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RESUMO

Foram estudadas trés variedades de cana-de-acucar com diferentes graus
de sensibilidade a infecgao pelo virus do amarelecimento foliar (VAFCA).

As plantas mais sensiveis quando infectadas pelo VAFCA apresentam
amarelecimento da nervura principal na parte abaxial, € quando o sintoma estd em
estadio avancado, também mostram o avermelhamento na parte adaxial da
mesma nervura. Quando as variagdes ambientais sdo maiores, principalmente
quando ha queda da temperatura, a intensidade de sintomas € significantemente
maior. A infec¢do viral também causa a diminui¢do no crescimento da planta.

Analises com microscopia de epifluorescéncia mostraram que em algumas
amostras infectadas havia um acumulo de material fluorescente no interior do
floema, sitio de localizagdo do VAFCA. A analise comparativa entre as variedades
mostrou que este material fluorescente aparecia quase que exclusivamente em
folhas com sintomas da variedade sensivel, SP 71-6163.

Testes histoquimicos usando o reagente de Neu indicaram que o material
fluorescente presente no floema é rico em flavondides, e provavelmente insoluvel.

Sabe-se que um dos mecanismos acionados na defesa de plantas contra
patdgenos é o aumento da atividade de peroxidases. Em testes quantitativos de
trés enzimas peroxidasicas diferentes foi verificado aumento significativo na
atividade da siringaldazina peroxidase (SPX) apenas em plantas sensiveis, da
variedade SP 81-3250, infectadas pelo VAFCA. Quanto as outras enzimas,
guaiacol peroxidase (GPX) e ascorbato peroxidase (APX), as atividades sofreram

poucas modificacées nas variedades estudadas.
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Também foram feitos testes de localizacdo da SPX, com siringaldazina
como substrato e de peroxidases genéricas, com o 4-cloro-naftol como substrato.
Nestes testes foi verificado que ha atividade da SPX no interior do floema e nas
células epidérmicas e subepidérmicas, em plantas sadias e infectadas da
variedade SP 81-3250, e em folhas com e sem sintoma da SP 71-6163. J4 na
variedade tolerante, SP 70-1143, a atividade desta enzima foi baixa e as vezes
nula. Quanto as peroxidases genéricas, houve também atividade no tecido
floematico e nas células epidérmicas e subepidérmicas, mas a atividade foi similar
em todas as folhas analisadas estando elas sadias ou infectadas com ou sem
sintoma.

Foi possivel fazer uma correlacdo nas diferentes variedades entre
concentragdes de virus e provaveis mecanismos de defesa estudados. Plantas
tolerantes apresentaram muitos feixes infectados, nunca apresentam material
fluorescente no floema e possuem baixa atividade SPX. Ja a variedade mais
sensivel possui poucos feixes infectados, acumulo de material fluorescente em
folnas com sintoma, e atividade relativamente alta de SPX. Esta resposta
provavelmente representa a ativagdo de mecanismos de defesa, que embora
limitem o espalhamento do virus na hospedeira, desencadeiam um processo que
no final & mais danoso para a planta, induzindo o amarelecimento e reduzindo o

crescimento.
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SUMMARY

Three varieties of sugarcane with different degrees of sensibility to infection
by sugarcane yellow leaf virus (ScYLV) were studied. ScYLV belongs to the
Luteovirus family. By definition they are confined to phloem tissue and one of the
symptoms that can appear is the yellowing of the leaves.

The more sensitive plants show the yellowing of the mid-rib on the abaxial
face when infected by the ScYLV and red coloring on the same rib on the adaxial
face at advanced stages. During larger environmental changes, especially
temperature decreases, the symptoms may be considerably intensified. The virus
infection also dimished plant growth.

Epifluorescence microscopy analyses demonstrated that in some infected
materials the accumulation of fluorescence material occurred inside the phloem,
where the ScYLV was located. A comparative study of different varieties revealed
that the fluorescent material appeared almost exclusively in leaves of the sensitive
variety, SP 71-6163, showing symptoms of infection.

Histochemicals testes using Neu’s reagent indicated the fluorescent material
present in the phloem to be rich in flavondide, and probably insoluble.

It is know that one of plant’'s defense mechanisms against pathogenic
agents is the increase of peroxidases activities. Three different peroxidases were
assayed: guaiacol peroxidase (GPX), syringaldazine peroxidase (SPX) and
ascorbato peroxidase (APX). A significant increase in the SPX activity was found

only in sensitive plants of the variety SP 81-3250, infected by ScYLV. The other
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peroxidase activities did not show significant variations in the varieties studied,
probably because the plant infection was chronic.

Tests to localize the SPX were made with syringaldazine as substrate and
for the generic peroxidases with 4-chloro-naftol as substrate. Localization tests
showed the existence of activities of SPX in the phloem, epidermis and
subepidermis, in healthy and infected plants of the variety SP 81-3250. the same
situation was observed in leaves of SP 71-6163 with and without symptoms. On
the other hand, in the tolerant variety, SP 70-1143, the activity of SPX was low and
sometimes null. The generic peroxidase activity was also localized in phloem
tissue as well as in cells of the epidermis and subepidermis, but the activity was
similar in all types of leaves analyzed healthy or infected with or without symptoms.

It was possible to relate the quantity of virus to the probable defense
mechanisms for the different varieties studied. Tolerant plants showed many
infected vascular bundles, never presented fluorescent material in the phloem and
possessed low activity of SPX. The most sensitive variety showed few infected
vascular bundles, accumulation of fluorescent material ion the phloem of leaves
with symptoms and high PX activity. This response probably represents the
activation of defense mechanisms that limit the spread of the virus in the host.
However, these mechanisms also trigger a process that is more harmful to the

plant, inducing yellowing and growth reduction.
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1. INTRODUGCAO

A importancia da cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.) pode ser
atribuida a sua multipla utilizagcao, podendo ser empregada in natura, sob a forma
de forragem, para alimentag@o animal, ou como matéria prima para a fabricacao
de rapadura, melado, aguardente, aglicar e alcool. E plantada no Sudeste do
Brasil, de outubro a marco e colhida de maio a outubro, e, no Nordeste, de julho a
novembro e colhida de dezembro a maio. De acordo com as condicbes de
producao, o rendimento anual é de 50 a 100 toneladas por hectare.

A cana-de-agucar é o principal produto agricola do Estado de Sao Paulo,
respondendo em 2002 por 28,26% do valor da produc¢ao agropecuaria paulista, de
R$ 20,9 bilhdes. No ano de 2001, as exportacdoes paulistas de cana e alcool
atingiram US$ 1,57 bilhdo, o que significou uma participagdo de 68,7% dos
embarques brasileiros. Ja a producao paulista representou 68% de toda a cana
moida no Brasil; 75% do acucar produzido e 61% da producao de alcool do pais.

O Brasil, embora grande produtor de agucar desde a época da colonizagao,
expandiu muito a cultura de cana-de-agucar a partir da década de 1970, com o
advento do Programa Nacional do Alcool (Pro-Alcool) - programa do governo que
substituiu parte do consumo de gasolina por etanol, alcool obtido a partir da cana-
de-acucar - sendo pioneiro no uso, em larga escala, deste alcool como
combustivel automotivo. O Pro-Alcool, lancado em 14 de novembro de 1975,
deveria suprir o pais de um combustivel alternativo e menos poluente que os

derivados do petréleo, mas acabou sendo desativado.



