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Determinacao da atividade peroxidasica
em cultivares de feijao-caupi (Vigna
unguiculata) tratados com acido salicilico

Cléberson de F. Fernandes'
Vadjah Cristinne P. Moraes*
José Tadeu A. Oliveira®

Resumo

Apesar de sua aparente passividade, as plantas reagem quando submetidas a situacdes
adversas, tais como, o ataque de fungos, bactérias, virus, nematdides, insetos e também sob
estresse abidtico, como por exemplo, variacbes de temperatura, auséncia de &agua ou
tratamento com agentes quimicos. Dentre o arsenal de defesa utilizado pelas plantas estdo o
reforco da parede celular (lignificacdo) e a inducao de PR-Proteinas. A peroxidase (POX) é uma
enzima associada com este processo, sendo, portanto, associada ao mecanismo de resposta
de defesa. No presente trabalho avaliou-se a POX em duas cultivares de feijao-caupi (‘Mulato’
e ‘Gurguéia’), visando a promover um maior entendimento do mecanismo de defesa desta
importante cultura, procurando verificar a participacdao desta enzima neste processo. Folhas
primarias das duas cultivares foram tratadas com acido salicilico 10 mM no 10° dia apés o
plantio. As folhas foram coletadas com 1, 2, 3, 4, 6 e 9 dias apds o tratamento, sendo o
extrato total utilizado na determinacao de proteinas e atividade POX. O teor de proteinas nas
cultivares testadas ndao mostrou diferenca significativa apds o tratamento. A atividade POX foi
induzida apds o tratamento em ambas as cultivares, com pico de atividade 9 dias apds o
tratamento. A cultivar ‘Gurguéia’ (109,65 UA/gF) apresentou maior nivel de atividade POX
quando comparada com a cultivar ‘Mulato’ (88,00 UA/gF). Estes resultados sugerem a
participacdo da POX no mecanismo de defesa do feijao-caupi.

' Farmacéutico, D.Sc., Embrapa Rondénia, Caixa Postal 406, CEP 78900-970, Porto Velho, RO. E-mail: cleberson@cpafro.embrapa.br.

2 Graduanda em Biologia, Universidade Federal do Ceara, Caixa Postal 6020, CEP 60451-970, Fortaleza, CE.
E-mail: vadjah@pop.com.br.

3 Biélogo, D.Sc., Universidade Federal do Cear4. E-mail: jtaclive@ufc.br.



Peroxidase activity evaluation in compea
genotypes (Vigna unguiculata) challenged
with salicylic acid

Abstract

Despite their apparent passivity, plants react when submitted to adverse situations, such as
the attack of fungi, bacteria, virus and nematodes, and also under abiotic stress, as for
example, temperature variation, drought and treatment with chemical agents. Among the
defense arsenal used by the plants, there are the cell wall reinforcement (lignification) and the
so called PR - Proteins (pathogenesis related proteins). Peroxidase (POX) is an enzyme that
has been frequently associated to the plant response mechanisms. In this work we evaluated
POX activity in two cowpea genotypes (‘Mulato’ and ‘Gurguéia’), with the aim of studying
cowpea defense mechanism, trying to verify the participation of POX in this process. Fully
expanded primary leaves of 10-day-old cowpea genotypes were sprayed with 10 mM salicylic
acid. Primary leaves were collected 1, 2, 3, 4, 6 and 9 days after treatment and crude
extracts obtained from primary leaves were used for determination of enzyme activity and
protein concentration. Protein content in both cowpea genotypes not showed significant
difference after the treatment. POX activity was induced after the treatment in both cowpea
genotypes, with higher activity 9 days after the treatment. ‘Gurguéia’ genotype showed
higher POX activity (109.65 UA/gLeaves) when compared with ‘Mulato’ (88.00 UA/gLeaves).
These findings suggest that POX might play an important role in the cowpea defense
mechanism.

