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RESUMO

De MELLO, R. Caracterizacio dos componentes extracelulares produzidos em cultura de
células de Rubus fruticosus (amora-preta) durante a resposta de hipersensibilidade. 2009.
105f. Dissertagio (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sdo Paulo, Estado de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2009.

A interag@o planta-patégeno desencadeia uma série de sinais que ainda nio estdo completamente
elucidados. Uma das respostas é a reacao de hipersensibilidade (RH), onde ocorre a morte celular
programada no sitio da infecgdo, impedindo a proliferacdo do patdégeno. Acredita que a morte
celular é provocada pelo aumento do ERO, principalmente peréxido de hidrogénio (H,O,) e com o
actimulo de écido salicilico (AS) que inibe a catalase, enzima responsavel pela transformacdo de
H,0, em H,0 e O,. Além disso, ocorre o aumento da sintese e liberagdo dos compostos fendlicos e
alteracdo da parede celular dos vegetais, com o aumento das atividades de diversas enzimas,
capazes de degradar a parede celular da planta e do microrganismo invasor, liberando fragmentos
que podem atuar como moléculas sinalizadoras, tornando as plantas mais resistentes. Nesse
trabalho as células de Rubus fruticosus (amora-preta) foram tratadas, separadamente, com trés
diferentes moléculas elicitoras, ou seja, moléculas capazes de ativar o mecanismo de defesa das
plantas, o acido salicilico (AS), o metil jasmonato (MeJA) e ramnoglucuronogalactana (F-I), na
concentracdo de 1 umol/L durante 1h, para o estudo dos componentes extracelulares liberados e
das modifica¢des dos monossacarideos da parede celular durante resposta de hipersensibilidade. A
concentracdo de proteinas totais extracelulares foi aumentada com os indutores F-I e MeJA. A
atividade enzimadtica de -D-xilosidase ndo se alterou na presenca de F-I, AS e MeJA. Entretanto,
o MeJA tem a capacidade de aumentar as atividades das enzimas [-D-galactosidase, B-D-
glucosidase, quitinase e laminarinase e inibir as atividades das enzimas galacturonase e o-L-
fucosidase na concentragdo e tempo usado. O AS e F-I provocaram um aumento nas atividades de
galacturonase e quitinase e inibiram a laminarinase. A aplica¢do exdgena de F-I e AS induziram a
liberagdo de compostos fendlicos para meio extracelular, que provavelmente, foi decorrente da
tentativa das células de se protegerem de microrganismos invasores, com um decréscimo desses
compostos no meio intracelular. O MeJA néo foi capaz de alterar a sintese de compostos fendlicos
totais intracelulares e extracelulares e de agticares extracelulares, em tais condi¢cdes. Também F-I e
AS ndo alteraram o teor de agtcar redutor extracelular. O MeJA foi mais efetivo na producio de
ERO durante 30 minutos de incubacio na concentracdo del pumol/L . F-I foi também ativador na
liberacdo de ERO, no entanto, o AS provocou inibi¢do. Os principais monossacarideos neutros que
constitui a parede celular de suspensdo de células de Rubus fruticosus sao as glucose (55-61%),
arabinose (22-29%) e manose (13,8-15%). Ocorrendo em menor concentracdes o0s
monossacarideos de fucose (0,65-1,2%), galactose (0,5-0,8%), xilose (0,5-0,8%) e ramnose
(aproximadamente 0,5%).Os monossacarideos ramnose, fucose, xilose e galactose de parede
celular tiveram um decréscimo na presenca do AS e um aumento na presenca de MeJA.
Entretanto, o AS e o MeJA ndo alteraram o percentual de arabinose, manose e glucose. O F-I foi
capaz de aumentar o percentual dos monossacarideos ramnose e fucose e diminuir de glucose. Os
resultados obtidos demonstram que a via de ativagdo dos mecanismos de defesa da célula vegetal,
induzida pelo MeJA, difere das vias ativadas pelo AS e F-I, pois o F-I e o AS induziram a
liberagdo de compostos fendlicos e o MeJA provocou aumento nas atividades enzimaéticas,
principalmente que atuam na parede celular da prépria planta. O AS e o F-I foram mais efetivos no
aumento das atividades enzimaticsa relacionadas a defesa da planta, as quais agem nas paredes de
diversos fitopatdgenos, sendo que as enzimas que podem atuar na parede celular da propria planta
foram inibidas ou ndo sofreram alteracdo.



Palavras-chave: Resposta de hipersensibilidade. Rubus fruticosus. Elicitores. Acido salicilico.
Metil jasmonato. ramnoglucuronogalactana. Parede celular. Componentes extracelulares.



ABSTRACT

De MELLO, R. Characterization of the extracellular compounds released from Rubus
fruticosus (blackberry) cell during a hypersensitive response. 2009. 105f. (Master's degree).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Estado de Sdo
Paulo, Ribeirdo Preto, 2009.

The plant-pathogen interactions trigger a series of signals that are not yet completely understood.
One of the mechanisms is the hypersensitive response (HR), which is characterized by cell death in
the infection site in order to prevent pathogen proliferation. Our previous studies with different
elicitors demonstrated the correlation between the formation of reactive oxygen species (ROS) and
cell wall degradation. Here, the cells were elicited with 1 umol/L salicylic acid (SA), methyl
jasmonate (MeJA) or acid polysaccharide (rhamnoglucuronogalactan, F-I) (1umol/L) from
characterization the extracellular components released and the modifications of the
monosaccharide composition in cell wall during a hypersensitive response in Rubus fruticosus
(blackberry-black).The extracellular proteins released to the extracellular were increased with the
inducers molecules F-I and MeJA. The -D-xylosidase enzymatic activities didn’t change in the
presence of F-I, SA and MeJA. The time-course curves for -D-galactosidase, B-D-glucosidase
activities in fraction E were most effective for MeJA, while F-I and AS inhibited B-D-
galactosidase. Also, the MeJA has ability to activate laminarinase and chitinase enzymatic
activities and inhibit galacturonase and a-L-fucosidase enzymatic activities. After 1h, the SA and
F-I caused an increase galacturonase and chitinase activities and inhibited laminarinase enzymatic
activity. Also, the time-course curves chitinase in the fraction increased with SA.The F-I and SA
increased extracellular phenolic compounds, although they decreased them in the fraction I. MeJA
was unable to change the synthesis of either intracellular or extracellular phenolic compounds. The
data suggest that F-I and AS modulate the defense responses of plants through a via different that
of MeJA. The extracellular reducing sugar didn’t change with F-I, SA and MeJA.The MeJA was
more effective in the release ROS incubation of 30 minutes at concentration of 1 umol/L.
However, the presence of SA caused inhibition and F-I activated of ROS by cells.The main
constituents of neutral sugars in the cell wall of Rubus fruticosus were glucose (55-61%), arabinose
(22-29%) and mannose (13.8-15%). Minor constituents were fucose (0.65-1.2%), galactose (0.5-
0.8%), xylose (0.5-0.8%) and rhamnose (~0.5%). SA decreased the rhamnose and fucose
concentrations; F-I both decreased the percentage of mannose and glucose and increased rhamnose
and fucose. MeJA, in turn, increased the percentage of rhamnose, xylose and galactose. The data
suggest that F-I and SA modulate the defense responses of plants through a mechanism unrelated
to the MeJA via. Since the F-I and the SA induced the release phenolic compounds and the MeJA
increased in enzymatic activities, mainly age in the own plant cell wall. The SA and F-I were more
effective in the increasing defense enzyme-related activity of the plant that acts on the walls of
several phytopathogens, and the enzymes that can act in the cell wall of the plant were inhibited or
did not change.

Keywords: Hypersensitive response. Rubus fruticosus. Elicitors. Salicylic acid. Methyl jasmonate.
Rhamnoglucuronogalactan . Cell wall. Extracellular compounds.
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1 - INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

A resisténcia de plantas ao ataque de fitopatdgenos é a capacidade das plantas em
desenvolverem estratégias que impedem, restringem ou retardam a penetracdo destes
organismos em seus tecidos, diminuindo os efeitos danosos potenciais. As plantas sofrem
sucessivas agressoes de fatores bidticos, como virus, bactérias, insetos e outros organismos.
Sdo cada vez mais agredidas por fatores abidticos, decorrentes do aumento da poluicao do ar,
do solo e da dgua, sendo que os produtos téxicos presentes em rejeitos industriais e
domésticos alteram o ambiente, gerando fendmenos locais, como chuvas 4cidas, e até globais,
como o efeito estufa (aumento gradual da temperatura atmosférica) (HAMMOND-KOSACK;
JONES, 2000; PASCHOLATT; LEITE, 1995).

O metabolismo da célula vegetal sofre profundas alteracdes para se adaptar ao meio
em que vive (DANGL et al., 2000) e seu mecanismo de resposta a danos e doencas € acionado
assim que reconhece a agressio (HAMMOND-KOSACK; JONES, 2000; PASCHOLATI,
LEITE, 1995). O elaborado sistema de defesa e adaptacdo das plantas pode atuar de duas
formas. A primeira, a resisténcia constitutiva, ¢ composta pelos mecanismos de defesa pré-
formados, ocorre mesmo sem a acdo de agentes agressores. E recebida por heranca dos
ancestrais e torna as plantas imunes (ou nao-hospedeiras) a maioria dos patogenos. Os
mecanismos pré-formados estdo presentes nas plantas antes do ataque patogénico, podendo
ser estruturais, como espinhos, tricomas, cuticula ou substancias relacionadas a defesa
quimica (PASCHOLATTI; LEITE, 1995). Destacando-se os compostos fendlicos, terpendides
e algumas enzimas, tais como [-1,3-glucanases e quitinases. Esses fatores podem ser
suficientes para prevenir a colonizacdo de tecidos vegetais (SHEWRY; LUCAS, 1997;
HEATH, 2000; GERSHENZON, 2002).

Caso ocorra a penetragdo do agressor o sistema de defesa, denominado resisténcia
induzida, ¢ ativado, produzindo mecanismos pés-formados. Esses mecanismos sio papilas,
lignificagdo e fitoalexinas, entre outros. Podendo ser classificados como resisténcia
localizada, ativada no ponto onde ocorre a agressdo, e a resisténcia sistémica adquirida, que
protege a planta contra ataques subseqiientes (PASCHOLATI; LEITE, 1995; SHEWRY;
LUCAS, 1997).

O mecanismo de reconhecimento planta-patégeno, conhecido como ‘teoria gene-a-
gene’, foi proposto por Flor, em 1955, que sugere um sistema de reconhecimento planta-
patégeno como uma interagdo especifica. Um patégeno com o gene dominante de aviruléncia

(Avr) correspondente com um gene da planta dominante de resisténcia (R). O produto do gene



Avr do patégeno ndo é capaz de provocar doenga na planta, se a planta tiver o gene R
apropriado (interacdo incompativel). Quando a planta ndo possui o gene adequado, ndo ha
reconhecimento nem resisténcia, tornando o patégeno virulento (interacdo compativel)
(FLOR, 1955).

Para ocorrer a resisténcia induzida, a planta necessita reconhecer a presenga do
microrganismo agressor e, conseqiilentemente, transmitir os sinais para a ativagdo dos
mecanismos de defesa. Esse reconhecimento é adquirido devido a presenca de moléculas
indutoras das respostas, chamadas de elicitores (GOMEZ-GOMEZ et al., 2002,
HAMMOND-KOSACK; PARKER, 2003; PARKER et al., 2003, NURNBERGER; SCHEEL,
2001) que sdo capazes de se ligar as moléculas receptoras encontradas provavelmente na
membrana celular. Além disso, essas moléculas difundem-se nos tecidos da planta, perto da
infeccdo e em tecidos distantes, desencadeando outras respostas de defesa, destacando-se a
resisténcia sistémica adquirida (RSA) (DURRANT; DONG, 2004; LUCAS, 1998).

Estudos que compararam espécies de milho resistentes a infeccdo pelo fungo
Exserohilum turcicum, que causa a helmintosporiose ou mancha-marrom, com as espécies de
milho suscetiveis ao agente, demonstraram que as espécies de milho com menor resisténcia a
doenca apresentaram atraso na ativagdo do seu mecanismo de defesa, aparecendo os sintomas
da doenga. Tal fato comprovou a importincia da rapidez e magnitude necessiria para a
ativacdo do sistema de defesa da planta durante a expressdo da resisténcia (SHIMONI et al.,
1991).

A resposta de hipersensibilidade (RH) ¢ uma das principais respostas de defesa
encontrada nas plantas e seus eventos celulares iniciam-se imediatamente apds o primeiro
contato do patégeno com a planta (STICHER et al. 1997).

A HR ¢é caracterizada pela morte das células situadas no local de contato do agressor
com a célula vegetal. Com isso, a planta impede o acesso do patégeno as células vizinhas,
limitando a infeccdo (GOODMAN; NOVACKY, 1994; SCHENK et al., 2000). Apesar desse
evento ndo estar claramente esclarecido, sugere-se que o primeiro sinal que ocorre é a
despolarizacdo da membrana plasmadtica e o fluxo de fons que é mediado por proteina G. De
um modo geral, ocorre influxo de fons célcio (Ca™) para o citoplasma, via ativagdo de canais
de calcio e, simultaneamente, a perda de fons potassio (K*) e ganho de fons hidrogénio (H")
pelas células (MATHIEU et al., 1991).

O aumento do Ca* intracelular provoca o aumento da atividade das enzimas
peroxidase de parede celular e da NADPH oxidase de membrana e conseqiientemente gera

espécies reativas de oxigénio (ERO), levando ao aumento rdpido e transitério de agentes



oxidantes e a destrui¢do de compartimentos (ALLAN; FLUHR, 1997; ANDI et al., 2001;
LAMB; DIXON, 1997).

Este fluxo de fons provoca a indugdo de proteina-quinase mitogeno-ativadas (MAPKs)
que € translocada para o nicleo e vdarias proteinas sdo rapidamente fosforiladas e
desfosforiladas. Sabe-se que ocorre acimulo de 4cido salicilico (AS) e a geracdo de ERO,
principalmente o peréxido de hidrogénio (H,O5,), ja que AS inibe a catalase que é responsavel
para a transformacdo de H,O, em H;O e O, (ALLAN; FLUHR, 1997; BREUSEGEM et al.,
2001; LAMB; DIXON, 1997).