A cana-de-acUlcar é originaria do sudeste da Asia, onde é cultivada desde
épocas remotas. A exploragdo canavieira assentou-se, no inicio, sobre a espécie
S. officinarum L. O surgimento de varias doencas e de uma tecnologia de cultivo
mais avangada exigiram a criacdo de novas variedades, as quais foram obtidas
pelo cruzamento da S. officinarum com outras espécies e posterior
retrocruzamentos com os progenitores.

Em 1890, em Java, foram desenvolvidos programas de melhoramento
avisando a obtencado de variedades de cana-de-acucar resistentes ao virus do
mosaico da cana-de-agucar (Abbot, et al.1961). Na década de vinte, no Brasil, foi
necessaria a substituicdo das variedades susceptiveis (Arruda, 1946), que eram
amplamente cultivadas.

Na década de oitenta a variedade susceptivel NA 56-79, que cobria mais de
50% da area plantada com cana-de-acucar teve que ser substituida devido a
incidéncia do carvao, doenca causada pelo fungo Ustilago scitaminea Sydow
(Sordi, 1996).

Em 1989 foi observada a sindrome do amarelecimento foliar da cana-de-
acucar (SAFCA) na variedade mais cultivada da época no Estado de Sao Paulo,
SP 71-6163 (Sordi, 1996). Esta variedade, apesar de ter seu crescimento
vegetativo inicial lento, tem elevado teor de sacarose, motivo pelo qual chegou a
ser cultivada em até 22% da &rea do Estado de Sdo Paulo. Posteriormente,
quando o quadro ja era de epidemia da SAFCA, outras variedades como SP 71-
1406, SP 71-1632, RB 72-454 e RB 76-5418 também comecaram a apresentar os

sintomas, porém mais brandos (Sordi, 1996). O Brasil ndo foi o Unico pais a



apresentar cana-de-agucar com esta sindrome. Também houve relatos da
sindrome do amarelecimento foliar na Australia (Smith, 1995), Ilhas Mauricio,
Africa do Sul (Bailey et al., 1996) e Estados Unidos (Comstock et al., 1994).

Devido ao sintoma caracteristico da doenca, a SAFCA ficou popularmente
conhecida como “amarelinho” da cana-de-agucar. Os sintomas em SP 71-6163
nao sao visiveis nas folhas mais jovens, tornando-se evidentes em folhas
maduras. O sintoma mais caracteristico é o intenso amarelecimento da nervura
principal, visivel na superficie abaxial. Folhas mais velhas mostram uma coloragao
avermelhada na superficie adaxial da nervura principal. Descoloracao
subseqliente espalha-se pela lamina foliar, do topo para a base da folha, que
eventualmente € seguida por necrose dos tecidos. Raizes e colmos mostram
crescimento prejudicado, e a producao € significantemente reduzida (Vega et al.,
1997). Os sintomas podem variar de acordo com a variedade de cana-de-agucar,
com condicdes climaticas e época do ano, apresentando geralmente sintomas
mais evidentes nos periodos de temperaturas mais baixas (Vega et al.,, 1997). Os
sintomas de infecgdo por luteovirus assemelham-se muito aqueles de deficiéncia
nutricional e danos por alimentacao de insetos.

Folhas de plantas sintomaticas apresentam um acumulo de acucar e
aumento no grau Brix nas folhas com amarelecimento, em relagdo a folhas de
plantas sem sintomas (Irvine, 1993).

A extensdo das areas canavieiras afetadas e a intensidade dos sintomas

levaram a diversas especulagdes sobre a natureza do agente causal desta



moléstia, se nematdides, fungos, fitoplasmas ou virus, ou ainda se os sintomas
eram meramente causado por fatores edafo-climaticos (Scagliusi, 2003).

Estudos com plantas sintomaticas da variedade SP 71-6163 feitos no Brasil
levaram a crer que o agente causador da doenca era um luteovirus. Testes
serolégicos que utilizaram antisoro de Barley yellow dwarf virus PAV (BYDV-PAV),
um luteovirus, apresentaram resultado positivo, e observacdes de microscopia
eletrbnica (Vega et al. 1997) mostraram particulas isométricas, coerentemente
com a idéia de que o causador da sindrome do amarelecimento foliar € um
luteovirus. A particula do Virus do Amarelecimento Foliar da Cana-de-Acgucar
(VAFCA) é isométrica de aproximadamente 25 nm de didmetro e contém RNA
linear de fita simples e sentido + (Scagliusi, 2003). No trabalho de Scagliusi (2003)
o virus foi identificado como Sugarcane yellow leaf virus (ScYLV), pertencente a
familia Luteovirideae.

O VAFCA foi transmitido pelos afideos Melanaphis sacchari e
Rhopalosiphum maidis (Scagliusi & Lockhart, 2000), e a transmissdo mecanica foi
negativa (Scagliusi, 2003). Os luteovirus séo transmitidos por afideos de maneira
persistente, circulativa e ndo propagativa, ou seja, com circulagdo do virus pelo
corpo do vetor, porém sem haver replicacdo do virus no afideo (Smith & Barker,
1999).

Dois fatores importantes diferenciam os luteovirus dos outros fitovirus. Um
€ a capacidade de interacdo com outros agentes infecciosos como umbravirus,
RNA satélite e virdides, de maneira que afeta profundamente a invasao dos

tecidos da planta de um ou ambos os parceiros. Isto ocorre devido a capacidade



das proteinas capsidiais dos luteovirus de encapsularem RNA nao luteoviral.
Outro fator é a capacidade da proteina capsidial dos luteovirus de interagir com o
produto sintetizado por uma bactéria (Buchnera sp) endosimbionte do afideo vetor,
a simbionina, que aparentemente estabiliza as particulas virais quando os virus
estdo na hemolinfa do inseto (Smith & Barker, 1999).

Para a invasao sistémica na planta, os virus utilizam dois processos: um é o
movimento de célula-a-célula pelos plasmodesmos e outro € o transporte a longa
distancia, pelos tecidos vasculares floematicos. O movimento célula-a-célula
envolve proteinas de movimento (MP) codificadas pelos virus e componentes
codificados pelo hospedeiro (Atabekov & Taliansky, 1990). Estudos
citopatopatolégicos de vérios luteovirus, como Potato leafroll virus (PLRV),
mostraram particulas virais em elementos de tubo crivado maduros, células
companheiras e parénquima celular do floema, mas n&o em outros tipos celulares
(Jensen, 1969, Esau & Hoefert, 1972). Mas a sua limitacdo ao floema nao é
devida a inabilidade de replicacdo em outras células que néo a do floema, ja que
luteovirus podem invadir as células do meséfilo, quando co-infectados com outros
tipos virais, como no caso de PLRV co-infectado com Potato Y virus (PVY) (Baker,
1987), Potato virus X (PVX), e Tobacco mosaic virus (TMV) (Atabekov et al., 1984)
entre outros. Estes resultados sugerem que a restricado do luteovirus aos tecidos
floeméaticos é devida a uma falha no movimento do virus (Smith & Barker, 1999).

Devido a dependéncia de um vetor afideo que introduza o luteovirus no
floema para que haja infecgdo, é pouco provavel que ocorram mecanismos de

defesa como a resposta de hipersensibilidade (HR). Este processo, que acontece



em combinagdes virus/planta hipersensiveis algumas horas apds a infecgao,
consiste de um surto oxidativo, com aumento de espécies reativas de oxigénio, e
conseqliente necrose de células préximas aos locais de entrada do virus, na
tentativa de isolar o virus num pequeno local, evitando assim a infec¢ao sistémica.
As principais espécies reativas de oxigénio sado peréxido de hidrogénio (H20),
radical hidroxila (OH") e radical superéxido (O2) (Mehdy et al., 1996).

