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RESUMO

Muitas plantas passam por mudancas bioquimicas significativas em resposta ao
ataque de estressores bibticos, como patdégenos ou insetos herbivoros. Ambos
estressores bidticos quando atacam as plantas fazem com que estas respondam de
forma rgpida com uma “explosdo oxidativa”, que constituem na producdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO), principalmente anion superéxido (0;7) e
peréxido de hidrogénio (H,O,). O acumulo destas substancias nas células vegetais
pode ser toxico para ambos. Estas EROs acionam moléculas para a inducédo de
genes de defesa e a polimerizacdo de proteinas que compde a parede celular, além
de estimular a producdo de enzimas antioxidativas ou de limpeza. Existe uma
variedade destas enzimas que irdo decompor as espécies reativas de oxigénio.
Como por exemplo, temos superoxido dismutase (SOD), peroxidase (POX), catalase
(CAT), polifenol oxidase (PPO), entre outras. Nesta revisdo sera abordado como a
herbivoria e a patogenicidade desencadeiam uma explosdo oxidativa ativando o
sistema de defesa da planta com a acao das enzimas antioxidativas.
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THE ROLE OF ANTIOXIDANT ENZYMES IN PLANT DEFENSE AG AINST
HERBIVOROUS INSECTS AND PHYTOPATHOGENS

ABSTRACT

Many plants suffer significant biochemical changes in response the attack of biotic
stressors, such as phytopathogens or herbivorous insects. When any of these biotic
stressors attack plants, this causes quick responses via an "oxidative burst”, which
constitutes the production of reactive oxygen species (ROS), particularly superoxide
anion (O;") and hydrogen peroxide (H2O;). The accumulation of these substances in
vegetal cells can be toxic to both the biotic stressors and plants. These ROS will
trigger molecules for the induction of defense genes and polymerization of proteins
that makes up the cell walls, as well as stimulate the production of antioxidant
enzymes or scavenging. There are a variety of these enzymes that will decompose
the reactive oxygen species; the superoxide dismutase (SOD), peroxidase (POX),
catalase (CAT) and polyphenol oxidase (PPO) are some examples. This review will
describe how herbivory and pathogenic triggers cause an oxidative burst stimulating
the defense system of the plants with the actions of antioxidant enzymes.
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INTRODUCAO

Muitas plantas passam por mudancas bioquimicas significativas em
resposta ao ataque de estressores bidticos, como fitopatbgenos ou insetos
herbivoros (HILDEBRAND et al.,1986). Quando o ataque é realizado por patdégenos,
as plantas se defendem com mecanismos de defesa passiva ou pré-existente e ativa
ou induzida. O primeiro mecanismo envolve barreiras estruturais ou reservatorios de
compostos antimicrobianos estrategicamente posicionados que previne a
colonizacdo dos tecidos. JA o mecanismo de defesa ativa inclui a resposta de
hipersensibilidade (RH), producdo de fitoalexinas e proteinas relacionadas &
patogénese (PR), fluxo de ions através da membrana plasmatica, producdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e reativa de nitrogénio (ERN), conhecido como
“explosdo oxidativa”, lignificacdo e fortalecimento da parede celular através da
deposicdo de proteina e caloses (ALMAGRO et al., 2009). A suscetibilidade e
resisténcia das plantas estdo relacionadas com a eficiéncia desta resposta de
defesa ao ataque de fitopatdgenos. A resisténcia a doencas em plantas é conhecida
por ser controlada geneticamente conferindo resisténcia a fitopatdgenos com um
gene avirulento para um reconhecido evento especifico (ZHAO et al., 2005).

O comportamento alimentar dos insetos também induz muitas alteracdes
em suas plantas hospedeiras, incluindo mudancas morfolégicas e sintomas como
clorose, necrose, ma formacdo de novos ramos e uma senescéncia acelerada
(GOGGIN, 2007). A resposta do ataque de insetos nas plantas sao as modificagdes
gue ocorrem na parede celular, morte de células, producéo de fitoalexinas, acamulo
de proteinas relacionadas a defesa da planta e liberacdo de volateis
(PARANIDHARAN et al., 2003; GOGGIN, 2007).

