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RESUMO

As plantas estdo frequentemente sujeitas a situagdes de stresse nomeadamente o
ataque de patogénios e a secura. Estas situa¢des de stresse, provocam variadas
alteragcbes morfologicas e bioquimicas como a explosdo oxidativa com a formagio de
Espécies Reactivas de Oxigénio. Estas espécies sfo extremamente reactivas e toxicas
para as células quando presentes em grandes quantidades. Desta forma, as plantas
desenvolveram sistemas de defesa antioxidantes, que incluem compostos ndo
enzimaticos e enzimaéticos.

Neste trabalho, o comportamento a nivel de actividade e padrio isoenzimatico,
de algumas enzimas do sistema antioxidante - superdxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e peroxidase do ascorbato (APX)- foi estudado em folhas de Solanum tuberosum
L. crescidas em condi¢gdes de ndo caréncia hidrica e de caréncia hidrica e tratadas com
Phytophthora infestans.

A actividade das enzimas SOD e APX foi determinada por espectrofotometria
sendo a actividade da CAT quantificada por polarografia. As diferentes isoenzimas
foram avaliadas pela detec¢fio da sua actividade apés electroforese. A peroxidagio
lipidica foi um pardmetro indicador do grau de stresse oxidativo.

Em plantas nfo sujeitas a caréncia hidrica nem a infec¢do pelo patogénio foram
detectadas seis isoformas da enzima SOD sendo cinco Cu/ZnSOD e uma FeSOD. Apés
um dia de infecco com o patogénio, nfo se verificou alteragio do padriio
isoenzimético. Resultado diferente foi detectado apos quatro dias de infec¢do onde
surgiram duas novas isoformas, uma Cu/ZnSOD e uma FeSOD, quer na situagéio
controlo quer na situagéo de infecgdo. Nas plantas sujeitas a falta de agua surgiram, na
situag@io controlo e na situagfio de infecgdo, trés novas isoformas, duas Cu/ZnSOD e
uma FeSOD.

Detectaram-se duas isoformas de CAT, CAT-1 e CAT-2, apresentando a
primeira mais actividade em todas as situagOes estudadas. Em plantas ndo sujeitas a
caréncia hidrica ap6s um dia de tratamento com o patogénio, verificou-se um aumento
de actividade das duas isoformas, no entanto, apés quatro dias a actividade diminuiu,
principalmente ao nivel da CAT-2. Esta diminuigdio também se verificou em plantas

sujeitas a caréncia hidrica apdés um dia de tratamento.
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As plantas ndo sujeitas a caréncia hidrica nem a infecgfio apresentaram duas
isoformas da APX- APX-1 e APX-2. Ap6s um dia de tratamento com o patogénio
verificou-se um aumento de actividade da APX-1 e o aparecimento de uma nova
isoforma, a APX-3. Quatro dias apds tratamento com o patogénio, verificou-se uma
diminui¢do de actividade da APX-1 e um aumento de actividade da APX-2. Nas plantas
controlo para quatro dias de infecgfio surgiu uma ﬁova isoforma, a APX-4, que nfo foi
detectada no material infectado. Em plantas sujeitas a falta de 4gua, apés um dia de
tratamento com o patogénio, verificou-se um aumentou de actividade da APX-1.

A actividade da GPX (peroxidase do guaiacol), enzima envolvida em alguns
processos de defesa contra patogénios, aumentou ap6s infecgio.

O tratamento com o patogénio causou um aumento da peroxidagdo lipidica nas
plantas ndo sujeitas a caréncia hidrica, no entanto, nas plantas sujeitas a caréncia hidrica
os niveis ndo sofreram altera¢des significativas.

A andlise dos resultados obtidos sugere que plantas sujeitas a caréncia hidrica
activam os sistemas antioxidantes tornando assim as células mais eficientes na defesa
contra um outro stresse que, no presente estudo, foi a infecgfio pelo patogénio. Esta
observacio leva a considerar a existéncia de elementos comuns na resposta ao stresse

provocado pelo patogénio e pela secura.
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ABSTRACT

Plants are frequently affected by adverse environmental conditions like pathogen
attack and drought. These stress situations cause physiological modifications in cells, as
the oxidative burst with a consequent production of reactive oxygen species (ROS).
These species, when in large quantities, are extremely reactive and toxic to the cells. In
this way plants have developed antioxidant systems, which include metabolites with
antioxidant properties and protective enzymes.

In this work, the activity and pattern of isozymes of the antioxidant system -
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbate peroxidase (APX)- were
studied in leaves of Solanum tuberosum L. grown under normal conditions and grown
under drought, after treatment with P. infestans.

The activity of SOD and APX was determined by espetrofotometry while CAT
activity was determined by polarographic method. The isozymes were detected in native
gel after electrophoresis. Lipid peroxidation was used as an indicator of the oxidative
stress in plants.

In control plants (watered and not infected) were detected six isozymes of SOD,
five of them were identified as Cuw/Zn SOD and one was a FeSOD. After one-day-
treatment with P. infestans, there were not any modifications in the isozymes pattern. A
different result was detected after a four-day-treatment with the pathogen, where
appeared two new isozymes, one Cu/Zn SOD and one Fe SOD, in both control and
infected situation. In plants subjected to drought, appeared three new isozymes, two Cu
/Zn SOD and one FeSOD, in both control and infected situation.

There were detected two isozymes of CAT, CAT- 1 e CAT-2, the latter showing
more activity in all the studied situations. In plants not subjected to drought, after one-
day-treatment with pathogen, the activity of the two isozymes increased. On the other
hand, after a four-day-treatment, the activity of these isozymes decreased, mainly CAT-
2. This decrease due to pathogen was also revealed in plants subjected to drought after
one-day-treatment.

The control plants showed two APX isozymes- APX1, APX2. After one-day-
treatment with pathogen the activity of APX-1 increased and was observed a new
isozyme, APX-3. After four-day-treatment with pathogen, it was observed a decrease in
the APX-1 activity and a increase in the APX-2 activity. In control plants after a four-
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day-treatment it was observed a new isozyme, APX-4. In plants subjected to drought,
after one-day-treatment with pathogen, it was observed a increase in APX-1 activity.

The GPX activity (guaiacol peroxidases), involved in some defense processes
against pathogens, increased after infection.

The treatment with pathogens caused a increase in lipid peroxidation in plants
not subjected to drought, meanwhile, plants sﬁbjected to drought did not show
significant changes.

These results demonstrate that plants subjected to drought activate the cell
antioxidant systems that may protect them against other stresses that in the present study
was the pathogen infection. This observation suggests the existence of common

elements between the stress response to pathogens and the stress response to drought.



AGRADECIMENTOS

A realizagdo de um trabalho, qualquer que seja a sua natureza, nunca se limita a
uma sé pessoa. Todo o trabalho necessita da colaboragdo de diversas pessoas que,
através do seu saber cientifico e/ou préatico, ou pela sua ajuda e apoio tornaram possivel
a sua realizag¢do. Neste sentido esta pagina serve, sobretudo, para lhes prestar a minha

homenagem e para deixar os meus sinceros agradecimentos.

Antes de mais, gostaria de agradecer a Professora Doutora Isabel Santos por
todo o apoio prestado, pelo conhecimento transmitido, pela disponibilidade sempre
demonstrada ao longo de todo o trabalho.

Ao Dr. José Manuel Almeida por todo o acompanhamento, pelo rigor, espirito
cientifico e boa disposigdo criada durante a parte laboratorial do trabalho.

A D. Isabel pela disponibilidade e simpatia sempre demonstrada ao longo deste

Gostaria também de agradecer a todos os meus colegas de mestrado e de
laboratério, nomeadamente a Sabina Gomes, & Raquel Figueiredo, ao José Carlos, a
Iolanda, 4 Ana Confraria e ao Julio Santos, pelo companheirismo e ajuda
disponibilizada. Uma palavra de agradecimento também para todos os outros que, de
alguma forma me ajudaram a concretizar este trabalho.

A todos os que me sdo mais proximos, em especial, aos meus pais e avos.

Ao Bruno, por tudo...

VI



ABREVIATURAS

DNA
DTT
EDTA
ERO

Fd

GPX

GR

GSH
GSSG
HC1
H0,
MDHA
MDHAR
mRNA
NBT
Na- EDTA
NADP+
NADPH

Ascorbato

Persulfato de Aménio

Peroxidase do Ascorbato

Adenosina Trifosfato

Albumina Sérica Bovina

Hidroxitolueno Butilato

Catalase

Clorofila

Ido Cianeto

Diéxido de Carbono

Cadeia Transportadora de Electroes
Desidroascorbato

Redutase do Desidroascorbato

Acido Desoxiribonucléico

Ditiotreitol

Acido etilenodiaminotetraacético
Espécies Reactivas de Oxigénio
Ferredoxina

Peroxidase do Guaiacol

Glutationa Redutase

Glutationa reduzida

Glutationa oxidada

Acido Cloridrico

Peroxido de Hidrogénio
Monodesidroascorbato ou Malondialdeido
Redutase do Monodesidroascorbato
Acido Ribonucleico Mensageiro
Nitroazul de Tetrazolio

Acido Etilenodiaminotetraacético Dissédico
Nicotiamina Adenina Dinucleotido Fosfato (Forma Oxidada)

Nicotiamina Adenina Dinucleotido Fosfato (Forma Reduzida)

VII



0))

'0;

o))

OH
PAGE
P-HMB
PMSF
PS1
PSII

Rubisco
SOD
SDS
TBA
TCA
TEMED

Tris

Oxigénio Molecular

Singleto de Oxigénio

Radical Superéxido

Radical Hidroxilo

Electroforese em gel de poliacrilamida
Fluoreto de Hidroximetilsulfonilo
Fenilmetilsulfonil Fluoreto
Fotossistema |

Fotossistema II

Polivilpirrolidona

Peroxidase

Resposta de Hipersensibilidade
Acido Ribonucléico

Rotages por Minuto

Ribulose 1,5-Bifosfato Carboxilase/ Oxidase
Superdxido Dismutase

Dodecil Sulfato de Sodio

Acido Tiobarbiturico

Acido Tricloroacético
Tetrametiletilenodiamina

Tris (Hidroximetil) Aminometano

Vil



INDICE

I- Introdugéo 1
1- Espécies reactivas de oxigénio 2
2- Mecanismos de defesa antioxidantes 11

2.1- Sistemas antioxidantes enzimaticos 12
2.1.1- Superéxido dismutase 13

2.1.2- Catalase 20

2.1.3- Peroxidases 20

2.1.3.1- Peroxidase do ascorbato 20

2.1.3.2- Peroxidase do guaiacol 25

2.2- Sistemas antioxidantes ndo enzimaticos 27

3- Consequéncias do disparo oxidativo 29
4- Mecanismos de defesa da planta face ao ataque de patogénios-----==c=n=n=-- 39
5- Mecanismos de defesa da planta face a secura 44
6- Tolerancia cruzada 46
7- Solanum tuberosum L. 48
8- Phytophthora infestans 50
9- Objectivo 53
IT - Material a métodos 54

1- Material Bioldgico- condigdes de crescimento e inoculagdo =---=-=-==m=e=u-x 54

2- Extraccfio enzimatica 55
2.1- Catalases 33

2.2- Superoxido dismutase 56

2.3- Peroxidases 56

3- Actividade enzimatica e polimorfismo em gel nativo de poliacrilamida ---- 57
3.1- Actividade e polimorfismo da CAT 57

3.2- Actividade e polimorfismo da SOD 57

3.3- Actividade e polimorfismo da APX 58

4- Actividade enzimética por métodos bioquimicos 60
4.1- Actividade da CAT ao eléctrodo do oxigénio- 60

4.2 — Actividade da SOD ao espectrofotémetro 60

IX



III - Resultados e discuss3o

IV- Concluséo/ Perspectivas futuras

V — Bibliografia

4.3- Actividade da APX ao espectrofotometro

61
61

4.4- Actividade da GPX ao espectrofotometro

62

5- Quantificagdo de proteinas

62

6- Extracgéio de proteinas soliveis

63

7- SDS-PAGE- electroforese em gel desnaturante

64

8- Peroxidagdo lipidica

9- Preparacdo de folhas para observagdo ao MO e ME

64

65

10 - Analise densitométrica dos geles

65

11- Analise estatistica da actividade enzimatica

66

1- Actividade e polimorfismo da superéxido dismutase

2- Actividade da catalase

3- Actividade e polimorfismo de peroxidases

3.1-Peroxidase do Ascorbato

3.1- Peroxidase do Guaiacol

4- Proteinas solaveis

5- Peroxidagdo lipidica

6- Alteragdes citolégicas em folhas

68
73
77
¥
81
84
86
88

95

97



Introdugdo

As plantas estdo frequentemente sujeitas a situagdes de stresse, ou seja, a

situagdes exteriores que afectam negativamente o seu crescimento, desenvolvimento e
produtividade. Estes stresses podem ser biéticos, quando impostos por outros
organismos, ou abiéticos, quando sdo provocados por excesso ou caréncia de um factor
ambiental (Bray e al., 2000). Entre os seres vivos que provocam danos nas plantas
encontram-se parasitas como virus, bactérias, fungos, nemaétodes, insectos e mesmo
outras plantas. Entre as condi¢des ambientais que prejudicam as plantas estdo, o excesso
ou a caréncia de dgua, a exposi¢do a temperaturas muito altas ou baixas, a salinidade, o
excesso ou falta de alguns nutrientes minerais, entre outros (Bray et al., 2000).

O estilo de vida séssil das plantas terrestres, implica que as situacdes adversas
sejam rapidamente e eficientemente reconhecidas, distinguidas e que sejam
desencadeadas reacgdes de defesa gerais ou especificas (Langebartels ef al., 2002).