Mas estas espécies ativadas de oxigénio nao estdo apenas relacionadas
com a morte celular caracteristica da HR. Elas podem agir diretamente sobre o
patdégeno; como sinalizador, juntamente com o acido salicilico para a producgao de
proteinas de resisténcia (PR); na ativagao de genes de defesa no hospedeiro; na
ligacdo oxidativa de proteinas reforcando a parede celular (Mehdy, et al., 1996) e
como sinalizadores na sintese de fitoalexinas (Lamb & Dixon, 1997).

O peréxido de hidrogénio é produzido pela dismutacdo de radicais
superéxido em reacdes catalisadas principalmente pela superédxido dismutase-
CuZn (SOD-CuZn), localizada no estroma do plastideo (Asada et al., 1974).
Muitas peroxidases heme catalisam a oxidagdo univalente de doadores de
elétrons (AHy) por perdxido de hidrogénio, formando um produto de radical

primario (AH) duas vezes, resultando num produto (A) estavel:

2 AH2 + H202 — 2 AH +2H20

2AH — AH> + A



Peroxidases sao glicoproteinas contendo grupo heme, relativamente
estaveis em altas temperaturas e sua atividade é facilmente medida por reacdes
cromogénicas. As peroxidases de plantas sao classificadas em trés classes:
Classe |, em que se encontra o citocromo c e a ascorbato peroxidase; a classe Il
inclui a peroxidase dependente de manganés e lignase, que sao enzimas
extracelulares fungicas e a classe Ill que inclui as enzimas genericamente
denominadas peroxidases (POX).

A classe | de peroxidases inclui enzimas intracelulares. A ascorbato
peroxidase (EC 1.11.1.11) € uma enzima que captura peroxido de hidrogénio,
especifica para plantas e algas, e é indispensavel para proteger cloroplastos e
outros constituintes celulares do dano que o perdoxido de hidrogénio e radicais
hidroxilas produzem neles (Asada, 1992).

Duas isoenzimas para ascorbato peroxidase foram encontradas em folhas
de cha, e suas propriedades foram comparadas (Chen & Asada, 1989). Uma delas
esta localizada no cloroplasto e captura peréxido de hidrogénio nesta organela, e
a outra é a principal isoenzima em tecidos nao fotossintéticos, que parece estar
localizada em outros componentes celulares que nédo os cloroplastos (Asada,
1992). Quando comparada com a isoenzima citosélica, a cloroplastica tem um
tempo de vida muito curto em meio ndo contendo ascorbato. A sensibilidade da
isoenzima cloroplastica a reagentes tiol e inibidores suicidas é maior do que
aquela da isoenzima citosélica. A isoenzima cloroplastica é mais especifica a
ascorbato como doador de elétrons do que a citosélica, podendo esta oxidar

pirogalol numa raz&o aprecidvel (Chen & Asada, 1989, 1990). Em outro trabalho



mais recente, ascorbato peroxidase, assim como as outras enzimas do ciclo
ascorbato-glutationa, também foram encontradas em peroxissomos e mitocéndrias
de folhas de Pisum sativum L. (Jiménez et al. 1997).

A classe lll inclui as enzimas genericamente denominadas peroxidases
(POX, EC 1.11.17), que sao secretadas para o exterior da célula ou transportadas
para dentro de vacuolos, com o peso molecular variando de 28 a 60 kDa. Estédo
envolvidas em processo como a lignificacao, suberizagdo, catabolismo de auxinas
e defesa contra infec¢ao de fitopatdgenos. Existem como isoenzimas em espécies
individuais de plantas, e cada isoenzima tem seqUéncias variaveis de aminoacidos
(Hiraga et al., 2001).

Peroxidases geralmente reagem com compostos contendo grupo(s)
hidroxila ligado(s) a um anel aromatico. Guaiacol (o-metoxi fenol) € comumente
usado como substrato para medir a atividade das peroxidase (Hiraga et al., 2001).
Muitas isoenzimas de guaiacol peroxidase ocorrem em tecidos de plantas. Elas
estdo localizadas no vacuolo, parede celular e citosol, mas ndo em organelas
celulares, inclusive estao ausentes em cloroplastos (Nakano & Asada, 1981).

Desde 1957, com o trabalho de Higuchi (citado por Goldeberg et al., 1983),
foi sugerido que peroxidases ligadas a parede celular estdo envolvidas no passo
final do processo de lignificacdo. E em 1978 Catesson et al. (citado por Goldeberg
et al, 1983) demonstraram uma especial afinidade desta peroxidases por
siringaldazina, um substrato usado até entdo para testes histoquimicos. A
afinidade desta enzima pela siringaldazina é de 100 a 1000 vezes maior do que a

afinidade pelo guaiacol.



A sintese de lignina em plantas superiores resulta de uma longa cadeia de
reacdes representando um dos mais caros processos biossintéticos em termos de
demanda energética (Boudet, 2000).

Sao trés os alcoois cinamicos, ou monoligndis, formados nesta via. O alcool
p-cumarilico (unidade H), o alcool coniferilico (unidade G) e o alcool sinapilico
(unidade S), provenientes respectivamente do acido cumarico, do acido ferdlico e
do &cido sinapico. A diferenga de um monolignol para outro é o grau de metilacao

no anel fenélico.
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Estas unidades Cg¢C3 sdo interconectadas por diversos tipos de ligacoes
eterificadas e carbono-carbono (Higuchi, 1990). As mais freqlentes ligacdes
interunidades sao do tipo B-O-4, que sdo alvos de processos de despolimerizagao
de lignina. Em contraste, as outras ligagdes interunidades  do tipo B-5, B-B, 5-5
e 4-0O-5, sdo mais resistentes a degradacao (Boudet et al., 1995).

Produtos da condensacdo do alcool coniferilico podem ser ligados
covalentemente as proteinas ricas em hidroxi-prolina em reacdes também
catalisadas pela peroxidase (Whitmore, 1970, 1978 citado por Vance et al., 1980).
Outra hip6tese é que esta proteina poderia estar envolvida em interagdes elicitor-
receptor, que resultaram na inducdo de biossintese de lignina durante interacées
microorganismo e hospedeiro. Ligninas por estarem freqlientemente associadas
com proteinas e polissacarideos possuem varios tipos de grupos funcionais
(Vance et al.,, 1980). A matriz de ligacado proteina-carboidrato pode servir como
uma trama para a deposicao de lignina.

Um estudo com gramineas, feito por Jung & Deetz (1993, citado em Boudet
et al., 1995), observou a presenca de acido p-cumarico e ferulico ligados a lignina
e polimeros polissacaridicos marcados em pontes de éter e/ou éster.

Membros da familia Poaceae, monocotileddneas, apresentam parede
celular com emissao fluorescente azul esverdeada quando excitada com luz
ultravioleta (UV), muito maior do que em dicotiledéneas. Por hidrélise alcalina das
paredes celulares foi mostrado que isso se deve a quantidades muito maiores de
acido ferudlico. Outros &cidos cinamicos ligados a parede celular, como &cido

cafeico e p-cumarico, estdo presentes em algumas plantas em baixas
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quantidades, contribuindo muito pouco para a emissao desta fluorescéncia azul
esverdeada nas folhas. Isto também pode ser aplicado para flavondides extraiveis
e acidos cinamicos presentes no vacuolo (Lichtenthaler & Schwieger, 1998).