Ambos estressores (fitopatbgeno e inseto) quando atacam as plantas
fazem com que estas respondam de forma rapida com uma “explosao oxidativa”,
gue constituem na producéo de espécies reativas de oxigénio (ERO), principalmente
anion superoxido (0,7) e peréxido de hidrogénio (H,O,) (HU et al., 2009). O acimulo
destas substancias nas células vegetais pode ser toxico para ambos (planta e
agentes estressores). O H,0O, € a principal espécie reativa de oxigénio que aciona
moléculas para a inducédo de genes de defesa e a polimerizacdo de proteinas que
compde a parede celular, além de estimular a produ¢do de enzimas antioxidativas
ou de limpeza (LUKASIK et al., 2012).

Existe uma variedade de enzimas oxidativas que irdo decompor estas
espécies reativas de oxigénio. Dentre elas temos superoxido dismutase (SOD),
ascorbato peroxidase (APX), glutationa redutase (GSH), peroxiredoxina (Prx),
catalase (CAT), polifenol oxidase (PPO), entre outras (Mittler, 2002). Alteracbes nos
niveis destas enzimas oxidativas nas plantas tém sido relatadas entre a primeira
resposta da planta ao ataque de insetos herbivoros (GOLAN et al., 2013; RANI &
PRATYUSHA, 2013; SIGH et al., 2013). GOLAN et al. (2013) examinaram o efeito
de diferentes intensidades de alimentacdo da cochonilha Coccus hesperidum
(Hemiptera: Coccidae) a atividade de enzimas antioxidantes selecionados em
plantas de samambaia rabo-de-peixe (Nephrolepis biserrata (Sw.) Schott.). Os
autores observaram que a presenca desta cochonilha nas folhas da samambaia
alterou a atividade das enzimas selecionadas (guaiacol peroxidase e catalase) nas
plantas que foram infestadas com este inseto. RANI & PRATYUSHA (2013)
estudaram a respostas de algodoeiro ao ataque de Spodoptera litura (Lepidoptera:
Noctuide) e observaram altos niveis das enzimas oxidativas superdxido dismutase,
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catalase, peroxidase, juntamente com polifenol oxidase e fenilalanina amonia liase
(PAL) nas plantas que foram infestadas com este inseto. SIGH et al. (2013)
analisaram a atividade de peroxidase em resposta a dois grandes tipos de pragas de
insetos (mastigadores e sugadores) em 3 importantes culturas agricolas (algodao,
tomate e feijdo-caupi). Estes autores observaram que quando as plantas foram
infestadas com Spodoptera sp. (inseto mastigador), Aphis craccivora e Bemisia
tabaci (insetos sugadores) a atividade de peroxidase nas trés culturas foi
significativa ap0s a alimentacdo dos insetos. Estes achados sugerem que a sintese
ou 0 aumento da expressdo de enzimas especificas na planta podem servir para
elevar a resisténcia de plantas a insetos. Uma vez identificado, estas mudancas
podem também ser Uteis como marcadores para a resisténcia de pragas.

Entender o mecanismo de defesa das plantas € um caminho que
possibilitara o desenvolvimento de cultivares mais resistentes a diversas doencas e
insetos pragas. De forma sucinta, esta revisdo tem como objetivo fornecer uma
breve abordagem sobre os processos de defesa vegetal, associados as enzimas
antioxidativas contra insetos pragas e fitopatbgenos, bem como a importancia da
identificacdo destas enzimas que auxiliardo no conhecimento de resisténcia de
plantas a insetos pragas e doencas.

ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

O oxigénio que apareceu na atmosfera da Terra principalmente como um
produto da fotossintese, apresenta vantagens e desvantagens para 0S organismos
aerodbicos. Ele permite uma eficiente producéo energética por combustdo enzimatica
de compostos organicos, mas ao mesmo tempo o0 oxigénio € o lider dos danos
aerébicos na célula devido a formacéo de espécies reativas de oxigénio (ERO) que
reagem com todas as classes de biomoléculas (BARTOSZ, 1997). Durante milhdes
de anos de evolucdo, 0s organismos aerdbicos se adaptaram a esta ameaca
apresentada pelo oxigénio com a elaboracdo de um sistema antioxidante
minimizando as ac¢fes prejudiciais das EROs, e até mesmo através do emprego
destas espécies, como meio de defesa e talvez, como um mensageiro secundario
(KHAN & WILSON, 1995).

