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RESUMO

A explosdo oxidativa € uma resposta de defesa da planta
apds o reconhecimento do patdgeno, conduzindo areacdo de hipersen-
sibilidade (HR). Esta resposta é devido a geracdo de espécies ativas
deoxigénio (ROSouEAQ's), taiscomoH,0,, O,”, eOH™ Asespécies
ativas de oxigénio possuem vérias fungdes na resposta de defesa da
planta. Peroxido de higrogénio (H,0,) pode ser diretamente toxico
a0 pat6geno e esté envolvido com o fortalecimento da parede celular,
umavez que o H,0, € necessério para a biossintese de lignina. Per6-
xido de hidrogénio atua também como mensageiro secundario, sendo
responsavel pela ativagdo da hidrolase do &cido benzdico, enzima

responsavel pela conversdo do &cido benzdico em acido salicilico. A
explosdo oxidativa ndo esta confinada somente a HR macroscopica,
uma vez que explosdes oxidativas secundarias poderdo ocorrer nos
tecidos distantes, causando micro-HR's e conduzindo & resisténcia
sistémicaadquirida(SAR), aqual émediadapelo &cido sdicilico como
um sinal. Portanto, aocorrénciade HR e SAR é dependente da cascata
de sindizaco derivada da explosdo oxidativa, que por sua vez é um
evento inicial na resposta da planta contra ainvasao do patégeno.

Palavras-chave adicionais: resisténcia, explosdo oxidativa,
HR, SAR.

ABSTRACT

Reactive oxygen species on plant defenseresponsesto pathogens

Oxidative burst is a very quick plant defense response
after pathogen recognition, leading to hypersensitive reaction
(HR). This response is due to generation of reactive oxygen
species (ROS), such as H,0,, O,7, and OH". Several roles in
plant defense have been proposed for ROS. Hidrogen peroxide
(H,0,) apart from being directly toxic to pathogens, isalso involved
in cell wall strengthening, since it is necessary for lignin
biosynthesis. Hidrogen peroxide acts as a second messenger, being

responsible for the activation of the benzoic acid 2-hydrolase,
enzyme responsible for benzoic acid conversion to salycilic acid.
Oxidative burst is not only confined to the macroscopic site of
HR, since secondary bursts can occur in distant tissues, causing
micro-HR'’s and leading to systemic acquired resistance (SAR),
which is mediated by salycilic acid as a signal. Therefore,
occurrence of both HR and SAR are dependent on signaling
cascades derived from oxidative burst, as an early event in plant
response against pathogen invasion.

INTRODUCAO

As interagdes planta-patégeno sdo classificadas em
compativels (patdégeno virulento e hospedeiro suscetivel) e
incompativeis (patégeno avirulento e hospedeiro resistente).
NasinteracGes incompativeis, o sistemade defesada planta é
eficientemente ativado, conduzindo a resisténcia, mas é
tardiamente ativado ou ndo ativado em interacBes compativeis,
condicionando a doenga. A presenca de um gene de resis-
téncia, dominante na planta (R) e um gene de aviruléncia
dominante no patdgeno (Avr) condicionaaincompatibilidade
em interacBes gene-a-gene.

A infecgdo por patdgenos avirulentos induz uma série
de respostas de defesa freqlientemente resultando no colapso
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localizado de células vegetais conhecido como reacdo de
hipersensibilidade (HR) (Stakawicz et al., 1995). Nessa
reacdo, ha a producéo de intermediérios reativos de oxigénio,
conhecidos como ‘ Reactive Oxygen Intermediates’ (ROI) ou
‘Reactive Oxygen Species’ (ROS), ou ainda‘ Espécies Ativas
deOxigénio’ (EAO’s),incluindoo O, ", H,0, e OH- (Hegedus
et al., 2001).

A explosdo oxidativaparticipade um sistemaintegrado
e amplificado de sinalizacdo, que envolve o acido sdlicilico e
célcio (Ca?") citosolico no disparo dos mecanismos de defesa
(Lamb & Dixon, 1997). O desenvolvimento da HR, inicia-
mente desencadeado pela presenca de espécies ativas de
oxigénio, promove o estabelecimento gradual da resisténcia
sistémica adquirida (SAR) (Alvarez et al., 1998).
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Na presente revisdo, procurou-se abordar aspectos da
explosdo oxidativa como a quimica da producéo de espécies
ativas de oxigénio, EAO’s e a patogénese em plantas,
mecanismos envolvidos na explosdo oxidativa, fungdes das
EAQ'’s na planta e sua quantificacdo durante a interacdo
planta-patégeno.