Existem varios factores que determinam a resposta da planta como o seu
genétipo, o estado de desenvolvimento, a duragio e a severidade do stresse, o nimero
de vezes que a planta é sujeita ao stresse, a combinagdo de dois ou mais stresses entre
outros. Assim, ¢ de acordo com todas estas caracteristicas a planta ou desenvolve
defesas e supera os danos provocados pelo stresse ou fica susceptivel, enfraquece

podendo mesmo motrer (Bray et al., 2000) (fig. 1).
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Fig. 1- Factores que determinam a resposta da planta a condicdes de stresse (adaptado
de Bray et al., 2000)
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Introdugido

1- Espécies reactivas de oxigénio

As espécies reactivas de oxigénio, as EROs, sfo produzidas normalmente em vérias
vias metabélicas das plantas, em particular na fotossintese € na respiragdo, em
quantidades muito baixas. No entanto, quando as plantas estdo sujeitas a um ou mais
factores de stresse, ocorrem alteragdes das vias metabolicas, que podem levar a um
aumento dramético da produgdo destas EROs, denominado por disparo oxidative, que
sujeita as células a um stresse oxidativo (Doke, 1997; Langebartels ef al., 2002) (fig.
2).

Herbicidas Ozono

Secura
Ferimentos \ \ l / Frio e calor

Patogénios

Espécies reactivas
de oxigénio

Luz muito intensa ——»

Stresse
oxidativo

Fig. 2 — Factores ambientais que aumentam a concentragio de espécies reactivas de

oxigénio nas células das plantas (adaptado de Bray ef al., 2000).

As EROs resultam de alteragdes quimicas do oxigénio molecular. A acumulagio
deste gas na atmosfera da Terra, permitiu a evolugdo dos organismos aer6bios que usam
o oxigénio como o aceitador final de electrdes, o que permitiu a obtengdo de uma
elevada fonte de energia quando comparado com a fermentagiio ou a respiragdo
anaerobia (Scandalios, 1993).

A utilizagdo do oxigénio pelos seres vivos € feita através de redugdes até se formar
agua. Durante estas reacgdes, varios intermediarios parcialmente reduzidos sdo gerados,
formando EROs (Scandalios, 1993). A conversdo do oxigénio molecular em espécies
reactivas de oxigénio resulta da adigdo de um, dois ou trés electrdes que forma
respectivamente radical superéxido ('O;’), peroxido de hidrogénio (H»>O,) e radical
hidroxilo (OH) (Mehdy, 1994) (fig. 3).




Introdugdo

Fig. 3 — Vias de redugfio do oxigénio molecular até & produgfio de uma molécula de agua
com a formac¢fo de vérias intermedidrios reactivos de oxigénio; e™- electrfio (adaptado de

Scandalios, 1993).

Sob forma molecular, o oxigénio € pouco reactivo, no entanto, em estados excitados
¢ capaz de originar as EROs que, podem reagir com muitos componentes celulares,
afectar diversos processos celulares e mesmo levar & morte celular (Mittler ef al., 1999).
Para além das EROs ja descritas, existem outras moléculas produzidas a partir do

oxigénio molecular como o singleto de oxigénio ou radicais hidroperéxidos (tabela 1).

- .lSinglleto de oxigénio ‘.... ’Oz.
Radical sui:eréxido | ();"I
Radicais hidroperoxilos | - 'HO,
Peroxido de hidrogénio “H,0,

" Radical hidroxilo OH

Tabela 1- Nome e simbolo quimico utilizado para representar algumas espécies reactivas de

oxigénio.

Muitos estudos referem a existéncia de um grande niimero de mecanismos
extracelulares e intracelulares responsaveis pela produgdo de EROs.

A formacio extracelular de EROs ocorre principalmente ao nivel da membrana
plasmiatica por ac¢do de NADPH oxidases, por exemplo, durante interacgdes
incompativeis entre plantas e patogénios (Lamb & Dixon, 1997). Inibidores quimicos de
NADPH oxidases como o difenileno de iodo (DPI), mostraram ser capazes de diminuir
ou mesmo impedir a produgdo de EROs (Mithofer et al., 1997; Allan & Fluhr, 1997,
Geethe & Shetty, 2002), o que indicou que as EROs eram, em grande parte,
provenientes da acgfio destas oxidases da membrana. Estudos realizados por Doke e
Miura (1995), em tecido de batateira in vitro, demonstraram que apés inoculagdo com

Phytophthora infestans ocorria um aumento de actividade de NADPH oxidases,
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referindo mesmo, que esta enzima seria activada tanto por infec¢des como por
eliciadores. Outras oxidases podem intervir na produgio de EROs, como a oxidase do
oxalato, que catalisa a conversdo do oxalato em CO; e H>O; ou as oxidases de aminas,
que catalisam a oxidagio de uma grande variedade de aminas, nos aldeidos

correspondentes, com a libertagdo de NH; e H,O, (Vranova ef al., 2002).

Para além destas fontes extracelulares, existem fontes intracelulares de EROs
nomeadamente nos cloroplastos, nas mitocdndrias, nos peroxissomas e em outros

compartimentos celulares (fig. 4).
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Alscher et al., 1997).

CLOROPLASTOS

Os cloroplastos sdo importantes fontes de EROs uma vez que € nestes organelos
que as concentragdes de oxigénio sdo mais elevadas (Bartosz, 1997). Nestas estruturas
celulares, a clorofila e outros pigmentos encontram-se nos tilacoides, organizados em
unidades denominadas fotossistemas I e II (PS I e PS II). Quando as clorofilas destes
fotossistemas absorvem energia, um dos seus electrdes fica num nivel superior de
energia e ¢ transferido para um aceitador primario de electrdes. Este, por sua vez,
transfere os seus electrbes extra, para aceitadores secunddrios e assim sucessivamente
ao longo da cadeia transportadora de electrdes que inclui moléculas como quinonas,

citocromos entre outras (Raven et al., 1999)( fig. 5).
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Fig. 5 — Esquema representativo do trabalho conjunto dos dois fotossistemas: o fluxo
ndo ciclico de electrdes e a fotofosforilacdo. P 680 ¢ P 700 representam clorofilas que
constituem o centro de reac¢fo ¢ fornecem electrdes a cadeia de electrdes do fotossistema Il e I
respectivamente. A feofitina, a plastoquinona, o complexo citocromo b/f, a plastocianina, a

ferredoxina, a flavoproteinas, as proteinas de ferro e enxofre séio aceitadores de electrdes

(retirado de Raven et al., 1999).

Este fluxo continuo de electrbes provenientes da agua que passa pelo PSII, PSI
até ao NADP+, resulta na oxidagio da 4gua a oxigénio e na redugdo de NADP" a
NADPH (Raven et al., 1999). Os protdes resultantes da fotdlise da agua (fig. 6), sdo
bombeados através da membrana do tilacoide para o limen do tilacoide produzindo um

gradiente de protdes muito importante na formagdo de ATP (Raven et al., 1999)(fig. 5).

2H;0—> 4+ 4H' + 0,

Fig. 6- Esquema da protélise da dgua. Moléculas de 4gua originam electrdes, protdes e

moléculas de oxigénio.

O ATP e o NADPH gerados por este transporte de electrdes e pela

fotofosforilagdo, sdo posteriormente utilizados na assimilagido do Carbono pelo Ciclo de

Calvin (Foyer, 1997).
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Numa situagio considerada normal, os electrSes da cadeia fotossimtética sfio
utilizados no processo de assimilagdo de CO,, na fotorespiragdo e na reacglo de Mehler
(Haupt-Herting & Fock, 2002), no entanto, em sitnagdes de stresse, pode ocorrer
aumento de produgdo de varias EROs nos cloroplastos que, potencialmente, pode
afectar muitos processos celulares. Nestcarganelq, pode ocorrer a produgdo de varias
EROs como o radical superéxido, o peréxido de hidrogénio, radical hidroxilo e singleto

de oxigénio.

Formag¢dio de radical superdxido

O radieal superéxido é produzido nos cloroplastos pela fotoredugio do PS I e do PS
IF (Martinez ef al., 2001). Quando, por exemplo, a capacidade de transporte de electrdes
excede a capacidade de assimilar o CO;, pode ocorrer o desvio de electrdes na cadeia
transportadora de electres para outro aceitador que nfo o NADP' que, caso seja o
oxigénio, pede levar & formacfio do radical superéxido (Bowler ef al, 1992). A
fotoredugdo do oxigénio molecular no PSI a partir de electrbes provenientes do PS II
denomina-se de reagdio de Mehler (fig. 7) (Noctor & Foyer, 1998).

ZH*, de" 0,
4o’ AH*
\.1 T 9 T
PSHE /‘"\?\PSI
ey
,f""/ /-f/ ‘=
; e

2H,0 / » 2;?3;

b ’
APX © e - 4
S Heﬂg e

Fig. 7- Representagio esquemitica do ciclo da dgua associada com a reagdo de Mehler ¢
algumas enzimas do sistema antioxidante como a SOD e a APX. No PS I o oxigénio molecular
¢ reduzido por electrdes provenientes do PS II a radicais superéxido. Outros electrdes do PSII
podem interagir directamente como FhO» formando 4gua. Os radicais superéxido formados
podem ser transformados em H,0, pela enzima SOD ¢ o HyO; pode ser reduzido a dgua pelo
ascorbato numa reacgdo catalisada pela APX (retirado de Foyer e al., 1997).

Este sisterma de fotoredugdo do oxigénio em dgua nos cloroplastos denomina-se

ciclo da dgua, uma vez que os electrdes derivados da agua no PS II sdo utilizados na
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Introducéo

reducdio do oxigénio a 4gua no PS I (Asada, 1997). A fungéo fisioldgica deste ciclo €
eliminar rapidamente e eficazmente o O, e o HyO; dos locais onde eles sdo formados de

maneira a evitar a sua interac¢do com moléculas alvo (Asada, 1999).

Formaciio de peréxido de hidrogénio

O H,0; pode ser formado espontaneamente ou com interven¢do da enzima SOD a
partir do radical superéxido (Martinez ef al, 2001). Esta molécula, também pode ser
formada pela RuBisCo, quando esta desempenha funcdo de oxigenase, uma vez que
actua sobre o O originando H,0,. A formagiio desta ERO também pode ocorrer pela
reacgio do Oy com NAD(P)H oxidases.

Formacio deo radical hidrexile

O radical hidroxilo pode ser formado pela interacg¢do do H;O, com moléculas
redutoras, como ides metalicos, como o Fe** e o Cu" que, por sua vez, sio gerados pela
redugio do Fe*' e Cu®* pelo O, (Asada, 1999). A reduciio do H;0; por ides metalicos
com consequente produc¢do do radical hidroxilo denomina-se de reaccio de Fenton

(fig. 8 (12)(3)).

Qzﬁ'f'Fe -) 02 + F
02+Cu —)01+C“+ i o

Fig. 8 — Reac¢io de Fenton. O Oy funciona como agente redutor de metais (1) (2), que por

sua vez ao reagir com H;Os originam radicais hidroxilo (3).

© radical hidroxilo pode também ser formado pela interacgdo do peréxido de
hidrogénio com o radical super6xido na presenga de iSes metalicos. Esta reacg¢do é
denominada por Reac¢iio Haber- Weiss (fig. 9).

Fig. 9 — Reacgdo de Waber-Weiss.

Devido 4 sua extrema reactividade, o "OH, é responsavel por varias modificagdes

celulares uma vez que este radical pode reagir indiscriminadamente com o DNA,
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proteinas, lipidos e outras moléculas e, assim, iniciar um conjunto de reac¢des em
cadeia que inclui a peroxidagio lipidica, a inactivagiio enzimdtica ou a degradagdo de
jcidos nucleicos (Mehdy, 1994; Grant & Loake, 2000).

Formagiio do singleto de oxigénio

O singleto de oxigénio pode ser formado também nos cloroplastos, quando a
absor¢do de energia pela clorofila causa a sua transigdo para um estado excitado, por
exemplo, para o estado de tripleto- >Chl. Quando esta energia da clorofila é transferida
directamente para o oxigénio pode ocorrer a formagfio do singleto de oxigénio a nivel
do PS II (Bowler er al., 1992). Esta molecula é extremamente reactiva e pode transferir
a sua energia de excitacdo a outras moléculas bioldgicas ou reagir com elas, causando-
lhes alteragdes (Foyer, 2002). Esta molécula pode mesmo destruir as clorofilas do
centro de reacgio do PS II (Macpherson et al., 1993).

MITOCONDRIAS

Outro organelo celular responsdvel pela producio de EROs nas células é a
mitocéndria. A cadeia transportadora de electrdes (CTE) deste organelo contribui em
grande parte para a produgido de EROs pela autooxidagfio de varios componentes como
a ubiquinona ou o citocromo ¢ (Moller, 2001). Esta CTE encontra-se na membrana
interna da mitocondria e envolve um vasto conjunto de enzimas, bombas de H' e

complexos respiratérios (fig. 10).

Intermembrane space
4H" NADH  NADPH 0, %))
F

b ECa"f tCa"f \ 2 \-&,_._\

NDex NDex ]
rotenona | Cl (NADH) | |[(NADPH) myxothiazol, [CIl! i
T \\ antimycin A % |
N : N
> cil
NDin NDin
(NADH) | (NADPH)
WL £ - )
0 ; 7N 7w
! Ca” E _

HQO

0, NADH NADH  NADPH suce

Malrix

Fig. 10- Cadeia de transporte de electrdes na membrana interna da mitocondria de
plantas. Estdo representadas as enzimas, as bombas de H', os complexos respiratorios I, IL, Il e
IV e os respectivos inibidores. Abreviaturas: CI a CIV complexos respiratérios; CI- NADH
desidrogenase; CII- succinato desidrogenase; CIII- ubiquinol- citocromo bcl reductase; CIV-
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citocromo ¢ oxidase; cyt- citocromo; succ. -succinato, SHAM- 4cido salicilhidroxamico

(retirado de Moller, 2001).