As espécies reativas de oxigénio sdo produzidas, principalmente, quando
uma pequena parcela dos elétrons da cadeia respiratoria escapa e resulta em uma
reducdo parcial do oxigénio molecular. Como exemplo, temos oxigénio singleto
(102), peroxido de hidrogénio (H,0,), radical hidroxila (OH") e anion superéxido (02")
(MITTLER, 2002). Neste sentido, as EROs, sédo subprodutos do metabolismo celular
regular nos peroxissomos. Todas estas moléculas oxidativas sdo toxicas e também
podem ser induzidas por estimulos bidticos ou abidticos aos quais as plantas estao
constantemente expostas (MITTLER, 2002; D'’AUTREAUX & TOLEDANO, 2007).

Quando as plantas sofrem algum estresse, abidtico ou bidtico, os
principais pontos de producdo das EROs séo os cloroplastos e as mitocondrias, pois
sdo organelas com alta atividade de oxidacdo metabdlica ou com intenso fluxo de
elétrons. Nos cloroplastos, a formagdo de ERO esté relacionada com eventos da
fotossintese. O fendbmeno de fotorrespiracdo nos peroxissomos € outra forma de
producdo de H,O,. Na mitocondria, de 1-5 % de O, consumido em condi¢bes de
escuro, pode esta responsavel pela producdo de EROs. Outras fontes importantes
de producao de EROs em plantas, que receberam pouca atencéo, sdo as reagoes
de desintoxicacdo catalisadas pelo citocromo P450 no citoplasma e reticulo
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endoplasmatico. Estas espécies reativas também sdo geradas ao nivel da
membrana do plasma ou extracelularmente no apoplasto em plantas (GILL &
TUTEJA, 2010).

ANION SUPEROXIDO

Os radicais de super6xido sdo os primeiros a serem produzidos através
da reducdo de O, durante o transporte de elétrons na via fotossintética nos
cloroplastos e em torno de 1 a 2% do O, consumido conduz a geragdo de O,". Este
superéxido € mais reativo que OH’, e possivelmente mais que 1O2 e cada uma

destas espécies podem causar peroxidacdo da membrana lipidica e
enfraquecimento celular (HALLIWELL, 2006).

MAI et al. (2013) avaliaram as mudancas no nivel de O,” em folhas de
ervilhas que foram infestadas com pulgdes (Acyrthosiphon pisum Harris, Hemiptera:
Aphididae). Forte geracdo e continuo aumento na producdo de O,” em folhas de
ervilha no periodo de 24 a 96 h foram observados quando as plantas foram
infestadas com 30 pulgdes. Com o uso da microscopia focal pode-se observar
também a geracao relativa de O," na epiderme e células do mesofilo que cercavam
os locais de alimentacado dos pulgdes (Figura 1). Uma forte intensidade fluorescente
derivada do indicador dihidroetidio (DHE), que ao ser oxidado pelo O," gera etidio,
produzindo uma fluorescéncia ao se ligar no DNA da célula, apareceram nas folhas
infestadas pelos pulgbes, enquanto que pouca ou nenhuma fluorescéncia foi
observada nas folhas das plantas controle. Os autores ressaltam ainda que o maior
nivel de producdo de O," foi gerado nas plantas que foram infestadas com o maior
namero de pulgdes (20 e 30 insetos) e que a maior area com fluorescéncia foi
observada em folhas de ervilha 96 horas apoés a infestacdo. Apesar de causar danos
oxidativos para a célula, a producdo de O, e outras EROs pode impedir diretamente
a infestacdo subsequente de outros insetos e atuar como um potencial de defesa
para a planta (FELTON et al., 1994a).
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FIGURA 1 Geragao relatlva e localizacao C|tqu|m|ca de anion superOX|do (0,7) em folhas
de ervilha controle e infestadas (Pisum sativum L. cv. Cysterski) com 10, 20 e 30
pulgBes (Acyrthosiphon pisum Harris) por planta em diferentes tempos de
avaliagcdo (24 a 96 horas). Fluorescéncia amarela corresponde ao DHE
(dihidroetidio) que foram observadas através do microscopio Zeiss LSM 510.
Adaptado de MAI et al. (2013).
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PEROXIDO DE HIDROGENIO