Além disso, na RH ocorre o espessamento das paredes celulares e da cuticula (fina
camada sobre a epiderme do caule e das folhas), a sintese de toxinas (fitoalexinas) e proteinas
relacionadas a defesa (proteinas-PR) (SCHENK et al., 2000), nio ocorrem ataques
subseqiientes por fitopatégenos na célula vegetal (BUCHANAN et al., 2000).

Uma das respostas mais caracteristicas, que ocorre poucas horas apds o
reconhecimento do invasor, é o aumento da producdo ERO. O perdxido de hidrogénio (H,O5)
€ o principal composto formado, que estd envolvido tanto na morte do patégeno por acio
direta e/ou na inducdo da HR. Paralelamente, ocorre o aumento da sintese e liberacdo de
compostos fendlicos e producdo aumentada de lignina (BARRETO, 2005).

Existem evidéncias que tratamentos com ERO mimetizam a RH provocada por
patégeno incompativel. As diferengas nas respostas provocadas por ERO na RH devem ser
concentragdo dependente, sendo que alta concentracdo provoca a morte celular, enquanto
baixa concentracdo deve estar envolvida na sinalizacdo, como na transcricio de genes
responséveis pela codifica¢do de proteinas antioxidantes (BUCHANAN et al., 2000).

Estudos realizados com o fungo Magnaporthe grisea (Pyricularia grisea.), que é
responsédvel pela doenga da brusone em gramineas, sendo caracterizada pela formacdo de
pequenas lesdes necrdticas, de coloracdo marrom, que evoluem, aumentando de tamanho,
tornando-se elipticas, com margem marrom e centro cinza ou esbranqui¢ado, mostram
mudangas metabdlicas durante a infec¢do. Idénticas mudangas metabdlicas ocorreram durante
a infecc@o de Magnaporthe grisea em cevada, arroz e uma graminea chamada Brachypodium
distachyon. Em tecidos pré-sintomédticos ocorreu o acimulo de malato e poliaminas, ao invés
de ser gerado ERO para a defesa do hospedeiro e o nivel de metabdlitos associados
diminuicdo de estresse redox, em diferentes compartimentos celulares, aumentou
dramaticamente. A atividade da enzima NADP-malica e geracdo de ERO foram observados
nos locais da infec¢do do patégeno e ambos foram suprimidos em interacio compativeis.

Ocorreu desvio do percurso do chiquimato para produzir quinato, bem como a acumulagédo de



precursores do polimero de lignina. Isso nos mostra a modulacio do metabolismo
fenilpropandides na defensiva por Magnaporthe grisea e da incapacidade das espécies
hospedeiras para gerar RH ou produzir papilas lenhificadas (ambos envolvendo ERQO) para

restringir a invasio do patégeno (PARKER et al., 2009).

1.1- Espécies reativas de Oxigénio

Um fend6meno comum em resposta ao estresse ou a presenca de patdégeno como
manifestacdo oxidativa € a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), que sdo geradas
a partir do oxigénio molecular (O,). Essas substincias téxicas sdo formadas principalmente
durante fungdes metabdlicas normais, nos peroxissomos ou induzidas por estimulos
ambientais aos quais as plantas estdo constantemente expostas (MITTLER, 2002).

As espécies reativas de oxigénio (Figura 1) sdo classificadas como radicais livres por
apresentarem elétrons desemparelhados na sua estrutura, fazendo com que reajam avidamente
com moléculas bioldgicas, como DNA, proteinas e lipideos, alterando suas fungdes (DROGE,
2002).

O estresse oxidativo € decorrente do desequilibrio entre moléculas oxidantes e
antioxidantes que resultam na inducio de danos celulares pelos radicais livres. A ocorréncia
de um estresse oxidativo moderado, freqiientemente, ¢ acompanhada do aumento das defesas
antioxidantes enzimdticas, mas a producdo de uma grande quantidade de radicais livres pode
causar danos e morte celular (BIANCHI; ANTUNES, 1999; DOKE; MUIRA, 1995;
EKMEKCI; TERZIOGLU, 2005).

Provalvemente a primeira reagdo que ocorre com a redugdo de O, produz radicais de
vida curta, os superdxidos (O,”7) que sdo incapazes de atravessar membranas bioldgicas,
ficando confinados no compartimento onde sdao gerados, sendo dismutados a peréxidos.
Quando essa inversdo ndo ocorre, o radical superdxido pode reduzir quinonas e complexos
metdlicos de transi¢ao de Fe’* e Cu®, afetando a atividade de metalo enzimas (NEILL et al..
2002).

Os cloroplastos e as mitocondrias sdo organelas com alta atividade de oxidacdo
metabdlica ou com fluxo de elétrons sustentado, sendo pontos de producdo de ERO na célula.
Trabalhos sugerem que a mitocondria pode ser uma organela que gera ERO sobre estresses
especificos. Os eventos da fotorrespiragdo nos peroxissomos ¢ uma forma de producio de
H,0, (BREUSEGEM et al., 2001).

O oxigénio € altamente reativo durante sua reducdo até dgua na cadeia respiratdria.

Uma pequena parcela dos elétrons que escapam da cadeia respiratéria pode reduzir o oxigénio



molecular (O,), formando os radicais livres. As principais formas de ERO sdo o oxigé€nio
singleto (102), o fon superéxido (O;"), o radical hidroxila (OH) e o peréxido de hidrogénio
(H,0,) (CHANDRU et al., 2003; SCANDALIOS, 1993; MITTLER, 2002).

No cloroplasto, as espécies reativas sdo formadas através do O, liberado na
fotossintese, o qual sofre a acdo de enzimas oxidases e peroxidases que se encontram na
membrana plasmatica. A ativacdo dessas enzimas desencadeia a resposta de
hipersensibilidade e a destruicdo do patégeno. As moléculas mensageiras formadas, O," e
H,0,, apesar de serem uma ameaca as plantas em alta concentrac¢io, funcionam como parte de
uma rota de transdug@o de sinais que levam a indugdo de defesa ao patdgeno e a morte celular
programada (PCD) (FOYER; NOCTOR, 2003).

Os peroxidos de hidrogénio sdo capazes de percorrer longas distancias do local onde
sdo produzidos, podendo afetar outros compartimentos (VRANOVA et al., 2002). Eles
induzem a formac@o de ligacdes transversais na parede celular, o fechamento de estomatos, a
expressdo de genes relacionados a defesa das plantas, auxiliam na ativagdo da via dos
fenilpropandides e no fluxo de ions, biogénese de peroxissomos, ativam enzimas como as
catalases, peroxidases, glutationa S-transferase e inativam a enzima superéxido dismutase e
danificam 4cidos nucléicos, proteinas e lipideos, além de participar do processo de RH
(NEILL et al., 2002).

O radical OH é o ERO mais reativo, porém com meia vida muito curta, podendo
reagir com quaisquer moléculas presentes nas células (CHANDRU et al., 2003). As células
ndo produzem enzimas capazes de eliminar esse radical, ocorrendo assim, em alta
concentragio e provocando a morte celular (VRANOVA et al., 2002).

Para controlar as espécies reativas de oxigénio as células vegetais apresentam um
sistema de defesa antioxidante enzimatico que inclui, como principais enzimas, as superéxido
dismutases (SOD) e as peroxidases (POX), que removem os radicais superéxido e peroxido,
respectivamente (HERNANDEZ et al., 2001; CAVALCANTI et al., 2006). Outras enzimas
antioxidantes também estdo presentes nas plantas, como por exemplo: a ascorbato
peroxidase (APX), glutationa redutase (GSH), peroxiredoxina (tioredoxina peroxidase,
Prx), catalase (CAT) e polifenol oxidase (PPO) (SCANDALIOS, 1993; MITTLER, 2002).
As células também utilizam sistemas antioxidantes ndo-enziméticos como: o dcido ascorbico
(vitamina C), glutationa (GSH) e carotenéides, que ocorrem em alta concentragdo nas plantas

(SLESAK et al., 2002).
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Figura 1. Esquema representativo do estresse oxidativo com a formagéo de espécies

reativas de oxigénio (ERO) (adaptado de BAKER; ORLANDI, 1999).

1.2. Compostos Antioxidantes

As plantas possuem vias metabdlicas que sintetizam substincias que ndo estdo
envolvidas em processos vitais, com estruturas quimicas muito variadas e as vezes muito
complexas, conhecidas como metabdlitos secundarios. Existem tr€s grandes grupos de
metabdlitos secunddrios: terpenos, compostos fendlicos e composto que contém nitrogénio,
comumente chamados de alcaléides (GERSHENZON, 2002).

Esses compostos participam da defesa da planta contra patdgenos (SUDHAKAR et al.,
2007), por possuirem fungdo alelopatica que impede o crescimento de plantas vizinhas
competidoras, além de participarem da composi¢do da parede celular, provocando o
fortalecimento dessa parede. Os fendlicos também permitem a conducdo de dgua e sais
minerais pelo xilema, que auxilia na adaptacdo de plantas em clima seco, confere pigmentos
as plantas e produzem substincias antimicrobianas como as fitoalexinas (LUZZATTO et al.,
2007; MILBURY et al., 2007; TAIZ; ZEIGER, 2002).

Os compostos fendlicos sdo substincias que possuem pelo menos um anel aromatico
no qual ao menos um hidrogénio € substituido por um grupamento hidroxila. Esses compostos
quimicos pertencem a um grupo heterogéneo com aproximadamente 10.000 compostos. Sao
biossintetizados por diversas rotas metabdlicas, porém a maioria dos compostos € sintetizada

por meio da via do acetato/malonato, do acetato/mevalonato e do chiquimato (via do acido



chiquimico) e acumulam-se nos vacuolos das células vegetais (HERMANN; WEAVER,
1999).

A classe mais abundante de compostos fendlicos € derivada da fenilalanina, por meio da
reagdo catalisada pela enzima fenilalanina amonia-liase que é situada num ponto chave entre o
metabolismo primadrio e secunddrio, forma o dcido cinimico por meio da eliminacdo de uma
molécula de amdnia. A invasdo de patégenos desencadeia a transcricdo do RNA mensageiro que é
responsavel por codificar a enzima fenil amodnia liase (FAL), conseqiientemente aumenta sua
atividade e a sintese de compostos fendlicos (GERSHENZON, 2002; TAIZ; ZEIGER, 2004).

A via do fenilpropandéide sintetiza uma variedade de compostos fendlicos que convertem
carboidratos simples, derivados da glicdlise e da via das pentoses fosfato, em aminoacidos
aromaticos (HERMANN; WEAVER, 1999). Eles apresentam diferentes fun¢bes nas plantas,
como antioxidantes, agentes antimicrobianos, pigmentos coloridos e polimeros, suberinas e
ligninas como constituintes estruturais (SARMA et al., 1998).

A atividade antioxidante desses compostos € principalmente devida as suas
propriedades de O6xido-reducdo, as quais podem desempenhar um importante papel na
absorcdo e neutralizagdo de radicais livres, quelando o oxigénio tripleto e singleto ou
decompondo perdxidos (DEGASPARI; WASZCZYNSKY], 2004).

Os fendis sdo produzidos em células especializadas distribuidas pelos tecidos ou em
locais estratégicos. As enzimas dessas sinteses sdo associadas ao reticulo endoplasmatico, o
que permite que, logo apds a producdo, esses compostos sejam armazenados em vesiculas, na
sua forma original ou glicosilada (ISAAC, 1992; HRAZDINA, 1994). Entretanto, quando em
estado livre nas células sdo toxicos e rapidamente sdo oxidados pela acdo das peroxidases.

Beckman (2000) sugeriu que a oxidagdo ou polimerizagdo € obtida por intermédio de
H"-ATPases. Geralmente a concentracdo de H™ no interior do vactiolo € significativamente
mais alta do que no citoplasma, o que permite manter os grupos hidroxil dos compostos
fendlicos em um estado ndo ionizado no interior vacuolar. Portanto, permanecem na forma
reduzida em compartimentos intracelulares. Com o reconhecimento da planta ao patégeno, os
fendis sdo descompartimentalizados e provocam a RH.

A compartimentalizagdo foi comprovada em um estudo realizado com raizes de
banana (Musa acuminata L.), demonstrando que os compostos fendlicos ficam armazenados
em células especializadas (células de tanino) distribuidas no parénquima do xilema na forma
de dopamina (MACE et al., 1963).

Durante a infeccdo, os compostos fendlicos agem como agente antimicrobiano,

retardando o crescimento do agressor e permitem o controle dos ERO com sua atividade



antioxidante. A parede celular é modificada por substituintes fendélicos ou deposi¢do de
papilas, formando uma barreira fisica que impede a penetracio do invasor (BARRETO,
2005).

Compostos extraidos de amora-preta (género Rubus), por exemplo, ja demonstraram
grande potencial para remover radicais livres, diminuindo a oxidagdo lipidica da membrana
(DEIGTHON, 2000; HEINONEN et al., 1998). Honner (1988) comprovou o efeito do
estresse abidtico, como a temperatura, na alteracdo da concentracio de metabdlitos
secunddrios. Ele observou que plantas que cresciam expostas ao sol aumentavam até trés
vezes a producdo de taninos quando comparado a plantas cultivadas sob sombreamento.

Em clones resistentes de cacaueiro contra o fungo Crinipellis perniciosa observaram
altos valores de fendis, sugerindo o envolvimento desses compostos na resisténcia
constitutiva, jd que a concentracio de compostos fendlicos em tecidos infetados era maior em

relacdo a tecidos sadios (NOJOSA, et al., 2003).

1.3. Parede Celular

A parede celular € responsavel pela forma da célula, resiste a pressdo interna, controla
a velocidade e a direcdo do crescimento, participa do transporte intercelular, do
armazenamento de material de reserva, da sinalizagdo e do reconhecimento entre diferentes
células, sendo fundamental seu papel na protecdo contra patégeno (CARPITA; McCANN,
2000; WILSON et al., 2000). Além de participar da fotossintese com a incorporagdo da maior
parte do carbono que participa desse processo nos polimeros que constituem a parede celular
das plantas (CARPITA; McCANN, 2000).

A parede celular é composta, principalmente por polissacarideos como hemiceluloses,
compostos pécticos (pectinas) e em maior quantidade de celulose, entre outros compostos
que vao sofrendo alteragdes ao longo da vida das células (TAIZ; ZEIGER, 2004). Em geral, a
morfologia da parede celular de uma célula vegetal é composta por trés regides distintas: a
lamela média, parede primaria e parede secundaria (Figura 2) (CARPITA; McCANN,
2000; RAVEN et al., 2001). Sua composi¢do molecular varia de uma planta para a outra e a
alteracdo na espessura da parede depende do estdgio de desenvolvimento da célula. Apds o
crescimento, muitas células depositam material adicional em sua parede formando a parede
celular secundaria (RAVEN et al., 2001).