QUIMICA DA PRODUCAO DE ESPECIESATIVAS
DE OXIGENIO

Simplificadamente, a partir do O,, os agentes de
explosdo oxidativa sdo:

Oxigénio molecular
O,

Anion super 6xido Per 6xido de hidrogénio Radicais hidroxila
o7 H.0, livres OH

O oxigénio molecular (O,) érelativamente néo reativo
e ndo toéxico, devido a estrutura estavel dos elétrons na sua
camada externa. Entretanto, alteracdes na distribuicdo dos
elétrons podem provocar a sua ativagd@o e influenciar os
sistemas hiol 6gicos. As EAQO’s podem ser geradas dentro das
plantas como resultado da excitagdo ou um “leve toque’ no
elétron externo, formando oxigénio simples (*O,) ou de uma
sucessivaadicdo de el étrons ao oxigénio molecular produzindo
0,7, H,0, e OH- (Figura 1). Essas moléculas, descritas a
seguir, sd0 consideradas “ativas’ porgque ndo necessitam da
entrada de energia para reagir com outras moléculas.

Super 6xido (O,”): pode ser produzido na planta por
meio de varios mecanismos, inclusive pela ativagéo de
NADPH-oxidases/sintases ligadas & membrana, peroxidases
(POX) da parede celular, lipoxigenases (LOX) e como
resultado da transferéncia de elétrons da mitocondria ou do
cloroplasto. Norma mente, oxida vérias moléculas organicas,
como o ascorbato, ou como redutor de metais como Fe**, nas
reacOes de Haber-Weiss ou Fenton (Breusegem et al., 2001).

Reacdo de Fenton ou Haber -Weiss
NFe*+0,” — » Fe#+0,

Il) Fe** + H,0, ——» Fe* + OH™ + OH

| ReagZo geral: O,” +H,0,® OH +OH + O, |

Perdxido de hidrogénio (H,0,): a maioria do H,O,
celular surgedadismutagéo do O, " catalisadapelaSOD (Tabela
1). Peréxido de hidrogénio € um oxidante rel ativamente estavel
e ausente de carga, o que pode facilitar a passagem através da
camada bilipidica da membrana celular. Essa capacidade de
difundir-se rapidamente através damembranacelular favorece
argpida€licitacdo daresposta vegetal (Apostol et al., 1989).

Radical hidroxila (OH): emboraosradicais hidroxila
tenham meia-vida curta (< 1 ns), sfo radicais potencia mente

124

g . . LIy A
> G P ane
IS % j Haber ___ elg ‘e "ok TN
P ORET SEma)
(o) f Fﬂ-..i F 1
o ' 3, ot 4
T * Nt L
F;E_,..f"r; - i I= ii:
I
/¥
F
54

1 2 3
Equivalentesredutores (e)
FIG. 1 - Fluxo de elétrons durante a explosdo oxidativa: espécies
ativas de oxigénio (EAQ’s) derivadas de O,, vias de detoxificagéo
(limpeza) e interconversdes em plantas (adaptado de Baker &
Orlandi, 1999).

fortes e com dlta afinidade a biomoléculas no seu sitio de
producéo (Halliwell & Gutteridge, 1989), o que dificulta o
estudo desses radicais.

Oxigéniosimples(*O,): semelhante aosradicaishidro-
xila, 0s'O, tém aproximadamente 2 ms de vida e sdo altamente
destrutivos, reagindo com amaioria das mol écul as biol 6gicas
(Foyer et al., 1994), porém amai oria dos danos séo préximos
aos sitios onde sdo produzidos. S&o predominantemente
gerados nos cloroplastos, através da transferéncia de energia
de uma clorofila foto-excitada para o elétron do oxigénio
molecular. *Oxigénio simples reage facilmente com ligagdes
duplas e tém alta afinidade com “dienos’ na membrana e
aminoéci dos especificos como histiding, metionina, triptofano
e cisteina.

O acumulo de H,O, pode depender de duas etapas
consecutivas: reducdo do O, molecular a O,” seguida pela
dismutagéo espontaneaou catalisadade O,” aH,O,. A enzima
SOD catalisa uma conversdo atamente eficiente de O,/-HO,
a H,O,, numa velocidade 10 vezes maior que ha reacdo

272!
espontanea.