O peroxido de hidrogénio é umas das espécies reativas de oxigénio que
apresentam relativamente uma longa meia-vida (1ms) (Tabela 1) e 0 excesso de
H,O, nas células das plantas lidera o estresse oxidativo. Porém, ele desempenha
dois papeis nas plantas: em baixa concentragdo agem como um sinal molecular
envolvendo em uma sinalizacdo de aclimatacdo acionando a tolerancia a varios
estresses bidticos e abibticos. J& em alta concentracdo, ele lidera para a morte
programada da célula (BHATTACHARJEE, 2012).

TABELA 1. Espécies reativas de oxigénio nos tecidos vegetais e suas propriedades
basicas (meia-vida em sistema biologico, capacidade de migracdo —
distancia percorrida em um tempo de meia-vida se o coeficiente de
difusdo for de 10°m2s™%). Adaptado de Bhattacharjee, 2012.

Capacidade Reativo com
EROs Meia- dg ) Fonte DNA Proteina Lipidiqs,
vida migracao carboidratos
celular
Peroxido de 1ms 1pum Membranas,  N&o Sim Dificilmente
hidrogénio cloroplastos,
mitocdndrias,
peroxissomos
Radical 1lus 1nm Membrana, Rapidamente Rapidamente Rapidamente
hidroxila cloroplastos,
mitocdndria
Oxigénio 1-4 us 30 nm Membrana, Yes Algumas Acidos
singleto cloroplastos, proteinas graxos
mitocéndria insaturados
Anion 1-4 pys 30 nm Membrana, N&o Sim Dificilmente
superoxido cloroplastos,
mitocéndria

O peréxido de hidrogénio também atua com uma chave reguladora de
uma ampla variedade de processos fisiologicos, tais como a senescéncia,
fotorespiragdo e fotossintese, movimento estomatico, ciclo celular, crescimento e
desenvolvimento celular (BRIGHT et al., 2006; FOREMAN et al., 2003; MITTLER et
al., 2004; QUAN et al., 2008). Por apresentar alta permeabilidade nas membranas
celulares e por sua alta meia-vida, esta ERO estd sendo aceito como um
mensageiro de sinais no interior celular (QUAN et al., 2008). Para observar este
altimo papel que o H,O, vem desempenhando, ZHANG et al. (2013) monitoraram o
nivel de peroxido de hidrogénio e outras moléculas sinalizadoras apos a inoculacao
de fungos micorrizas arbusculares em raizes de trevo assim como sua relagdo com
a sintese de fendlicos na planta. Os autores observaram que houve um acumulo de
H.O, e uma gradual diminuicdo do conteudo deste peroxido com o crescimento da
planta duas semanas ap0s a inoculacdo com a micorriza. Porém, o peroxido de
hidrogénio serviu como uma molécula sinalizadora para a sintese de fenilalanina
amonia-liase, uma enzima antioxidante apds a inoculacdo com o fungo micorriza.

O estresse induzido pela alimentacéo de insetos ou infeccdo de fungos
patogénicos também proporciona a sintese de H,O,, devido a explosdo oxidativa
ocasionada pela acdo destes estressores e esta resposta pode ser local ou
sistémica. Esta explosao oxidativa, porém, pode ser utilizada pelo inseto ou fungos
patogénicos para contornar o sistema de defesa da planta contra a herbivoria ou
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patogenicidade, pois esta aumentara os niveis de enzimas oxidativas, como catalase
ou ascorbato peroxidase, para diminuir o conteudo de H,O; no interior da célula. O
peréxido de hidrogénio também ativa a producéo de proteinas quinases ou genes de
defesa na planta (FURSTENBERG-HAGG et al., 2013).

MORKUNAS et al. (2004) observaram que os niveis de H,O, e de radicais
livres em embrides de tremoco-amarelo (Lupinus luteus L. cv. Polo) apos a
inoculacdo com fungo necrotréfico Fusarium oxysporum foram aumentados em 15 a
24%. Este aumento ocorreu devido & infecgdo deste fitopatbgeno e possibilitou a
ativacdo do sistema de defesa da planta, com o aumento da atividade das enzimas
antioxidantes catalase e superéxido dismutase.

