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A peroxidase é uma importante enzima das plantas (EC
1.11.1.7). Esté envolvida em diversas reacoes, ligacoes
de polissacarideos, oxidacado do acido indol 3 acético,
ligacdes de mondémeros, lignificacao, cicatrizacao de
ferimentos, oxidacao de fendis, defesa de patdégenos,
regulacdo da elongacao de células e outras.

As plantas contém um ndmero relativamente elevado de
isoenzimas de peroxidase, principalmente localizadas nas
paredes celulares, as peroxidases anidnicas. As
peroxidases catalisam a oxidacado do substrato utilizando
o poder oxidante do H,0, ou de peréxidos orgénicos. O
substrato geralmente é um composto aromatico (tirosina,
compostos fendlicos, etc), sendo que também podem
atuar sobre compostos ndo aromaticos, como o &cido
ascoOrbico. As isoenzimas diferem em sua afinidade por
distintos substratos, porque sua especificidade nao é
absoluta. Entretanto, o balanco das isoenzimas presentes
na parede é muito importante, do ponto de vista da
modificacdo estrutural. Com o aumento da rigidez da
mesma, o crescimento diminui e, em contrapartida,
aumenta a resisténcia mecanica e quimica em condicdes
de estresse.
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A velocidade de lignificacao do tecido infectado é outro
fator muito importante em uma reacao de resisténcia da
planta a doencas. A lignificacao depende de reacdes com
o envolvimento direto da peroxidase.

A polifenol oxidase (EC 1.10.3.1) com envolvimento na
senescéncia é geralmente alta em tecidos infectados, dai
a importancia desta enzima para as plantas. A acao da
polifenol oxidase processa-se através da hidroxilacao de
monofendis para o-difendis e oxidacao destes o-difendis
para quinonas. De acordo com Padmaja et al. (1982) e
Rickard et al. (1979), os fendis ja presentes nos
ferimentos sao oxidados para o-quinonas ou polimeros
pela acao da polifenol oxidase, havendo estimulo a
biossintese de oxidacédo destes fendis e,
conseqlientemente, um aumento da atividade desta
enzima. As quinonas tém acdo antimicrobiana e os
polimeros podem atuar como taninos, formando
complexos com proteinas que atuam como barreira fisica
para a penetracao de patdgenos.

A importancia da atividade da polifenol oxidase na
resisténcia a doencas provavelmente seja devida a
propriedade de oxidar compostos fendlicos para quinonas,
que sao muito mais téxicos para microorganismos do que
o fenol original. Segundo Agrios (1997) e Zheng-CuiMing
et al., (1999), por esta razao, admite-se que um aumento
na atividade da polifenol oxidase resulta em altas
concentracoes de produtos téxicos de oxidacdo; portanto,
em maior grau de resisténcia a infeccao.

Compostos fendlicos sdo os substratos utilizados pelas
enzimas peroxidase e polifenol oxidase e o produto da
oxidacao destas enzimas, tidos como potentes
bactericidas e fungicidas, sao produzidos rapidamente e
se acumulam apdés a infeccdo, especialmente em
variedades resistentes, sendo altamente téxicos para
patégenos. A biossintese de compostos secundarios
depende da constituicdo genética da planta, que
determina a formacao das enzimas de especializacao
correspondentes. O emprego da resisténcia genética tem
merecido especial destaque dentro de um sistema
integrado de controle, visando a reducao de perdas
ocasionadas pela doenca.

O composto fendlico mais bem caracterizado em feijao
por exemplo é a faseolina. E produzido quando as plantas
de Phaseolus vulgaris sdao atacadas por fungos.
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Metodologia para determinacdo da peroxidase e da polifenol oxidase em plantas

As metodologias para andlise de peroxidase e polifenol
oxidase foram desenvolvidas no Laboratério de Fisiologia
Vegetal Embrapa Clima Temperado, com base nas
técnicas descritas por Ponting & Joslyn, 1948; Matsuno
& Uritani (1972). As modificagcées permitem reducao na
quantidade de reagentes utilizados e, consequentemente,
no custo; proporcionam maior confiabilidade nos
resultados e reduzem o tempo para as andlises.

Preparo das amostras

As folhas congeladas devem ser homogeneizadas a
temperatura maxima de 4°C em 10 mL de tampao fosfato
0,05 M (pH 7,0), contendo 1 mg de polivinilpirrolidona-
10. O homogeneizado deve ser filtrado e centrifugado a
4000 g por 20 minutos em refrigeracao, e o precipitado
sedimentado descartado. O extrato bruto deve ser
acondicionado em gelo e, posteriormente, usado como
fonte enzimica para peroxidase e para polifenoloxidase.
Toda vidraria utilizada na manipulacao do extrato deve ser
deixada anteriormente em freezer a 18°C negativos, por
pelo menos 4 horas. E necessario que estes tubos
estejam bem gelados; portanto, devem ser sempre
mantidos em banho de gelo durante o processo, para
evitar alguma atividade da enzima.

Anadlise da atividade da polifenoloxidase

Em um tubo, devem ser colocados 3,6 mL de tampao
fosfato 0,05 M, pH 6,0; TmL do extrato enzimico; 0,1 mL
de catecol 0,1 M; em seguida misturados em vortex por
quinze segundos. Esta mistura deve ser incubada em
banho de dgua a 30°C, por 30 minutos. Apds isto, o tubo
contendo a mistura deve ser transferido para um banho
de gelo e adicionado de 0,2 mL de &cido perclérico a
1,4%. Apds agitacdo em vortex, o tubo deve ser deixado
em repouso por 10 minutos. A leitura de absorvancia
deve ser realizada em 395 nm, em espectrofotometro.
Como controle para a reacdo enzimatica, o extrato
enzimico deve ser substituido por dgua. A atividade da
enzima é expressa em unidade enziméatica (UE). Uma
unidade da enzima é definida como a quantidade de
enzima que causa um aumento de 0,001 unidade por
minuto de absorvancia.

Andlise da atividade da peroxidase

Em um tubo, devem ser colocados 2,5 mL de tampao
fosfato-citrato contendo solucédo de fosfato de sédio
dibasico 0,2 M e acido citrico 0,1 M, pH 5,0; 1,5 mL de
extrato enzimico; e 0,25 mL de guaiacol a 0,5%, sendo
misturados em vortex. Em seguida, deve ser adicionado a
esta mistura 0,25 mL de H,0, a 3% e, novamente,
misturados em vortex. Esta mistura deve ser incubada a
30°C por 15 minutos. Apds a incubacao, o tubo deve ser
colocado em banho de gelo e ser adicionado a esta
mistura 0,25 mL da solucdo de meta bissulfito de sédio a
2%. Apbs agitacdo em vortex, o tubo deve ser deixado

em repouso por 10 minutos. A leitura de absorvéancia
deve ser em 450 nm, em espectrofotdometro. Como
controle para a reacado enzimica, utiliza-se dgua. A
atividade da enzima é expressa em unidade enzimatica
(UE). Uma unidade da enzima é definida como a
quantidade de extrato enzimico que acusou um aumento
na absorvéancia de 0,001 unidade por minuto.
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