EAO’sE A PATOGENESE EM PLANTAS

Os primeiros estudos enfocando as EAQO’s na defesa
vegetal, foram realizados por Doke (1983), na década de 80,
muito embora a producdo de radicais de oxigénio ja tivesse
sido constatada em células do sistema imunol6gico humano
(Baldridge & Gerard, 1933). Doke (1983) e Doke & Ohashi
(1988) publicaram os primeiros relatos da produgéo de O,
nas interacdes incompativeis nos patossistemas batata
(Solanum tuberosum L.)-Phytophthora infestans (Mont.) de
Bary e fumo (Nicotiana tabacum L.) -virus do mosaico do
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TABELA 1 - EquagBes quimicas ilustrando as principais enzimas
chaves catalisando a formag8o e degradagdo de espécies ativas de
oxigénio (EAO’s) em plantas

Super 6xido dismutase (SOD)  H,0,+0,” + H* ® H,0,+ 0,
O, + 0, + 2H+® H,0,+ O,

Ascorbato Peroxidase (APX) APX + H,0,® Composto | + H,O
Composto | + Ascorbato ® Composto |1 + MDA

Composto Il + Ascorbato ® APX + MDA "+ H,0

Catalase H,0, + H,O,® 2H,0 + O,

MDA Radical monodehidroascorbato

fumo (Tobacco mosaic virus, TMV).

As EAO'’s ocorrem durante o contato inicial entre o
pat6geno eacéd ulavegetal mas podem também ser produzidas
e apresentar um papel sutil nos estadios posteriores da
patogénese. Durante ainteracdo planta-patégeno a producéo
de EAO's acontece em trés fases: nafase | ocorre o reconhe-
cimento dos elicitores provenientes do patdgeno, que podem
ser carboidratos, proteinas ou por¢des de glicoproteinas. Esse
reconhecimento dispara os eventos de transdugdo de sinais.
Durante afase Il sdo iniciados vérios processos relacionados
a defesa, mas ndo identificados por sintomas visiveis. Os
processos ou vias metabdlicas dessa fase sdo resultantes do
reconhecimento durante afase|, e nesses processos de defesa
incluem-se aumento de antioxidantes, acdo de lipoxigenases,
a HR, producéo de fitoalexinas, lignificagdo e SAR. A fase
111 compreende o processo de evolucéo da patogénese levando
ao desenvolvimento de sintomas visiveis. A diferenciacéo da
patogénese em trés fases distintas é apenas um artificio para
compreensdo de como ocorrem tais processos. Na natureza,
dependendo das interacBes, ocorrerd uma sobreposicdo dos
eventos fisiolégicos (Baker & Orlandi, 1999).

MECANISMOS ENVOLVIDOS NA EXPLOSAO
OXIDATIVA

M ecanismos indutor es da producdo de EAQ’s

Injdrias no tecido vegetal e processos oxidativos
normais da célula sdo provavelmente responsaveis pela
geracdo de O,”. Durante o transporte de elétrons (e)nos
cloroplastos e mitocondrias, muitos desses e sdo perdidos, e
ent&o captados pelo O, formando O, (Leshem, 1988, citado
por Goodman & Novacky, 1994).

Fatores abidticos tais como UV B (280 a 320 nm),
extremos de temperatura, poluentes, estresse osmoético e
mecénico, podem aumentar a producdo de EAQO'’s. Contudo,
os elicitores mais efetivos sdo macromoléculas derivadas do
patégeno que se ligam a receptores na superficie da célula
vegetal (Allan & Fluhr, 1997).

Segundo Hammond-Kosack & Jones (1996), prova
velmente, 0 0zonio (O,) ou UV-B, sinalizadores néo especi-
ficos, induzem o acumulo de EAQ’s. Isso foi confirmado
recentemente por Wohlgemuth et al. (2002) ao verificarem
que o0 O induziu a producéo e acimulo de H,O, em plantas
de fumo’e tomate (Lycopersicon esculentum Mill.), e H,O, e
O,” em Arabidopsis sp. Neste estudo, ageragéo e acumulo de
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H.,O, e/ou O, foi dependente da espécie e cultivar da planta,
apesar de ambas EAQO’s estarem envolvidas na inducdo da
morte celular.