A deposicao de lignina nas paredes celulares de plantas foi um dos
mecanismos que as plantas desenvolveram para se adaptarem ao ambiente
terrestre. Ligninas intrinsecamente exibem varias especificidades que fazem este
polimero Unico na natureza. Este complexo amorfo de moléculas fendlicas s6 nao
€ mais abundante do que a celulose e corresponde a cerca de 30% do carbono
organico na biomassa das plantas. O significado funcional das ligninas tem sido
ainda principalmente associado com suporte mecéanico de érgaos de plantas,
melhoramento na condugédo da seiva por elementos de vaso lignificados e como
mecanismos de defesa (Boudet, 2000). Sobre o curso da evolugao, é interessante
observar que a complexidade quimica da lignina aumenta a partir de pteridéfitas e
gimnospermas para gramineas, plantas mais desenvolvidas, nas quais a lignina
aparece com a composi¢cao mais complexa (Boudet, et al., 1995).

Em dicotileddneas as ligninas consistem principalmente de unidades G e S
e tragos de unidades H. Ja ligninas de gramineas, incorporam unidades G e S a
niveis equivalentes, mas ha mais unidades H do que em dicotiledéneas (Baucher
et al., 1998).

Em 2000 um estudo com raizes de cultivares de Phoenix dactilifera com
diferentes suscetibilidades ao fungo Fusarium oxysporum f. sp. Albedinis, mostrou
que o cultivar resistente, em relacdo ao susceptivel, possuia uma quantidade

muito maior dos trés precursores de monoligndis: acido p-cumarico, acido ferulico

12



e acido sinapico, mostrando que a quantidade de lignina presente na planta foi um
dos fatores que influenciaram na resisténcia da planta (El Modafar et al., 2000).

Reimers et al. (1991), mostraram a resisténcia raca-especifica em arroz.
Lignina foi identificada com uma variedade de corantes histolégicos nos sitios de
infeccdo com interagbes compativeis e incompativeis do arroz com a bactéria
Xanthomonas oryzae. Entretanto, a deposicdo de lignina em interacdes
incompativeis ocorreu dentro de 18 a 24 hs apods a inoculacdo, enquanto que
nenhum acumulo de lignina foi visto em interacbes compativeis dentro de 96 hs
apdés a inoculagdo. Monitoramento das populacbes de bactérias no tecido
hospedeiro demonstrou correlagao entre a iniciagdo do processo de lignificacao e
a deposicao de lignina com o término da multiplicagédo bacteriana em reacdes
incompativeis. Estes resultados indicaram que a lignina e/ou precursores de
lignina possuem um papel na defesa ativa de arroz a Xanthomonas.

Kimmins et al. (1976, citado por Vance et al., 1980), examinaram a resposta
de folhas de feijao a infecgao viral e concluiram que a lignificacdo ao redor de
lesdes locais foi uma barreira eficiente para evitar o espalhamento do virus. Conti
et al., (1974) (citado por Vance et al.,1980), que trabalharam com feijao cv. Pinto
infectado com o virus do mosaico da alfafa (Alfalfa mosaic virus) e Brassica
pekinensis infectada com o virus do mosaico da couve-flor (Cauliflower mosaic
virus), mostraram formagao de lignina localizada em volta das lesdes necréticas,
ocorrendo aumento das atividades da fenilalanina amoénia-liase (PAL) e POX.

Mudangas no metabolismo de plantas em interagbes compativeis

planta/virus tém sido reportadas. Num trabalho de 2001, Hernandez et al., por
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exemplo, estudaram cultivares resistentes e suscetiveis de Prunus armeniaca
inoculadas com Plum pox virus, demonstrando diferencas significativas nas
atividades de enzimas antioxidantes entre os dois cultivares. Eles sugeriram que
as espécies ativas de oxigénio poderiam funcionar como sinais que ativam genes
de resisténcia e que regulam as enzimas antioxidantes, que por sua vez poderiam
ser importantes na determinacao de suscetibilidade ou resisténcia.

Uma classe de compostos fenélicos amplamente distribuida em plantas sao
os flavondides, que podem ser encontrados em diversas formas estruturais. A
maioria dos representantes dessa classe possui 15 atomos de carbono em seu
nucleo fundamental, constituido de duas fenilas ligadas por uma cadeia de trés
carbonos entre elas. S&o conhecidos mais de 4.200 flavonoides, sendo que o
numero praticamente dobrou nos ultimos 20 anos. Os flavondides de origem
natural apresentam-se freqlientemente oxigenados e um grande numero ocorre
conjugado com acgucares (heterosideos) (Simoes et al., 1999).

Diversas funcbes sao atribuidas aos flavondides como: protecao dos
vegetais contra incidéncia de raios ultravioleta (UV); protecdo contra insetos,
fungos, virus e bactérias; atracdo de animais com finalidade de polinizacéao;
controle na acdo de hormdnios vegetais; agentes alelopaticos e inibicdo de
enzimas (Simdes et al., 1999). Os compostos polifendlicos sdo também potentes
antioxidantes, interceptores de radicais livres, agentes quelantes de metais e

inibidores da peroxidacgao lipidica (Escarpa & Gonzales, 2001).
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Muitos flavonédides funcionam como fitoalexinas, que sédo substancias de
baixo peso molecular com atividade antimicrobiana, que normalmente estédo
ausentes ou em baixas concentra¢des em tecidos sadios.

Geralmente os diferentes membros de uma familia particular ndo produzem
fitoalexinas de classes quimicas muito diferentes, sendo mais comum que
espécies de uma mesma familia produzam ndo mais do que duas ou trés classes
estruturais caracteristicas. Entre os membros de Leguminosae, por exemplo,
predominam derivados de isoflavondides, como a medicarpina e sativana. Ja entre
membros de Umbeliferae a tendéncia é a producdo de furanocumarinas,

isocumarinas e cromonas.
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2. OBJETIVOS

e Comparar a atividade de peroxidases em variedades de cana-de-
acucar com diferentes respostas a infec¢ao pelo VAFCA.

o Estabelecer a localizagdo da peroxidase nos diferentes tecidos
foliares.

e Relacionar a localizacao de peroxidases com a localizagao do virus
nas variedades examinadas.

o Verificar em quais circunstancias e em quais variedades de cana-de-
acucar aparece material fluorescente no interior do floema.

e Determinar qual classe de compostos fendlicos predomina no

material fluorescente acumulado/encontrado no interior do floema.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.MATERIAL VEGETAL

Foram usadas as variedades SP 70-1143 (tolerante ao VAFCA), SP 71-6163
(muito sensivel) e SP 81-3250 (pouco sensivel), que foram gentiimente cedidas
pelo Centro de Tecnologia Copersucar. A variedade tolerante (SP 70-1143) nao
apresenta o sintoma do amarelecimento foliar quando infectada pelo VAFCA. A
variedade muito sensivel apresenta o sintoma do amarelecimento foliar
frequentemente, principalmente no campo. Mas também é comum encontrar
plantas desta variedade que contenham o sintoma em situa¢cées menos adversas,
como em casa de vegetacado e telado. J& a variedade pouco sensivel (SP 81-
3250) apresenta o sintoma do amarelecimento foliar em situagdes adversas, como
no campo, mas em ambientes menos indspitos, como casa de vegetacao e telado
é raro encontrar folhas amarelecidas devido a infeccao.

Parte do material livre do virus e outra parte sistemicamente infectada pelo
virus do amarelecimento foliar (VAFCA), que foi testado quanto a sanidade pelo
teste seroldgico de DAS- ELISA.

Os testes foram feitos com folhas +1, ou seja, a primeira folha totalmente
expandida, e a mesma folha foi utilizada para a realizacdo de todos os testes:

enzimaticos, de microscopia e imunolocalizagao.
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Com base em ensaios preliminares, foi padronizado o uso da parte mediana
da folha, ja que as partes mais proximas ao colmo e ao topo da folha possuiam
menores atividades enzimaticas.