A lamela média ¢ a interface entre as paredes primdarias das células vegetais, ou seja,
regido de interseccdo entre duas células de um tecido vegetal (CARPITA; McCANN, 2000) e
possui alta quantidade de pectinas e diferentes proteinas (TAIZ; ZEIGER, 2004).



Pectinas sdo os polissacarideos mais abundantes encontrados na lamela média onde
eles regulam a adesdo intercelular, apresentando caracteristica de um agente cimentador entre
as células vizinhas de um tecido vegetal (BOLWELL, 1993; MOORE et al., 1986).
Morfologicamente se distingue das pectinas encontradas na parede primaria por apresentarem

menor grau de ramificacio de cadeias curtas (SELVENDRAN, 1985).

Parede Celular

? [ Secundéaria

Parede Celular
Primaria

Lamela Média

Figura 2. Esquema representativo da lamela média, da parede celular priméria e da

divisdo da parede celular secunddaria (adaptado de TAIZ; ZEIGER, 2004).

1.3.1. Parede Primaria

Parede celular primaria é uma fina camada produzida a partir da divisdo celular. E
caracterizada por ser delgada e flexivel, podendo se moldar para acompanhar o
desenvolvimento das células no decorrer de seu crescimento. A estrutura geral da parede
priméria € composta por uma rede de celulose e hemicelulose embebida em uma matriz de
polissacarideos pécticos e, em menor quantidade, de proteinas e lipideos (1-10%) depositados
em ambos os lados da lamina. Sua composi¢cdo varia conforme o tipo de tecidos e 6rgios
(HAYASHI, 1989; CARPITA; McCANN, 2002; COSGROVE, 2005; JARVIS; McCANN,
2000; RAVEN et al., 2001 CARPITA; GIBEAUT, 1993).

A parede celular primdria € constituida por duas interfases, uma fase mais homogénea
denominada de microfibrilar e a outra matricial, sendo mais heterogénea. A fase microfibrilar
€ assim chamada por ser composta por microfibrilas que sdo estruturas longas e finas

constituidas por moléculas de celulose associadas entre si por ligacio de hidrogé€nio e
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alinhadas paralelamente com as diversas microfibrilas presentes nessa fase da parede, sua
disposicdo da resisténcia e suporte a parede celular. Podem-se encontrar zonas amorfas em
que as fibras de celulose ndo t€m orientagdo regular. A celulose € o composto orgdnico mais
abundante do mundo (FRY, 1988; ENGLEHARDT, 1995; FRY, 1989; SJOSTROM, 1981),
que constitui 20 a 30% das paredes celulares primdrias e 40% das paredes celulares
secundarias (FRY, 1989). E um polimero linear de alta massa molecular constituido por

unidades monoméricas de B-D-glucose formando as microfibrilas de celulose ligadas B(1-4).

j_ Lamela
Média
Parede
Pectina —  Celular
Primaria
Hemicelulose

(Xiloglucana) j Membrana

Plasmatica
Microfibrila
de Celulose

Figura 3. Esquema representativo da parede celular primdria (adaptado do site

http://micro.magnet.fsu.edu/cells/plants/cellwall.html).

A fase matricial consiste de uma variedade de polissacarideos (hemiceluloses),
glicoproteinas e compostos pécticos (pectinas), variando a sua composicido com as diferentes
camadas da parede, tipos de células e diferentes fases do ciclo celular (ROLAND et al., 1992).

As hemiceluloses apresentam um grau de polimerizacdo menor que a rede de celulose,
sendo formadas por cadeias mais curtas e bastante ramificadas (BROWING, 1963) que se
unem a rede de celulose pelas ligacdes de ponte de hidrogénio (FRY, 1989). Esses polimeros
sdo responsaveis pelo aumento da flexibilidade da parede celular, participando da regulacio

do crescimento e desenvolvimento do vegetal (FENGEL; WEGENER, 1989; LIMA, 2002).
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As pectinas sdo a familia mais complexa de polissacarideos. Em geral, sdo compostas
por cadeias lineares de dcido D-galacturonico (GalA) (WILLATS et al., 2001) em ligacdo f3-
(1-4), podendo ou nio estar interrompidas por unidade de L-ramnose em ligacdo B-(1-2). As
cadeias laterais s3o compostas principalmente por arabinose e galactose; zonas muito e pouco
ramificadas coexistem na mesma molécula (DE VRIES et al., 1982).

Alguns polissacarideos pécticos possuem estrutura primdria relativamente simples,
como a homogalacturonana (HG), que apresenta uma cadeia linear de dcido galacturdnico
(GalA) (cerca de 200 unidades) que podem se unir pelas ligacdes cruzadas com fon célcio
(Ca2+), formando uma rede entre as cadeias. O acimulo do composto inorganico calcio (Ca2+)
facilita a ligacdo entre os polimeros de pectina aumentando sua resisténcia (CARPITA;
McCANN, 2000; FRY, 2004; TAIZ; ZEIGER, 2004).

Os HG podem representar até 60% da pectina em uma parede primaria (ONEILL et
al., 1990). As enzimas que fragmentam HG (endo e exo poligalacturonases e liases) sdo
secretadas por muitos patogenos de plantas. Esses fragmentos de oligogalacturonideos
apresentam funcdo na inducdo do mecanismo de defesa da planta (RIDLEY et al., 2001).

As paredes celulares contém diferentes proteinas que pode desempenhar papel
estrutural, de reconhecimento e catalitico, sendo que a maioria delas s@o glicosiladas (TAIZ;
ZEIGER, 2004). Sua classificacdo se baseia na sua composicio (CARPITA; McCANN,
2000), distinguindo das proteinas citoplasmaticas por serem ricas em hidroxiprolina (GPRHs),
em glicina (PRG) ou rica em prolina (PRP) (CASSAB, 1998).

Outro grupo de proteina em que a hidroxiprolina também ¢é abundante € a proteina rica
em arabinogalactana (PAG). Na sua maioria ocorre nos espagos intercelulares, sendo presente
em menor quantidade na parede celular (FINCHER et al., 1983).

O primeiro modelo de parede celular primdria foi proposto por Albersheim, onde as
xiloglucanas (hemicelulose) estariam ligadas a microfibrilas de celulose pelas ligacdes de
hidrogénio, enquanto que ligacdes covalentes existiriam na matriz de xiloglucanas, pectinas e
glicoproteinas (KEEGSTRA et al., 1973). Em 1989, Fry propde que os polissacarideos
pécticos e as proteinas participariam, independentemente, do envolvimento do complexo
celulose-xiloglucana de maneira ndo covalente.

Carpita e Gibeaut (1993) elaboraram um modelo de parede celular primaria
subdividindo-as em 2 tipos estruturais. A parede do tipo I (Figura 4) que inclui as paredes de
plantas eudicotiledoneas e a parede do tipo II (Figura 5) que engloba algumas

monodicotiledOneas.
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As paredes do tipo I s@o formadas por uma rede de celulose composta por
microfibrilas de celulose que apresentam uma largura de 5 a 15 nm, sendo espagadas de 20 a
40 nm. Essas microfibrilas sdo enoveladas entre si e entrelagcadas pelas cadeias das
hemiceluloses. Como a principal hemicelulose desse tipo de parede temos as xiloglucanas,
podendo também ser encontradas em menor quantidade as hemiceluloses: (galacto)
glucomananas, galactomananas, (1-3) B-D-glucanas e glucuronoarabinoxilanas (CARPITA;
GIBEAUT, 1993; CARPITA, 1996).

As xiloglucanas constituem 20% da parede celular primdria das eudicotiledoneas
(McNEIL et al., 1984; FRY, 1989; HAYASHI, 1989), apresentando como cadeia principal j3-
D-glucose com ligagdes (1-4), sendo que 75% das unidades da cadeia de glucose sdo
substituidas o-D-xilose com ligagdes (1-6). Além da xilose, as unidades da cadeia de glucose
podem ser substituidas por galactose ou fucose em O-2 (FRY, 1989; HAYASHI, 1989;
CARPITA; McCANN, 2000).

As ligagdes das xiloglucanas com a rede de celulose se ddao por ponte de hidrogénio e
sdo responsaveis pela unido das microfibrilas de celulose adjacentes (FRY, 1989; HAYASHI,
1989; WHITNEY et al., 1999). As ligacdes entre xiloglucanas e celuloses sdo quebradas por
enzimas endoliticas durante o crescimento celular, permitindo a extensao celular (DARVILL
et al., 1992; WHITNEY et al., 1995). A remoc¢do da xiloglucana da rede de celulose pode
causar um colapso nas microfibrilas de celulose, fazendo com que estas percam o
espacamento e a orientagdo provocando o afrouxamento para o crescimento celular (McNEIL
etal., 1984; YORK et al., 1984; HAYASHI, 1989).

As xilanas s3o encontradas em menor quantidade na parede primdria (5%)
constituindo a principal hemicelulose da parede secundaria (20%). Estdo interconectadas nas
microfibrilas de celulose e lignina (HATFIELD et al., 1999).

A cadeia linear das xilanas é composta pelos monossacarideos de D-xilose unidos
pelas ligagdes glicosidicas do tipo B(1-4), podendo ser substituidas por unidades de acido O-
metilglucurénico, 4dcido glucur6nico, acetil e arabinose (FRY, 1989; O’NEILL, 2003).

A parede do tipo I é embebida em uma matriz péctica, que apresenta como principais
constituintes as homogalacturonanas e ramnogalacturonanas do tipo I (RG-I). As RG-I sdo
constituidas pelo dissacarideo repetitivo formado por dcido galacturdnico (o-D-GalAp) e
ramnose (0-L-Rhap). Raramente sdo encontradas ramnogalacturonanas do tipo II. A RG II
que ¢ altamente ramificada e muito varidvel, ou seja, pode conter mais de 10 diferentes

monossacarideos em sua cadeia (CARPITA; McCANN, 2000; FRY, 2004; TAIZ; ZEIGER,
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2004). As glicoproteinas ricas em hidroxiprolina, também chamadas de extensinas, sdo
incorporadas na parede celular primdria do tipo I (KEEGSTRA et al., 1973).

A matriz de pectina presente na parede priméaria fornece um preenchimento hidrofilico
formando uma fase gel hidratado (CARPITA; McCANN, 2000; FRY, 2004; TAIZ; ZEIGER,
2004) que envolve as ligagdes cruzadas de celulose-xiloglucana (CARPITA; GIBEAUT,
1993), impedindo a agregacgdo e o colapso da rede de celulose (CARPITA; McCANN, 2000;
FRY, 2004; TAIZ; ZEIGER, 2004).

As paredes do tipo II distinguem-se das paredes do tipo I, principalmente pela
presenga das cadeias de glucuronoarabinoxilanas, como principal hemicelulose, encontrada
interconectada com a microfibrila de celulose. As pectinas da parede do tipo II apresentam
cadeia principal composta por unidade de acido galacturénico intercalado por unidade de
ramnogalacturonana do tipo I (RG-I) e suas cadeias laterais sdo compostas por arabinanas,
galactanas ou arabinogalactanas (McNEIL et al., 1984; BACIC et al., 1988; CARPITA;
GIBEAUT, 1993).

As principais proteinas encontradas na parede do tipo I sdo as extensinas, que sdo
proteinas ricas em hidroxiprolina (GPRH) (CARPITA; McCANN, 2000). A maior parte das
unidades de hidroxiprolina sdo glicosiladas, contendo de 1 a 4 unidades de arabinose.
Algumas unidades de serina s@o glicosiladas com uma unica molécula de galactose
(COSGROVE, 2005; STUART; VARNER, 1980; LEACH et al, 1982; MELLON;
HELGESON, 1982; SMITH et al., 1984, 1986; VAN HOLST; VARNER, 1984; CASSAB et
al., 1985; STAFSTROM; STAEHELIN, 1986; BIGGS; FRY, 1990; KAWASAKI, 1991).

A classe de proteina rica em glicina (PRG) € caracterizada por conter até 70% de

(¢

glicina. Sugere-se que existam, pelo menos, duas grandes classes de PRG. Uma classe

(€N

encontrada na parede celular, enquanto a segunda classe é encontrada no citoplasma e
regulada por uma variedade de condi¢Oes de estresse. As proteinas da classe de PRG sdo

encontradas tanto em parede do tipo I como do tipo II (KELLER et al., 1989b).
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1.4. Moléculas Sinalizadoras em Plantas

A presenca de um microorganismo invasor é detectada pela planta pelas moléculas
secretadas (elicitores) pelo préprio patégeno. Além disso, outros pequenos compostos t€m a
funcdo de ativar o sistema de sinalizacdo da planta, como o acido salicilico (AS) e o metil
jasmonato (MeJA) (ALVARES, 2000; RAO et al.,, 2000; SHIBUYA; MINAMI, 2001;
SILIPO et al., 2005).

Os elicitores sdo moléculas que possuem estruturas quimicas muito diversificadas,
como (poli) peptideos, glicoproteinas, lipideos, poli e oligossacarideos (NURNBERGER;
SCHEEL, 2001), Estes ultimos sdo bem caracterizados (DARVILL; ALBERSHEIM, 1984) e
desencadeiam uma cascata de sinais que ird resultar na ativacdo de diversos mecanismos de
defesa na planta infectada (GOMEZ—GOMEZ; BOLLER, 2002; NURNEBERGER; SCHEEL,
2001; YAMAMIZO et al.; 2006).

Podem ser derivados dos fitopatdgenos (exdgenos) como também da parede celular da
prépria planta (endogenos) (UMEMURA et al., 2002). Os elicitores enddgenos surgem
devido a ac@o de enzimas hidroliticas associadas ao microrganismo invasor que pode liberar
fragmentos da parede celular das células vegetais (EBEL et al., 1997).

Os oligogalacturonideos (OGA) exibem diversas atividades sinalizadoras em células
vegetais que catalisam uma série de sinais que englobam os mecanismos de defesa da planta.
Muitos trabalhos investigam os efeitos sinalizadores dos elicitores, tais como a indugdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) (SHAW; LONG, 2003), as mudangas na expressdo de
genes que resultaria na produgdo de proteinas de defesa (BERGEY et al., 1999), a sintese de
compostos secunddrios e fitoalexinas.