Formagiio de radical superéxido

Quando o oxigénio interactua com duas oxidases do final da CTE, o complexo
IV e a oxidase alternativa (AOX), quatro electrdes sdo transferidos para O; e a dguaéo
produto final (fig. 10). No entanto, durante a respiragdio, o oxigénio molecular pode
sofrer redu¢des univalentes nos complexos I e III formando radicais superdxido que
posteriormente se poderdio converter em peréxido de hidrogénio (Tiwari ef al., 2002). O
oxigénio pode também interagir com outros componentes reduzidos da cadeia
transportadora de electrfes como as flavinas, o citocromo ou a ubiquinona e, assim,
levar a formagio de EROs (Moller, 2001). Por exemplo, a ubiquinona rica em electrdes,
& ubisemiquinona, pode reduzir o O, a Oy (Cadena & Boveris, 1980). Este radical,
sendo carregado, nfo atravessa a membrana da mitocondria acumulando-se no seu

interior.

Formacio de perdxido de hidrogénio

O envolvimento directo da cadeia transportadora de electrdes na formagdo de
H»0, foi provado pela adigdo de inibidores do complexo I e IIT (rotenona e antimicina
respectivamente) juntamente com os substratos desses complexos. Nesta situagio, a
produgdo de H,O, cessou quase por completo o que indicou que estes dois complexos
eram na realidade os responsaveis pela produgdo do H,O, (Tiwari er al., 2002). A
adigdo de catalase juntamente com substratos respiratérios diminuiu fortemente a
oxidagdo de algumas moléculas, o que indicou que o H;O; era a principal forma de

ERO neste organelo (Tiwari et al., 2002).

PEROXISSOMAS E GLIOXISSOMAS

Nas plantas, os peroxissomas das células levam a cabo as reacgdes de
fotorespiragfio e contém as enzimas da via do glicolato (Pastori & Del Rio, 1994). Estes
organelos participam numa grande variedade de vias metabolicas, nomeadamente no
armazenamento e biossintese de lipidos, no metabolismo do colesterol e do dilichol, na
B-oxidacdo 4cidos gordos e no ciclo do glioxilato. Os peroxissomas envolvidos nestas

duas tltimas vias denominam-se glioxissomas (Bunkelmann & Trelease, 1996).
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Formagio de peroxido de hidrogénio
Nestes organelos, 0 H>O, é produzido por oxidases que estdo envolvidas na
oxidagdo de uma grande variedade de biomoléculas. Estas oxidases, removem dois
electrdes dos substratos transferindo-os para o O; levando a formagdo de H,O, (fig. 11)
(Scandalios et al., 1997). Alguns exemplos de oxidases envolvidas neste processo sdo a
oxidase do glicolato, oxidases de D aminoécidos oﬁ a oxidase de flavina (Asada, 1997).
O H,0, também pode ser produzido na reac¢do de B-oxidacdo dos acidos gordos

ou ser produzido a partir de O, numa reacgdo catalisada pela SOD.

Substrato

Electrﬁes
0, — HzOz

Fig. 11- Esquema representativo da acgfio das oxidases na produgio de HyO».

Formacio de radicais superoéxido

A formagio de radicais superéxido nos peroxissomas da folha ¢ uma realidade e, os
sistemas responsaveis pela sua produ¢do sfo a xantina oxidase solivel na matriz do
peroxissomas € NADH oxidases da membrana, que usam o O, como aceitador de
electrdes produzindo O, para o citosol (Del Rio ef al., 2002).

Neste organelo, ocorre a produgdo de uma outra molécula, o 6xido de azoto (NO),
pela ac¢do da enzima NO sintetase (Barroso et al, 1999; Del Rio et al., 2002). Este NO
pode reagir com o O, levando a formagédo de um outro forte oxidante, o peroxinitrito. O
NO parece desempenhar um papel importante no dano celular, no entanto, esta molécula
também parece ter um papel importante como molécula antioxidante. Estes diferentes

papéis sdo dependentes da concentragido desta molécula na célula (Beligni e al., 2002).

OUTROS COMPARTIMENTOS CELULARES

In vitro j4 foi possivel verificar a presenga de pequenas quantidades de H,O, no
citosol, no reticulo endoplasmético e no nicleo (Chance et al., 1979). O H,O, pode ser
formado em reacgdes catalisadas por aminoxidases localizadas no espago extracelular
ou peroxidases localizadas na parede, cuja actividade € induzida pela alcalinizagZo da

parede celular (Allan & Fluhr, 1997).
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Como se viu, nas plantas, quantidades significativas de EROs sdo produzidas em
vérios compartimentos celulares e organelos. Cada organelo tem alvos potenciais de
stresse oxidativo e, desta forma, no sentido de se proteger, desenvolveu mecanismos

eficazes para eliminar esses intermedidrios toxicos (Scandalios, 1997).

2- Mecanismos de defesa antioxidante

Ap6s exposicio da planta a um ou vérios stresses, a duragdo do disparo
oxidativo bem como as suas consequéncias toxicas, podem ser limitadas pela planta
devido a presenca de mecanismos capazes de neutralizar e remover as EROs. Através da
pressio selectiva e da evolugdo, varios mecanismos de defesa (enziméiticos e ndo
enziméticos) surgiram no sentido de proteger as células contra o dano oxidative
(Scandalios, 1993). Estes mecanismos denominados meecanismos antioxidantes sio
possiveis devido 3 presenga de moléculas de baixo peso miolecular ou de enzimas
especializadas na decomposigio das EROs (Polle, 1997). Estes sistemas antioxidantes
existem em vérios compartimentos subcelulares incluindo o citosol, os cloroplastos, as

mitocondrias, 0s peroxissomas e os vacuolos (fig. 12} (Polle, 1997).

[ Peroxisomes
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CGlutathione
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Fig. 12- Localizagdo subcelular dos sistemas antioxidantes das células das plantas (retirado
de Polle, 1997).
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2.1- Sistemas antioxidantes enziniticos

As defesas antioxidantes incluem enzimas capazes de remover, neutralizar ou
eliminar os radicais livres e intermedidrios do oxigénio (Scandalios, 1993). Estas
enzimas catalisam redu¢Bes, muitas das quais utilizam electrdes fornecidos por
compostos de baixo peso molecular como o ascorbato e a glutationa (Noctor & Foyer,
1998). O papel das enzimas antioxidantes em situagGes de stresse é o de controlar a
acumulac@io de EROs e assim limitar o dano oxidativo (Noctor & Foyer, 1998). A tabela

2-descreve algumas das enzimas antioxidantes que tém sido mais bem caracterizadas.

Tabela 2- Enzimas antioxidantes (adaptado de Noctor & Foyer, 1998).

Super6xido dismutase T SOD
T Catalase ) CAT
Peroxidase do ascorbato APX
pemx;dase = Gumaco} e pr ]
™ Monodesidroascorbato reductase | MDHAR
Dcéidroascorbatc redutase DHAR
_ ______éiﬁﬁﬁmamdumse _— " GR —

Todas estas enzimas actuam de forma interligada sendo importante a

compreensdo das fungdes e interligages que desenvolvem na eliminagio das EROs das
células (fig. 13).

Catalase

5 S (H0,) i
e . T Waiss - \i‘; v
7] Fetd | & P A
- . ! o) - B0 Y
2 Fe*z__ o

H+ !

h, .

’

g

H,y0

0 1 2 3 4

Reducing equivalents (e-)

Fig. 13- EROs derivadas do oxigénio molecular, vias e enzimas envolvidas na

interconversdo das EROs até 4 formacdo de 4gua (retirado de Baker & Orlando, 1995).
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2.1.1-SUPEROXIDO DISMUTASE- SOD

A SOD tem sido identificada como um componente essencial na defesa das
plantas, sendo por isso uma das enzimas mais estudadas. Esta enzima foi pela primeira
vez isolada em sangue bovino (Mann & Keilin, 1938), no entanto, a sua ac¢io catalitica
s6 foi descoberta nos anos sessenta por McCord e Fridovich (1969). Encontra-se
presente na maior parte dos organismos aerébios e em varios compartimentos celulares
onde o stresse oxidativo pode surgir (Bowler et al., 1992).

A SOD ¢ uma metaloproteina multimérica que catalisa a dismutagdo de radicais
superoxido em peréxido de hidrogénio e dgua (fig. 14) (Scandalios, 1993). A actividade
desta enzima ¢é elevada permitindo a transformac3o e eliminagdo deste radical de forma
mais rdpida (2x10°M's?) do que se verifica através da dismutagdo espontinea (
2x10"M s (Polle, 1997).

Fig. 14 — Reacgfio catalisada pela enzima SOD.

A SOD existe sob trés formas classificadas de acordo com o metal que possui no
seu centro activo. Se metal for o Cobre ou o Zinco, denomina-se de Cu/ZnSOD, se for o
Ferro denomina-se de FeSOD e se o metal presente for o0 Manganés, denomina-se de
MnSOD (Martinez et al., 2001).

Em folhas de Arabidopsis, foi verificada a existéncia dos trés tipos de SOD, cada
uma delas codificada por uma familia de genes (Kliebenstein et al., 1998). Trabalhos
realizados por Camp ef al. (1997) demonstraram a presenga destes trés tipos de SOD em
tabaco. Experimentalmente, estas trés classes de SOD podem ser distinguidas pois
apresentam diferentes sensibilidades a algumas substincias. A isoforma Cu/ZnSOD é
sensivel ao cianeto e ao H,0,, enquanto que a isoforma FeSOD apenas ¢ sensivel ao
H,0, e a MnSOD ¢ resistente a ambos os inibidores (Scandalios, 1993).

A origem evolutiva das diferentes classes de SOD ainda nfio se encontra
totalmente esclarecida, no entanto, dados de sequenciagdo sugerem que as trés classes
de SOD pertencem a duas familias filogenética, as Cu/ZnSODs e as Fe/MnSODs. As
FeSOD e as MnSOD estdo estritamente relacionadas uma vez que partilham um elevado
nivel de homologias quer estruturais quer de sequéncias aminoacidicas e, ndo estdo

relacionadas com as Cu/Zn SODs (Scandalios, 1993). As Cu/ZnSODs apresentam
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sequéncias de aminoacidos altamente conservadas relativamente aos locais de ligagdo
do metal (Scandalios, 1993). As FeSOD ¢ as MnSOD sdo estruturalmente muito
semelhantes e, em alguns casos, as enzimas funcionam com qualquer um dos metais no
seu centro activo. Por sua vez as Cu/ZnSOD ndo estdo estruturalmente relacionadas
com as MnSOD (Scandalios, 1997). |

A maior parte das plantas possui nos seus cloroplastos a FeSOD e a Cu/ZnSOD,
no citosol possui a Cw/ZnSOD e nas mitocondrias ¢ comum encontrar a MnSOD.
Outros estudos permitiram verificar também a presenca desta enzima nos peroxissomas
de algumas plantas (Del Rio, 1983; Bray ef al., 2000).

O nimero de isoenzimas, bem como a abundéncia relativa de cada tipo de SOD
varia grandemente de planta para planta (Bowler et al., 1992). A existéncia de multiplas
isoformas moleculares, de localizagdes distintas nos tecidos e organelos, bem como as
alteragGes de expressdo que as isoformas sofrem durante o desenvolvimento, implica
que estas desempenhem papeis fisiologicos distintos (Scandalios, 1997). Em milho
foram encontradas cinco isoformas em todos os tecidos da planta (Scandalios, 1997).
Em folha de batateira observou-se a presenca de quatro isoformas de SOD (Santos er
al., 1999).

A importancia da SOD na defesa de plantas sujeitas a stresse tem recebido muita
atencdo, uma vez que se sabe que esta enzima € produzida durante varias condi¢Ges
adversas. Varios tipos de stresse podem afectar os niveis da SOD numa célula quer
através do controlo da sintese quer do controlo da actividade desta enzima. Estes efeitos
j& foram evidenciados para vérios tipos de stresses como frio, calor, salinidade,
tratamento com herbicida, ataque de patogénios (Martinez ef al., 2001) e radiagdo UV-B
(Santos et al., 1999). Relativamente a muitos destes stresses o aumento de resisténcia
das plantas, foi correlacionado com o aumento de actividlade da SOD e de outras
enzimas do sistema antioxidante (Scandalios, 1993). Aumentos da actividade da SOD
foram observados, por exemplo, em resposta ao tratamento com certo tipo de herbicidas
(Scandalios, 1993; Seandalios, 1997). Em milho, exposi¢io da planta ao paraquato,
levou ao aumento de actividade da Cu/Zn SOD do cloroplasto e do citosol (Matters &
Scandalios, 1986). Ambientes com temperatura e luz elevados bem como situa¢des de
secura, falta de oxigénio, ataque de patogénio ou elevados niveis de ozono, também
provocaram um aumento dos niveis da SOD (Scandalios, 1993).

Alguns estudos permitiram relacionar aumentos de actividade de determinado

tipo de SOD com os locais mais afectados por determinado tipo de stresse. Por
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exemplo, quando um stresse afectava predominantemente os cloroplastos, verificou-se
um aumento da sintese e actividade da FeSOD. Por outro lado, quando um stresse
afectava predominantemente as mitocondrias, verificou-se um aumento da transcricio e
actividade da MnSOD (Tsang ef al., 1991).