RADICAIS HIDROXILA

Particularmente, o radical hidroxila (OH") é entre o mais reativo das EROs
conhecidas. Na presenca de metais de transicdo adequados, especialmente Fe, OH’
também pode ser produzido a partir de O," e H,O, com pH neutro em temperatura
ambiente. Estes OH’ sdo pensados para ser em grande parte responsavel por
mediar a toxicidade de oxigénio in vivo. Radicais hidroxilas podem potencialmente
reagir com todas as moléculas bioldgicas, como DNA, proteinas, lipidios, e quase
qualquer constituinte de células e, devido a auséncia de qualguer mecanismo
enzimatico para a eliminacdo desta ERO, o excesso de producdo de OH' em (ltima
andlise, leva a morte celular (VRANOVA et al., 2002; GILL & TUTEJA, 2010).

ENZIMAS ANTIOXIDANTES
Expor as plantas a estresses bidticos e abidticos pode aumentar a
producdo das espécies reativas de oxigénio, tais como 102, 0O," e H,0, e OH'. Para

sua propria protecdo contra estes toxicos intermediarios de oxigénio, as células das
plantas e suas organelas, como cloroplastos, mitocndrias e peroxissomos
empregam um sistema de defesa antioxidante. Os componentes deste sistema s&o
enzimas e outras moléculas ndo enzimaticas como carotenoides, acido ascorbico,
vitamina E, flavonoides, prolina, glutationa, entre outras (DAVAR et al., 2013).

O sistema enzimatico desempenha um papel importante na defesa da
planta contra insetos, pois prejudica a absor¢cdo de nutrientes pelo organismo do
animal através da formacdo de eletrélitos e inclui algumas enzimas tais como
peroxidases, oxidases de polifenol, ascorbato peroxidase e outros peroxidases por
oxidacdo de mono-ou dihydroxyphenols, que levam a formacdo de reativa o-
quinonas, que por sua vez polimerizam ou formam adutos covalentes com 0s grupos
nucleofilos de proteinas devido a sua natureza eletrofilica (BHONWONG et al., 2009,
GULSEN et al., 2010). Outras enzimas antioxidantes importantes incluem
lipoxigenases, fenilalanina amoénia liase, superéxido dismutase, entre outras.
Indugcdo de enzimas antioxidantes em plantas devido a herbivoria tem recebido
atencdo consideravel nos ultimos anos (HENG-MOSS et al., 2004; CHEN et al.,
2009; RANI & JYOTHSNA, 2010; VANDENBORRE et al., 2011; WAR et al., 2011a;
WAR et al., 2011b).

Para fitopatégenos este sistema enzimatico de defesa antioxidante tem
limitado a propagacdo dos processos oxidativos permitindo que as células
mantenham a sua viabilidade contra a penetracdo de fungos como, por exemplo,
Aphanomyces euteiches e Sclerotinia sclerotiorum em tecidos vegetais (PELUFFO
et al., 2010; DJEBALI et al. 2011).
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SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD)

Superoxido dismutase é uma das enzimas antioxidantes intracelulares
mais eficazes e presente em todos 0s organismos aerdbicos e compartimentos
subcelulares propensos a uma explosdo oxidativa devido a um estresse abidtico ou
bidtico. Esta enzima fornece a primeira linha de defesa contra os efeitos toxicos dos
niveis elevados das espécies reativas de oxigénio (GILL & TUTEJA, 2010).

As SOD removem O;", catalisando a sua dismutacdo, onde um O, é
reduzido a H,O, e outro oxidado a O,. Ela remove O;" e, portanto, diminui o risco de
formagdo de OH' no interior celular. As superédxidos dismutases sdo classificadas
segundo os seus cofatores de metal em trés tipos conhecidos: o cobre/zinco (Cu/Zn-
SOD), o manganés (Mn-SOD) e o ferro (Fe-SOD), que estdo localizados em
diferentes compartimentos celulares (Tabela 2) (MITTLER, 2002; GILL & TUTEJA,
2010).