Duasfasesdeinducdo de EAO’ spor elicitoresflngicos
e bacterianos tem sido avaliadas em culturas de células
vegetais. A fase | corresponde a aquela de resposta muito
rapida (poucos minutos) (Baker & Orlandi, 1995). Emboraa
producdo de EAQO’s na fase |, possivelmente envolva uma
interacdo elicitor-receptor, as respostas hem sempre sdo
correlacionadas com resisténcia a fitodoengas, podendo
também ocorrer em interagcdes compativeis. Na 22 fase de
producéo de espécies ativas de oxigénio ocorre umaexpl osdo
mais forte e prolongada, que esta diretamente correlacionada
com aresisténcia da planta ao patégeno, provocando a morte
localizadade células (HR) e, portanto, essafase é caracteristica
das interacBes incompativeis (Dangl et al., 2000).

Elicitores derivados do patdégeno provocam uma
biossintese muito rapida de EAQO’s (menos de 5 min), que
requer Ca™ externo e a ativacdo de canais de ions. Contra
riamente, bactérias avirulentas provocam uma pequena
explosdo oxidativainicial rapidae, apds2 a4 h, umaexplosdo
oxidativa massiva. Este atraso reflete o tempo requerido para
0 sinal da bactéria avirulenta ser liberado para as células da
planta e processado para uma forma que possa elicitar o
mecanismo de reconhecimento (Figura 2) (Keppler & Baker,
1989; Keppler et al. 1989; Baker et al, 1991).

Na interacdo entre uma raca incompativel de
Phytophthora nicotianae Breda de Hann e células de fumo, a
producéo de H,O, ocorreu em sucessivas expl osdes oxidativas,
verificadas entre 0 e 2 h apds a inoculagdo. Entretanto, uma
explosdo oxidativamaisintensa ocorreu no periodo de 8 a10
h ap6s ainoculagdo (Able et al., 2000).

A explosdo oxidativa envolve a ativacdo de compo-
nentes de oxidases pré-existentes mais do que a sintese de
novo do maquinario de explosdo oxidativa. O mecanismo que
as plantas possuem para gerar O,” a partir do oxigénio mole-
cular, possivelmente envolve umaNADPH oxidase associada
amembrana. Haindicagdes de que plantas e mamiferos geram

tivo

Eénio al

Oxig

4
Tempo apos a inoculagéo (h)

FIG. 2 - Fases da producéo de EAO’s na interacdo planta-bactéria
(adaptado de Baker & Orlandi, 1995).
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EAQO’s de maneira similar durante as respostas de defesa.
Entretanto, a presenca de um motivo citoplasmético no qual
o célcio se liga a NADPH oxidase vegetal, sugere a
possibilidade de regulacéo direta da atividade dessa oxidase,
através da percepcdo de trocas em concentragbes subcelulares
de célcio, em vez da montagem de oxidases citoplasméticas
adicionais, como ocorre em sistemas de defesa de mamiferos
(Hammond-Kosack & Jones, 2000). Exemplificando, com-
ponentes citosdlicos pré-formados como o Ca™, ATP e uma
etapa de fosforilagdo, contribuiram paraaumentar a atividade
invitro daNADPH oxidase associadaamembranaplasmética
de céulas de tubérculos de batata infetados por P. infestans
(Allan & Fluhr,1997) .

Culturas de células de feijoeiro (Phaseolus vulgaris
L.), testadas com dois diferentestipos de elicitores, mostraram
um rapido aumento na absor¢do de oxigénio, seguido pela
producdo transitoriade H,O, e aumento naatividade catalitica
da peroxidase. Uma alcalinizag8o transitéria do apoplasto,
pH 7,0-7,2, foi necessaria para a geragéo de H,O, nesse
sistema. Nenhuma dessas rotas aternativas foram inibidas
por difenilenoiodonium, levando a crer que a producdo de
EAOQ’s durante as interagbes incompativeis poderia ocorrer
por mecanismos divergentes em diferentes espécies vegetais
eacontribuicao de cada mecanismo paraaexplosdo oxidativa
poderia variar de acordo com a espécie em questao
(Hammond-Kosack & Jones, 1996).