Os fungos produzem enzimas, como a endopoligalacturonases (EPG) que agem nas
paredes celulares das plantas, liberando fragmentos pécticos que funcionam como elicitores
provocando o aumento da sintese de fitoalexinas (compostos de baixa massa molecular com
atividade microbicida) (SILVA; BRAGA, 2004). Os oligossacarideos elicitores obtidos pela
acdo de enzimas hidroliticas sobre xiloglucanas sdo capazes de regular o crescimento celular,
a morfogénese e inducio de inibidores de proteinases (CARPITA; GIBEAUT, 1993).

Os elicitores melhor caracterizados sdo as B-glucanas, derivadas de laminarinas e de
exopolissacarideos, derivados também da quitina (parede celular de fungos) e os
polissacarideos de pectinas, por exemplo, o OGA, originados da parede celular de plantas
(AYERS et al., 1976a,b,c; SHARP et al., 1984; WALKER-SIMMONS et al., 1983).

Os resultados dos estudos de Reymond e colaboradores (1995), que estabelece a

habilidade dos OGA com grau de polimerizacdo (GP) igual ou maior a 20 em induzir a
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fosforilacdo de proteinas in vitro, indicam que o tamanho ideal de OGA com capacidade
elicitora, pode refletir mais na sensibilidade do OGA do que na especificidade de
reconhecimento pelo seu receptor.

Entre os oligogalacturonideos obtidos in vitro, por hidrdlise dcida de polissacarideos
pécticos ou por tratamento com enzimas pécticas, aqueles que apresentam fragmentos com
GP de 10 a 12 unidades possuem maiores atividades elicitoras (SHIBUY A; MINAMI, 2001).
O processo de encurtamento dos elicitores pela a¢do da enzima endopoligalacturonases
(Endo-PG) sobre a cadeia do homogalacturonana é limitado a GP de 2-4 (SILVA; BRAGA,
2004).

Foi verificado por VARGAS-RECHIA et al. (1998) que um octassacarideo reduzido
(XXLGol), obtido da cadeia de xiloglucana presente nas sementes de Hymenaea courbaril, é
capaz de modular a resposta de B-L-fucosidase em células ou protoplastos de Rubus
fruticosus, enzima envolvida no processo de expansao celular.

Protoplastos de Rubus fruticosus, na presenca de uma fracdo de O-glicana
(glicoproteina) isolada do fungo Fusarium oxysporum L., aumentaram a produ¢do de ERO
(NITA-LAZAR et al., 2004), além de ocorrer um decréscimo da atividade do complexo da
FAL (NITA-LAZAR et al., 2002), comprovando que esse fragmento de glicoproteina tem
acdo elicitora nessas células.

Patier et al. (1995) mostraram que fragmentos provenientes do polissacarideo de
laminarina (B-1,3-glucana), que constitui a parede celular de vdrias espécies de fungos
patogénicos e sdo encontrados em herbicidas, sdo capazes de aumentar a atividade da enzima
D-glicanases (-1,3-glucanase ¢ B-amilase) em células de Rubus fruticosus. Foi demonstrado
também que uma B-carragenana é capaz de aumentar a atividade da enzima [-1,3-glucanase

no mesmo sistema de células em suspensao.

1.4.1. Acido Salicilico (AS)

Muitos estudos tém constatado que a aplicacdo do 4cido salicilico em plantas induz
resisténcia contra varios patdgenos, e que os vegetais podem sintetizd-lo, acumuld-lo sob
certas condi¢des metabdlicas e transportd-lo no floema, tecido condutor da seiva em plantas
vasculares.

O AS ¢ sintetizado a partir da rota do chiquimato que pode ser direcionado por dois
caminhos: a via dos fenilpropandides e a via do isorismato (Figura 6). Na resposta de

hipersensibilidade, onde ocorre & morte celular, foi sugerido que o acido salicilico é
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biossintetizado pela via dos fenilpropandides e durante a RSA, a sintese de AS, ocorre pela
via do isocorismato (WILDERMUTH et al., 2001; STRAWN et al. 2007).

A formagdo do 4cido chiquimico se dd pela condensacdo do fosfoenolpiruvato e a
eritrose-4-fosfato, que sdo compostos derivados da glucose, por meio da glicélise e da via da
pentose fosfato, respectivamente (VERBERNE et al., 2000). Esse 4cido se liga ao
fosfoenolpiruvato originando o 4cido corismico (corismato) para a formacdo dos aminodcidos
aromdticos percursores dos fenilpropandides, como a fenilalanina ou participa da via do
isocorismato para a formagdo do AS (LEE, LEON; RASKIN, 1995; SCHINEIDER et al.,
1996).

Ap6s a RH, as plantas freqlientemente desenvolvem uma resisténcia de longa duragao,
a resisténcia sist€émica adquirida (RSA) que acumula AS. Com a presenca do AS ocorre o
actimulo das proteinas ligadas a patog€nese e os genes de expressdo sdo ativados (ROCHA et
al., 2000; KUMAR; KLESSING, 2003). Dados sugerem que o AS também ¢ responsdvel pela
morte celular, possivelmente por meio de um “feedback™ positivo que envolve as espécies
reativas de oxigénio (KUMAR; KLESSING, 2003).

Para investigar o modo como o AS exerce os seus efeitos, varios mecanismos foram
estudados. As proteinas catalase, ascorbato peroxidase e anidrase carbOnica foram
identificadas. Essas trés enzimas sdo moduladas por AS, que em baixa a moderada afinidade e
parecem ter atividade antioxidante (KUMAR; KLESSING, 2003). Apesar da importincia do
AS na defesa vegetal ser aceita, o seu papel central ainda ndo é completamente esclarecido
(GRANT; LAMB, 2006; MYSORE, 2008; SHAH, 2003).

No trabalho de Park et al. (2007) foi identificado o metil salicilato (MeAS) como a
forma modvel do AS. O AS € convertido em MeAS pela enzima AS metil transferase no local
de sua sintese (PARK et al. 2007). Como o MeAS ¢€ volatil pode participar na sinalizagio
entre as plantas vizinhas (SHULAEV et al. 1997), atravessando os diferentes tecidos, sendo
hidrolisado a AS nas células alvo pela atividade da proteina 2 ligante de AS (SABP2) (PARK
et al. 2007).

A aplicagdo de AS exdgeno ou seus andlogos funcionais, tais como o acibenzolar S-
metil (benzotiadiazole, BTH), induz RSA nas plantas, resultando em resisténcia a
determinados patégenos (ACHUO et al., 2004; RESENDE et al., 2000). Inversamente, as
plantas expressando o gene bacteriano NahG, que codifica a enzima salicilato hidroxilase,
responsavel para a conversdo do AS em catecol, estdo mais suscetiveis a diversos patogenos

(GAFFENEY et al., 1993). Plantas transg€nicas que expressam a enzima salicilato hidroxilase
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ndo sdo capazes de acumular AS e, conseqiientemente, ndo desenvolvem RH e RSA
(DELANEY et al., 1994).

O AS também pode afetar a interacdo da planta com microrganismos simbioticos,
como demonstrado pelo aumento da nodulagéo da raiz apds a inoculagdo com Mesorhizobium
Loti, em plantas transgénicas de Lotus japonicus € Medicago truncatula expressando NahG
(ANAND et al., 2007, 2008; STACEY et al., 2006).

Plantas de Nicotiana benthamiana tratadas com AS foram menos suscetiveis a
infec¢c@o por Agrobacterium sp., enquanto que plantas de Nicotiana benthamiana, com genes
envolvidos na biossintese de AS silenciados, foram hipersusceptiveis a infeccdo por
agrobactérias (MYSORE, 2008).

Foi sugerido que o AS participe do sistema de controle da produgéo de calor durante a
floracdo das plantas termogénicas. Em Arum sp., o AS induz a termogénese, que libera
compostos de odor volateis que ajudam na polinizacdo (RASKIN et al., 1987). A energia para
termogénese é fornecida por um aumento do fluxo dos elétrons mitocondriais, pelo transporte
alternativo da enzima alternativa oxidase (AOX), que desvia o transporte de elétrons a partir
da via do citocromo ¢ e desacopla a produgcdo de ATP (MEEUSE, 1975).

Muitos trabalhos demonstraram que o papel do AS na RH possivelmente esta
relacionado com a inibi¢do das fun¢des mitocondriais (XIE; CHEN, 1999). Estudos com
plantas transgénicas de tabaco (Nicotiana tabacum) sugerem que a enzima alternativa oxidase
(AOX) pode estar envolvida na RH (ORDOG et al., 2002; ROBSON; VANLERBERGHE et
al., 2002), ja que ela é induzida pelos produtos quimicos, como o cianeto e antimicina A, que
sdo capazes de inibir o percurso de elétrons no citocromo, aumentando assim a formacédo de
ERO (MAXWELL et al., 1999; VANLERBERGHE et al., 1994; WAGNER; WAGNER,
1997). O AS também pode ter efeito na inibi¢do respiratoria; contudo, a inducdo do AS no
mecanismo de AOX e o seu local de acdo em células de tabaco ndao foram esclarecidos
(CHEN; XIE, 1999; MAXWELL et al., 2002).

Os avangos na compreensido dos mecanismos de defesa da planta revelam que esta
apresenta uma rede de percursores de transducdo de sinais, alguns dos quais sdo
independentes do AS. Estudos evidenciam que o jasmonato e o etileno desempenham papéis
importantes no caminho independente do AS (PIETERSE; VAN LOON, 1999; TRUMAN et
al. 2007).
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metabdlica dos fenilpropandides para posteriormente ser convertido em acido salicilico.
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1.4.2. Acido Jasménico (AJ)) e Metil Jasmonato (MeJA)

O 4cido jasmonico foi isolado pela primeira vez em 1962 do 6leo essencial de
Jasminum grandiflorum, porteriormente foi isolado do 6leo de Rosmarinus officinalis
(CARLETI et al., 1999).

A biossintese do percursor de MeJA, o AJ, € ativado por estimulos externos, tais como
radiacdo ultravioleta, ferimento mecanico, ataque de herbivoros, sistemas de elicitores e
outros. O MeJA influéncia a expressdo de vérios genes, alterando a abundancia de seus
correspondentes polipeptideos (DEVOTO; TURNER, 2003).

O MeJA ¢ biossintetizado pela via do 4cido linoléico, pela rota octadecandide
(Figura 7) e sua estrutura bésica é caracterizada por um anel ciclo pentano (SEMBDNER;
PARTHIER, 1993). Com a ativacdo da enzima fosfolipase A, (PLA;) ocorre a liberagio
intracelular do 4cido linolénico (AL). O AL € convertido a 4cido 13-hidroperéxido-
octadecatriendico (13-HPOT) pela enzima lipoxigenase (LOX) presente nos cloroplastos.
Posteriormente, a enzima aleno 6xido sintase (AOS) forma o acido oxo-fitodiendico (OPDA),
essa ciclopentanona sinaliza no citosol ou se converte em oxo-pentenil-ciclopentano (OPC).

Nos peroxissomos, os OPC sio reduzidos e B-oxidados formando o percursor AJ, que
pode ser metilado no citosol. O MeJA pode atuar nas células com ativacdo dos genes
presentes no nucleo das células, agir em células vizinhas ou ainda ser inativado (FARMER;
RYAN, 1992; WEBER, 2002).

O JA e o MeJA sdo moléculas sinalizadoras envolvidas na regulagdo de diversos
processos fisiologicos dos vegetais, tanto em flores como em frutos (PARTHIER, 1990;
VEDA; KATO, 1980). Participam da resposta de defesa ao estresse abidtico e bidtico, da
sintese e acumulo dos metabdlitos secundarios (DOARES et al., 1995; FACCHINI et al.,
1996; SLESAK et al., 2001), actimulo de proteinas de armazenamento (STASWICK et al.,
1991), desenvolvimento de embrides (WILEN et al.,, 1991), do desenvolvimento da
senescéncia (MASON; MULLET, 1990) e ainda sobre efeitos inibidores nos vegetais, alguns
dos quais sdo semelhantes aos mediados pelo dcido abscisico e etileno (UEDA; KATO, 1980;
PARTHIER, 1990).

O MeJA apresenta um importante papel na comunicacio inter-plantas para o aumento
de resisténcia contra um determinado herbivoro presente na agricultura. Assim, plantas
vizinhas ainda ndo infectadas adquirem RSA antes da presenca do patégeno, aumentando sua
resisténcia (SLESAK et al., 2001).

Muitos estudos comprovam que o tratamento com o MeJA tem a capacidade de

aumentar a sintese de enzimas da rota do octadecandide (SIVASANKAR et al., 2000).
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Estudos em folhas de maracujd, tratadas com o MeJA, tiveram forte inducdo da enzima
lipoxigenase (LOX) (RANGEL et al., 2002) e aleno 6xido sintase (AOS). Resultados
similares do acimulo de AOS foram observados em plantas de tomate que expressam AOS
em resposta a herbivoros (HOWE et al., 2000). Em linho, HARMS et al. (1998)
demonstraram a indu¢do de AOS devido a um ferimento mecénico e com o tratamento com
MelJA.

A atividade bioldgica do MeJA ¢é altamente dependente da sua concentracdo nas
plantas. Em concentra¢do baixa (1 até 10 uM) nos tecidos atua na inducdo da expressdo
génica relacionada com a defesa da planta, sendo que em concentracdes altas (acima de 50
M) provoca senescéncia, induzindo a morte celular (MASON; MULLET, 1990).

Jung (2004) estudou folhas de Arabidopsis sp. e comprovou que a adigdo do hormdnio
MelJA apés sete dias, aumenta aproximadamente 100 vezes a atividade da enzima peroxidase.
Alguns estudos utilizando proteina de elicitacao isolada de diversos patdgenos, por exemplo
harpina, sugerem que o MeJA possui a capacidade de inibir a RH (ANDI et al., 2001).