Foram examinadas plantas com a mesma idade, mantidas em casa de
vegetagdo. Apenas nos ensaios de fluorescéncia foram também utilizadas plantas
mantidas em telado, onde as condigdes ambientais eram diferentes: a oscilacdo

térmica diaria € maior que nas casas de vegetacao.

3.2. DAS-ELISA

Placas de ELISA foram cobertas com 100 pL do anti-soro produzido para o
VAFCA (AS-ScYLV), nas diluicdo de 1:1.000, em tampao carbonato, pH 9,6.

As amostras foram preparadas triturando 1,0 g de tecido foliar com N2
liguido e homogeneizadas em 5 mL de tampao 100 mM NaKPO,, pH 6,0,
acrescido de 1% (p/v) de Na,SO3 e 0,05% (v/v) de Tween-20. Os extratos foram
centrifugados a 12.000xg por 15 minutos e 100 pL do sobrenadante foram usados
para incubar a placa.

O conjugado de imunoglobulina G com fosfatase alcalina (IgG-AP) foi
diluido a 1:1.000 em tampao Tris/HCI 20 mM, pH 7,4, contendo 150 mM de NaCl,
0,05% (v/v) de Tween-20 (TTBS) e 0,2% de BSA (albumina de soro bovino). Entre
as primeiras etapas, as lavagens das placas foram feitas com tampao fosfato
salino com 0,05% de Tween (PBST), sendo as ultimas feitas com TTBS. Todas as

etapas foram incubadas por 4 horas a temperatura ambiente, 2 horas em estufa a

18



30° C ou “overnight” a 4° C. Apéds a incubacgao das placas com o conjugado, foi
adicionado o substrato p-nitrofenil fosfato, na concentracdo de 0,5 mg/mL em
tampéao dietanolamina pH 9,8. A absorbancia foi lida em 405 nm, num leitor de
ELISA (BioRad), comecando apés 1 hora da adicdo do substrato. As amostras
com absorbancia maior que duas vezes a média dos controles negativos foram
consideradas positivas. Os controles negativos sédo plantas provenientes de

sementes (“seedlings”).

3.3.MICROSCOPIA.

3.3.1. AUTOFLUORESCENCIA.

Cortes manuais foram colocados em uma lamina contendo tamp&o KPB
(fosfato potassico) e observados em microscépio de fluorescéncia (Zeiss
Jenalumar) com luz de excitagdo de ultravioleta (370 nm) e azul (430 nm), espelho
divisor dicroico de 410 e 510 nm respectivamente, e filiro de barreira G244 e
G247.

O material foi fotografado com filme colorido negativo (Kodak ISO 100) e
apos revelacao, os negativos foram digitalizados em Scanner Nikon Coolscan

5000.
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3.3.2. TRATAMENTO COM REAGENTE DE NEU.

O reagente de Neu é um corante que induz fluorescéncia secundaria de
flavondides (Vogt et al, 1994). Pode também ser encontrado com os nomes
Naturstoffreagenz A (NA) e como DPBA (DiPhenil-Boric 2-Aminoetil ester) Quanto
a nomenclatura quimica pode ser encontrado com os nomes 2-amino etildifenil
borinato e como acido difenil bérico 2-aminoetil éster.

Preparou-se uma solucdo estoque de reagente de Neu 2,5% (p/v) em
etanol, que foi diluida em tampao KPB para 0,1% imediatamente antes de usar.
Uma pequena quantidade de reagente foi posto em um tubo de ensaio pequeno, e
os cortes foram deixados nele durante 5 min. Posteriormente os cortes foram
retirados do reagente e postos em 3 banhos consecutivos com agua destilada. Os
cortes foram montados numa Iamina de vidro em agua.

A lamina depois de pronta foi observada em microscopio de
epifluorescéncia (Zeiss, Jenalumar), com luz de excitacdo em 370 nm (Hutzler et
al., 1998).

O material fotografado foi processado como descrito para

autofluorescéncia.
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3.3.3. TRATAMENTO COM VANILINA-HCI.

Monbémeros de catequinas e taninos condensados sao detectados com
vanilina-HCI ap6s cortes manuais serem imersos numa solugéo de vanilina HCI
10% (p/v) por 5 minutos, em 1 volume de é&lcool absoluto misturado com 1 volume
de HCI concentrado (Valete et al, 1998). Os cortes foram observados em
microscopio 6ptico comum (Olympus) de campo claro, fotografados e processados

como descrito para autofluorescéncia.

3.4. DETERMINAGOES ENZIMATICAS.

3.4.1. GUAIACOL PEROXIDASE.

A extracéo foi feita com pistilo e almofariz gelados, com 1 g de folha fresca
e 5 mL de tampao fosfato de sédio 10 mM (pH 6,0). Em seguida foi feita uma
centrifugacao durante 10 minutos em uma rotagao de 12.000xg.

O meio de reagdo para a determinagdo da atividade guaiacol oxidase
utilizou 1,2 mM de guaiacol; 0,1 M de peréxido de hidrogénio e 50 mM de tampao
fosfato de sddio (pH 5,7). Para cada mL de meio de reacdo usou-se 60 uL do
sobrenadante do extrato. As absorbancias foram obtidas em comprimento de onda
de 470 nm em intervalos de 10 segundos durante 2 minutos e 30 segundos. As

analises de variancia foram feitas pelo teste de Tukey (0,05).
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3.4.2. SIRINGALDAZINA PEROXIDASE.

A extracao foi feita com pistilo e almofariz gelados, com 1 g de folha fresca
e 5 mL de tampao fosfato de sédio 10 mM (pH 6,0). Em seguida foi feita uma
centrifugagao durante 10 minutos em uma rotacao de 12.000xg.

O meio de reacdo que determinou a atividade de siringaldazina oxidase,
que foi mantido a 35°C, continha 19 uM de siringaldazina, 54 pM de peréxido de
hidrogénio e 50 mM de tampao fosfato de sédio (pH 7,4). Foram adicionados 40
pL do sobrenadante do extrato a cada 1 mL de meio de reacgao (Peyrano et al.,
1997). As absorbancias foram obtidas em comprimento de onda de 530 nm, em

intervalos de 10 segundos durante 2 minutos e trinta sequndos.

3.4.3. ASCORBATO PEROXIDASE.

A planta (2g de massa fresca) foi macerada em almofariz e pistilos gelados
com 5 mL de meio homogenizador contendo 1 mM de &cido ascérbico, 1 mM
EDTA e 50 mM de tampao fosfato de potassio, pH 7,0. O homogenizado foi
centrifugado a 10.000xg durante 10 minutos.

A razdo de oxidacdo do perdoxido de hidrogénio para ascorbato como
doador de elétrons foi determinada com meio de reacdo contendo: 50 mM de
tampao fosfato de potassio (pH 7,0); 0,1 mM de perdxido de hidrogénio (peridrol,
Merck); 0,2 mM de acido ascérbico (Amako et al1994, com algumas

modificagbes) e 30 pL de sobrenadante do extrato para cada mL de meio de
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reacdo. As absorbancias foram obtidas em comprimento de onda de 265 nm, em

intervalos de 10 em 10 segundos durante 2 minutos e 30 segundos.

3.5.LOCALIZACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA EM MEMBRANAS DE

NITROCELULOSE.

3.5.1. ATIVIDADE POR 4-CLORO-NAFTOL.

Foram feitas duas impressées, com 0 mesmo corte, das nervuras das
folhas de cana-de-acucar em uma membrana de nitrocelulose, que foi posta em
uma placa de petri. Nesta placa, colocou-se um meio que continha 0,5 mL de
solucdo estoque de 4- cloro-naftol (6 mg de 4-cloro-naftol/mL de metanol); 4,5 mL
de tampao fosfato salino (PBS) e 1uL de peréxido de hidrogénio 30%.