TABELA 2. Diferentes superoxido dismutase e sua localizacdo nas organelas

celulares.
SOD lzoenzimas Localizagao Resistente Sensivel
Fe-SOD Cloroplastos KCN H.O,
Mn-SOD MitocOndrias e peroxissomos KCN e H,O, -
Cu/Zn-SOD Cloroplastos e citosol - H.,O, e KCN

Fonte: GILL & TUTEJA, 2010.

WAR et al. (2013) estudaram a reposta de 5 genotipos de amendoim, com
diferentes niveis de resisténcia submetidos ao ataque de insetos pragas e
observaram que a infestacdo com Helicoverpa armigera Hubner (Lepidoptera:
Noctuidae) e Aphis craccivora Koch (Hemiptera: Aphididae) aumentaram a atividade
de SOD em todos os genétipos avaliados (Figura 2). A inducdo foi altamente
significativa em dois genotipos (ICGV 86699 e ICG 2271 — moderadamente
resistente) infestados com H. armigera do que em plantas infestadas com A.
craccivora e em plantas controle. A reposta das plantas infestadas com insetos
mastigadores (H. armigera) foi maior do que nas plantas infestadas com insetos
sugadores (A. craccivora). Os autores observaram que as plantas responderam de
maneira similar ao tipo de alimentacdo dos insetos, embora o grau de resposta
induzida variou entre 0s gendtipos e entre os insetos. A baixa atividade enzimatica
em plantas infestadas com pulgbes quando comparada com as outras plantas
infestadas com lagartas de H. armigera pode ser devido ao maior dano tecidual em
folhas provocada por este grupo de insetos. No entanto, as respostas defensivas
induzidas por A. craccivora poderiam ser devido aos danos causados pelo tipo
caracteristico do aparelho bucal (estilete) e os elicitores em suas secrecfes orais.
Segundo estes autores, hd uma necessidade de mais estudos sobre as respostas
das plantas para os diferentes tipos de insetos herbivoros para obter uma melhor
compreensao de transducdo de sinal, coevolucdo entre plantas e insetos, e 0s
mecanismos de resisténcia de plantas a insetos e usar essa informacdo para a
protecdo das culturas e producao agricola sustentavel.
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FIGURA 2. Atividade de superoxido dismutase (IU g’FW) de genétipos de
amendoim infestados com H. armigera (H) e A. craccivora (A). Barras com
as mesmas letras ndo sao diferentes estatisticamente (P<0.05). (C)
plantas ndo infestadas. (FW) peso fresco de tecido foliar. Adaptado de
War et al., 2013.

EHSANI-MOGHADDAM et al. (2006) caracterizaram o envolvimento de
SOD durante infec¢do do fungo Mycosphaerella fragariae, fitopatégeno que provoca
a doenca conhecida como mancha de micosferela em trés cultivares de morango e
observaram que o nivel da concentracdo desta enzima antioxidante no segundo dia
apos a inoculacdo foi elevada em todas as plantas em resposta ao ataque do
fitopatdbgeno em comparacdo com 0s respectivos controles. Assim, os autores
concluiram que o aumento no nivel de producédo de SOD em plantas de morangueiro
depende do nivel da producdo de anion superoxido e esta por sua vez, foi um
resultado da infec¢do por M. fragaria e que as mais altas concentracdes do total de
SOD foram nos materiais resistentes, o poderia ser explicada como uma estratégia
da planta para restringir o desenvolvimento do fungo pela agdo desta enzima
antioxidante.

CATALASE (CAT)

Sao enzimas indispensaveis para desintoxicacao das células das plantas
em condicdes de stress, pois elas sdo responsaveis pela dismutacao direta de H,O,
em H,O e O,, removendo este peroxido gerado nos peroxissomos por oxidases
envolvidos na [1-oxidagdo de &cidos graxos, fotorespiracdo e catabolismo de purinas
(GILL & TUTEJA, 2010). Niveis elevados de H,O, sao toxicos para a planta,
engquanto que a concentracbes mais baixas desempenha um papel muito importante
na transducao de sinal nas plantas atacadas e nos seus estressores bioticos, como
fungos e insetos (PRASAD et al, 1994).