Em milho (Zea mays L.) foi comprovada a contribuicdo dos 4cidos ciclo-
hidroxamicos, por exemplo: 2,4-diidroxi-7-metoxi-1,4-benzoxazin-3-ona e o aleloquimico
diidroxi metoxi-benzoxazinona (DIMBOA), na resisténcia de plantas aos insetos (FREY et
al., 1997). Os pulgodes que se alimentaram com plantas de milho com uma alta concentragio
de DIMBOA reproduziram-se menos e demoram mais para atingir o estigio adulto de
desenvolvimento. Com isso, as coldnias de pulgdes nessas plantas diminuiram, permitindo
que a planta conseguisse suportar melhor o ataque do inseto. O tratamento de planta com o JA
(ou MeJA) exdgeno pode induzir o aumento dos derivados do alelo quimico DIMBOA em
folhas de milho (OIKAWA et al. 2001; WANG, 2007), mostrando que possivelmente, alguns
mecanismos de defesa induzidos por AJ, como o acimulo dos compostos secunddrios, pode
funcionar como agentes alelopaticos (WANG, 2007).

A correlagdo entre os hormonios jasmonato e etileno tem sido mostrada em uma série
de sistemas (FARMER et al., 2003). Em respostas aos diferentes agentes patogé€nicos, em
Arabidopsis sp., o jasmonato e o etileno apresentaram efeito sinérgico na inducdo de genes
relacionados com a defesa (HUDGINS; FRANCESCHI, 2004; PENNINCKX et al., 1998;
XU et al., 1995). Em plantas de tomate, tratadas com fracdo de proteina da parede celular
composta de duas glicoproteinas (POD-1 e POD-2) do agente ndo patog€nico Pythium
oligandrum, foram ativadas as vias de sinalizacdo dependentes de AJ e etileno e reforcada a
resisténcia a Ralstonia solanacearum, agente causador da murcha-bacteriana (KAWAMURA

et al., 2009, TAKENAKA et al. 2006, HASE et al. 2008).
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Figura 7. Representacido da Rota do Octa-decandides em células vegetais para a biossintese
do metil jasmonato (MeJA). O octadecamérico (sistemina) inicia uma cascata de eventos
intracelulares resultante da ativacdo de uma enzima fosfolipase A, (PLA;) citoplasmadtica que
libera 4cido linolénico (AL), que pode ser convertido em acido jasmonico (AJ). O AJ apds

sair do peroxissomos sdo metilados formando o metil jasmonato (MeJA).
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1.4.3- Ramnoglucuronogalactana (F-I)

Chorisia speciosa € uma espécie arbdrea nativa das florestas brasileiras, conhecida
como paineira, pertence a familia da Malvaceae. Sdo distribuidas na América do Sul,
principalmente no estado do Parand (BELESKI-CARNEIRO et al., 1999; BELESKI-
CARNEIRO et al., 1996).

A partir da testa de sementes da paineira foi isolado o polissacarideo denominado de
Ramnoglucuronogalactana (F-I). Esse polissacarideo é formado por unidades de galactose,
acido glucurdonico e ramnose, na propor¢do molar de 44:31:25, respectivamente. A cadeia
principal é formada por (1—4)-B-D-galactopiranosil com a extremidade constituida por
ramnose e galactose (BELESKI-CARNEIRO et al., 1996; BELESKI-CARNEIRO et al.,
1999; BELESKI-CARNEIRO et al., 2002).

Folhas de milho (Zea mays) infectadas com o fungo Colletotrichum graminicola,
responsdvel pela doenca da antracnose em plantas, foram tratadas com o polimero F-I,
ocorrendo um decréscimo na adesdo do fungo nas folhas (BELESKI-CARNEIRO et al.,
2002). Além disso, estudos em nosso laboratério sugerem que o F-I estimula a atividade de
proteinas relacionadas a patogénese (proteinas-RP), como a quitinase e a laminarinase e induz
o acumulo de compostos fendlicos em cultura de células de Rubus fruticosus (DE SOUZA,

2005).

1.5. Proteina-RP

Van Loon e Van Kammen (1970) comecaram a investigar as macromoléculas
(polipeptideos) que se acumulavam durante a RH devido a infec¢do pelo virus do mosaico do
tabaco. Desde entdo, a ocorréncia de muitas proteinas-RP t€m sido registrada em uma grande
variedade de espécies vegetais (CUTT; KLESSIG, 1992).

As proteinas-RP sdo proteinas antifingicas que se acumulam em plantas durante a
interacdo do patégeno (WARD et al., 1991). Foram descritas cerca de 13 classes de proteinas
antifingicas, entre elas sdo encontradas as proteinas-RP, classificadas em cinco grupos,
baseados nos aspectos soroldgicas, na massa molecular e na composi¢do em aminoécidos. As
RP-1, que sdo de forma 4cida RP-1a, -1b e 1-c e a forma basica RP-1g, tém sido descritas em
arroz, trigo, amido, tabaco entre outros vegetais. As RP-2, também conhecidas como B-1,3
glucanases, atuam principalmente em polissacarideos estruturais, como B-glucana encontrada
na parede celular dos fungos. As RP-3 (quitinases) hidrolisam a quitina presente na parede
dos fungos. As RP-4 (proteinas R1, R2 e S2) sdo proteinas ligantes de quitina e foram

isoladas de folhas de fumo infectadas com TMV. Por ultimo, as RP-5 (osmotina e n-
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osmotina) possuem mecanismo de acdo ainda nio conhecido. Acredita-se que elas atuem na
lise rdpida da parede do fungo alterando a permeabilidade celular (STICHER et al., 1997;
SELITRENNIKOFF, 2001).

As enzimas quitinoliticas ou quitinases sdo enzimas capazes de degradar a quitina
(HARMAN et al., 1993), que é um componente estrutural da parede celular, principalmente,
de fungos. Portanto, sua agdo antibacteriana é devido a acdo de isoenzimas sobre a parede
celular (STINTZI et al., 1993). Elas catalisam a hidrdlise de ligagdes glicosidicas B(1-4)
presentes em biopolimeros de N-acetilglucosamina (KASPRZEWSKA, 2003).

As quitinases podem ser divididas em trés grupos: (1) as endoquitinases, (2) as
exoquitinases que podem ser divididas em dois grupos: (2a) as quitinabiosidases e (2b) as B(1-
4) N-acetil-glicosaminases e (3) as N-acetil-glicosaminases (HARMAN et al.,1993).

As quitinases s@o reguladas por uma grande variedade de condicdes de estresse, tanto
bidticos quanto abidticos, por fitormonios como etileno, dcido jasmodnico (proteinas-RP
dcidas) e acido salicilico (proteinas-RP basicas) (KASPRZEWSKA, 2003). No entanto, existe
pouco estudo sobre sua acdo de defesa contra a colonizacdo dos microrganismos invasores na

planta (CAVALCANTI, 2006).

Ii.l
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Figura 8. Esquema representativo da ligacdo da quitina (adaptado do site

http://www.melhordawiki.com.br/wiki/Quitina).

As B(1-3) glucanases (laminarinases) (Figura 9) sdo enzimas que degradam polimeros
de B(1-3) glucanas, constituintes da parede celular de fungos. Sdo também chamadas de
glucana-endo-B(1-3)-D-glucosidases e catalisam a rea¢do de hidrélise das ligagcdes [B-D-
glicosidicas da B(1-3)-glucana. (FLEURI; SATO, 2005).

As B-glucanases sdo também classificadas como O-glicosil hidrolases e podem ser

divididas, baseando-se no sitio de hidrdlise que elas agem, como: B(1-3) ou B(1-6)
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endoglucanase, que clivam o polimero de [B-glucana aleatoriamente e B(1-3) ou P(1-6)
exoglucanase que atuam nas pontas ndo redutoras desse polimero (NORONHA; ULHOA,
2000; GIL-AD et al., 2001).

As glucanaidrolases (B(1-3)-glucanases, B(1-3)-(1-4)-glucanases e B(1-4)-glucanases)
podem atuar de duas vias diferentes: pela degradacio da parede celular do patégeno
apresentando um efeito direto ou podem agir indiretamente, promovendo a liberacdo de
material derivados da parede celular que atuam como elicitores da reacdo de defesa
(NORONHA; ULHOA, 2000; GIL-AD et al., 2001).

A injdria no tecido vegetal provoca a deposi¢do de B(1-3)-glucana, na parede celular
em forma de calose, assim, parte do ferimento é fechado ou limitado e a invasao do patégeno
é restringida (MOROHASHI; MATSUSHIMA, 2000).

Owen et al. (1998) observaram um aumento da resposta de defesa devido o aumento
significativo na atividade da enzima B(1-3)-glucanase em raizes de plantas de videira tratadas
com o indutor quimico acibenzolar-S-metil (ASM), tornando a planta mais resistente contra os

nematéides patogénicos Meloidogyne javanica e Meloidogyne arenaria.

HO. HO.
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Figura 9. Representacdo estrutural do polimero de glucose em ligacdo glicosidica do
tipo B(1,3) (em azul) e B(1,6) (em vermelho) (adaptado:
http://4e.plantphys.net/image/ch15/wt1501c s.png).

As substancias pécticas ocorrem principalmente na forma de protopectinas e formam o

maior componente da lamela média das paredes primédrias de células de vegetais superiores
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(ALKORTA et al, 1998), podem ser degradadas por enzimas pécticas produzidas
naturalmente por plantas superiores, fungos filamentosos, leveduras e bactérias (GAINVORS
et al., 1994). Essas substincias pécticas s@o macromoléculas de alta massa molecular,
compostas de unidades de acido galactur6nico unidos por ligacdes a-1,4, parcialmente
esterificados por grupos metil éster (KAYSHAP et al. 2001; LIMBERG et al.,, 2000;
VILARINO, 1993). Elas sio classificadas em protopectina, a forma nativa unida com outros
constituintes das células vegetais, insolivel em dgua e totalmente metoxilada; dcido péctico,
compostas de unidades de dcido poligalacturdnico coloidal completamente desmetoxilada, e
pectina e 4cido pectinico que possuem um grau varidvel de metoxilagdo e, em condicdes
adequadas, sdo capazes de formar géis com 4cidos e acticares (MAIORANO, 1990;
McCREADY, 1970; SAKAI et al., 1993; WHITAKER, 1994).

A enzima poligalacturonase (hidrolase) atua na hidrélise das liga¢des glicosidicas a-
1,4 entre duass unidades de 4dcido galactur6nico do acido péctico (BRAVERMAN, 1963) e as
liases (pectina liase, PMGL), também chamadas de transeliminases, rompem ligacdes
glicosidicas, resultando em galacturonideos com uma ligagao insaturada entre os carbonos 4 e
5. Braverman (1963) descreve que a protopectina pode ser hidrolisada por dcido ou acdo da
protopectinase, liberando os acidos pectinicos. O grupo metilico dos acidos pectinicos é
eliminado pela acdo da enzima pectinametilesterase, liberando metanol e pectinas com poucos
grupos metilicos, que por sua vez sofrem hidrélise pela acdo da despolimerase, formando os
dcidos pécticos (poligalacturdénico). A enzima poligalacturonase atua sobre os dacidos
poligalacturdnicos, liberando os dcidos D-galacturonicos e elementos minerais ndo-essenciais

(PIMENTA; CHAGAS; COSTA, 2000).

1.5.1. Enzimas de Degradacao de Parede Celular e Mecanismos de Defesa em
Plantas

Diversos microrganismos patogénicos possuem mecanismos responsaveis pela sintese
e liberacdo de enzimas (celulase, pectinase, xilanase, protease) capazes de hidrolisar os
polimeros que formam a parede celular das plantas. Os fragmentos liberados da parede
celular, devido a acdo enzimdtica (oligossacarideos), atuam como moléculas sinalizadoras
desencadeando o mecanismo de defesa da planta (D’OVIDIO et al., 2004). Para a ampliacio
dos mecanismos de defesa, a propria planta produz essas enzimas depolimerizantes presentes
em sua parede celular (ROSE; BENETT, 1999).

As exo-O-glicosil-hidrolases, como as [-D-galactosidase, B-D-glucosidase e «-D-

xilosidase liberam da parede celular monossacarideos ou dissacarideos, clivando
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sucessivamente os poli ou oligossacarideos da extremidade ndo redutora. Essas enzimas ndo
atuam nas ligacdes glicosidicas de unidades de glucose substituidas por certos grupamentos,
como O-acetil, O-feruloil-ésteres, que podem estar ligados na cadeia de polissacarideos da
parede celular. Entretanto, as endo-O-glicosil-hidrolases conhecidas como endoglicanases
(endoglucanases, endoxiloglucanases) hidrolisam as ligacdes glicosidicas da regido interna da
cadeia dos polissacarideos (FRY, 1995).

As enzimas endoglucanases e a xiloglucana endotransglicosilase (XET), que estdo
presentes na parede celular de muitas plantas, atuam na interag@o das microfibrilas de celulose
com as xiloglucanas, hidrolisando as ligag¢bes cruzadas das xiloglucanas e modificando a
posicdo dos fragmentos de cadeia de xiloglucana na parede celular, respectivamente
(POTTER; FRY, 1993, 1994; NISHITANI; TOMONAGA, 1992).

Outras enzimas encontradas nas plantas participam do crescimento das células dos
vegetais, onde a parede celular das plantas sofre sucessivas reagdes enzimdticas que
hidrolisam as glucanas e outras ligacdes dos polissacarideos. Um estudo com Pisum sativum
demonstrou a participa¢do da enzima o-galactosidase durante o crescimento da planta, além
de protegé-la contra os microorganismos invasores (DOPICO; NICOLAS; LABRADOR,
1989).

Enzimas como a xiloglucana transglicosilase hidrolase (XTH) atuam na degradacéo e
no rearranjo das xiloglucanas da parede celular primadria, provavelmente alterando os sitios da
rede de microfibrilas de celulose, permitindo o alongamento e a expansdo durante o
crescimento celular (NISHITANI, 1997; ROSE et al., 2002).

De acordo com Lynd et al. (2002), existem no minimo trés classes de enzimas que
atuam na degradacdo da celulose: as endoglucanases que hidrolisam internamente ligagcdes
glicosidicas, gerando celo-oligossacarideos; as exoglucanases ou celobioidrolases, que
hidrolisam as extremidades ndo redutora da cadeia de celulose e celo-oligossacarideos,
liberando o dissacarideo celobiose; e as B-glucosidases que agem na hidrélise de celobiose e
celooligossacarideos curtos, gerando a glucose. Essas enzimas atuam nas ligagdes glicosidicas
presentes, principalmente, na rede de celulose da parede celular das plantas (PASCHOLATT;
LEITE, 1995). A enzima B-glucosidase € a tnica que consegue catalisar a quebra da ligacio
entre os dissacarideos, liberando a molécula de glucose para ser usada em diversas rotas
metabdlicas das plantas (ERIKSSON et al., 1974; IGARASHI et al., 2003; LYND et al.,
2002).