Estudos realizados com plantas transgénicas que sobreexpressavam a SOD
demonstraram a importincia desta enzima na tolerdncia ao stresse oxidativo (Camp et
al, 1997; Van Breusegem et al., 1999). Por exemplo, plantas de tabaco transgénicas que
sobreexpressaram a Cu/ZnSOD apresentaram maior resisténcia ao dano fotoxidativo e
ao stresse oxidativo mediado pelo metilviologénio do que as plantas controlo (Gupta et
al., 1993). Em 1993, Perl e colaboradores demostraram que batateiras transgénicas que
sobreexpressavam a Cu/ZnSOD cloroplastideal ou citosélica eram mais resistentes ao
paraquato. Em ervitheira, Allen (1995), verificou que a sobreexpressdo da Cu/ZnSOD
ou da MnSOD, tornava a planta de tabaco mais resistente ao dano provocado por
exposi¢do ao metilviologénio. Estudos realizados por Van Camp et al. (1996)
demonstraram que plantas transgénicas que sobreexpressavam a FeSOD estavam
melhor protegidas contra o stresse oxidativo do que plantas selvagens (mais referéncias
em Alscher et al., 1997) (Arisi et al., 1998). Em Alfalfa, a introdugdo de ¢DNA de
MnSOD, fez aumentar a tolerncia desta espécie ao frio, a herbicidas entre outros
stresses (McKersie ef al., 1993).

2.1.2- CATALASE

A catalase é uma enzima responsavel pela remogio do H;O; da célula. E uma
enzima tetramérica que contém um grupo heme (Scandalios e al, 1997). Quando na
presenga de elevadas concentracdes de H,O, converte esta molécula em dgua e oxigénio
molecular, através de uma reacg¢do catalitica na qual o H,O» actua quer como aceitador
quer como dador de hidrogénio (fig. 15) (Scandalios er al., 1997).

Fig. 15- Reacgdo catalisada pela CAT, para elevadas concentragdes de Hz03,

Quando as concentragdes de H»O, sfio baixas, a CAT pode actuar como
peroxidase, onde uma grande variedade de dadores de hidrogénio (etanol, acido
ascorbico) podem ser oxidados (fig. 16) (Scandalios et al., 1997).
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Fig. 16- Reacgio catalisada pela CAT, para baixas concentragdes de H;O;

Apesar desta enzima apresentar uma taxa catalitica muita grande, possui baixa
afinidade para o substrato, uma vez que a reac¢do requer o acesso simultineo de duas
moléculas de H,O, ao centro activo da enzima (Noctor & Foyer, 1998). Assim, as
elevadas concentragdes de enzima s3o um pré-requesito necessario para as
concentragdes de H;O; diminuirem (Asada, 1997). Trabalhos realizados por Rojas-
Beltran ef al. (2000) demonstraram que esta enzima ndo funcionava até que as
concentra¢gdes de H,0, atingissem determinado nivel. A actividade da enzima
aumentava linearmente com o aumento de concentragdo de H,O, uma vez que a enzima
ndo é facilmente saturada e, assim sendo, mantém controlada a concentragdo
intracelular de H,O, (Scandalios et al., 1997).

A CAT apresenta multiplas formas enziméticas ja demonstradas para varias
espécies de plantas como Arabidopsis, tabaco e Nicotiana plumbaginifolia. Nestas
plantas foi demonstrada a presenga de trés classes de catalases geneticamente distintas
(Willekens et al., 1994; Scandalios et al., 1997), denominadas de CAT-1, CAT-2 e
CAT-3 (Scandalios, 1997). Em Solanum tuberosum ja foram isolados e caracterizados
dois cDNAs de CAT: a Catl (Wu & Shah, 1995) e a Car2 (Niebet ef al., unpublished).
Na variedade desirée de S. tuberosum, ja se obtiveram neste laboratério dois cDNA, um
completo para CAT-1 e um parcial para CAT-2.

Nas plantas, a presenga de multiplas isoenzimas de CAT em diferentes tecidos,
em diferentes fases de desenvolvimento e em diferentes condi¢bes de crescimento,
sugere miltiplos papéis fisiolégicos para estas isoenzimas (Scandalios et al., 1997).

Estudos realizados em algumas plantas demonstraram que alguns dos genes que
codificam algumas classes de CAT, parecem ser reguladas a nivel da transcri¢do por um
relégio circadiano (Scandalios et al., 1997).

Estudos realizados em milho permitiram verificar que cada um dos genes da
CAT (por exemplo cat 3 de milho ou cat 2 de Arabidopsis) exibe especificidade de
express3o temporal, espacial e respondem de maneira diferente a diferentes sinais
ambientais. Para além disso, verificou-se que as isoenzimas da catalase exibiam

especificidade celular a nivel dos organelos (referéncias em Scandalios et al., 1997).
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Embora bioquimicamente distintas, os trés tipos de CAT séo capazes de interactuar in
vitro formando heterotetrdmeros (Scandalios, 1979). A CAT-1 e CAT-2 também
formam estes heterotetrimeros quando expressas in vivo (Scandalios et al., 1997). A
CAT-3 in vivo apenas foi encontrada sob forma de monotetrimero mesmo quando a sua
expressdo temporal e local coincidia com CAT-1 e CAT-2 (Scandalios ef al., 1997).

Em folhas verdes de milho a CAT-2 foi localizada nos peroxissomas das células
das nervuras, a CAT-1 e CAT-3 foram encontradas nas células do mesofilo (Tsaftaris et
al., 1983). Também em milho, as isoenzimas CAT-1 e CAT-2 mostraram estar
presentes no citoplasma e/ou nos peroxissomas/glioxissomas. Em contraste, a CAT-3
surgiu exclusivamente nas mitocondrias (Scandalios et al., 1997).

Em dicotiledénea ainda nf#io foram efectuados estudos tdo aprofundados
relativamente a esta enzima, no entanto, estudos realizados em Nicotiana
plumbaginifolia demonstraram a presenga dos trés tipos de CAT. A CAT denominada
de CAT-1 foi detectada em folhas mas também em flores e caules. Demonstrou estar
sob controlo do ritmo circadiano e pareceu ter um papel importante na eliminago de
H,0, proveniente da fotorespiragdo. A CAT-2 foi encontrada preferencialmente nos
tecidos vasculares e pensa-se ter um papel importante no processo de lenhificagdo. A
CAT-3 verificou-se estar presente em vérios tecidos como raiz, caule, folhas jovens e
flores. Esta CAT parece ter papel importante na eliminagdo do H,O, produzido nos
glioxissomas (Willekens et al., 1994).

A catalase € encontrada predominantemente nos peroxissomas (mas também nos
glioxissomas) onde funciona essencialmente para remover o H,0, formado durante a
fotorespiragdo (ou B-oxidagdo dos acidos gordos nos glioxissomas) (Bowler ef al,
1992). No citoplasma j4 foi confirmada a sua presenga e a sua importancia na remogdo
efectiva do H;O, citosélico (Scandalios ef al.,, 1997). Nio existe catalase associada aos
cloroplastos (Scandalios et al., 1997). Apesar desta localizagio restrita, esta enzima
desempenha um papel significante na defesa contra o stresse oxidativo uma vez que o
H;O, pode facilmente atravessar as membranas celulares (Bowler ef al., 1992).

As informagdes resultantes do conhecimento da distribuico das diferentes
classes de CAT em diferentes compartimentos celulares e em diferentes plantas tem
permitido estabelecer relagdes evolutivas entre as CATs de vérias espécies de plantas e
de outros organismos aer6bios (Guan & Scandalios, 1996). A comparagio dos
nucleétidos e sequéncia aminoacidica indicou que, as CATs das plantas podem ser

divididas em trés grupos (fig. 17).
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O maior grupo de CATs (grupo I) inclui a CAT-1 de monocotiledénea (milho) e
a maior parte das CATs de dicotiledéneas (fig. 17). O segundo grupo inclui a CAT-2 de
N. plumbaginifolia e a CAT de tomateiro e o terceiro grupo inclui as a CAT-3 de
monocotiledénea (milho) e a CAT-A de Arroz ¢ CAT-2 de cevada (Scandalios ef al.,
1997) (fig. 17). Dentro do grupo I, as CAT podem ser separadas em dois grandes
grupos: as CATs de monocotiledéneas ¢ as CATs'de dicotiledoneas (Scandalios et al.,
1997). Estes resultados claramente indiciam que a maior parte da CAT de
dicotiledéneas e de monocotiledéneas estdo estritamente relacionadas umas com as
outras (grupo I). As CATs especificas das monocotiledénes (grupo III) também se
encontram estritamente relacionadas, no entanto, apresentam sequéncias muito

parecidas com outras CATs (Scandalios et al., 1997).

i

- MatoeCAT-3

Fig 17 — Arvore filogenética das CATs baseada na sequéncia aminoacidica de dezasseis
~ catalases de plantas. Esta arvore foi construida seguindo o método da parcimonia (retirado de
Scandalios et al., 1997).

A resposta da CAT ao stresse bidtico e abidtico € muita variavel de planta para
planta e de stresse para stresse. Em células de tabaco a desenvolver a resposta de
hipersensibilidade, os niveis de proteina ¢ de mRNA da CAT-1 e CAT-2 diminuiram
paralelamente 4 diminuigfio da sua actividade. Esta resposta ocorreu paralelamente a
uma grande acumulago de H;O, (Dorey et al., 1998). Certos estudos apontam para o
facto de, durante interacgdes incompativeis com patogénios, o acido salicilico inibir a

actividade de CAT enddgenas permitindo o aumento da concentragdo de H,O, (Able ef
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al. 2000). Este H,O, parece ter um papel importante para iniciar um conjunto de
mecanismos de defesa das plantas (Chen et al., 1993). Em folhas de milho, a inoculagéo
com o fungo Cercospora levou a um aumento de cerca de 25% na actividade total da
CAT embora as diferentes isoenzimas se tenham comportado de forma diferente.
Verificou-se uma diminui¢do da actividade da CAT-2 mas um aumentou de actividade
da CAT-3 (Scandalios et al, 1997). Em dicotiledoneas como Nicotiana
plumbaginifolia, o tratamento de folhas com radiagdo UV-B levou a uma diminuicéo de
transcritos de Car / mas a um aumento de transcritos dos genes Cat 2 e Cat 3.
Comportamento idéntico foi demonstrado quando as folhas foram sujeitas a niveis
elevados de O3 (Willekens et al., 1994).

Além dos factores bidticos e abidticos referidos, a expresséo dos genes da CAT
também ¢ influenciada por outros factores como, por exemplo, fase de desenvolvimento
da planta, tipo de tecido, presenga de determinadas hormonas, entre outros (Scandalios
etal., 1997).

As CAT e as SOD sio enzimas anti-oxidantes muito eficientes. A sua ac¢do
combinada permite converter o perigoso radical superéxido em peréxido de hidrogénio
¢ posteriormente em agua e oxigénio molecular, evitando assim o dano celular (fig. 18)
(Scandalios, 1993). A acgdo combinada destas duas enzimas reduz também a formagfo
de uma das EROs mais téxicas e reactivas, o radical hidroxilo (Scandalios, 1993;

Scandalios, 1997).

(1) Qu+e =0y

SOD
(2) Oy + 0y + p) ¢ P — H,O; + O,

3) H,O; + Oy — OH + OH+ O,

) by M0y 225 2HG + 0y

Fig. 18- Acgdio combinada da SOD e da CAT na remogéo das EROs.
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2.1.3- PEROXIDASES

As peroxidases sdo enzimas ubiquas encontradas em todas as plantas verdes,
muitos fungos e bactérias aerébias. Estas enzimas convertem o H,O; em HyO, no
entanto, ao contrario das CAT requerem um substrato (R) para catalise (fig. 19). Nesta
reacgdo, o oxigénio ndo estd envolvido, no entanto, alguns aceitadores sdo oxidados,
nomeadamente compostos fenélicos, nitratos, citocromo C entre outros (Siegel, 1993).
Ao contririo das CATs estas enzimas sdo efectivas mesmo para baixas concentragbes de

H>0,.

Fig. 19 — Reacgdo catalisada pelas peroxidases.

Existe um grande numero de isoenzimas de peroxidases sendo comum encontrar
mais de trinta peroxidases numa unica variedade de plantas dependendo do tecido ou

estado de desenvolvimento (Siegel, 1993).

2.1.3.1- Peroxidases do ascorbato- APX

A importincia destas enzimas na resposta ao stresse oxidativo advém-lhe do facto
de ter a capacidade de remover o H,O, das células. Estas enzimas apresentam uma
afinidade para o substrato muito maior do que a catalase, no entanto, requerem a
presen¢a de uma molécula redutora que, nas plantas, geralmente € o ascorbato (AA)
(Noctor & Foyer, 1998). Esta enzima utiliza duas moléculas de ascorbato para reduzir o
H>0; a 4gua, com a producdo de duas moléculas de monodesidroascorbato (MDHA) e
agua (fig. 20) (Mittler & Zilinskas, 1993).

Fig. 20- Reacgdo catalisada pela Peroxidase do Ascorbato.

O MDHA pode ser posteriormente reduzido directamente a ascorbato sendo o
dador de electrdes para a sua redugdo o citocromo, a ferredoxina reduzida ou o

NAD(P)H (Noctor & Foyer, 1998). A reacgdo € catalisada por MDHA reductases. O
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MDHA pode também ser convertido em desidroascorbato (DHA) que € reduzido a
ascorbato pela ac¢dio de DHA reductase, usando como substrato redutor a glutationa
(GSH). Esta reac¢do gera glutationa oxidada (GSSG) que por sua vez tem de ser
novamente reduzida a GSH utilizando o poder redutor do NADPH, numa reacgéo
catalisada pela glutationa reductase (GR) (fig. 21) (Noctor & Foyer, 1998). A remog&o
de H,O, através deste conjunto de reac¢des que envolve a APX, a glutationa reductase,
a desidroascorbato reductase e a monodesidroascorbato reductase é conhecido como o

ciclo ascorbato — glutationa (fig. 21).