Esta placa foi posta num agitador de placas até que a reacéo, que aparece
em anil, estivesse suficientemente corada. Lavou-se a membrana durante 15
minutos em agua destilada que apds este periodo, foi retirada da placa e deixada
secar em local escuro em papel filtro. Depois de seca, a membrana foi observada
em microscépio éptico de campo claro e fotografada (Young, 1989, com

modificagdes).
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3.5.2. ATIVIDADE COM SIRINGALDAZINA.

Como para a membrana de 4-cloro-naftol, foram feitas duas impressdes do
mesmo corte de cada planta nas membranas de nitrocelulose. Foi posto um
pedaco de papel filtro sobre a membrana e gotejou-se uma solugao contendo 0,3
mL de siringaldazina em 0,1% em etanol; 1,2 mL de tampé&o fosfato de sédio 50
mM e 0,8 mL de per6xido de hidrogénio 0,1%. Logo apds o aparecimento da
coloragao, que aparece em rosa, o papel filtro for retirado, e a membrana foi posta
em um outro pedaco de papel filtro para secar em local escuro. Depois de seca, a

membrana foi observada em microscopio 6ptico de campo claro e fotografada.

3.6.IMUNOLOCALIZAGAO DO VAFCA.

Impressdes da nervura central da folha de cana-de-agucar foram feitas em
uma membrana de nitrocelulose, que foi posta dentro de uma placa de petri. A
membrana foi incubada durante 60 minutos em tampao fosfato pH 7,0, contendo
0,5% de BSA. Em seguida foram feitas 3 lavagens com tampao TTBS. Depois de
lavada a membrana, colocou-se o anti-soro especifico para o VAFCA diluido
1:1000 em tampao TBS pH 7,4 e deixado durante mais 60 minutos, seguindo mais
6 lavagens com o TTBS.

Posteriormente, colocou-se o conjugado anti-rabbit IgG-fosfatase alcalina
(Sigma 9199), diluido 1:33.000 em tampéao TBS (pH 7,4) e novamente depois de

60 minutos lavou-se a membrana 6 vezes. Colocou-se o0 substrato para revelagao,
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que deve ser mantido sob abrigo da luz, contendo 22 uL de Nitro Blue Tetrazolium
(NBT) e 17uL de 5- bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato (BCIP), diluidos em 10 mL de
tampao fosfatase alcalina (pH 9,5). A membrana foi entdo lavada com agua
destilada quando a coloracdo desejada foi obtida, secada no escuro e a
temperatura ambiente e posteriormente observada em microscopio 6ptico de

campo claro e fotografada.
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4. RESULTADOS

4.1.MICROSCOPIA.

4.1.1. AUTOFLUORESCENCIA.

Em cortes histolégicos de folhas com sintomas da variedade SP 71-6163,
observou-se no interior do floema um material fluorescente que néo ocorre em
folhas ndo sintomaticas, no caso de plantas mantidas em casa de vegetacao.
Contudo, observou-se, algumas vezes, esta mesma fluorescéncia em folhas sem
sintomas de plantas infectadas, da mesma variedade mantidas em telado.

Na variedade tolerante (SP 70-1143), na pouco sensivel (SP 81-3250) e na
maioria das folhas sem sintoma da muito sensivel (SP 71-6163), ndo houve
manifestacdo de sintomas e nao foi observada a presengca de material
fluorescente no floema (Fig. 1), tanto no telado quanto na casa de vegetacao.

Quando observado com iluminagdo UV (370 nm) o material no floema
apresentou fluorescéncia azul clara (Fig. 2), e quando o corte foi observado com
luz azul (430 nm) , a fluorescéncia apareceu amarela esverdeada (dados néo

apresentados).
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Figura 1. Corte transversal de folha sem sintomas do amarelecimento foliar na variedade SP 71-

6163 mostrando o floema (seta) livre de material fluorescente. Autofluorescéncia em microscopia

de epifluorescéncia UV (370 nm).

Figura 2. Corte transversal de folha com sintomas do amarelecimento foliar na variedade SP 71-
6163 mostrando material fluorescente no interior do floema (seta). Autofluorescéncia em

microscopia de epifluorescéncia UV (370 nm).
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4.1.2. TESTE DO REAGENTE DE NEU.

Este reagente é usado para a deteccao de flavondides. O resultado
positivo, como ja foi mencionado, ocorre quando o composto ou o tecido em
questado, apds o tratamento se torna amarelo ou laranja, quando examinado com
luz UV, em 365 nm, e amarelo brilhante quando excitado com luz azul (420 nm).

Todas as plantas que apresentaram sintomas foram testadas. O material
fluorescente no floema apresentou, antes do tratamento, fluorescéncia azul
quando excitado com luz UV (comprimento de onda 370 nm) e depois do
tratamento a fluorescéncia tornou-se amarela. Este resultado positivo indica a

presenca de flavondides no material em exame (Fig. 3).

4.1.3. TESTE DA VANILINA-HCI.

Este reagente cora especificamente taninos condensados e catequinas de
marrom avermelhado.

O floema n&o apresentou nenhuma colora¢cdo em cortes tratados com esta
solugdo, quando observadas em microscopia de campo claro, caracterizando,
portanto, o0 composto como ndo sendo um tanino condensado nem uma catequina

(Fig. 4).
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Figura 3. Corte transversal de folha com sintomas do amarelecimento foliar na variedade SP 71-
6163 mostrando material fluorescente no interior do floema (seta) apds tratamento com reagente
de Neu. Microscopia de epifluorescéncia UV (370 nm).

|
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Figura 4. Corte transversal de folha com sintomas do amarelecimento foliar na variedade SP 71-

6163 mostrando auséncia de coloragédo do floema (seta) por vanilina-HCI. Microscopia de campo

claro.
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4.2. IMUNOLOCALIZAGAO DO VAFCA.

Os testes de “immuno printing” confirmam que o VAFCA é um virus restrito
ao floema, mas mostraram diferencas quanto ao numero de feixes floematicos
infectados em cada uma das variedades examinadas.

Comparando plantas infectadas das trés variedades, a que apresentou
maior numero de feixes mostrando presenca do virus no floema foi a variedade
tolerante SP 70-1143. Nesta variedade praticamente todos os feixes vasculares
apresentaram reacao com os anticorpos especificos (Fig. 5).

Ja a variedade mais sensivel, que é a SP 71-6163, apresentou apenas
alguns feixes contendo virus, indicando menor concentragdo do patégeno nesta
variedade. A presenca ou nao de sintomas nao parece influenciar a quantidade de
feixes infectados.

A variedade SP 81-3250 apresentou também poucos feixes com reacgao
positiva, mas o seu numero foi superior ao observado na variedade SP 71-6163 e

menor do que o observado na SP 70-1143.
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Figura 5. Imuno-localizagdo do VAFCA em membrana de nitrocelulose (“Immuno-printing”) em
folha da variedade SP 70-1143, mostrando todos os feixes com precipitado caracteristico da

localizagéo do virus (seta) restrito ao tecido floematico. Microscopia de campo claro.
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4.3.LOCALIZAGAO DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS.

Nos testes de localizagdo da peroxidase relacionada com a lignificagao,
siringaldazina peroxidase (SPX), verificou-se que a atividade enzimatica se
localiza principalmente no floema, e em menor propor¢cao em células préximas a
epiderme e subepiderme (Fig. 6 e 7).