M ecanismos celulares para inibicdo das EAO

As EAO’s ocorrem normalmente no metabolismo
celular, porém, quando acumuladas tornam-setoxicasacélula
O H,0, sobrevive no citoplasma da célula em concentragdes
suficientes para alcancar o nicleo da célula vegetal ou do
patégeno, podendo reagir com ions metdlicos intracelulares.
Dessa forma, embora moderadamente reativas por elas
proprias, muito do prejuizo celular causado por H,0O, e O,
resulta da conversao dessas moléculas para espécies ainda
mais reativas. Exemplo disso € a conversdo do H,0,, na pre-
sencade Fe**, para OH", extremamentetdxico. Essesradicais
podem reagir com proteinas e assim reduzir a atividade de
enzimas, reagir com lipidios e aumentar a permeabilidade
de membranas e aindareagir com o DNA causando mutagtes
(Moller, 2001). Portanto, como o acimulo de EAO’s pode
resultar em prejuizos consideravels, a céluladispde de varios
mecanismos para detoxificar eficientemente essas espécies
ativas de oxigénio. Esses mecanismos de protecéo, foram
desenvolvidos pelas plantas durante o processo de evol ugéo,
para controlar os niveis dessas moléculas e anular essa
toxicidade. Moléculas antioxidantes, enzimas simples, e um
sistema mais complexo de detoxificag8o, podem estar
envolvidos na protecdo celular contra EAO’s acumuladas.
Conhecidos como “scavengers’, varias enzimas reguladoras
(Tabelal) impedem aagdo téxicadasEAO’sacélulavegetal.

Super éxido dismutases: as SOD’s sao enzimas

catalisadoras da dismutagdo do O,~ e HO," aH,O,, e podem
estar ligadas a um metal (Cu/Zn, Mn e Fe). As plantas,
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normalmente, tém Cu/Zn-SOD no citosol, Cu/Zn e/ou Fe-
SOD no cloroplasto e Mn-SOD na mitocdndria. As SOD’s
S0 consideradas importantes agentes antioxidantes porém,
em elevadas concentracfes nas células animais e bacterianas,
podem induzir disfungdes e morte celular (Baker & Orlandi,
1995).

Ciclo do ascorbato/glutationa: principa sistema de
remocao das EAO’s nos cloroplastos. Nesse ciclo séo
empregadas quatro enzimas. ascorbato peroxidase (APX),
dehidroascorbato redutase (DHA), monodehidroascorbato
redutase (MDA") e glutationa redutase. O H,0O, pode ser
reduzido e removido pela APX através do ascorbato como
redutor, formando o radical monodehidroascorbato (MDA-)
(Yoshimuraet al., 2000). Esse por suavez, ird dismutar para
dehidroascorbato (DHA) e ascorbato.

Catalase: séo enzimas que convertem o H,O, emH,O
e O,. As plantas possuem varias isoformas de catalase, as
quais estdo presentes nos peroxissomas e glioxissomas. Sao
as principais enzimas de detoxificagdo do H,0O, em plantas e
podem dismutar diretamente o H,O, ou oxidar substratos, tais
como metanol, etanol, formaldeido e &cido formico. As cata-
lases podem ser dividas em trés classes. catalases da classe 1
removem o H,O, produzido durante a fotorespiragdo em
tecidos fotossintéticos; catalases da classe 2 sdo produzidas
em tecidos vasculares e podem exercer uma funcéo de
lignificag@o mas, suaexatafuncdo biol 6gica permanece desco-
nhecida; e na classe 3 estdo as catalases presentes abun-
dantemente em sementes e plantas jovens, e cuja atividade
esta relacionada a remogéo do H,O, produzido durante a
degradagdo dos &cidos graxos no glioxissoma. As catalases
funcionam entdo como canal de limpeza do H,O, celular
(Breusegem et al. 2001). Em soja [Glycine max (L.) Merril],
Dixon et al. (1994) verificaram que a adi¢8o da catalase ou
acido ascorbico, potentes antioxidantes, blogueou o acimulo
da fitoalexina gliceolina elicitada por Verticillium dahliae
Kleb. Pelo lado do patégeno, possivelmente a catalase sgja
uma forma de defesa enzimatica de alguns patdgenos contra
asEAO'sdo hospedeiro (Garreet al., 1998), isso porque essas
enzimas | ocalizadas nos peroxissomaos de muitos organismos,
incluindo os fungos, quando aplicadas na célula vegetal,
impedem ainfluéncia positiva do gene da glucose oxidase na
resisténecia do hospedeiro e efetivamente inibem a exploséo
oxidativa, a producdo de fitoaexinas e a agdo de H,O, na
morte celular programada durante a HR.

b-car oteno: é um €ficiente agente de detoxificagdo de
!0, . Os carotentides participam do sistema de antenas dos
cloroplastos, na absorcdo de luz e transferéncia de energia
para os centros das reacfes. Entretanto, os carotendides
também podem dissipar energiadurante o estresse fotoxidativo
(Baker & Orlandi, 1999).