Esta enzima é a principal via de degradacao H,O, e, portanto, a inibicdo
da atividade de catalase resulta na ativagéo da resisténcia sistémica adquirida. Este
sistema € ativado quando as plantas sédo atacadas, principalmente, por fungos
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fitopatogénicos no qual o seu crescimento € inibido na area infectada
(GAYATRIDEVI et al., 2012).

JINDOICHOVA et al. (2011) investigaram o papel do peroxido de
hidrogénio e sua interacdo com folhas de colza (Brassica napus L.) e o fungo
hemibiotrofico Leptosphaeria maculans na atividade de catalase e outras enzimas
antioxidantes. Os autores observaram que quando eles manipulavam o contetudo de
H,O, e catalase nos cotilédones de colza houve a formacédo de necroses tipicas da
infeccdo do fungo L. maculans a partir de 10 dias apds a inoculacdo (DAI) nas
plantas controle infiltradas com agua ou H,;O,. A aplicacdo da enzima catalase
prolongou o periodo assintomético até 9 DAI e diminuiu significativamente o
desenvolvimento da necrose de 20% em comparacdo com as plantas controle
(Figura 3) e que H»O, infiltrado ndo impediu o crescimento do fungo e o
desenvolvimento da leséo.
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FIGURA 3. Efeito de peréxido de hidrogénio e catalase no desenvolvimento dos
sintomas de infeccdo do fungo Leptosphaeria maculans. (A) Lesbes
foliares em B. napus apés infiltracdo com agua, (B) 4 mM H,0, e (C) 2000
U/ml de catalase. A &rea foliar foi quantificada (D) usando o software APS
Assess 2.0. Adaptado de Jind[lichova et al. (2011).

TAGGAR et al. (2012) investigaram a atividade das enzimas antioxidantes
de materiais resistentes e suscetiveis de feijdo-mungo (Vigna mungo(L.) Hepper)
apo0s a alimentacdo de mosca-branca (Bemisia tabaci Gennadius, Hemiptera:
Aleyrodidae). Os autores nao observaram diferencas significativas entre o0s
genodtipos avaliados, porém o0s materiais resistentes (NDU 5-7 e KU 99-7)
apresentaram uma alta atividade de catalase quando foram submetidos a infestacéo
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de mosca-branca (Figura 4). A capacidade dos gendtipos resistentes em aumentar a
atividade de catalase sugere que estes materiais apresentam uma capacidade de
regulacdo positiva mais elevada para as enzimas de defesa. Neste sentido, a
catalase pode funcionar em conjunto com outras enzimas antioxidantes para
eliminar os danos dos radicais livres induzidos pela alimentacdo de mosca-branca, e
conferindo assim, resisténcia para estas plantas pela acdo de defesa anti-nutritivas
e/ou toxicoldgicas contra insetos herbivoros.
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FIGURA 4. Atividade especifica de catalase em folhas de V. mungo influenciada
pela alimentacdo de mosca-branca B. tabaci. Adaptado de TAGGAR et al.,
2012.

PEROXIDASE (POX)

A peroxidase € uma classe de enzimas presente em tecidos de animais,
plantas e microorganismos, que cataliza a oxidoreducdo entre H,O, e varios
redutores, participa de uma ampla variedade de processos fisiologicos nas plantas,
tais como a lignificacdo, suberizagédo, formacdo e reticulacdo de componentes da
parede celular, catabolismo de auxinas, senescéncia, protecdo contra ataque de
patdgenos, insetos e estressores abibticos. Ela é dividia em trés superfamilias
(Classe Ill), baseada na sua estrutura e propriedades cataliticas. Esta enzima é
relativamente estavel em alta temperatura e atualmente vem sendo usada como um
modelo em estudos de estrutura protéica, reacdes e funcdes enzimaticas e tem sido
relacionada em uma infinidade de processos de desenvolvimento de defesa da
planta em respostas a estresses bioticos e abidticos (HIRAGA et al., 2001;
ALMAGRO et al., 2009; GULSEN et al., 2010; WAR et al., 2012).