Embora ndo se trate de um teste quantitativo, foram observadas grandes
diferencas na intensidade de coloragao, indicativas de diferengas nos niveis de
atividade enzimética adsorvida na membrana.

Foram observadas reagcées em plantas da variedade SP 81-3250 e da
variedade SP 71-6163, em todas as situagdes, sejam sadias, ou infectadas com e
sem sintoma do amarelecimento foliar. Quando o sintoma do amarelecimento
foliar na variedade SP 71-6163 é muito intenso, com nervura avermelhada, a
coloracao é muito mais forte do que nas outras situagdes vistas anteriormente. Ja
em testes com plantas infectadas e sadias da variedade SP 70-1143 a coloracao
foi fraca e muitas vezes ausente (Fig.8).

Utilizando o substrato 4-cloro-naftol, que detecta um numero maior
de peroxidases observa-se atividade claramente localizada no floema (Fig. 9) e na
parte subepidérmica e epidérmica das folhas (Fig. 10). Quanto a intensidade da
coloracdo observada nao houve diferenca entre plantas das trés variedades
examinadas. Diferentemente da siringaldazina peroxidase, as plantas SP 70-1143
sadias e infectadas apresentaram coloragao claramente visivel, semelhante a das

outras variedades.
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Figura 6. Corte transversal de folha da variedade SP 71-6163, impresso em membrana de
nitrocelulose, mostrando a localizagdo da atividade da siringaldazina peroxidase em células

epidérmicas e células vizinhas.

Figura 7. Corte transversal de folha da variedade SP 71-6163 sem sintoma, impresso em
membrana de nitrocelulose, mostrando atividade da siringaldazina peroxidase (SPX) no interior do

floema.
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Figura 8. Corte transversal de folha da variedade SP 70-1143 sadia impresso em membrana de
nitrocelulose, mostrando poucos tecidos com coloragdo caracteristica da atividade da

siringaldazina peroxidase (SPX)
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Figura 9. Localizagao da atividade de peroxidases pelo substrato 4-cloro-naftol no interior do tecido
floematico em membrana de nitrocelulose que recebeu impressao de corte transversal de folha da

variedade SP 70-1143 infectada.

Y. TR

Figura 10. Localizagdo da atividade de peroxidases pelo substrato 4-cloro-naftol no interior do
floema (setas pretas) e na epiderme e tecidos proximos (setas azuis). Membrana de nitrocelulose

que foi impressa com segao transversal de folha da variedade SP 70-1143 infectada.
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4.4. ATIVIDADES ENZIMATICAS.

A atividade da guaiacol peroxidase (GPX) em plantas mantidas em casa de
vegetacdo (Fig. 11) apresentou valores similares nas trés variedades, quando
infectadas. Observou-se uma tendéncia a maior atividade nas plantas infectadas

das variedades SP 81- 3250 e SP 70-1143.
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Figura 11. Atividades da guaiacol peroxidase (GPX) nas trés variedades de cana-de-

acuUcar, sadias (s) e infectadas (i). Média de trés plantas + erro padrao.
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Quanto a atividade da siringaldazina peroxidase (SPX) houve diferengas,
expressivas entre as variedades (Fig. 12). Assim, a média na variedade SP 71-
6163 foi o dobro da observada na SP 70-1143, ambas infectadas pelo VAFCA. O
efeito da infeccao pelo VAFCA foi especialmente claro na SP 81-3250, na qual

induziu um aumento significativo da SPX.

AAbs_ /gmf.min
>
1

3 2,

i ' s i ' s i
SP 71-6163 SP 81-3250 SP 70-1143

Figura 12. Atividades da siringaldazina peroxidase (SPX) nas trés variedades de cana-
de-agucar, sadias (s) e infectadas (i). Média de trés plantas + erro padrao. Letras
diferentes indicam diferenca significativa entre i e s (P=0.05) segundo o teste de

Tukey

37



A atividade da ascorbato peroxidase (APX) (Fig. 13) apresentou também
diferencas entre as variedades quando infectadas pelo VAFCA: a SP 71-6163
apresentou 3 vezes a atividade medida na SP 70-1143. No caso desta ultima
variedade, observou-se uma diminuicao da atividade APX nas plantas infectadas,

que foi equivalente a 43% da observada nas plantas sadias.

AAbs,/gmf.min
~
1

i
SP 71-6163 SP 81-3250 SP 70-1143

Figura 13. Atividades da ascorbato peroxidase (APX) nas trés variedades de cana-de-acglcar,

sadias (s) e infectadas (i). Média de trés plantas * erro padrao.
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5. DISCUSSAO

O acumulo de material fluorescente no interior do floema se observa
consistentemente em folhas com sintomas de amarelecimento, de plantas
infectadas pelo VAFCA, da variedade sensivel SP 71-6163. Este material aparece
também em algumas folhas de plantas infectadas desta variedade, mas sem
sintomas, submetidas a condicées ambientais que estimulam a manifestacdo de
sintomas (condicdes de telado). Provavelmente estas folhas estavam na iminéncia
de manifestar os sintomas da doenca.

As variedades SP 81-3250 e SP 70-1143 nado apresentaram material
fluorescente no floema, e paralelamente ndao manifestaram sintomas de
amarelecimento. Estes dados indicam uma relacao direta entre o aparecimento de
material fluorescente no floema e a manifestacdo dos sintomas. Provavelmente o
aparecimento do material fluorescente é indicativo de disfuncédo do floema, que
posteriormente levard ao aparecimento do sintoma de amarelecimento.

A observacdao em microscopia de fluorescéncia fornece informacéao sobre
0s compostos presentes no tecido examinado. Neste sentido nota-se uma grande
diversidade de interpretacoes das cores observadas, estas per se sujeitas a
avaliacdo subjetiva. Por outro lado, a cor da fluorescéncia pode ser alterada por
pequenas modificacdes nas condi¢cdes de observagcdo, que nem sempre podem
ser reproduzidas exatamente. Desta forma a interpretacdo das observagbes com
base na informagdo da literatura deve ser avaliada sempre considerando as

eventuais diferencas de material e métodos.
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Uma das enzimas que, neste trabalho, tem sua atividade aumentada na
planta doente é a siringaldazina peroxidase (SPX), envolvida na fase final da
lignificacdo. Por outro lado esta peroxidase localiza-se principalmente no floema,
como mostrado no presente trabalho, indicando a possibilidade de que o material
depositado no floema fosse constituido por lignina. O material observado no
floema apresenta fluorescéncia azul-esverdeada nas observagbes feitas no
ultravioleta. A fluorescéncia azul-esverdeada da maioria dos tecidos foliares tem
sido interpretada como indicativa da presenca de acido ferulico ligado a parede
celular (Lichtenthaler & Schwieger, 1998). Lignina também apresenta
fluorescéncia azul-esverdeada, que pode ser diferenciada do &cido ferdlico por
tratamento com alcali (amdnia). A lignina nao muda a cor de fluorescéncia apés o
tratamento, ao passo que as paredes celulares contendo acido ferdlico passam a
fluorescer na cor verde (Harris & Hartley, 1976). No presente trabalho a aplicacao
desse método nao permitiu chegar a nenhuma conclusdo, em razdao da
inconsisténcia dos resultados.

Os testes com vanilina-HCI indicam que catequinas ou taninos
condensados estdo ausentes ou em quantidades ndo detectaveis no material
encontrado no floema.