As EAO's induzidas por €licitores fingicos e bacte-
rianos durante a fase inicial da explosdo oxidativa, tém sido
especificamente inibidas por difenilenoiodonium (DPI),
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inibidoresdoinfluxo de célcio einibidores de quinases (Baker
& Orlandi, 1995; Hammond-Kosack & Jones, 1996).

Nas mitocondrias, principal sitio de producdo de
EAO’snacélulavegetal, existem vérias enzimas para detoxi-
ficacdo de EAO’s. Recentemente a thioredoxina, pequena
proteina (12 - 14 kDa) com duas cisteinas no sitio ativo, tem
sido apontada como possivel agente de detoxificagdo de
EAO’s(Moller, 2001). No entanto, esse autor considera que
0 sistema celular de detoxificacdo de EAQ’s esta pouco
esclarecido.

FUNCOESDASEAO’sNA PLANTA

A répida gerac8o e acumulo de espécies ativas de
oxigénio, desencadeadas pela explosdo oxidativa apds a
percepcdo dos sinais de aviruléncia do patégeno, atuam com
diferentes funcdes de defesa. Dentre as vérias funcdes das
EAO’'snadefesavegetal, podemos citar o efeito toxico direto
de H,O, ao patégeno, agindo como um agente antifdngico e
antibacteriano (Sutherland, 1991; Allan & Fluhr, 1997). O
efeito antimicrobiano direto das EAO’s numa dada interacdo
planta-patégeno, depende das concentracdes das EAO’s e da
sensibilidade do patégeno a essas concentracBes (Medhy et
al. 1996). Para atuar como antibi6tico efetivo na resposta de
defesa vegetal, a concentragéo de H,O, no sitio de infeccéo
deve ser dta o0 bastante para servir como agente microbicida
(Medhy et al. 1996). Concentragdes micromolares de H,0,
inibiram agerminac&o de esporo de vérios fungos patogénicos
(Peng & Kug, 1992). O H,0,a0,1 mM inibiu completamente
0 crescimento de Erwinia carotovora ssp. carotovora (Jones)
Bergey, Harrison, Breed, Hammer & Huntoon e mais de 95%
do crescimento de P. infestans (Wu et al. 1995). Entretanto,
os estudos da atuagdo do H,O, como agente redutor da
viabilidade do patégeno, sdo dificultados pelas varias funcoes
exercidas pelo H,0, na célula vegetal (Medhy et al. 1996).

Além da atuagcdo no complexo e integrado sistema de
sinalizagdo celular que culminara na ativagdo da expressao
dos genes de defesa (Figura3), o H,O, participado cruzamento
oxidativo (‘cross-linking') de proteinas da parede celular
formando, com a matriz de polissacarideos, um grande
polimero de varias glicoproteinas ricas em hidroxiprolina,
reforgando estruturalmente a parede celular. O H,O, também
atua como importante substrato das peroxidases e por
conseguinte dispara a quimica de lignificagdo, com formagao
de precursores de polimeros de lignina, via atividade da POX
(Alvarez et al., 1998).

Na sinalizacdo para respostas de defesa da planta ao
patogeno, o H,O, éo candidato maisatrativo dentreasEAO's,
por causa da sua vida relativamente longa e alta permea-
bilidade através das membranas. Como 0 H,0, ndo possui
elétron pareado, pode atravessar membranas biolégicas, nas
quais as espécies O, atravessam lentamente. Desse modo,
apos o reconhecimento do patégeno avirulento seguido da
explosdo oxidativa e seus intermediarios reativos, ocorre
inducgo de genes de defesa e morte celular, onde o H,O, age
como um sina parainducdo de genes de protegdo celular nas