Esta enzima é codificada por uma larga familia de multigenes em plantas.
Mais de 100 etiquetas de sequencias expressas ou ESTs (Expressed Sequence
Tags) codificando diferentes isoenzimas de POX foram encontradas em plantas de
Arabidopsis thaliana (dSTERGAARD et al., 2000). A atividade de peroxidase e/ou
expressdo de genes tem sido demonstrado que pode ser induzida por diferentes
tipos de patdgenos, incluindo fungos, bactérias e virus (SASAKI et al., 2004; WANG
et al., 2013; LAVANIA et al., 2006; HIRAGA et al., 2000; BABU et al., 2008). Estes
estudos reforgcam a hipétese que a classe Il tem um importante papel na defesa de
plantas e que pode servir como marcadores enzimaticos em resposta a estressores
bioticos (SAATHOFF et al., 2013).
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HURA et al. (2013) analisando a resposta bioquimica de plantulas de
colza ap6ds inoculacéo de esporos do fungo Phoma lingam (Leptosphaeria maculans)
observaram que houve aumento na atividade de peroxidase somente 72 horas apos
a inoculagéo e que este aumento ocorreu em resposta a alta producao de H,O, que
ativou o sistema de defesa da planta, devido ao ataque do estressor bigtico.

A herbivoria também tem sido ligada a mudancas de EROs intracelular e
na atividade de peroxidase em plantas e o maior grupo de insetos estudado
corresponde aos hemipteros (HIRAGA et al., 2001; NI et al., 2001; HENG-MOSS et
al., 2004; PASSARDI et al., 2005; Torres, 2010; O’'Brien et al., 2012; War et al.,
2012). Trabalhando com outro grupo de inseto, War et al. (2011b) analisaram a
atividade de peroxidase de trés gendtipos de amendoim (Arachis hypogaea L.) em
resposta a alimentacdo de Spodoptera litura (Fab.) (Lepidoptera: Noctuidae) e os
autores observaram que houve um aumento na atividade desta enzima 96 horas
apos a infestacdo (Figura 5). Esta ativacdo do sistema enzimético desempenha um
importante e dinamico papel na defesa da planta contra ataque de insetos pragas,
pois este atuar como deterrente alimentar para estes animais e favorece a producao
de toxinas que reduzem a digestibilidade do tecido vegetal liderando drasticos
efeitos no crescimento e desenvolvimento dos insetos (GULSEN et al., 2010).
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FIGURA 5. Atividade de peroxidase (IU g'FW) em trés genétipos de amendoim
apos a infestacdo com S. litura e aplicacédo de acido Jasmoénico (AJ). PJA +
SIN: pré-tratamento com acido jasmoénico e infestacdo com S. litura; SIN:
infestacdo com S. litura; SIN + JA: infestacdo com S. litura + &cido
jasmonico pulverizado; JA: acido jasmonico pulverizado; Control: planta
nao tratada com acido jasmoénico ou infestada com lagartas de S. litura.
Adaptado de War et al, 2011b.
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CONSIDERACOES FINAIS

Quando a planta sofre algum dano devido a estressores bidticos, como
insetos herbivoros e fungos fitopatogénicos, elas de imediato acionam seu
mecanismo de defesa, com a inducdo de moléculas de sinalizacdo que irdo ativar
genes relacionados com a defesa vegetal. As enzimas antioxidantes irdo atuar
eliminando algumas espécies reativas de oxigénio que sao formadas,
principalmente, em resposta ao ataque de insetos ou fitopatdgenos. Porém estas
enzimas desempenham outros papeis de defesa nos vegetais, como por exemplo,
lignificacéo e formacéo de componentes da parede celular. Embora nos ultimos anos
uma grande quantidade de trabalhos tenha desvendado o papel destas enzimas nas
vias de defesa vegetal, é cada vez mais evidente que estas se encontram
interligadas com outras vias. Pesquisas futuras estdo sendo feitas de modo a
elucidar quais sédo os genes que codificam estas moléculas na planta. Assim, esta
informacdo podera ser usada para compreender a transducdo de sinal, coevolucao
entre plantas e estressores bidticos e 0os mecanismos de resisténcia de plantas a
insetos e a doencas, usando essa informacgao para a protecao da cultura e producao
agricola sustentavel.
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