Muitos trabalhos reportam a capacidade das enzimas endoglucanases e das -

glucosidases em degradar xiloglucanas, além de celulose. As [B-glucosidases apresentam
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muitas isoformas e possuem diversas especificidades, podendo muitas vezes apresentar
variagdes por meio de separagdo eletroforética (SINGH et al., 1996; SHARMA et al., 1991).

Em cultura do fungo de Aspergillus sp., foram identificadas trés isoformas de [-
glucosidases, sendo duas intracelulares e uma extracelular. Elas se distinguem por
modificac¢do pds-traducionais (glicosilacdo) (IWASHITA et al., 1998).

As exo-f-D-galactosidases atuam na remo¢do de unidades B-D-galactosil de terminais
ndo redutoras modificando a parede celular (GIEHL, 2005; GROSS; SAMS, 1984). Em
tomate foram verificadas trés isoformas de [-galactosidases, denominadas de I, II e III. As
isoformas I e III apresentam alta atividade nos frutos imaduros e a atividade da isoforma II
foram aumentadas durante o amadurecimento (CAREY et al.,, 1995; GIEHL, 2005). Em
sementes quiescentes de Ricinus communis observou-se que atividade de P-galactosidase
pode aumentar durante a germinagdo e o desenvolvimento inicial da plantula (HARLEY;
BEEVERS, 1985).

A B-galactosidase age em conjunto com as enzimas pectoliticas. Com isso, elas sdo
capazes de afrouxar a estrutura da parede celular (KONNO, 1986). Sua acdo consiste na
quebra de ligacdes cruzadas do tipo B(1-4) entre os polimeros pécticos e de hemiceluloses.
Isso foi comprovado pela perda de galactose da parede celular antes do acimulo de
poliuronideos soldveis. Além disso, esses poliuronideos ndo possuiam unidades galactosil em
sua estrutura, diferentemente de quando se encontravam na parede (BARTLEY, 1974).

Durante o amadurecimento de uvas, Barnavon et al. (2000) observaram alteracdes na
composicido de monossacarideos da parede celular e constataram que era somente o acimulo
de glucose e o decréscimo de galactose. Com isso, estudos demonstraram que a enzima [3-
galactosidase que degrada a parede celular aumentava sua atividade apds o “veraison”, que é
um estdgio de desenvolvimento da uva que ocorre o acimulo rdpido de agucares e de
antocianinas e o amolecimento da baga durante o estigio de desenvolvimento da uva
(NUNAN et al., 2001).

Muitas enzimas que modificam os oligossacarideos de xiloglucana t€m sido detectadas
em parede celular de plantas (FRY, 1995). A enzima o-L-fucosidase é capaz de liberar o
monossacarideo de fucose da cadeia lateral dos oligossacarideos de xiloglucana e tem sido
purificado de plantas como ervilhas (Pisum sativum), €picotilos (FARKAS et al., 1991;
AUGUR et al., 1993), de Brassica oleracea (De La TORRE et al., 2002), de fungos (BAHL,
1970) e bactérias (WONG-MADDEN; LANDRY, 1995). Além disso, o cDNA que codifica
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a-L-fucosidase tem sido estudado e isolado de figados de humano (FUKUSHIMA et al., 1985;
OCCHIODORO et al., 1989) e rato (FISHER, ARONSON, 1989).

A o-L-fucosidase purificada da ervilha foi descrita como proteina de parede celular de
20 KDa que hidrolisa substrato de oligosacarideos contendo fucosil-a-1,2-Gal (AUGUR et al.,
1993)

Os oligossacarideos derivados da xiloglucana estdo envolvidos na regulacdo da
indu¢do da auxina (McDOUGALL, FRY, 1998, 1990) e o t-fucosil é necessario para a
regulacdo do efeito de XXFG (FRY et al.,1993). Em plantas de Arabidopsis com o gene
mutante mur, apresentam deficiéncia de Fuc (REITER et al.,1993), mostraram inibi¢do no
crescimento e paredes celulares frageis (De La TORRE et all., 2002).

O gene GHO95 que codifica al,2-fucosidase foi identificado em Arabidopsis thaliana.
A enzima recombinante correspondente AtFuc95A mostrou ativa em xiloglucana e em
fragmentos de xiloglucana convertendo XXFG para XXLG quando expressa em Nicotiana
benthamiana, mas ndo clivou oligassacarideos contendo al,3, al,4 or al,6-fucose e p-
nitrofenil-fucose. Esses resultados propdem que o gene AtFuc95A apresenta papel importante
no metabolismo de xiloglucanas (LEONARD et. al., 2008).

As xilanases (endo-P(1-4)-xilanases e [B-xilosidases) sdo outro grupo de enzimas
envolvidas no processo de ataque dos fitopatogenos. Além do substrato xilana, essa enzima
apresenta como substrato a xilose que também pode ser encontrado nas cadeias de
hemiceluloses (CAVALCANTI, 2006).

As pB-xilosidases, do fungo Aspergillus sp., s@o muito especificas para os
xilooligossacarideos curtos ndo substituidos e apresentam mecanismos hidroliticos
denominados de retentores (DE VRIES et al., 2001).

A galacturonase pertence a um grupo de enzimas conhecidas como pectinases e é
caracterizada em funcdo do substrato: pectina, dcido péctico ou oligos de D-galacturonatos e
pelo modo de atuar nos substratos. Essas enzimas clivam liga¢des glicosidicas no interior das
moléculas (denominada de endopoligalacturonases) ou nas liga¢des externas (denominada de
exopoligalacturonases) (GAVA, 1998).

A presenca de grupos metoxilicos na molécula de pectina pode inibir a acdo da
poligalacturonases, pois essas enzimas atuam na presenca de grupos carboxilicos livres no
substrato (DINU, 2001).

Bai et al. (2004) citam em seu trabalho que as endopoligalacturonase (EndoPG), por

degradarem a parede celular dos vegetais liberando oligopectinas, estdo envolvidas nos
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mecanismos de defesa das plantas. Esses fragmentos t€m a capacidade de agir como
moléculas sinalizadoras durante a RSA.

A clivagem da endoPG é menos efetiva quando comparamos com exoPG. As endoPG
normalmente liberam oligogalacturonatos e, em menor quantidade, mono e digalacturonatos;

a exoPG produzem, principalmente, os monos e digalacturonatos (SOUZA-LIMA, 2006).

1.6. Amora-Preta (Rubus fruticosus) e Cultura de Células

O género Rubus, pertencente a familia Rosaceae, forma um grupo diverso e bastante
difundido. Dentre as espécies de maior interesse agrondmico deste género, destacam-se Rubus
idaeus (framboesa) e Rubus fructicosus (amora preta), para os quais se estima existir entre
400 a 500 espécies de framboesas e amoreiras-pretas distribuidas na América, Europa, Africa
e Asia (ANTUNES, 2002; ARSEGO et al., 2002).

No Brasil, o cultivo de Rubus idaeus e Rubus fructicosus iniciou-se em 1972 no
Estado do Rio Grande do Sul, com plantas oriundas dos Estados Unidos (ARSEGO et al.,
2002). Tem apresentado sensivel crescimento de drea cultivada, nos udltimos anos, no Rio
Grande do Sul (principal produtor brasileiro) e tem elevado potencial para os demais estados
de caracteristicas climaticas semelhantes (ANTUNES, 2002).

A partir dos anos 80, iniciou-se a possibilidade de micropropaga¢do de muitas
culturas, incluindo de framboesa e amora-preta (DONNELLY; DAUBENY, 1986; FINNE,
1986; JENNINGS; McNICOL, 1991; LEONTIEV-ORLOV, 1989), as quais demonstraram
grande coeficiente de propagacgdo in vitro. As diferentes espécies requerem uma adequagio
nase condi¢des de cultivo, pois € elevada a variabilidade entre as espécies in vitro.

O recente trabalho realizado por De Souza (2007), que utilizou cultura de células de
Rubus fruticosus tratada com F-I e AS, para avaliar o efeito da RH sobre a parede celular,
demonstrou que essas moléculas elicitoras sdo capazes de ativar a producdo de ERO com
simultanea liberacdo de oligossacarideos de baixa massa molecular da parede celular,
enquanto o MeJA atua na liberagdo de fragmentos com massa molecular maior. Sugerindo
que esses fragmentos de maior massa, liberados por MeJA, possam atuar na sinalizagdo
responsdvel pelo espessamento da parede, pela liberacdo de enzimas e de outras moléculas
que englobam o mecanismo de defesa da planta.

Nosso trabalho d4 continuidade aos estudos iniciados por De Souza (2007) buscando

entender melhor os efeitos da RH sobre a parede celular.



31

2- OBJETIVOS

2.1 — Objetivo Geral
O objetivo geral deste trabalho é a caracterizagdo estrutural e/ou funcional dos
componentes extracelulares liberados durante a resposta de hipersensibilidade mediada por
dcido salicilico (AS), metil jasmonato (MeJA) e ramnoglucuronogalactana do tegumento das

sementes de Chorisia speciosa (F-1) em cultura de células de Rubus fruticosus.

2.2 — Objetivos Especificos

1- Padronizar as condi¢cdes experimentais para o estudo da variacdo dos componentes da

parede celular, de células de Rubus fruticosus, quando da elicitacio com AS, MeJA e F-I;

2- Anélisar a composi¢do monossacaridica da parede celular elicitadas com AS, MeJA e

F-I;

3- Determinar o teor de componentes fendlicos em células de Rubus fruticosus

elicitadas por F-I, AS e MelA;
4- Caracterizar a estrutura dos agucares no meio extracelular (fracio E);
5- Determinar as atividades: o-L-fucosidase, B-D-xilosidase, P-D-galactosidase, B-D-
glucosidase, laminarinase (f(1,3) glucanases), quitinase e galacturonase no meio extracelular

(fracdo E);

6- Determinar o efeito da elicitacdo com F-I, MeJA e AS sobre o producdo de ERO;
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3- MATERIAL E METODOS

3.1 - Equipamentos

- Agitador magnético (MARCONI® MAO089)

- Autoclave 4B Luperco (PHOENIX®)

- Balanca analitica (SHIMADZU LIBROR®AEL-40 SM)
- Capela de fluxo laminar (ENGELAB®)

- Camara de Neubauer (Bioblock)

- Centrifuga Beckman J2 — 21

- Espectrofluorimetro modelo F-4500 (Hitachi)

- Espectrofotometro (DU®-70 BECKMAN)

- Espectrofotometro (SPECTRONIC® 20 GENESYS)

- Leitor de microplacas modelo EIA (SIGMA®DIAGNOSTICS)
- Microscépio de luz (Olympus CH2)

- Mixer (PHOENIX® AP14)

- Rotaevaporador (PRIMAR®)

- Sonicador Vibra Cell (SONIC & MATERIALS INC. ®)
- Cromatdgrafo Liquido-Gasoso — (Cromatdgrafo CG)

- Cromatdgrafo, modelo 510, equipado com detector de indice de refragédo e

ultravioleta WATERS

3.2- Reagentes

- Todos os reagentes foram da marca SIGMA-ALDRICH, exceto os reagentes Bio-
Rad Protein Assay da marca BIORAD e Folin-Ciocalteu da marca IMBRALAB.

- As culturas de Rubus fruticosus foram preparadas a partir de calos cedidos pelo Dr.
Paul Joseleau do Centre de Recherches sur les Macromolécules Végétales (CERMAYV),
Grenoble, Franga.

- O polissacarideo ramnoglucuronogalactana (F-I) foi cedido ao nosso laboratério pelo
Laboratério de Quimica de Carboidratos Vegetais da UFPR, sob a responsabilidade da Dra.
Fany Reicher. O polimero foi obtido pela extracdo aquosa do tegumento das sementes de

Chorisia speciosa, purificado e sua estrutura determinada por Beleski-Carneiro et al., 2002.



33

3.3- Subcultura de células de Rubus fruticosus

As células de Rubus fruticosus foram cultivadas in vitro em meio semi-sélido e liquido
e mantidas em sala de cultivo. O meio de cultivo usado para o seu crescimento foi o meio
Heller (1953), padronizado de acordo com Hustache, Mollard e Barnoud (1975). As células
foram mantidas em sala de cultivo, a 25°C, sob iluminagao de 20001x, com fotoperiodo de 12
horas. Quando em meio liquido foram mantidos sob agitacio de 75 rpm.

O meio Heller consiste de macroelementos, microelementos, ferro (FeCl;.6H,O
1 mg/L), vitamina B12 (cloridrato de tiamina 1 mg/L) e glucose (50 g/L). Os sais dos
macroelementos (célcio, potdssio, magnésio, sédio e fésforo) sdo os nutrientes adicionados
em grande quantidade no meio e os sais dos microelementos (aluminio, cobre, boro,
manganés, niquel e zinco) s@o colocados em pequenas quantidades (Tabela 1). A glucose € a
fonte de carbono para as células vegetais. A cultura em meio semi-sélido foi realizada
acrescentando-se ao meio agar 12 g/L. como geleificante. A inoculacdo das células foi
realizada em capela de fluxo laminar, esterilizada com élcool e UV. O repique foi repetido a

cada seis semanas.

Tabela 1. Quantidades de macro e microelementos utilizados para preparacdo do meio
de cultura de Rubus fruticosus.

Macroelementos Microelementos
Substancia mg/L Substancia pg/L
Cloreto de célcio 56,5 Cloreto de aluminio. hexa hidratado 54
Cloreto de potdssio 750,0 Sulfato de cobre. penta hidratado 30
Sulfato de magnésio 121,0 Acido borico 1000
Nitrato de s6dio 600,0 Iodeto de potassio 1
Fosfato monossddico 108,7 Sulfato de manganés. mono hidratado |75
Cloreto de niquel. hexa hidratado 3
Sulfato de zinco. hepta hidratado 1000

3.4- Preparacao das Células Cultivadas

As células de Rubus fruticosus, para os experimentos de elicitacdo, foram retiradas na
fase exponencial de crescimento (18-21 dias de subcultura), filtradas em membrana de 100
wm e lavadas com meio Heller. A seguir foram ressuspensas em tampdo citrato de sédio 50

mmol/L (pH 5,9) contendo 2 g% de sacarose, 4 mmol/L de &cido etilenoglicol-bis-f3-
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aminoacetil éter-N-N-N’-N’-tetra-acético (EGTA), 3 mmol/L. de MgCl, e 0,06 mmol/L de
CaCl, (Tampdo de Elicitagdo TE).