Nmp* NADPH+H+

26GSH =— 5 GSSG

/@\

DHA

_ Non-enzymic @
disproportionation ADP+
! NADPH+H*

MDHA

Fig. 21- Ciclo ascorbato-glutationa envolvido na remogéo do peréxido de hidrogénio em

diferentes compartimentos celulares (retirado de Noctor & Foyer, 1998).

Quando a concentragio de ascorbato € baixa (menor que 20 pM) a enzima APX
¢ inactivada. Estudos realizados em mutantes de Arabidopsis deficientes na sintese do
ascorbato mostraram uma diminuicio de actividade da APX e uma maior sensibilidade
a condigdes de stresse (Conklin et al., 1997). Assim, no sentido de manter a actividade

da APX, ¢é essencial adicionar ascorbato durante os procedimentos experimentais
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(extracgdo, purificagfio, armazenamento), uma vez que esta molécula ¢ essencial para a
actividade desta enzima (Asada, 1997; Shigeoka ef al., 2002). A APX ¢ inibida pela
azida ou cianida como outras proteinas heme. Um dos inibidores mais caracteristicos € o
p- cloromercuribenzoato (P- CMB) (Asada, 1992). Dado que este inibidor ndo afecta as
peroxidases do guaiacol podera ser uma ferramenta ttil para diferenciar as peroxidases
do ascorbato das peroxidase do guaiacol (Amako ef al., 1994).

Nas plantas superiores existem, pelo menos, quatro isoformas de APX
designadas com base na sua localizag@io subcelular, que pode ocorrer nos tilacoides
(tAPX), no estroma (eAPX), no citoplasma (cAPX) ou na membrana dos glioxissomas
(mgAPX) (Bunkelmann & Trelease, 1996). Uma quinta isoforma de APX foi
encontrada na membrana das mitocondrias e denominada de APX mitocondrial (mit
APX) (Jiménez et al., 1997).

As vérias isoformas da APX variam na especificidade do substrato, no pH
éptimo de actuagdio, na massa molecular entre outras caracteristicas (Bunkelmann &
Trelease, 1996). As APX cloroplastideais sdo isoenzimas que existem no estroma
(eAPX) e/ou na membrana dos tilacoides dos cloroplastos (tAPX). Sdo muito
especificas do ascorbato como dador de electrdes, e sdo extremamente sensiveis na sua
auséncia e na presenga de inibidores (Asada, 1997). As APX citosdlicas sdo mais
estaveis e nio sdo tdo especificas relativamente ao dador de electrdes, uma vez que
podem oxidar fenois (Bunkelmann & Trelease, 1996). As APX da membrana do
glioxissoma protegem a sua membrana uma vez que eliminam o H;O, gerado na matriz
deste organelo. Durante a germinagfio, os lipidos armazenados sdo convertidos em
hidratos de carbono através de duas vias: a -oxidac8o dos acidos gordos ou o ciclo do
glioxilato (Bunkelmann & Trelease, 1996). O H,O, ¢ gerado pela acetil-CoA oxidase e
NADH oxidase ou ¢ formado enzimaticamente pela actuagdo da SOD sobre o ifio
superoxido (fig. 22) (Bunkelmann & Trelease, 1996). Embora a CAT da matriz degrade
a maior parte do H;O,, a sua afinidade para esta molécula € relativamente baixa. Assim,
quando o H,O, se encontra em baixas concentra¢cdes é a gmAPX que elimina mais
eficientemente o H,O, (fig. 22). A elimina¢do do H,0, pela APX do glioxissoma requer
a continua regeneragdo do ascorbato pelo ciclo do ascorbato-glutationa (Bunkelmann &

Trelease, 1996).
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Fig. 22- Modelo ilustrativo da remog8o de H,O, nos glioxissomas de sementes oleosas.
A catalase e a gmAPX eliminam o H,0; produzido pelas reac¢des catalisadas pela SOD e pela
B- oxidagdo de acidos gordos. O ascorbato € regenerado pelo ciclo ascorbato-glutationa
(retirado de Bunkelmann & Trelease, 1996).

Com base na sequéncia aminoacidica da regido catalitica das isoenzimas de APX
foi possivel a constru¢do de uma arvore filogenética (fig. 23). Esta arvore mostra que as
isoenzimas de APX de plantas superiores e algas podem ser divididas em quatro grupos:
as APX citosolicas I, as APX citosdlicas II, as APX cloroplastideais ¢ as APX da
membrana dos glioxissomas/peroxissomas. Segundo Shigeoka e colaboradores (2002)
nas plantas superiores as isoenzimas de APX apresentaram homologias na ordem dos 70
a 90 % dentro de cada grupo. Entre os quatro grupos de isoenzimas o grau de homologia

situou-se entre os 50 a 70 %.
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Fig. 23 — Arvore filogenética das isoenzimas de APX. cAPX I- APX citosélicas I;
cAPX II - APX citosolicas II; chl APX- APX cloroplastideais; mAPX - APX da membrana dos
glioxissomas/peroxissomas (retirado de Shigeoka et al., 2002).

Muitas caracteristicas internas da planta bem como diversas condigdes
ambientais (luz, sal, temperatura, secura, infec¢les, e outros) podem afectar as
peroxidases quer quantitativamente quer qualitativamente. Em folhas de espinafre
sujeitas a luz intensa ou a tratamentos com metilviologénio, verificou-se que os niveis
de transcritos para a APX, aumentaram de forma notdria, tendo estes aumentos sido
mediados por um aumento de H,O, (Yoshimura et al., 2000). Estudos realizados em
milho resistente & secura, demonstraram que nestas plantas ocorria uma grande inducéo
da actividade das APX quando comparadas com plantas sensiveis (Pastori & Trippi,
1992). Em plantas de tabaco infectadas pelo virus do mosaico do tabaco, foi
demonstrado que os niveis de transcritos que codificam a APX citosdlica foram
induzidos durante a resposta de hipersensibilidade (Mittler et al., 1999). Outros estudos

realizados em plantas de tabaco transgénicas que sobreexpressavam as APX citos6lica,
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mostraram que as plantas ficaram mais tolerantes ao dano provocado pelo
metilviologénio (Pitcher et al., 1994). Por outro lado, plantas transgénicas que
expressavam o RNA anti-sense da cAPX, apresentaram uma diminuigfio de actividade
em cerca de 50% (Ovar & Ellis, 1997). No entanto, outros estudos indicaram que alguns
stresses diminuiam e ndo aumentavam a actividade da APX. Por exemplo, apos indugéo
virica em plantas ocorria morte celular do tipo RH lque foi acompanhada pela supressdo
da APX citosolica. Esta supressdo provavelmente contribuird para acumulacio de H,O;
e a activagdo deste programa de morte celular em resposta a infecgdo (Vranova et al.,
2002).

2.1.3.2- Peroxidases de gunaiacol- GPX

Este tipo de peroxidases participam num grande nimero de processos
fisiologicos como a biossintese de lenhina e do etileno, degradagdo de indole-3-acetato,
estabelecimento de ligagdes cruzadas entre glicoproteinas ricas em prolina, defesa
contra patogénios, entre outros (Asada, 1997). Esta enzima parece também estar
envolvida no processo de reparagdo de fosfolipidos que sofreram peroxidagio
(Schuckelt et al.,, 1991), sendo aparentemente a Unica proteina identificada como
estando envolvida nesta reparagio (Willekens et al., 1994).

Estas enzimas também pertencem ao sistema antioxidante da célula uma &ez que
tém a capacidade de remover o HyO, das células. Muitas isoformas da GPX foram
encontradas em varios locais da célula como vactiolos, parede celular, citosol e
apoplasto (Asada, 1997). As peroxidases do guaiacol sdo pouco especificas no que diz
respeito ao dador de electrdes, no entanto, preferem fenois aromaticos como guaiacol ou
pirogalol (Amako et al., 1994; Asada, 1997).

Em organelos como cloroplastos, peroxissomas e mitocondrias pouca actividade
desta enzima foi detectada (Asada, 1997). A expressdo das isoformas especificas varia
com o desenvolvimento, senescéncia, os ferimentos ou o ataque de patogénios
(referéncias em Amako et al. 1994).

Em dicotiledoneas como N. plumbaginifolia, o tratamento de folhas com
radiagio UV-B ou com O; levou a um aumento dos niveis de mRNA de GPX
(Willekens ef al., 1994). Em tubérculos de batateira, a presenga desta enzima foi
detectada em todas as fases de desenvolvimento estudadas por Rojas e colaboradores
(2000).
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A tabela 3 resume algumas das diferentes defesas enziméticas da planta, local

onde actuam, tipo de EROs em que actuam, bem como os produtos resultantes dessa

actuacdo.

Tabela 3- Resumo dos sistemas enziméticos antioxidantes em plantas superiores

(adaptado de Scandalios, 1993).

A
| (‘ rbato
Cloroplastos | 1o, Enzimaticamente APX GSH-glutationa
| | : NADP+ |
1 O Transporte de f SOD H,0, |
Mitocondria H,0, electrdes APX H,O+dador oxidado ‘
| | Enzimaticamente | CAT ; H,0 + 0,
. 02- ! Enzimaticamente ’ SOD | HzOz ‘
Citosol | H,0, | Enzimaticamente l CAT , H,0 +0,
' APX | H,0+ dador oxidado .
Glioxissomas | H;0; B- oxidagio ' CAT : H,O + 0, |
Peroxissomas H0, Fotorespiracdo CAT H0 +0, |
| Oy || Enzimaticamente | N&oconhecido Nio conhecido |
| i | |
Extracelular || H;O, || Enzimaticamente peroxidase Lenhina, suberina, |
| ' hidroxiprolina '
I S— PRRSSPSIIV

Estudos recentes realizados por Rizhsky e colaboradores (2002) em plantas de
tabaco transgénicas demonstraram que, apds o silenciamento do mRNA para a CAT
ocorria a indugfo da actividade de outras enzimas antioxidantes como a APX ¢ a GPX e
que ap6s o silenciamento da APX se verificava um aumento de actividade da CAT, da
SOD e da GR. Estes resultados sugerem um elevado grau de redundincia nos
mecanismos de desintoxicagio das EROs. No entanto, o mais surpreendente foi
verificar que plantas que apresentavam um bloqueio simultineo destas duas enzimas
apresentavam uma maior resisténcia ao stresse oxidativo do que as plantas em que
apenas se tinham inibido a expressdo da CAT ou da APX. Estes resultados indicaram
que as plantas teriam desenvolvido mecanismos alternativos que compensavam a falta
destas duas enzimas. Esses mecanismos, de acordo com os estudos realizados pelos

autores, envolviam por um lado a diminui¢do da produgdo de EROs, através da
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supressdo da actividade fotossintética e, por outro, a activagio outros mecanismos para

eliminar o H,O, como a indugdo da enzima MDHA reductase ¢ a via pentose fosfato

(Rizhsky et al., 2002).

2.2- Sistemas anti-oxidantes ndo enzimaticas

Para além das enzimas, existem pequenas moléculas capazes de neutralizar,
remover ou transformar as EROs em moléculas menos reactivas. Estas moléculas

podem estar presentes em fase aquosa e/ou nas membranas celulares (tabela 4).

Tabela 4 — Exemplos de algumas moléculas antioxidantes presentes nas plantas em fase aquosa

e nas membranas celulares (adaptado de Bartosz, 1997).

“Ascorbato T Carotenos |

| Flavbhoidés | ' | Tocoferois —
Glutationa [ Xantofilss
Polifenois Vitamina D

Algumas das moléculas mais importantes deste sistema sdo o ascorbato, a
glutationa, o tocoferol e os carotenoides, que estdo presentes em varios compartimentos
celulares.

Nas plantas, o ascorbato pode ser acumulado em concentragdes na ordem dos
milimolar quer em tecidos fotossintéticos quer em tecidos ndo fotossintéticos. O
ascorbato encontra-se em varios compartimentos celulares como vacuolo, citosol,
cloroplasto, apoplasto. Esta molécula desempenha algumas fun¢Bes importantes na
célula, nomeadamente, ¢ um dos principais antioxidantes primérios, podendo reagir
directamente e rapidamente com radicais hidroxilo, superéxido, peréxido de hidrogénio
e singleto de oxigénio, participando desta forma para a remocédo destas EROs (Noctor &
Foyer, 1998). Para além disso, ¢ importante na fotoprotecgdo e na regulagdo da
fotossintese, onde tem um importante papel na preservagdo da actividade das enzimas
que contém ides metalicos de transi¢dio (Noctor & Foyer, 1998). O ascorbato é também
um poderoso antioxidante secunddrio, uma vez que reduz a forma oxidada do o-

tocoferol (Noctor & Foyer, 1998).
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A glutationa é uma molécula que existe nos vactolos, citosol, nas mitocondrias,
e nos cloroplastos, sendo o principal composto solivel da célula com o grupo -SH. A
forma reduzida da glutationa (GSH) é um tripeptideo que se pode modificar para uma
forma oxidada, por oxidagdo do grupo -SH e formar glutationa dissulfureto (GSSG)
(Noctor & Foyer, 1998). A forma oxidada da glutationa pode ser convertida novamente
na sua forma reduzida pela actividade da enzima glutationa reductase (fig. 21) (Foyer &
Halliwell, 1976). Nas plantas, o significado funcional da glutationa pode ser dividido
em duas categorias: metabolismo do enxofre e defesa. Relativamente a esta segunda
categoria a GSH funciona como antioxidante (Noctor & Foyer, 1998), reduzindo
directamente o ‘O, no entanto, esta fungdo ¢ pouco importante uma vez que a sua
concentragdo dos cloroplastos ¢ mais baixa do que a do ascorbato (Polle, 1997). Esta
molécula também protege as enzimas que contém grupos SH da oxidagfo inespecifica.
Algumas dessas enzimas sdo as ATPases da membrana e algumas enzimas do ciclo de
Calvin. Para além desta fun¢fo, desempenha um papel importante como agente redutor
do desidroascorbato no ciclo do ascorbato-glutationa (Polle, 1997).