Fitopatol. bras. 28(2), mar - abr 2003

céulas vizinhas para restringir o desenvolvimento da lesdo
(HR), que &, entdo, acompanhada pelo desenvolvimento de
uma resisténcia sistémica adquirida (SAR). Essa reacéo
sistémica de defesa é induzida pela explosdo oxidativa no
sitio de inoculacdo (local priméario), e pelas subsequentes
microexplosdes secundérias em folhas distantes, que por sua
vez s80 necessarias para 0 estabelecimento da SAR. Isso foi
comprovado por Alvarez et al. (1998), apds a inoculacdo da
bactéria Pseudomonas syringae pv. tomato (Okabe) Young,
Dye & Wilkie (Pst), contendo o gene de aviruléncia avrRpt,
em folhas de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh ecotipo Col-0,
possuidora do gene de resisténcia Rps,. A bactéria causou
uma HR macroscépica no sitio de inoculagdo, e o
desenvolvimento de resisténcia em folhas ndo inoculadas
(secundérias). Assim como ocorre com os genes das proteinas
relacionadas a patogénese (PRPs) em outros sistemas SAR, a
transcricdo e acimul o de PR-2 ocorreu em fol has secundérias,
aproximadamente dois dias apds a inoculagdo da raga
avirulenta de Pst nas folhas primérias. Niveis maximos de
PR-2 ocorreram apés cerca de quatro dias da inoculagdo
(Alvarez et al., 1998).

NaSAR, o H,0, aumenta a atividade da enzima acido
benzoico 2-hidrolase, requerida para a biossintese do &cido
sdlicilico, potente sinalizador para a ocorréncia desse tipo de
resisténecia induzida. Martinez et al. (2000) verificaram que
a acumulacao sistémica de acido salicilico, emitido
aproximadamente 3 h apds inoculacdo de Xanthomonas
campestris pv. malvacearum (Smith) Dye em cotilédones de
algoddo (Gossypium hirsutum L.) cv. Reba B50, estava
associado com a explosdo oxidativa. Existe uma forte
probabilidade de que a geragdo de EAO’s conduziria a uma
alteragéo no balango redox, e este por suavez poderiatambém
regular aestabilidade de mRNA s especificos, o que culminaria
com atraducdo de genes de defesa (Figura 3).

A explosdo oxidativa é necessaria mas ndo suficiente
para disparar a morte celular (HR). Dados recentes citados
por Delledonne et al. (2001) indicam que o 6xido nitrico (NO)
coopera com as EAO’s na ativagdo da HR, entdo, aparen-
temente o NO possui um efeito sinergistico com o H,0,, na
inducéo de HR.

QUANTIFICACAO DE EAO’SDURANTE A
INTERACAO PLANTA-PATOGENO

A deteccdo e quantificagcdo de EAO’s em sistemas
biol 6gi cos € particularmente dificil devido arépidadestruicdo
e detoxificago (‘scavenging’) desses radicais. Além disso,
as EAO’s néo podem ser medidas diretamente por métodos
espectrofotométricos ou HPLC, normalmente aplicados ao
estudo de compostos de carbono. Por isso, a maioria das
técnicas de deteccdo de EAQO's baseia-se na oxidag&o ou
reducéo de certos compostos pelas EAO’s. A dificuldade de
monitoramento das espécies ativas de oxigénio em células
vegetais, deve-se ao fato de que muitas sdo de vida curta e
sujeitas aos mecanismos antioxidantes celulares tais como
SOD, peroxidases, ciclo do ascorbato/glutationa e catal ase.
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FIG. 3 - Interconexdes do H.O

,0, , Oxido nitrico (NO) e &cido salicilico (AS) para a ativagéo e coordenagéio das multiplas reagdes de defesa

das plantas (adaptado de Hammond-K osack & Jones, 2000). SOD (superdxido dismutase), SAGase (AS glicosiltransferase) e BA-2H (&cido

benzdico 2-hidrolase).

Varios métodos tém sido empregados para monitorar
EAO’'s em tecidos vegetais (Tabela 2). As aplicacBes, van-
tagens e desvantagens desses métodos, bem como os cuidados
gue devem ser tomados nainterpretacdo dos resultados, devem
ser considerados. O método da quimioluminescéncia facilita
os estudos que enfocam a producéo e detoxificagdo de EAQ’s
durante as interacBes incompativeis planta-bactéria (Baker
& Orlandi, 1995). Delledonne et al. (2001) avaliaram o
acumulo de H,0O, por fluorescéncia em escopoleting, ede O,
pelo monitoramento do citocromo C e tetrazdlio através da
andlise de absorbancia.