Index terms: Defense response, Cowpea, Peroxidase, Salicylic acid.
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Introducao

O feijao-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.], ou feijao-de-corda, é um importante produto no
mercado brasileiro, principalmente nas Regioes Norte e Nordeste, ocupando juntamente com o
feijdo-comum (Phaseolus vulgaris), em torno de 12% da &rea total cultivada no pais (CUNHA,
1997). O Ceard é o maior produtor nacional, sendo responsdvel por cerca de 20% da
producao total de Vigna (BARRETO, 1999). Embora bem aclimatado a essas regides, existem
varios fatores que prejudicam a producdo de feijao. Dentre eles, estdo os estresses sofridos
pela cultura, que podem ser de natureza bidtica (virus, bactérias, fungos, nematdides) ou
abidtica (temperatura, salinidade, agua) (SOBRINHO et a/., 2000).

Em resposta a esses estresses (bidticos e/ou abidticos), a planta utiliza seu sistema de defesa,
gue envolve alguns mecanismos, dentre os quais destacam-se a Resposta Hipersensitiva (HR)
e a Resisténcia Sistémica Adquirida (SAR). Esses processos levam ao acumulo das Proteinas
Relacionadas a Patogénese (PR-Proteinas), como por exemplo, as enzimas glucanases,
quitinases e peroxidases (VAN LOON, 1999; Fernandes, 1998).

As peroxidases sdao uma classe de proteinas que possuem sua atividade aumentada na
presenca de situacdes de estresse (bidtico ou abidtico). Ela estd envolvida no processo de
lignificacao da parede celular, catalisando o Ultimo passo enzimatico da biossintese da lignina
(HIGUCHI, 1985). Nesse trabalho, dois genétipos de feijdo-caupi, ‘Mulato’ e ‘Gurguéia’,
foram submetidos a um estresse abidtico por Acido Salicilico 10 mM e a atividade
peroxidasica medida em diferentes tempos, com o objetivo de verificar a participacdo desta
enzima no mecanismo de defesa do feijao-caupi.

Material e métodos

v Germinacdo das sementes e tratamento das plantulas: Sementes de duas cultivares de
feijdo-caupi, ‘Mulato’ e ‘Gurguéia’, foram desinfectadas com uma solucao de hipoclorito
de sédio 1%, lavadas e embebidas por 20 minutos em agua destilada. As sementes foram
colocadas para germinar em areia lavada e autoclavada, e cultivadas em casa de
vegetacao. O plantio foi irrigado com agua destilada até o sétimo dia de plantio, sendo, a
partir dai, irrigado a cada dois dias com solucao nutritiva (HOAGLAND e ARNON, 1950),
diluida 1:10, intercalada com agua destilada. No décimo dia, as plantas foram transferidas
para camara de crescimento e as folhas primarias foram pinceladas com &cido salicilico
10mM (FERNANDES, 1998). As folhas primarias das cultivares foram coletadas com: 1,
2, 3,4, 6 e 9dias apds o tratamento.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em fatorial tipo 2 x 6 x
2 (tratamentos x tempo x cultivares), com 3 repeticoes. A comparacao entre as médias foi
feita através do desvio padrao da média ao longo do tempo. Cada média foi resultado de
determinacdes em triplicata para cada um dos parametros estudados.

v' Preparacdo do extrato total: Folhas priméarias foram maceradas em tamp&o acetato de
s6dio 50 mM pH 5,2, na proporcao 1: 5 (p/v) em gral (5 minutos, 4 °C). Apds a
maceracdo, o extrato foi filtrado em pano de nylon e centrifugado (10.000 x g, 4 °C, 20
minutos). O sobrenadante foi coletado e usado para determinacdo de proteinas e da
atividade peroxidasica.

v' Determinacdo de proteinas: A determinacdo de proteinas foi feita seguindo o método
descrito por Bradford (1976). A aliquotas de 100 pL dos extratos totais foram adicionados
2,5 mL do reagente de Bradford. Leituras de absorbancia a 595 nm foram feitas apés 10
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minutos. Usando-se uma curva padrdo construida a partir de concentracdes conhecidas de
albumina sérica bovina (BSA), o teor de proteinas nos extratos foi calculado.

v" Determinacio da atividade peroxidasica: A atividade peroxidasica foi calculada seguindo a
metodologia descrita por Urbanek et a/.(1991). A mistura reacional foi composta de 0,990
mL de tampao acetato de sédio 50 mM, pH 5,2, 0,5 mL de guaiacol 0,02 M, 0,5 mL de
peréxido de hidrogénio 0,06M e 0,010 mL do extrato total. A mistura reacional foi
incubada a 30 °C, por 10 minutos e, em seguida, teve sua absorbancia a 480 nm medida.
A variacdo de 1,0 unidade de absorbancia por minuto foi assumida como sendo 1,0
unidade de atividade peroxidasica.

