atividade da SPOX esteja relacionada de alguma forma, a
restricdo para o espalhamento do virus, seja pela sintese de lignina ou por outros
mecanismos, principalmente nos tecidos do caule.

A localizagdo das peroxidases e da siringaldazina peroxidase no feijoeiro
ocorreu nas mesmas regides dos tecidos do peciolo, onde foi localizado o
CABMV pelo método da imuno-localizagdo. A distribuicdo das referidas enzimas
foi sempre maior nos tecidos infectados em relacédo aos tecidos sadios. E possivel
correlacionar a intensidade da coloragédo as atividades enzimaticas, de GPOX e

SPOX, determinadas bioguimicamente nas folhas trifolioladas.
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6. Consideracoes finais

A cultivar pouco sensivel, soja IAC17’, ao CPMMV teve aumento de H2O»
da ordem de 35% e de 100% de atividade da CAT, em relacdo as plantas sadias.
Por sua vez, a soja ‘BRS132’, mais sensivel, teve aumento de 29% de H>O- e de
40% de atividade da CAT, em relagdo as plantas sadias. Isto sugere que a
producdo de H.O2 na soja ‘IAC17’ infectada seja maior que na soja ‘BRS132’,
visto que mesmo com aumento maior de atividade da CAT e outras enzimas
detoxificantes, a soja ‘IAC17’ manteve maiores concentragbes de H>O,. No 16°
dia apds inoculagéo, observou-se diminuicdo da concentracdo de H>O, que pode
estar relacionada com o aumento expressivo das atividades da GPOX e SPOX na
soja ‘IAC17’. Provavelmente, estas mudancgas tém relacdo com o estabelecimento
da fase cronica da doenga, em oposicdo a fase aguda observada na soja
‘BRS132".

Com relagdo a resposta aguda ao CPMMV, na soja ‘BRS132’ o aumento
de atividade da SPOX ocorreu tardiamente, no 82 dia apds inoculacao, quando ja
havia sintomas de invasdo pelo CPMMV. Na soja ‘IAC17’, a atividade da SPOX
aumentou mais de 100% no 14° dia ap6s inoculacao, isto no mesmo dia em que
se observou sintoma na segunda folha trifoliolada, e no 16° dia apds inoculagdo o
aumento foi de cerca de 300%. Nesta cultivar a invaséo do virus foi limitada a
parte periférica tanto no peciolo como no caule. Possivelmente, o aumento de
atividade da SPOX esteja relacionado a restricdo ao espalhamento do virus e a
diferenca de severidade durante a infeccao sistémica esteja relacionada com a
habilidade de o virus invadir os tecidos.

No feijoeiro ‘BT2’, a infeccdo pelo CABMV provocou uma resposta
semelhante a observada na soja ‘BRS132’, com algumas diferencas relacionadas

ao fato de que neste caso, a infeccao sistémica de feijoeiro induzida pelo CABMV
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nao resultou na morte da planta. Também se observou aumento expressivo da
atividade da SPOX no 7° dia apds inoculagao, diferente da soja ‘BRS132’ em que
este aumento ocorreu mais tarde. A invasdo generalizada dos virus no peciolo foi
semelhante em feijoeiro ‘BT2’ e soja ‘BRS132’, principalmente nos dias em que
comecgou a ocorrer abscisdo dos foliolos. Ja a invasao do caule foi generalizada
em soja ‘BRS132’ e limitada a regido periférica em feijoeiro.

Possivelmente, o aumento precoce de atividade da SPOX, ja no 7° dia
apos inoculagao, limitou a invaséo do virus aos tecidos periféricos do caule. Isto
explicaria o fato de o feijoeiro ‘BT2’ ndo sofrer morte da gema apical e da planta,
nas condi¢cdes experimentadas. Nas plantas de soja ‘132’, o aumento tardio de
atividade da SPOX, que ocorreu somente no 8¢ dia apo6s inoculagcdo nao impediu

a invaséao do CPMMV no caule e morte da planta.
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