Os resultados mais consistentes foram obtidos com o reagente de Neu,
que tornou amarela a fluorescéncia do material acumulado no floema, indicando
que o mesmo é composto predominantemente por flavondides (Mondolot-Cosson
& Andary, 1994). A permanéncia do material observado no floema durante longo

tempo de observacgéo indica baixa solubilidade do mesmo. Provavelmente a baixa
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solubilidade esteja relacionada com o grau de glicosilagdo do flavondide. A
glicosilagcdo reduz a reatividade quimica e aumenta a solubilidade em agua de
diversos compostos secundarios, entre eles os fenilpropandides (Chong et al.,
2002). Provavelmente o depdsito de flavondides no floema ocorre na forma nao
glicosilada, o que aumentaria sua atividade, tornado-o mais eficiente numa
possivel atividade antiviral.

Chong et al. (2002) mostraram que a escopoletina, um fenilpronandéide
derivado do acido ferulico, tem atividade antiviral, em testes realizados em
protoplastos de fumo com o virus do mosaico do tabaco. Flavondides também sao
moléculas derivadas da via dos fenilpropandides, possuindo estruturas quimicas
muito proximas.

Uma possibilidade é que este composto tipo-flavondide seja uma
fitoalexina, ja que sédo conhecidos flavondides que se comportam como tal. Uma
das linhas de evidéncia que permite caracterizar um composto como fitoalexina é
a localizacdo desse composto no mesmo tecido em que ocorre o patégeno
(Hammerschmidt, 1999). Assim, Keen (1981) descreve como uma das linhas de
evidéncia que sustentam o papel das fitoalexinas, em resisténcia a doencas, a
“localizacdo e tempo de acumulo de fitoalexinas em tecidos infectados em relagéo
ao desenvolvimento do patdégeno”. O tecido em que se encontra o composto
analisado neste trabalho € 0 mesmo em que se localiza o virus, atendendo nesse
aspecto um dos caracteres basicos das fitoalexinas. Quanto ao “desenvolvimento
do patégeno” deve ser levado em consideragao que as plantas de cana estudadas

apresentavam infecgdo sistémica, pois eram originadas por multiplicacao
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vegetativa de material infectado e, portanto, o tempo de acumulo do material no
floema nao esta relacionado com o desenvolvimento do patégeno. Mesmo assim
os dados de quantificacao do virus em diferentes variedades (Scagliusi, 2003),
mostram que o VAFCA alcanc¢a concentracées de 78 ng virus/g massa fresca na
variedade tolerante SP70-1143, que ndo apresenta material fluorescente no
floema. Ja a variedade mais sensivel, que mostra abundante material no floema
(SP 71-6163), contém 45 ng virus/g massa fresca. Outra constatacao relacionada
com a concentracdo viral é a observacdao de que na variedade SP 70-1143
(tolerante) ocorre um numero muito maior de feixes contendo virus do que nas
variedades mais sensiveis, nos exames de ‘immuno-printing”. Esses dados
indicam uma possivel a¢do antiviral relacionada com a atividade da SPX e com o
material fluorescente presente no floema.

A atividade da peroxidase genérica, avaliada pelo substrato 4-cloro-naftol, &
encontrada em células no interior do tecido floematico de todas as variedades
estudadas neste trabalho, infectadas ou n&o. A localizagdo da atividade da
siringaldazina peroxidase (SPX) é também verificada no interior do floema, sitio de
infeccdo do VAFCA. Mas no caso da SPX observa-se grande diferenca entre as
variedades. A variedade tolerante (SP 70-1143) apresenta pouca ou nula atividade
no floema, ao passo que as variedades sensiveis, SP 71-6163 e SP 81-3250,
mostram intenso acumulo do produto da reacao no floema.

E possivel que a atividade da SPX esteja ligada ao aparecimento do
material fluorescente no tecido floematico. Sabe-se que a SPX catalisa a fase final

da formacédo da lignina, promovendo oxidagdo dos monoligndis, também com
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estrutura de fenilpropandides, que a seguir formariam polimeros (Buchanan et al.,
2002).

A avaliacao da atividade da guaiacol peroxidase (GPX) em extratos, mostra
uma tendéncia de aumento da atividade em plantas infectadas, embora as
diferencas ndo atinjam o nivel de significancia estatistica provavelmente em
funcdo da alta variabilidade observada. Estes dados mostram que a atividade GPX
é relativamente pouco afetada pela infecgéao viral nas condicdes do experimento,
realizado em plantas mantidas em casa de vegetacdo. Em plantas cultivadas em
campo, Scagliusi (2003) observou aumento significativo da GPX nas plantas
infectadas, em relacao as sadias.

Quanto a atividade da SPX avaliada em extratos, observa-se um
significativo aumento associado a infeccdo na variedade sensivel (SP 81-3250),
ao passo que na variedade tolerante (SP 70-1143) nao ha alteracao significativa.
Na variedade mais sensivel (SP-71-6163) nao foi possivel comparar material
infectado com folhas sadias ou sem sintomas da mesma idade. Resultado similar
foi descrito para planta em condi¢ées de campo, mas unicamente para variedades
sensiveis ao VAFCA (Scagliusi, 2003).

A atividade da ascorbato peroxidase (APX) nao apresentou diferengas entre
plantas sadias e infectadas da variedade sensivel SP 81-3250. Esta enzima esté
relacionada com o metabolismo antioxidativo, que por sua vez, esta associado
com outras enzimas deste ciclo, como a superéxido dismutase e a catalase, que
controlam a quantidade de espécies reativas de oxigénio. Sabe-se que em plantas

que desenvolvem a reagao de hipersensibilidade (HR), a quantidade de espécies
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reativas de oxigénio aumenta bruscamente (“oxidative burst”) durante a formacéao
da leséo e o isolamento do patégeno (Venisse et al., 2001). Mas como as plantas
estudadas neste trabalho estdo com infeccdo crbnica, estes mecanismos nao
devem estar sendo utilizados, ndo havendo, portanto, alteragcdo na atividade da
APX.

E interessante observar que a variedade tolerante ao VAFCA, SP 70-1143,
€ a que possui baixa atividade da enzima SPX no floema e também a que
apresenta maior numero de feixes infectados pelos virus. Além deste fato, esta
variedade também ndo apresenta acumulo de flavondide no floema, ja que nao
desenvolve o sintoma de amarelecimento foliar. Em contrapartida, a variedade
mais sensivel, SP 71-6163, apresenta poucos feixes infectados, em comparagéao a
variedade tolerante, atividade da SPX relativamente alta e acimulo de material
rico em flavonodides no tecido floematico. Apesar da variedade mais sensivel
apresentar maiores danos devido a infeccao pelo VAFCA, parece ser ela a que
apresenta resposta defensiva mesmo em material invadido sistemicamente. Nesta
variedade o virus parece alcangar uma concentracdo menor que na variedade

tolerante, mas a planta acaba sofrendo danos em tecidos vitais, como floema, o

que leva a manifestacao de sintomas mais severos.
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CONCLUSOES

1.

O material fluorescente visualizado no interior do floema de cana-de-
acucar, que esta vinculado com o aparecimento de sintoma do
amarelecimento foliar, € uma resposta a infec¢ao pelo VAFCA na variedade

mais sensivel.

O material fluorescente encontrado no tecido floematico possui

propriedades citoquimicas caracteristicas dos flavondides.

A variedade de cana-de-agucar mais sensivel ao VAFCA apresenta poucos
feixes vasculares contendo virus e alta atividade da siringaldazina

peroxidase, localizada principalmente no floema.

A variedade de cana-de-acucar tolerante ao VAFCA nao apresenta material
fluorescente no floema, tem um grande numero de feixes que contém virus
e tem baixa atividade da siringaldazina peroxidase, em condigdes de casa

de vegetacao.
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