Resultados e discussao

A anélise macroscépica das folhas primarias dos dois gendtipos de feijao-caupi, ‘Gurguéia’ e
‘Mulato’, mostrou, apés o tratamento com 4&cido salicilico 10 mM, a presenca de lesées
esbranquicadas, sugestivas de resposta hipersensitiva (morte celular) no sitio de aplicacao da
solucdo. A andlise do teor de proteinas do genétipo ‘Gurguéia’ mostrou um discreto aumento
entre as plantas controle e as tratadas (Fig. 1). O teor de proteinas ndao mostrou diferenca
significativa para a cultivar ‘Mulato’ (Fig. 2).

Aplicacao exdgena de 4acido salicilico nas mais diferentes espécies de plantas induziu a
expressao de genes de PR-Proteinas, ndao apenas no local de aplicacdo, mas também de forma
sistémica, sugerindo que o acido salicilico atue como sinalizador na resisténcia sistémica
adquirida (SAR), que é uma forma de resisténcia induzida que aumenta a resisténcia de
plantas contra subseqlientes infeccdes e ataques de fitopatégenos (KESSMANN et al., 1994;
AUDENAERT et al., 2002).

O tratamento com Aacido salicilico 10 mM foi capaz de induzir um aumento na atividade
peroxiddsica em ambos os gendétipos, tendo pico de atividade com 9 dias apds o tratamento.
A cultivar ‘Gurguéia’ (109,65 UA/gF) apresentou maior nivel de atividade POX quando
comparada com a cultivar ‘Mulato’ (88,00 UA/gF) (Figuras 3 e 4).

Inducédo da atividade POX tem sido observada sob as mais diferentes condicdes de estresses,
guer sejam eles de origem abiética, tais como, salinidade, acido 2,6-dicloroisonicotinico, acido
abscisico ou &cido salicilico (SREENIVASULU et al., 1999; LIN e KAO, 2001; MARTINS-
MIRANDA, 2002; FERNANDES et al.,, 2006) ou biética, tais como, plantulas de arroz
inoculadas com Xanthomonas oryzae, onde a acumulacdao de POX foi observada em células
do parénquima do xilema (HILAIRE et al., 2001).

A participacao da enzima POX no mecanismo de defesa das plantas é atribuido a capacidade
desta enzima em participar do processo de lignificacdo da parede celular da planta, o que
levaria a uma maior resisténcia desta ao ataque de patégenos. Resultados semelhantes foram
observados em feijao-caupi, cv. ‘Vita 3’, tratado com 4&cido salicilico (FERNANDES et al.,
2006). Neste caso, uma isoforma anidénica foi notadamente induzida apés o tratamento com o
acido salicilico, sugerindo, assim, a participacdo desta no mecanismo de defesa da planta.
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Fig. 1 - Determinacdo do teor de proteinas em folhas primérias de feijdo-caupi
cv. ‘Gurguéia’ tratada com éacido salicilico 10 mM.
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Fig. 2. Determinacdo do teor de proteinas em folhas primérias de feijao-caupi
cv. ‘Mulato’ tratada com &cido salicilico 10 mM.
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Fig. 3. Determinacdo da atividade peroxidésica em folhas primérias de feijdo-
caupi cv. ‘Gurauéia’ tratada com é&cido salicilico 10 mM.
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Fig. 4. Determinacdo da atividade peroxidésica em folhas primérias de feijdo-
caupi cv. ‘Mulato’ tratada com &cido salicilico 10 mM.

Conclusoes

As duas cultivares de feijao-caupi mostraram diferencas na resposta de defesa quando
submetidas a situacdo de estresse abiético. A inducdo da atividade peroxidasica é indicativo
da participacdao desta enzima no mecanismo de defesa do feijao-caupi, podendo indicar um
papel importante da mesma no arsenal de defesa da planta. Estudos subseqlientes visando
elucidar o mecanismo pelo qual esta enzima participa deste processo sao agora necessarios.
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