Os carotenoides sdo os mais eficientes antioxidantes na remocéo do singleto de
oxigénio quando comparados com as outras moléculas antioxidantes. Os carotenoides,
presentes nas membranas dos tilacoides, podem interactuar com os estados excitados da
clorofila, nomeadamente com o estado de tripleto, impedindo a cedéncia de energia para
o oxigénio molecular, e assim, impedindo a formagdo de singleto de oxigénio (Polle,
1997). O PS II contém p-caroteno que protege o centro de reac¢io dos danos
provocados por excesso de luz (Foyer, 1997).

O a-tocoferol ¢ uma molécula lipofilica que se encontra nas membranas
celulares, particularmente nas membranas dos tilacoides (Polle, 1997). Funciona como
molécula antioxidante pois elimina o radical super6xido, o singleto de oxigénio e o
radical hidroxilo e evita a peroxidagédo dos lipidos da membrana (Niki et al., 1984). Esta
molécula, tal como a glutationa, protege integralmente as proteinas da membrana da

oxidag¢do inespecifica dos grupos SH (Polle, 1997).

Deve ser lembrado que as enzimas ou moléculas antioxidantes apenas actuam
nas EROs menos agressivas (H,O, e O;) e ndo nas mais perigosas como o 'OH.
Aparentemente a estratégia da natureza ao longo da evolugdo foi a prevengdo da
formagdio de ‘OH, por exemplo através da decomposi¢o de percursores de OH ou

através da sequestracdo de metais de transigdo, como o Ferro que pode ser armazenado
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sob forma de ferritina, de forma a limitar a sua participagdo na reac¢o de Fenton
(Bartozs, 1997; Fourcroy, 1999). A figura 24 relaciona alguns dos mecanismos de
produgdo e de eliminagdo de EROs nas células vegetais, evidenciando a organizagéo e
cooperagfio de toda a rede de defesas da planta que vai determinar a competéncia do

sistema antioxidante da célula.
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Fig. 24 - Diferentes vias de produgdo de EROS e sistemas de defesa antioxidantes

enziméticos e ndo enzimaticos (retirado de Shigeoka et al., 2002).

3- Consequéncias do disparo oxidativo

Em circunstincias normais, as células sdio capazes de equilibrar a produgio de
oxidantes e antioxidantes de forma a haver um equilibrio. No entanto, o stresse
oxidativo pode surgir quando ocorre um aumento de produ¢do de EROs, sem um
correspondente aumento da produgdo de antioxidantes, ou quando ocorre uma

diminui¢io das defesas antioxidantes de uma célula (fig. 25).
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Fig. 25- Esquema representativo do desequilibrio entre a quantidade de EROs e de defesas

antioxidantes que ocorrem durante o stresse oxidativo (adaptado de Funchs ef /.1997).

Nas plantas, as consequéncias do disparo oxidativo, podem ser visiveis a nivel
externo, manifestando-se muitas vezes sob forma de clorose foliar ou mesmo perda de
folhas, no entanto, estas alteragdes s3o reflexos das alteragdes que ocorrem a nivel
celular, uma vez que as EROs podem afectar um grande nimero de processos
fisiologicos. Os elevados niveis de EROs sdo responsiveis pela indugdo de alguns
processos que causam danos nas células, podendo mesmo levar & sua morte. No entanto,
estas mesmas EROs parecem ter um papel fundamental no estabelecimento de alguns
mecanismos de defesa da célula. E a sua quantidade na célula, que vai determinar o tipo
de resposta. Se elevadas concentragdes podem provocar danos celulares e mesmo
conduzir 3 morte celular, baixas concentragdes podem induzir defesas e respostas
adaptativas (fig. 26) (Vranova et al, 2002). Assim, 4s EROs sdo reconhecidos pelo
menos um dos seguintes papeis: so eliciadores e propagadores do dano oxidativo ou

funcionam como moléculas sinal em varios processos de reparagio.

POSSIVEIS CONSEQUENCIAS PARA A CELULA
. actiwdade.mcrobmna dn-ecta e

EROs

Fig. 26- Possiveis consequéncias do aumento dos niveis de EROs nas células.

Uma das consequéncias do aumento dos niveis de EROs nas células é a
peroxidagcio lipidica. A peroxidagfo lipidica ¢ um processo que consiste na destrui¢do
gradual da integridade das membranas celulares, o que acarreta a perda de

compartimentagdo dos organelos citoplasméaticos ¢ conduz a um aumento da
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permeabilidade da membrana plasmatica e a uma menor fluidez da membrana (Kumar
& Knowles, 1993). A peroxidagfo dos lipidos do plasmalema, leva a perda de contetido
celular, 4 rdpida dissecagdo podendo mesmo causar a morte celular. Os danos nas
membranas intracelulares podem afectar a actividade respiratoria da mitocondria,
provocar danos nos pigmentos e levar a uma diminuigdo da fixacio do carbono nos
cloroplastos (Scandalios, 1997).

Durante a peroxidagfo, os lipidos da membrana como o acido linoleico e
linolénico sofrem altera¢des, pela actuagio da enzima Lipoxigenase (LOX) (Ohta ef al.,
1991; Kolomiets et al., 2000). A actividade desta enzima ¢ induzida em varias sitnagdes
nomeadamente apés ataque de patogénios. Um aumento de actividade de LOX em
resposta a infecgdes tem sido relacionado com o aumento de resisténcia da planta aos
patogénios (Kolomiets et al., 2000). Em batateira, durante uma interac¢do incompativel
com o patogénio Phytophthora infestans, ja foi demonstrada a indugéio de uma LOX
especifica denominada de POTLX-3 (Kolomiets et al., 2000), e a indugéo de uma 9-
lipoxigenase que € uma enzima dependente do metabolismo 4cidos gordos
polinsaturados (Gobel et al., 2002). Também em arroz, a actividade da enzima LOX
aumentou nas folhas quando infectadas com uma raga de fungo incompativel com a
planta (Ohta et al., 1991). Estas enzimas, para além de contribuir para a morte celular
também parecem estar associadas a produgio de substincias antimicrobianas
(Kolomiets et al., 2000), e a activagdo da Resposta de Hipersensibilidade através dos
produtos resultantes das suas reac¢bes enzimaticas que talvez funcionem como
moléculas sinal na activagdo deste processo (Greenberg, 1997).

Defeitos na via das lipoxigenases levaram a alteragdes de resposta de plantas ao
ataque de patogénios, o que confirmou o papel directo ou indirecto destas enzimas no
estabelecimento da resisténcia (Gobel er al, 2002). O processo de peroxidacdo, €
potenciado pela presenca de EROs, onde acidos gordos insaturados se tornam cada vez
mais oxidados e assim, v3o sendo removidos da bicamada lipidica. O H,O, tem sido
proposto como molécula responsavel pela activagdo de lipoxigenases e, assim sendo, a
peroxidagéio lipidica pode ser uma forma indirecta de quantificar a presen¢a de EROs
celulares (Bartozs, 1997).

Outra das consequéncias do aumento dos niveis de EROs na célula é a morte do
patogénio. As EROs, por exemplo o H,0;, se em elevadas concentragdes, pode ter uma
actividade antimicrobiana podendo mesmo levar a morte de um patogénio que ataque

as plantas. Experiéncias realizadas demonstraram que o HO; tem a capacidade de inibir
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a germinag#o de esporos de muitos patogénio (Lamb & Dixon, 1997). Por outro lado, as
EROs tém também a capacidade de desencadear a produgfio de substiincias
antimicrobiais. Aproximadamente vinte classes de proteinas anti-microbiais sdo
conhecidas diferindo na sua estrutura ¢ modo de acgdio. Estas classes incluem quer
espécies induzidas, quer espécies pré-formadas (Collinge et al., 2001). Estes compostos,
podem estar presentes nas suas formas activas ou armazenados sob a forma de
percursores inactivos que s3o convertidos nas suas formas activas, por exemplo, em
resposta ao ataque de patogénios (Hammond-Kosack & Jones, 2000). As EROs activam
a sintese de muitos destes compostos com actividade antimicrobial como as fitoalexinas
(Heil & Bostock, 2002). As saponinas e os glicosinolatos sdo outros dois compostos
com actividade antimicrobial (Hammond- Kosack & Jones, 2000). Estudos realizados
por Collinge e colaboradores (2001), permitiram verificar que em plantas sujeitas ao
stresse causado por patogénios, a acumulagéio das fitoalexinas era muito mais rapida nas
interacgdes incompativeis do que nas compativeis. Estudos realizados demonstraram
que a aplicagdo directa de H,Oz ou de ‘O; em fatias de tubérculo de batateira, era
suficiente para levar a indugio da producido de fitoalexinas (Chai & Doke, 1987). No
entanto, outros estudos, nomeadamente os realizados em soja, demonstraram que
proteinas fungicas também estimulam a sintese de fitoalexinas mas sem ocorrer um
disparo oxidativo (Davis et al., 1993). Assim sendo, as EROs parecem nfo ter um papel
essencial na activagdo ou na biossintese das fitoalexinas, embora sejam um dos
estimulos que a desencadeia (Alvarez & Lamb, 1997).

A grande diversidade destes compostos torna-os uma opg¢do atractiva na
tentativa de aumentar a resisténcia a patogénios usando a produgdo destes compostos

em plantas transgénicas (Collinge et al., 2001).

Outra das possiveis consequéncias do aumento dos niveis de EROs nas células é
o refor¢o das paredes celulares. A parede celular ¢ uma maquina molecular dindmica
constituida por uma estrutura complexa de polissacarideos, compostos fendlicos e
proteinas estruturais (Grant & Loake, 2000). Mudangas de propriedades da parede
celular durante o desenvolvimento ou em resposta ao stresse requerem ou a sintese de
novos compostos ou a modificago dos componentes celulares (Bradley et al., 1992).
Em resposta a situagdes de stresse, nomeadamente o ataque por patogénios, uma das
estratégias de defesa mais rdpidas que se verifica € o estabelecimento da ligagdo cruzada

dos componentes da parede celular como proteinas, e polissacarideos (Otte &
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Wolfgang, 1996; Grant & Loake, 2000). A presenga de EROs estimula este reforgo,
pois induz a produgdo da calose e lenhina (Hammond- Kosack & Jones, 2000). Esta
maior consisténcia da parede celular poderd, por exemplo, atrasar a entrada de um
patogénio até as defesas dependentes de transcri¢do serem activadas (Bradley et al.,
1992). Pensa-se que a acumulagio extracelular de H,O; ap6s o disparo oxidativo, ¢ um
dos mecanismos responsdveis por este maior reforco da parede celular, que assim
aumenta a resisténcia da barreira fisica contra patogénios (Grant & Loake, 2000).
Experiéncias realizadas por Blokhina et al. (1999) e por Otte & Wolfgang (1996),
confirmaram o envolvimento do H,O, na formagio da parede secundéiria em células

vegetais.

Uma outra consequéncia do disparo oxidativo nas células é a activacio de
diversos genes envolvidos na resposta da planta a vérios stresses. Um aumento de
EROs esta, por exemplo, envolvido na activagdo de um conjunto de genes relacionados
com a defesa com patogénios, como os envolvidos como a producdo de fitoalexinas e
proteinas PR (pathogenesis related) como glucanases e quitinases (Heil & Bostock,
2002). Sabe-se que a secura induz um enorme leque de genes como gene Lea (late
embriogenesis abundant) que codificam proteinas que aumentam a resisténcia a secura
entre outros genes (Shinozaki ef al., 1999). Para além da secura e ataque de patogénios,
muitos outros stresses activam genes de defesa. Por exemplo, o stresse causado por
temperaturas elevadas leva a expressdo de genes para a formagio de proteinas de
choque térmico (HSPs- heat shock proteins) e o stresse pelo frio leva 4 expressdo de
genes COR (cold regulated)( Bray et al., 2000).

Outra das consequéncias do aumento de produgdo de EROs nas células ¢ a
activagdio ou inactivacdo de algumas proteinas que sdo sensiveis ao estado redox das
células e que assim tém a capacidade de sofrer oxidac¢des e reducgdes de forma reversivel
podendo ligar e desligar de acordo como o estado de redox da célula. As EROs tém a
capacidade de ou oxidar directamente as proteinas sensiveis, ou oxidar indirectamente,
através de moléculas sensiveis ao estado redox da célula como a GSH ou tioredoxinas
(Arrigo, 1999). Estudos realizados permitiram verificar que a actividade de muitas
enzimas, por exemplo do ciclo de Calvin, se encontram sob controlo do estado redox da
célula (Vranové et al., 2002). Para além disso, muitas cinases e fosfatases tém sido

identificadas como sendo importantes na percepg¢o e transdug¢éo de respostas de defesa
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de plantas a patogénios (Doke, 1997; Xing et al., 2002). A fosforilagdo de proteinas
pode, por exemplo, alterar a sua actividade bioldgica, localizagdo subcelular e tempo de
vida. J4 foram identificadas algumas proteinas cinase envolvidas na interac¢fo planta—
patogénio, nomeadamente a proteina cinase C cuja actividade parece mediar a
interacgdo entre a batateira e Phytophthora infestans (Xing et al., 2002).