3.4.1- Viabilidade e Contagem Celular

A viabilidade foi determinada por meio do corante azul de Evans (KANAI
EDWARDS, 1973) utilizando 20 uL de azul de Evans a 1% (m/v) adicionados a 200 pL de
suspensdo de células. Para os experimentos foi considerada uma viabilidade minima de 90%.

Ap6s a determinacdo da viabilidade, as células foram contadas para a padronizacdo da
quantidade a ser utilizada nos ensaios de elicitacdo em massa (g) e ndo em nimero de células
(cél/mL) como se fazia anteriormente em nosso laboratério. A contagem das células foi

realizada em cdmara de Neubauer com utiliza¢do de microscépio de luz (aumento de 10X).

3.4.2- Analise da producao de ERO

A producdo de ERO foi determinada segundo a metodologia descrita por Lee e
colaboradores (1999) e Murata e colaboradores (2001). As células de Rubus fruticosus (28,8
mg) foram adicionadas em 25 mL de tampdo TE, permanecendo em repouso durante 2 h.
Posteriormente, adicionou 2 pLL H;DCF-DA 2 mmol/L e incubou-se durante 20 minutos na
auséncia da luz. Sem elicitacdo prévia, as células foram submetidas a cinética da producdo de
ERO na presenca das moléculas indutoras de F-I, AS ou MeJA na concentracdo de 1 umol/L
durante 1800 segundos (30 minutos). Agua deionizada e DMSO foram utilizados como
controles da elicitagdo. O aparelho utilizado para medir a fluorescéncia foi o
Espectrofluorimetro modelo F-4500 (Hitachi) com o comprimento de onda de excitagdo de
503 nm e de emissdo de 529 nm, fendas de 5 e 10 nm, respectivamente, sob voltagem de

700v.

3.4.3- Ensaios de Elicitacao

Para os ensaios de elicitacdo, as suspensdes celulares foram preparadas em frascos
pretos, para evitar o efeito da luz como elicitor, contendo 1,8 g de células em 24 mL de
tampao citrato de s6dio 50 mmol/L (pH 5,9), contendo 2 g% de sacarose, para cada elicitor
analisado. Os sistemas foram mantidos em repouso por 2 horas com a finalidade de minimizar
o estresse metabdlico causado pela manipulacdo durante a preparacdo. Apds esse periodo foi
acrescentado 1 mL da solucdo dos elicitores dcido salicilico (AS), metil jasmonato (MeJA) e
ramnoglucuronogalactana de Chorisia speciosa (F-1), separadamente, todos na concentracio

final de 1 pmol/L, permanecendo os sistemas reacionais sob agitagdo, a temperatura
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ambiente, durante 60 minutos. O controle do ensaio foi realizado utilizando-se 4agua
deionizada ou dimetilsulféxido (DMSO) como elicitor. Cada elicitacdo foi realizada em
triplicata e as indugdes foram interrompidas colocando-se as amostras em gelo. As células
foram recuperadas por decantagdo e 25 mL dos sobrenadantes foram retirados para a andlise
dos compostos extracelulares (fracdes E). As células foram adicionados 10 mL de tampdo

Tris-HCI 50 mmol/L, pH 7,2, para posterior sonicacdo (Figura 10).

3.4.4- Analise dos Componentes da Parede Celular

Para andlise da parede celular, cada amostra foi sonicada 4 vezes (60 W; 25 s). A
seguir foram centrifugadas a 4°C, 12.000 x g, por 15 min e os sobrenadantes (fracdes I) foram
congelados. Os residuos (Fragdes P) foram secos em estufa (37°C, 4 horas) e submetidos a
hidrélise, reducdo e acetilacdo, para posterior andlise da composicdo em monossacarideos,

utilizando a cromatografia liquido-gasosa (GLC).

3.4.4.1- Determinacao da Composicao Monossacaridica da Fracao P

3.4.4.1.1- Hidroélise Total dos Componentes da Parede Celular

Foi realizada a hidrdlise de Saeman (1954), em tubos devidamente selados,
adicionando 100 mg (peso seco) da fragdo P, de cada amostra elicitada. A adi¢do do acido
sulftrico foi realizada em duas etapas, primeiramente utilizou-se 0,5 mL acido sulfirico 72%
(v/v), em banho de gelo por 1 hora, para a liberacdo dos oligossacarideos da parede celular.
Apbs, o dcido foi diluido para 5% (6,7 mL de dgua destilada), permanecendo durante 18 horas
em temperatura ambiente, convertendo os oligossacarideos em monossacarideos.

O é4cido sulftrico foi removido por precipitacio com carbonato de bdrio, formando
sulfato de bério que foi descartado por filtragdo. Os hidrolisados foram submetidos a reducéo

e acetilacdo, como descrito a seguir, para andlise em GLC (SAEMAN et al., 1954).

3.4.4.1.2- Reducao do Produto de Hidrolise

Os produtos de hidrélise (monossacarideos livres) foram reduzidos com boroidreto de
sodio (NaBH,4), pH 9, com agitagéo periddica durante 1 hora. Os hidrolisados foram mantidos
por 48 horas em temperatura ambiente para a reducdo completa das amostras, assim liberando
os alditéis. A seguir, as amostras foram neutralizadas com o d4cido acético glacial,

concentradas em rotaevaporador a 50°C, até secura. O dcido bdrico formado foi eliminado na
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forma de seu éster volatil, o borato de trimetila, por sucessivas co-destilagdes com metanol

(WOLFROM; THOMPSON, 1963a).

3.4.4.1.3- Acetilacdo do Produto de Hidrolise e Reducao

Os aldit6is formados foram, entdo, submetidos a acetilagdo com anidrido acético e
piridina (1:1 v/v), durante 18 horas a temperatura ambiente. O processo de acetilagdo foi
interrompido pela adi¢do de gelo e os alditdis acetilados foram extraidos com 1mL de
cloroférmio, durante 2 horas. A fase cloroférmica foi lavada varias vezes, seqiiencialmente,
com sulfato de cobre a 5% e dgua destilada para a remog¢ao da piridina. Os acetatos de alditdis
formados foram transferidos para tubos de hemdlise e secos a temperatura ambiente
(WOLFROM; THOMPSON, 1963b).

A andlise e quantificacio da composi¢do monossacaridica da parede celular foi
realizada em cromatografia liquido-gasosa (GLC). As amostras foram dissolvidas em algumas
gotas de cloroférmio e foram injetadas 1 UL em cromatografo CG, equipado com coluna
empacotada com OV-225, mantida a temperatura constante de 190°C, com vaporizador a

230°C e detector de ionizag¢do de chama a 250°C.

3.5- Andlise do Teor de Proteina na Fracdo Extracelular (Fracao E) e
Intracelular (Fracao I)
O teor de proteinas da fracdo E foi determinado segundo o método de Bradford (1976) por
microensaio em placa, utilizando albumina de soro bovina (BSA) como padrio nas
concentragdes que variaram de 2,5 a 25 pg/mL para a confec¢do de uma curva analitica.
Aliquotas de 160 pL de cada amostra, branco ou padrio reagiram com 40 pL de reagente
BIORAD, composto pelo corante Coomassie Brilliant Blue G-250 em solucdo 4cida. O meio
reacional de 200 pL foi homogeneizado e apds 5 min, a absorvancia foi lida a 600 nm, no

leitor de microplaca modelo ELISA (SIGMA®DIAGNOSTICS).

3.6- Determinacao do Teor de Compostos Fendlicos Extracelulares (Fracao E) e
Intracelulares (Fracao I) Totais

As determinagdes dos compostos fendlicos totais nas fragdes E e I foram realizadas de
acordo com o método Slinkard e Singleton (1977), com leituras efetuadas a 725 nm. Foram
utilizados os padrdes de 4cido gilico para a confeccdo da curva analitica, nas concentra¢des

de 100 a 1000 pg/mL. Adicionou 50 pL de amostra, branco (dgua deionizada) ou padrdo de
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dcido gélico com 50 pL de acido acético a 7% e 50 uL do reagente de Folin-Ciocalteu.
Homogeneizou-se em agitador vortexr e apds 3 minutos foram adicionados 50 pL de
carbonato dissddico saturado a 35% e 800 pL de dgua destilada. O meio reacional foi deixado
no escuro durante 90 minutos e depois foi realizada a leitura. Todas as medidas foram feitas

em triplicata.

3.7- Determinacao do Teor de Acticares Redutores Extracelulares (Fracio E)

A curva analitica foi feita com soluc¢des de glucose (25 até 250 pg/mL). Em triplicata,
adicionou 100 pL de cada fracdo E, padrio ou o branco (dgua deionizada) com 3 mL de
Ferricianeto de potdssio em meio bdsico (KIDBY; DAVIDSON, 1973), sob aquecimento a
100°C durante 7 minutos. Em seguida, resfriou-se em gelo e realizou-se a leitura em

espectrofotémetro a 420 nm.

3.8- Anilise das Atividades Enzimaticas Extracelulares (Fracao E)

3.8.1- Extracao e Quantificacao das Proteinas

Para andlise das atividades enzimdticas foram utilizadas as fra¢des E tratadas ou ndo
com elicitores (F-I, AS e MeJA) em Meio de Suspensdo Celular (Tampao Citrato de sédio 50
mmol/L suplementado com sacarose 2 g%). As fracdes E foram concentradas por didlise em
unidade de ultrafiltracdo (Ultrafree TM Millipore de 10 kDa), resultando em 200 puL de cada
uma das solugdes.

A quantificacdo das proteinas nas fragdes E concentradas foi realizada de acordo com

o método de Bradford (1976) como descrito no item 3.5.

3.8.2- Ensaios das Enzimas -D-galactosidase, B-D-glucosidase, a-L-fucosidase e -
D-xilosidase

A atividade das enzimas B-D-galactosidase (EC 3.2.1.22, substrato p-nitrofenil-B-D-
galactosideo), B-D-glucosidase (EC 3.2.1.21, substrato p-nitrofenil-B-D-glucosideo), o-L-
fucosidase (EC 3.2.1.51, substrato p-nitrofenil-B-L-fucosideo) e B-D-xilosidase (EC 3.2.1.37,
substrato p-nitrofenil-B-D-xilosideo) foi determinada por microensaio em placa de Elisa K.
Foi adicionado 20 uL de substrato (2 mg/mL) e 80 uL de tampao acetato de sddio 0,1 mol/L,
pH 5,0 contendo 1 ug de enzima (exceto no branco) em cada tempo da cinética. A placa foi

incubada a 40°C em estufa.
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A reacgdo foi interrompida com a adi¢@o de 100 uL de carbonato de sédio 0,1 mol/L. A
leitura da absorvancia dos fons p-nitrofenolato formados foi medida em espectrofotometro a
405 nm, de acordo com Lee e Zeikus (1993). Cada ponto da cinética foi dosado em triplicata,

nos tempos de incubacdo de 0, 15, 30, 45 e 60 min.

3.8.3- Analise das Atividades Laminarinase, Quitinase e Galacturonase

As atividades enzimditicas de laminarinase (EC 3.2.1.39 ou 3.2.1.6, substrato
laminarina), quitinase (EC 3.2.1.14, substrato quitina) e galacturonase (EC 3.2.1.15; substrato
dcido poligalacturdnico) foram analisadas pelo método da dosagem de agidcar redutor
(KIDBY; DAVIDSON, 1973). Foram incubados 25 pL de substrato (2 mg/mL) com 75 puL de
tampao acetato de sédio 0,1 mol/L contendo 2 pg de enzima, a 37°C, em diferentes tempos de
cinética. Posteriormente interrompeu-se a reacdo com a adi¢@o de ferricianeto de potdssio em
meio basico (300 uL). A mistura foi fervida para a determinagdo do teor de actcar redutor,
com a leitura a 420 nm (item 3.7). Para cada efetor analisado foram realizados trés
experimentos de indu¢do independentes, sendo cada ponto da cinética dosado em triplicata.

Utilizando o programa GraphPad Prism, foram calculadas as velocidades das reacdes
enzimdticas a partir da equacdo das retas obtidas e a ativacdo foi expressa em percentagem,

relacionando a velocidade da amostra com a velocidade do controle

3.9- Andlise Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) das Fracoes
Extracelulares (Fracao E)

As Fracdes E foram filtradas em unidade de ultrafiltracdo (Ultrafree TM Millipore de
10 kDa) e analisadas por CLAE. Cada fracdo (50 puL) foi aplicada em coluna de fase reversa
C-18 (Bondpack, 25 x 0,46 cm), fase mével composta por metanol:dgua, 3% de metanol,

fluxo 0,8 mL/min. A detec¢@o das amostras foi feita por detector de indice de refragao.
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Figura 10. Representacdo do protocolo experimental dos bioensaios de elicitagdo com

células de Rubus fruticosus, seguido por andlises das respostas de defesa induzidas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Padronizacao das Condicoes Experimentais para o Estudo da Variacao dos
Componentes da Parede Celular.

Os ensaios de elicitacio com células de Rubus fruticosus eram realizados em nosso
laboratério utilizando-se o niimero de células (2x10* células/mL) por ensaio como pardmetro
de medida. A contagem dessas células é um fator significativo de dispersdo nos valores
encontrados nos experimentos devido a dificuldade de contagem das mesmas, pois estas
formam grandes agregados. A fim de minimizar esse problema realizou-se a padronizagéo da
conversdo de ndmero de células para massa de células a ser utilizada nos ensaios de

elicitag@o.

Tabela 2. Numero de células de Rubus fruticosus em 1 g de massa imida e massa seca.

1 g de massa imida 1 g de massa seca

Nuamero de Células 556x10* + 58.5 2573x10* £ 306,6

Foram realizados 11 experimentos isolados, em triplicata, de contagem e pesagem das
células, onde as médias obtidas de massa imida e massa seca estdo demonstradas na Tabela 2.
Com base nesse resultado, podemos observar que 2x10* células/mL correspondem 360 mg de
massa imida. Para a obten¢@o de uma maior massa de parede celular (Fragcdo P), foi utilizado
nos experimentos de elicitacio 1,8 g de massa imida que corresponde 107 de células de Rubus

fruticosus para cada amostra de células elicitadas ou nio.