O método comumente usado para medir a producéo
de O,” e a oxidag&o de epinefrina para formar adrenocromo.
Para se medir H,O,, o mais comum é utilizar uma peroxidase
e um substrato oxidavel como escopoletina (Moller, 2001).
Pelo método da espectroscopia de ressonancia magnética
de elétrons, Fodor et al. (2001) verificaram a producéo de
EAQO's induzida pelo TMV. A fim de localizar o H,0, na
célula, Rodriguez et al. (2002) empregaram o método da
microscopia eletronica. Diante disso, verifica-se que sdo
varios os métodos empregados para detectar e/ou monitorar
EAQ's, eaescolhado método vai depender principa mente
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do tipo de molécula que se pretende avaliar.
CONSIDERACOES FINAIS

A explosdo oxidativa é umadas respostas maisrapidas
de defesa da planta apds o reconhecimento do patégeno. Essa
reﬁpostacorrespondeageragéo deespéciesativasde oxigénio
(H,0,, , OH"). S&o recentes os estudos de deteccdo e
monltoramento destas espécies de oxigénio, devido a grande
variedade de formas e intermediérios, além da alta taxa de
reatividade quimica envolvida nessas reagGes, dificultando
os estudos. Existem evidéncias de que H,O, esta envolvido
em muitos mecanismos de resisténcia da planta, atuando no
reforco da parede celular, pela ligagdo cruzada de proteinas
estruturais ou fendlicos, formando uma barreira mecénica
efetiva. O perdxido de hidrogénio, no apoplasto da célula
hospedeira, pode agir diretamente como um agente antimi-
crobiano. No entanto, dificilmente esse efeito é quantificado
invivo, emvirtude das varias outras fungbes do H,O,, atuando,
por exemplo, como mensageiro secundério na cascata de
transducdo de sinais para ativagdo de genes de defesa e de
protecdo celular. Assim, as EAO’s em geral, sdo apontadas

Fitopatol. bras. 28(2), mar -abr 2003



Espécies ativas de oxigénio na resposta de defesa de plantas...

TABELA 2 - Métodos de detecgdo de espécies ativas de oxigénio
(EAO’s) em plantas (adaptado de Baker & Orlandi, 1999)

M étodo de deteccdo
M acroscépico/microscopico

Sonda quimica
Nitroblue tetrazdlio
Amido/iodeto de potassio
Cloreto detitanio
Nitroblue tetrazélio

Espectrofotométrico

Citocromo C
Epinefrina
Fluorescente Piranina
Escopoletina
Quimioluminescente Luminol
Luciginena
Espectroscopia de Ressonancia DMPO
Magnética de Elétrons
4-POBN

Luminol =5-amino-2,3-diidro-1,4-phthal azinediona
DMPO =5,5-dimetil-1-oxo-1-pirrolina
4-POBN =4-piridil 1-oxo N-tertibutilnitrona

como intermediarias na complexa malha de sinalizagéo para
as respostas de resisténcialocal (HR) e sistémica (SAR).

A explosdo oxidativa ndo esta confinada a reacéo
macroscépica de HR no sitio de inoculagdo, pois repetidas
explosdes secundarias ocorrem em sitios discretos em tecidos
distantes, provocando micro-HRs e reacdo sistémica (SAR). O
papel do NO como molécula sinergicaao H,0,naHR, carece
de investigagdo. Atualmente é grande a busca por uma NO
sintase em plantas, enzima ja detectada em céulas animais.
Também seinvestiga o papel do &cido sdlicilico, cujasintese é
estimulada por H,O,, como uma dos sinais que translocam,
levando a mensagem da HR para a ativacdo da SAR.

Com arecente clonagem devariosgenesderesisténcia
(R), que geramente codificam os receptores do sina de
aviruléncia em interagdes gene-a-gene, existe um grande
i nteresse nacompreensdo dos processos envol vidos naexpl osdo
oxidativa, como um dos eventosiniciai s apds o reconhecimento
do patégeno pelo hospedeiro. Tais estudos poderdo ser
aprofundados & medida que as técnicas disponiveis para
deteccdo das EAO’ s tornarem-se rotineiras em laboratérios de
fisiopatologia vegetal e que novas técnicas para deteccdo in
situ sgjam também desenvolvidas, acopladas & microscopia
eletrénica de transmissdo.
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