A actividade de muitas enzimas que contém metais como Fe*" e Cu®", é muitas
vezes afectada pela presen¢a do radical superdxido que, dada a sua carga, ndo tem a
capacidade de atravessar as membranas biolégicas acumulando-se no local onde ¢
produzido (Grant & Loake, 2000). Este radical pode reagir com metais de transicfo,

altera-los e assim afectar a actividade das enzimas que contém estes metais (Vranova et

al., 2002).

Uma outra consequéncia do aumento de EROs nas células pode ser a indugdo da
resposta de hipersensibilidade. A resposta de hipersensibilidade (RH) € definida como
um processo muito complexo de resposta, que culmina com a necrose do tecido no local
da infecgdio. Este processo inclui a sintese de compostos antimicrobiais, sintese de
enzimas hidroliticas que atacam fungos e bactérias, alteragdes na sintese de proteinas
estruturais entre outras alteragdes (Mehdy, 1994). Muitas destas respostas, devem-se a
activagdo de genes especificos que, de uma maneira geral, sdo conhecidos como genes
de defesa. No entanto, muitos dos rapidos processos associados RH envolvem a
activagdo de compostos preexistentes e nfio tanto a expressdo de genes.

Sdo diversos os estudos que tém permitido relacionar a produgdo de EROs com
esta resposta de defesa. A morte celular nas plantas estd especialmente bem estudada
durante a reac¢do de hipersensibilidade que ocorre tipicamente durante interacgdes
incompativeis entre plantas e patogénios (Lamb & Dixon, 1997). Estudos realizados
demonstraram que a indu¢do da morte celular no local do ataque do patogénio coincidia
com o disparo oxidativo, que tem sido proposto ter um papel central no
desenvolvimento da morte das células hospedeiras durante a RH (Doke, 1997; Grant &
Loake, 2000). Verificou-se também que, a inibi¢do de mecanismos antioxidantes
endégenos, usando agentes farmacolégicos especificos, aumentava a concentragéio de
EROs o que fazia aumentar os niveis de morte celular (Levine et al., 1994). Em muitas
interacgdes incompativeis, verificou-se que produgdo de EROs era frequentemente a
primeira resposta detectada, ocorrendo esta resposta em menos de cinco minutos apés

infecgdo pelo patogénio (Hammond-Kosack & Jones, 2000). Experiéncias realizadas em
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células de tabaco tratadas com H,O, permitiram verificar a indugio da morte celular
(Houot et al.,, 2001). No entanto, em alguns sistemas celulares estudados, as EROs
fornecidas exogenamente, ndo eram suficientes para activar a morte celular tipica da RH
nas plantas, o que indiciou que as EROs ndo actuavam sozinhas mas, necessitavam de
outros factores. Estudos realizados por Mittler et al., (1999), demonstraram existir uma
acumulago de 4cido salicilico (AS) durante a RH, que permitia uma maior acumulagfo
de EROs, dado que esta molécula inibe a actividade da CAT e da APX (Chen ef al,
1993; Kauss & Jeblick, 1996). Outros estudos, porém, demonstram que € a presenga de
H,O; que estimula a produgdo de AS (Ledn et al., 1995), ficando por esclarecer se a
activacio das defesas é feita apenas via H>O», ou se € feita pelo H,O, mas via AS ou se
existem estas duas possibilidades (Wu e? al., 1997).

Durante a indugdo da RH, ocorre um conjunto complexo de fen6menos como a
movimenta¢des de ides, como K’ e Ca”*, efou fosforilagdes/desfosforilagdes de
proteinas. O estudo destes fendmenos permitiu verificar que inibidores de Ca® ou de
canais de Ca?*, bem como inibidores de cinases impediam o aumento de EROs
(Greenberg, 1997). Em particular, o Ca®* parece ter um papel importante na morte
celular uma vez que aumentos de cdlcio intracelular parecem ser um factor importante
na morte celular mediada por EROs (Grant & Loake, 2000). Experiéncias realizadas
demonstram que presenga de inibidores dos canais de Célcio inibe a morte celular ¢ a
presenca de iondéforos estimula-a mas apenas na presenga de célcio externo (Alvarez &
Lamb, 1997), o que indicou que localizagio das reservas de cdlcio seria provavelmente
extracelular (Grant & Loake, 2000).

No caso de infec¢do por um patogénio, o desenvolvimento da resposta de
hipersensibilidade tem um papel de defesa muito importante, pois priva o patogénio de
nutrientes confinando o seu crescimento a uma pequena regido da planta (Mehdy,
1994).

A planta para além de desenvolver a RH, tem a capacidade de adquirir
resisténcia “imunidade” a bactérias, virus ou fungos apdés uma primeira infecgido
(Collinge et al., 2001). Na realidade, apds o estabelecimento da RH, pode ocorrer o
estabelecimento de imunidade em todos os tecidos da planta a infec¢des secundérias a
que se da o nome de resisténcia sistémica adquirida (RSA) (Grant & Loake, 2000).
Esta defesa distingue-se das outras pelo largo espectro de actuagdo, bem como pelo
padrdo tipico de genes induzido, embora este padrdo seja diferente de planta para planta
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(Ryals et al, 1994; Ryals et al, 1996). Estudos realizados em folhas de tabaco,
demonstraram que a sua inoculagdo com o virus do mosaico do tabaco provocou ndo s6
o aparecimento de uma lesdo local, mas também reduziu a severidade de infecgdes
posteriores com o mesmo virus em zonas distais do local da primeira infec¢do (Ross,
1961). Neste mecanismo de defesa, 0 AS parece desempenhar um papel importante.
Verificou-se que apés uma infecgdo, os niveis endbgenos de AS aumentavam
Jocalmente e sistemicamente e, no floema, estes niveis aumentavam ainda antes de
ocorrer o estabelecimento da RSA (Heil & Bostock, 2002). Por outro lado, a presenca
de AS exdgeno induzia a RSA e os seus genes. Estudos realizados em plantas de tabaco
transgénicas contendo o gene nahG de bactéria, que codifica uma hidroxilase do AS,
que converte o AS a catecol, demonstraram que, estas plantas que sdo incapazes de
acumular o AS, ficavam impossibilitadas de desenvolver a SAR quando infectadas com
o virus do mosaico do tabaco. Assim sendo, 0 AS parecia ser uma molécula essencial no
desenvolvimento da RSA (Gaffney ef al., 1993). No entanto, estudos mais recentes
(Vernooij et al., 1994), indicaram que o sinal responséavel pela resposta ndo seria apenas
o AS mas também estariam envolvidos outros sinais sistémicos (Heil & Bostock, 2002).
Pensa-se que 0 AS que se acumula durante a RSA inibe a actividade da CAT o que faz
elevar os niveis de H,O;, que por sua vez permite uma maior acumulagdo de proteinas
PR associada 2 RSA e permite desencadear outras respostas de defesa (Chen et al.,
1993; Ryals et al., 1996; Collinge et al., 2001).

Em batateira, os niveis de AS nas células sdo elevados quando comparados com
os niveis apresentados por outras espécies como o tabaco ou Arabidopsis e verificou-se
que a aplicagdo ex6gena de AS ndo aumentava a resisténcia contra o Phytophthora
infestans (Coquoz et al., 1995). Para além disso, embora a SAR possa ser induzida em
batateira por certos patogénios ou eliciadores, nfio foram observados aumentos
endégenos de AS em folhas ndo tratadas (Coquoz ef al., 1995). A diferenca destes
resultados com os encontrados em tabaco e Arabidopsis (em que o aumento de AS estd
associado ao estabelecimento de RSA), sdo evidéncias de que a indugdo da RSA em
batateira ocorre de forma diferente. Experiéncias realizadas por Yu et al (1997),
demostraram que as batateiras, apesar de possuirem niveis elevados de AS, ndo
possuem um mecanismo efectivo de percepcdo e transdugdo desse sinal, ¢ assim, a
indugdo da RSA parecia envolver a activagio de um mecanismo molecular para
aumentar a sensibilidade da planta a0 SA e ndo para aumentar da biossintese de SA
como em tabaco ou Arabidopsis (Yu et al., 1997).
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Em todas estas respostas de defesa, o H>O; parece estar envolvido o que levou a
pensar nesta molécula como molécula sinal que coordenava as defesas da célula. Apesar
de menos reactiva que ‘Oz, o H>O; é uma molécula mais importante na propagagéo do
dano oxidativo uma vez que é uma molécula mével, que se difunde rapidamente através
das membranas bioldgicas, para locais distantes do seu local de produgdo (Apostol et
al., 1989). Observagdes recentes demonstraram que o H,O; € transportado do apoplasto
para o citosol através de canais de 4gua, as aquaporinas (Pastori & Foyer, 2002). Mas,
esta molécula, parece também estar envolvida e ter um papel fundamental na
coordenagdo de muitos dos mecanismos de resposta da célula mediando a aquisigdo de
tolerAncia ao stresse bidtico a abidtico (fig. 27). Verificou-se que o fornecimento
exégeno de HO; tornava as plantulas do milho tolerantes ao frio e o tratamento de
estacas nodais de batateira com H;0, tornava-as resistentes ao choque térmico. Estes
estudos, confirmaram que o H,O, induzia tolerfincia ao frio e ao calor. Verificou-se
também que esta molécula induziu alguns genes de defesa como glutationa transferase,
a glutationa peroxidase e proteinas PR (Vranova et al., 2002). Por exemplo, o
tratamento de folhas de tabaco com H,0, exdégeno induzia a expressdo do gene PR-1
(Wu et al., 1997). O H;O, apresentou também, quando em grandes concentragdes,
actividade microbiana directa, contribuindo também para o reforgo estrutural das
paredes celulares, quer pela indugdo da ligacdio cruzada dos componentes da parede
celular, quer pelo aumento da formagfo de lenhina na célula (Hammond- Kosack &
Jones, 2000). O H,O; também est4 relacionado com o desenvolvimento da morte
celular. Experiéncias demonstraram que a aplicagio de H,O, exdgeno induzia a morte
celular de um modo dependente da dose e do tempo. No entanto, outros estudos
indicaram que as concentragdes geradas pelas células durante as respostas incompativeis
sd0 muito inferiores 3s necessdrias para ocotrer a morte celular (Able et al., 2000).
Niveis na ordem dos picomolar so, de acordo com estudos realizados por Able et al.
(2000) produzidos durante interacgdes incompativeis. Assim, 0 H2O; ndo serd o unico
responsével pela morte celular embora possa ter papel indirecto na sinalizago destes
acontecimentos celulares.

Estudos realizados por Lopez-Huertas et al. (2000), demonstraram que viérios
stresses (ferimentos, ataque por patogénios) que geram H,O como molécula sinal,
levavam a uma proliferagiio de peroxissomas pela indugdo de genes necessérios para a

biogénese deste organelo que contém uma grande variedade de moléculas e enzimas
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antioxidantes como AA, GSH, SOD, APX, MDAR, GR, CAT (Lopez- Huertas et al.,
2000).
A figura seguinte (fig. 27), mostra de forma esquematica o papel do H,O, na

coordenagdo de miiltiplas respostas de defesa da célula.
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Fig. 27- Mecanismo de sinalizagiio do H,O; e outras EROs em vérias respostas de defesa da

planta. Apés eliciagdo, O H,O; ¢ produzido através de vérios processos, nomeadamente a
através de reacgBes com intervengio da NADPH oxidases, da SOD ou reacgdes de
fotorespiragdo ou de B- oxidago. O esquema representa também a interligagdo de pap¢is entre o
H,0, e outras substincias como o 6xido de azoto (NO) e o 4cido salicilico (AS) na activagio e
coordenagdo de multiplas reacgdes de defesa da planta (retirado de Hammond- Kosack & Jones,

2000).

Estudos realizados em plantas transgénicas que produziam niveis elevados de H20,,
mostraram efectivamente que o aumento da sua produg@o em plantas activava uma série
de mecanismos de defesa na planta (Wu et al., 1997), e actuava como molécula sinal
mével, passando para células adjacentes onde induzia a formagio de substincias com
fungdo protectora na célula, como glutationa transferase e peroxidases (Tentaken et al.,
1995).

Esta molécula apresenta assim um papel oposto de acordo com as quantidades
em que se encontra nas células: para concentragdes subletais aumenta a tolerancia aos

patogénios uma vez que estd envolvido em muitas vias de sinalizago, no entanto, para
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concentragdes elevadas desencadeia HR levando a morte das células vegetais
(Chamnongpol et al., 1998). De forma a permitir este papel dual, os niveis de EROs
intracelulares, nomeadamente os de H,O,, devem estar controlados rigidamente, sendo

esse controlo efectuado pelos sistemas antioxidantes das células.

4- Mecanismos de defesa da planta face ao ataqué de patogénios

Um patogénio vegetal define-se como sendo um organismo que, para completar
parte ou a totalidade do seu ciclo de vida, cresce numa planta causando-lhe prejuizo
(Hammond-Kosack & Jones, 2000). Existem essencialmente dois tipos de patogénios
relativamente ao seu modo de vida: os necrotréficos e os biotréficos. Os necrotroficos,
obtém os nutrientes matando e posteriormente consumindo as células do tecido
hospedeiro, usando toxinas e enzimas que destroem os tecidos em grandes quantidades.
Os biotréficos invadem o tecido vivo e adquirem nutrientes do tecido hospedeiro sem
causar dano excessivo (Collinge et al., 2001). Estes iltimos patogénios tém de ser
capazes de suprimir a activagdo das defesas do hospedeiro, manipulando a percepgdo ou
transdugdo de sinal do hospedeiro, e devem ser resistentes as defesas antimicrobiais
produzidas pela planta hospedeira (Collinge et al., 2001).

A interacgdo entre plantas e patogénios pode levar a uma infec¢dio com sucesso
(resposta compativel), ou sem sucesso (resposta incompativel). Nas interac¢des
compativeis (hospedeiro susceptivel e/ou patogénio virulento), o patogénio pode
espalhar-se a outras areas da planta sem desencadear os mecanismos de resposta da
planta e desencadear a doenga (Bowler et al., 1992). Nas interacgdes incompativeis
(hospedeiro resistente e patogénio avirulento), as infecgdes provocadas por virus,
bactérias ou fungos iniciam um conjunto de respostas localizadas nas células infectadas,
bem como nas células que as rodeiam (Heil & Bostock, 2002). Estas respostas tém
como fungdo, a formagdo de condigdes desfavordveis para o crescimento e reprodugéo
do patogénio. Esta incompatibilidade ¢ estabelecida pela acgdo de pares de genes
correspondentes: o gene dominante de resisténcia das plantas (R) e o gene dominante de
aviruléncia do patogénio (Avr) (Lamb, 1994). Para ocorrer a defesa (em interacgles
incompativeis) sdo necessdrias duas condigSes: em primeiro lugar o patogénio deve ter
um gene denominado gene de aviruléncia (Avr), em segundo a planta deve conter o
gene denominado gene de resisténcia (R), que confere a planta o reconhecimento

especifico de um patogénio com gene Avr (Greenberg, 1997). Estes dois genes devem
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estar presentes para limitar o crescimento e desenvolvimento do patogénio, sendo este

fen6meno designado por resisténcia gene para gene (Greenberg, 1997) (fig. 28).

Pathogen ! Host plant genotype
: i b— : -
genotvpe i R1

RI proten !
“No disease - Discase
i

i(Plant and pathogen | iPlant and pathagen
' . - 1 T 3
:are incompatible.: |, are compatible

!

} -

i SRR
1

aorl  Davel Rlprotein | avrl ol protemn
Disease | Disease

iPlant and pathogen (Plant and patheger
we compatible are compatible

Fig. 28 — Modelo gene para gene. Para ocorrer resisténcia (incompatibilidade) ¢
necessario ocorrer complementaridade entre genes dominantes do hospedeiro (Avr) e da planta
(R). Qualquer alteragdo ou perda de gene R da planta ou do gene Avr do patogénio leva a que
ocorra doenga (compatibilidade) (retirado de Hammond-Kosack & Jones, 2000).

A interacgdo entre estes dois genes vai levar & ocorréncia de modificagdes na
célula, como alteragdes de permeabilidade da membrana e do estado de fosforilagdo/
desfosforilagio de determinadas proteinas. Estas alteragdes, por sua vez, levam a
activagdo de genes de defesa, aumento de producéio de EROs e fitoalexinas.

Relativamente i resisténcia ou susceptibilidade das plantas a uma infecgéo,
podem-se considerar dois niveis de especificidade. Quando todas as plantas de uma
determinada espécie sio resistentes a infecglio de um patogénio em particular
denomina-se de resisténcia nio hospedeiro. Esta situagdo acontece quando as espécies
vegetais sdo incapazes de suportar as estratégias de vida dos patogénios (Hammond-
Kosack & Jones, 2000). Quando diferentes plantas de uma mesma espécie apresentam
diferentes especificidades a diferentes ragas da mesma espécie de patogénio denomina-
se por resisténcia raca/cultivar (Collinge ez al., 2001).

Em geral, as plantas defendem-se do ataque de patogénios através, ou de
caracteristicas estruturais, que actuam como barreiras fisicas e impedem a penetragdo do
patogénio (cuticula, ceras), ou por meio de reac¢des bioquimicas, que ocorrem nas

células e que levam, por exemplo, & produgdo de substincias téxicas que inibem o
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desenvolvimento do patogénio (Hammond-Kosak & Jones, 2000). Qutro exemplo de
reac¢do quimica, tipica de interaccdes planta-patogénio ¢ disparo oxidativo, ou seja, um
aumento acentuado dos niveis de EROs nas células (Doke, 1997).

A complexidade funcional, espacial e temporal das defesas das plantas contra os
patogénios, tem sido cada vez mais estudada. A complexidade funcional, inicia-se com
a percepgdo dos sinais exogenos do patogénio, | continua com os mecanismos de
percepgio e transducdo de sinal e pode resultar numa extensa reprogramagio do
metabolismo celular que pode envolver mudangas na actividade dos genes (Somssich &
Hahlbrock, 1998). A organizagdo espacial destas reacgdes de defesa, é extremamente
complexa e afecta a compartimentagdo intracelular, as células directamente afectadas e
os tecidos que a circundam. Apesar de toda esta complexidade, segundo Somssich &
Hahlbrock (1998), a resposta da planta a um patogénio pode ser dividida em quatro
etapas: reconhecimento, transdugo de sinal, disparo oxidativo ¢ mudancas de
actividade génica. O rapido reconhecimento de um potencial invasor ¢ um pré-requisito
para o inicio de uma eficiente resposta de defesa. Isto é conseguido através do
reconhecimento de moléculas sinal especificas que podem ser ou do patogénio, ou da
parede das células vegetais. Estas moléculas denominam-se respectivamente, eliciadores
exdgenos ou endégenos. Estes eliciadores, sdo geralmente compostos de baixo peso
molecular que, ou s3o secretados pelo patogénio, ou séo libertados pelo patogénio apos
actuago das defesas da planta ou sdo moléculas libertadas pelas células hospedeiras
apds acgio de enzimas produzidas pelo patogénio (Collinge et al., 2001). O eliciador
componente da parede das hifas de P. infestans, causa indugdo local do disparo
oxidativo bem como uma resisténcia sistémica adquirida em batateira (Park H-J ez al.,
1998). Trabalhos realizados por Kamoun ef al. (1998), demonstraram que o patogénio
P. infestans produz uma proteina extracelular de 10 KD, que serve como eliciador,
denominada de INF1 e que funciona como factor de aviruléncia na interac¢do entre este
patogénio e Nicotiana benthamiana.

A complexidade da percepgdo de sinal reflecte-se ao nivel da transdugdio de
sinal o que possibilita o estabelecimento de uma complexa rede de sinais que iniciam a
generalidade das respostas de defesa. Apds o reconhecimento do patogénio, as primeiras
reacedes detectaveis séio a formagéio de EROs e abertura de canais de ides especificos
que permitem o fluxo de ides que terdo papel importante na activagio de outros
processos relacionados com a resposta da célula (Somssich & Hahlbrock, 1998) (fig.
29). Ocorrem também alteragdes da polaridade da membrana e mudangas de actividade
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de varias enzimas como NADP oxidases, fosfolipases e cinase (Somssich & Hahlbrock,
1998). Por exemplo, as fosfolipases induzidas poderio actuar nos acidos gordos
insaturados da membrana, tendo como consequéncia a libertagdo de dcido linolénico,
que serve de substrato para a produgdo de acido jasmonico e metiljasmonato entre
outras moléculas. Estes compostos e os seus percursores actuam muitas vezes como
moléculas sinal sob vérias condi¢des de stresse homeadamente ataque de patogénios
(Somssich & Hahlbrock, 1998) (fig. 29). Na activagdo do disparo oxidativo estdo
provavelmente envolvidas cadeias de fosforilagdo e desfosforilagdo de proteinas, uma

vez que inibidores de cinases bloqueiam a acumulagdo de EROs.
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Elrcltor
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1 Defence reactions

Fig. 29 - Principais componentes da via da transduc#io de sinal desde a percepgo de um
eliciador até a activagdio de genes em células de cultura de salsa. O reconhecimento de um
eliciador pelo seu receptor na membrana celular, rapidamente estimula o influxo de Ca *eH'e
o efluxo de K* e CI'. Estes fluxos de ides sdo um pré-requisito para a activago de proteinas
cinases especificas e para a fosforilagdo/desfosforilagio de varias proteinas. A formagdo de
EROs é necesséria para ocorrer um conjunto de respostas de defesa como a ligago cruzada dos
componentes da parede celular e para activago de varios genes envolvidos na sintese de vérios
compostos de defesa (retirado de Somssich & Hahlbrock, 1998).
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Esta complexa actividade bioquimica, desencadeada por estes acontecimentos
iniciais, € ainda mais amplificada em estddios posteriores da resposta em que as vias de
transdugfio de sinal chegam ao nucleo, onde podem estar envolvidas na activago ou
inactivacdo de diversos genes envolvidos nas respostas de defesa (Somssich &
Hahlbrock, 1998).

Sdo viarios os estudos realizados no sentido de estudar e compreender melhor as
interacgdes que ocorrem enire as plantas e os patogénios que as invadem. Estudos
realizados em vdrias espécies de plantas e com vérios tipos de patogénios, demostraram
que, folhas e outras partes da plantas, quando sujeitas 4 actuag@io de patogénios ou
eliciadores derivados de patogénios respondem com uma alteragdio do metabolismo
levando a formac¢d3o de radicais superéxido e consequentemente de radicais H,O;
(Medhy, 1994). Em rosa, o tratamento de células com o eliciador preparado a partir de
parede celular de Phytophthora, induziu o aumento de ‘O;" ¢ HO; (Auh & Murphy,
1995). Em soja, o tratamento com o eliciador B- glucano induziu uma répida produgfio
de H,O, (Mithofer et al., 1997).

Em dois trabalhos classicos, Doke descreve a produgdo de EROs durante a
interac¢do da batateira como P. infestans. A inoculagdo de fatias de tubérculo com
zo6sporos ou eliciadores levaram a uma répida estimulagdo da produgdo de O, (Doke,
1983). Os tubérculos quando sujeitos a infecgdo com P. infestans mostraram, in vitro,
um aumento de actividade da enzima NADPH oxidase associada & membrana
independentemente da sintese de proteinas, mas necessitando de componentes como o
Ca?* e ATP (Doke & Miura, 1995). Investigagdes posteriores mostraram que o disparo
oxidativo era rdpido quer em tubérculos quer em folhas. Folhas de batateira, quando
tratadas com eliciador de P. infestans, demonstraram um disparo oxidativo ¢ o
desenvolvimento da RSA e apresentaram maior producdo de ‘O, comparativamente
com folhas no tratadas. Este aumento de produgfio de O, surgiu desde o 1° ao 7° dia
apds o tratamento com eliciador (Park H-J et al., 1998). Para além disto, verificaram-se
outros aumentos de actividade da SOD e PX respectivamente no 2° e 3° dia apés
tratamento com eliciador (Park H-J ez al., 1998).

O disparo oxidativo em células vegetais ocorre geralmente em duas fases, uma
inicial que se inicia poucos minutos apés o contacto com o patogénio, e uma fase
secundaria, que sé ocorre algumas horas ap6s infecgdo. As interacgdes incompativeis
iniciam ambas as fases, enquanto que, nas interac¢des compativeis apenas a primeira é

induzida (Levine ef al., 1994). Em células de tabaco e de soja (referéncias em Alvarez
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& Lamb, 1997), o tratamento com patogénios avirulentos estimularam duas fases de
acumulagiio de H,O,. A primeira fase (1 a 2 horas) foi transitéria e iniciada por estirpes
de patogénios virulentos e avirulentos. A segunda fase (2 a 5 horas), foi prolongada ¢
especifica de interacgdes incompativeis. Esta segunda fase estd relacionada com
influxos muito grandes de H' e efluxos de K tipicos de interacgdes incompativeis ¢ que
podem levar & morte celular (Alvarez & Lamb, 1997). Pensa-se que apenas esta segunda
fase, é induzida por factores especificos, induzidos ap6s a expressdo de genes Avr nos
tecidos das plantas (Baker et al., 1993)

Estas observacgdes suportam a ideia que as EROs sdo fundamentais no processo
de indugfio de defesas na planta contra o ataque de patogénios. No entanto, alguns
patogénios adquiriram a capacidade de suprimir esta indugdo de EROs, ndo activam as
defesas das plantas o que lhes permite infectar com sucesso as plantas (Doke et al,
1991).

5- Mecanismos de defesa da planta face a situagdes de secura

A secura, pode ser induzida por muitas condigdes ambientais nomeadamente, em
periodos de pouca ou nenhuma queda de chuva, em ambientes salinos, em ambientes de
temperaturas muito baixas, entre outros (Bray et al., 2000). A resposta da planta a esta
falta de 4gua, vai depender da duragdio e¢ da intensidade do stresse, bem como da
possibilidade que a planta teve para se aclimatizar a esta situagdo (Bray et al., 2000).
Viérios genes sdo induzidos em resposta a secura a nivel transcripcional e, pensa-se que
os seus produtos funcionam na resposta e na tolerdncia ao stresse. A fungdo dos genes
induzidos pode ser protectora, se induz proteinas que funcionam na tolerincia ao stress,
ou reguladora, se induz factores proteicos envolvidos na regulagdo da transdugdo de
sinal. Entre os genes induzidos encontram-se os que codificam, por exemplo,
proteinases, osmoprotectores, osmoreguladores, enzimas antioxidantes, proteinas de
membrana, cinases ou mesmo factores de transcrigfio.

A produgdio de solutos compativeis (ex. prolina, betaina, manitol) permite que,
uma vez em maior concentra¢io dentro da célula, retenham a dgua no seu interior. A
sintese de aquaporinas e outras proteinas transmembranares permite a passagem da dgua
pela parede celular para o interior das células. Outra das respostas comuns a secura € o
fecho dos estromas. Nesta resposta, o 4cido absisico (ABA) tem um papel central uma
vez que estimula as células guarda dos estomas a fechar, reduzindo a perda de 4gua,

44