4.2- Efeito de F-I, AS e MeJA em células de Rubus fruticosus

Nossos estudos visaram avaliar o efeito sobre RH de um polissacarideo acido, a
ramnoglucuronogalactana (F-I) extraida de sementes de Chorisia speciosa, o qual apresenta uma
estrutura com caracteristicas semelhantes aos galacturonideos, obtidos de parede celular vegetal
e com capacidade de desenvolver respostas de defesa, concomitantemente, com 4cido salicilico
(AS) e o metil jasmonato (MeJA), mediadores de vias metabdlicas distintas de RH, sobre a
parede celular em cultura de células em suspensao de Rubus fruticosus.

Essa andlise foi realizada, correlacionando a producdo de ERO na presenca desses
elicitores, com os efeitos sobre os componentes encontrados no meio extracelular (Fracido E).

Avaliando a liberagdo de proteinas totais, compostos fendlicos totais, agicares redutores e as
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atividades enzimadticas no meio extracelular (Fracdo E), e andlise da composi¢do da parede

celular (Fragao P).

4.2.1- Analise da Producao de ERO

Como jé foi descrito na introdugio, a produg@o de ERO pelas células ¢ comum durante
o metabolismo celular, sendo geradas na fase aerébica da fotossintese e da fotorespiragao.
Entretanto, quando a planta sofre alguma agressdo do meio ambiente, podendo ser de fatores
abidticos (como UV, seca, O3) ou bidticos (como fungos, virus e insetos), ocorre desequilibrio
na producdo de ERO que passam a ser produzidos pela célula em grande quantidade
(BREUSEGEM et al., 2001; HAMMOND-KOSACK; JONES, 2000; PASCHOLATT; LEITE,
1995).

Quando existem interagdes incompativeis, como na RH, onde hd interacdo entre o
gene de aviruléncia do patégeno e o gene de resisténcia do hospedeiro, um primeiro ‘burst’
oxidativo ocorre dentro da primeira hora do reconhecimento do componente avirulento. Apds
quatro horas de incubacdo, um segundo ‘burst’ oxidativo ocorre de uma forma mais forte e
mais prolongada e é caracteristico das interacdes incompativeis. As ERO causam morte
celular, quer direta ou indiretamente, sendo que a inibicdo da geracdo de superéxido em
plantas tem reduzido a morte celular induzida por patégeno (BUCHANAN & GRUISSEM &
JONES, 2000).

De Souza (2007) estudou amplamente a producdo de ERO em células de Rubus
fruticosus, na presenga das moléculas indutoras AS, F-I e MeJA em diferentes concentragdes
e tempos de elicitagdo, e comprovou a capacidade dessas moléculas induzirem a RH nas
células. Seus resultados demonstraram que, em concetragdes de elicitor até 1 mmol/L e em
tempos até lh, ndo se tem variacOes significativas nos efeitos observados. Portanto,
escolhemos utilizar o tempo de 30 min de cinética para cada experimento.

Nas Figuras 11 e 12 estdo representadas as curvas de liberacdo de ERO pelas células
durante 30 minutos, onde podemos observar valores crescentes de liberagdo de ERO com o
tempo para todas as curvas. Sendo que os valores de emissdo de fluorescéncia, para a
elicitagdo com F-I e MeJA, foram superiores aos obtidos com seus respectivos controles.
Porém, com AS houve uma diminuicdo de fluorescéncia em relagdo ao controle. Avaliando a
velocidade de liberacdo de ERO, quando aplicamos MeJA no meio reacional, verificamos um
aumento de 350% na velocidade em relag@o ao controle DMSO. As andlises dos efeitos de AS

e F-I demonstraram que AS provoca uma pequena diminuicio (14,2%) e F-I um acréscimo
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(5,4%) em relagdo ao controle (H,O), como pode ser observado nas Figuras 13 e 14. Portanto,
MelJA foi mais efetivo na indug@o da liberacdo de erro.

Nossos resultados estdo de acordo com os obtidos por De Souza (2007) nos
experimentos de elicitacdo com esses elicitores, onde demostrou que as células elicitadas com
F-I durante 1 hora apresentaram valores de produg¢do de ERO maiores que as células
elicitadas durante 24 horas. A deteccio de ERO mostrou ndo ser dose dependente para
concentragdes menores do que 1 pmol/L, pois seus resultados ficaram préximos entre si.
Além disso, ele demostrou a capacidade dessas moléculas induzirem a resposta de
hipersensibilidade (RH) nas células, provocando o aumento da producdo de ERO em células

de Rubus fruticosus na presenca das moléculas indutoras F-I, AS e MeJA.
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Figura 11. Liberacdo de ERO durante 30 minutos em células de Rubus fruticosus de 18 dias

na presencga de F-I (1 pmol/L), AS (1 umol/L) e o controle (H,O).
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Figura 12. Liberacdo de ERO durante 30 minutos em células de Rubus fruticosus de 18 dias

na presenga de MeJA (1 umol/L) e o seu controle (DMSO).
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Figura 13. Producdo de ERO ap6s 30 minutos em células de Rubus fruticosus de 18 dias na

presenca de F-I (1 umol/L), AS (1 umol/L) e o seu controle (H;0); = (p<0,001) nivel de

significincia em relac@o ao controle.
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Figura 14. Producdo de ERO ap6s 30 minutos em células de Rubus fruticosus de 18 dias na

presenca de MeJA (1 umol/L) e o seu controle (DMSO); ««« (p<0,001) nivel de significancia

em relag@o ao controle.
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4.2.2- Analise dos Componentes da Parede Celular (Fracao P)

A Fracdo P, obtida por elicitagdo com os diferentes indutores, permaneceu durante 4
horas na estufa na temperatura de 37°C, sendo determinada sua massa seca antes da hidrdlise,
reducdo e acetilacdo para determinagdo de sua composi¢do monossacaridica. Os resultados
estdo apresentados na Tabela 3, onde se verifica que hd uma maior massa em relacdo ao
controle (H,O) das fracdes obtidas a partir da elicitacio com F-I e AS, com um aumento de
18,0 e 27,3%, respectivamente. Porém, a fracdo elicitada com MeJA tem uma diminuicio

16,3% em sua massa em relagdo ao seu controle DMSO.

Tabela 3. Massa de parede celular de Rubus fruticosus obtida apds os ensaios de

elicitagdo.
Elicitor H,0 F-1 AS DMSO MeJA
Massa (mg/amostra) 303,5 358 386,5 422 353

O principal carboidrato da parede celular é a celulose que representa cerca de 15 até
30% da massa seca das paredes celulares primdrias € uma porcentagem maior nas paredes
secundarias (DELMER; AMOR, 1995; SOMERVILLE, 2006). As elicitacdes sdo
responsdveis por alteracdes nas paredes celulares, por induzirem as diferentes vias
metabdlicas.

Os resultados obtidos, isolados, ndo sdo capazes de afirmar que a alteragdo ocorrida
foi decorrente da elicitacdo. No entanto, os resultados anteriores de De Souza (2007)
demonstraram também decréscimo 20,2% da massa da parede celular em células de Rubus
fruticosus elicitadas com MeJA, porém nio foi observada variagéo significativa das amostras
elicitadas com AS e F-I (cerca de 1% de aumento de massa), em relacdo ao seu controle. As
variagdes encontradas podem ser atribuidas a uma melhor padronizacio das quantidades de
células elicitadas, visto que os experimentos de De Souza (2007) foram realizados utilizando-
se contagem de células e ndo massa de células.

Apo6s a determinacdo da massa seca dessas fragdes, retirou-se uma aliquota de cada
fragdo que sofreu hidrélise, reducdo e acetilagdo para as andlises da composicdo

monossacaridica (100 mg).
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4.2.1- Analise e Quantificacao dos Monossacarideos da Parede Celular

Os componentes moleculares da parede celular variam em propor¢do conforme o
estagio de desenvolvimento da planta. Pelo fato das paredes celulares dos vegetais
apresentarem diversas fun¢des ao mesmo tempo, elas apresentam grande flexibilidade com o
maximo de resisténcia, permitindo um maior controle metabdlico, sendo uma regido de
extrema complexidade. Com isso, o estudo dos carboidratos estruturais da parede celular dos
vegetais fornece informacdes que auxiliam na compreensio das funcdes especificas
determinadas para cada célula de um mesmo vegetal ou ainda de espécies de plantas
diferentes (BRAGATTO, 2007).

Estudos demonstraram que o aumento da quantidade de xiloglucanas (XG)
interligadas com as microfibrilas de celulose € acompanhado por uma diminui¢do da rigidez.
Assim, a rede de celulose sem a presenca de hemicelulose, entre outros compostos quimicos,
causa um aumento da rigidez da parede celular, comprovando o papel das microfibrilas de
celulose. (WHITNEY et al., 1999).

Além disso, durante a resposta de hipersensibilidade, ocorre o aumento de ERO que
podem reagir com os agicares da parede celular provocando alteracdes nessa parede
desencadeada pela infec¢do (RESENDE; SALGADO; CHAVES, 2003). Em folhas de tomate
com lesdes, sdo gerados ERO que atuam como segundo mensageiros para os genes
relacionados a defesa das plantas e, conseqiientemente, liberam os OGA (OROZCO-
CARDENAS; NARVAEZ-VASQUEZ; RYAN, 2001) de seus polissacarideos pécticos de
parede celular, devido o aumento da atividade da enzima poligalacturonase (D’OVIDIO et al.,
2004).

As fragdes P, apds serem submetidas a hidrélise, redugfo e acetilacdo foram analisadas
por GLC e os resultados estdo apresentados na Tabela 4. Os principais constituintes,
monossacarideos neutros, obtidos nessa andlise da parede celular de células em suspensdo de
Rubus fruticosus foram glucose (cerca de 55-61%), seguida pela arabinose (cerca de 22-
29%) e manose (cerca de 13,8-15%). Apresentando, em baixas concentracdes, O0s
monossacarideos: fucose (cerca de 0,65-1,2%), galactose (cerca de 0,5-0,8%), xilose (cerca

de 0,5-0,8%) e ramnose (aproximadamente 0,5%).
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Tabela 4. Percentagem dos principais monossacarideos neutros que constituem a
parede celular de células de Rubus fruticosus cultivadas em suspensdo, tratada com F-I, AS e

MelJA e os seus controles (H,O e DMSO).

Monossacarideo F-l AS H.O MeJA DMSO
Ramnose 0,48 0,32 0,43 0,54 0,44
Fucose 1,2 0,65 0,81 0,88 0,7
Arabinose 29 22,22 22,68 26,85 27,20
Xilose 0,54 0,55 0,76 0,83 0,4
Manose 14 15,14 15,06 14,04 13,83
Galactose 0,6 0,7 0,79 1 0,80
Glucose 55,5 60,80 59,72 59,18 57

As células tratadas com o elicitor AS tiveram uma diminui¢do nos teores dos
monossacarideos neutros que se apresentaram em menor concentracio, COmo O ramnose,
fucose, xilose e galactose. A elicitacio das células com o F-I, por sua vez, resultou no
aumento dos monossacarideos ramnose, fucose e arabinose de parede celular. Os
monossacarideos arabinose, manose e glucose ndo tiveram alteragdo significativa com a
elicitacdo com o AS. Porém, as células elicitadas com F-I apresentaram uma queda no valor
de glucose comparando-se com o controle (H,O) (Figuras 15A, B e C).

A elicitacdo das células de Rubus fruticosus com MeJA apresentou aumento de todos
os monossacarideos encontrados em baixas concentragdes na parede celular (ramnose, fucose,
xilose e galactose) quando comparada com o seu controle (DMSO), porém sem alteragio
significativa no teor dos monossacarideos arabinose, manose e glucose (Figuras 16A, B e C).

CONTI (2007) demonstrou em seu trabalho a composicio dos monossacarideos da
parede celular secundéria do xilema de caules de plantas de tabaco transgé€nicas ou ndo que
mostraram uma maior concentracido de D-glucose (cerca de 455 mg/g), seguida de D-xilose
(cerca de 225 mg/g), D-manose (cerca de 20 mg/g), D-galactose (cerca de 10 mg/g) e L-
arabinose (cerca de 8 mg/g). Na parede celular em tecido parenquimético medular de caules
de plantas de tabaco transgénicas ou ndo, obteve uma maior concentracdo de D-glucose (cerca
de 300 mg/g), seguida de D-galactose (cerca de 25 mg/g), L-arabinose (cerca de 12,5-15
mg/g), D-xilose (cerca de 10-13 mg/g), D-manose (cerca de 10 mg/g). Esses valores
demonstram a variabilidade na composi¢do monossacaridica da parede de acordo com a fase

de desenvolvimento da planta e o tecido analisado.
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Estudos das cascas de uva de trés cultivares de Vitis vinifera L., Cabernet Sauvignon,
Merlot e Shiraz mostraram como polissacarideos de parede celular mais revelantes: 57-62
mol% de homogalacturonana, 6,0-14 mol% de celulose, 10/11 mol% de xiloglucana, 7 mol%
de arabinana, 4,5-5,0 mol% de ramnogalacturonana I, 3,5-4,0 mol% de ramnogalacturonana
II, 3 mol% de arabinogalactana e 0,5-1,0 mol% de mananas. Os intervalos indicam pequenas
variagGes na composi¢ao entre os trés cultivares (ARNOUS; MEYER, 2009).

A parede celular do endoderma da mamona (Ricinus communis) foi investigada por
Zeier et al. (1999) que demonstraram que a massa seca da parede celular corresponde cerca de
19% da massa total celular. Apds a hidrdlise dcida dessa parede foi verificado que o
monossacarideo mais abundante foi a glucose (40,4%), seguida da arabinose (31,1%), xilose
(9,8%), galactose (7,8%), manose (6,7%) e ramnose (4,1%).

Hamann e seus colaboradores (2009) estudaram a resposta ao estresse em plantula de
Arabidopsis thaliana que apresentam inibicdo de biossintese de celulose, afetando a
integridade da parece celular. Plantas com inibi¢do da sintese de celulose demonstraram
alteracdes na expressdo de genes envolvidos na resposta ao micrébio, na biossintese de
polissacarideos de parede celular e lignina. Ocorreu também ativacdo de gene da UDP-D-
xilose 4-epimerase relacionado com o aumento de arabinose e 4cido urdnico em parede
celular. Além disso, as plantas com inibicdo de celulose apresentaram um aumento de Al e
AS que foi dependente da disponibilidade de agticares e inibida pela pressdo osmética. Seus
resultados demonstraram que a relagdo glucose/sacarose e a pressdo de turgor sdo
componentes criticos na manutencio e integridade da parede celular e para a biossintese AJ.

Pelas proporcdes relativas entre os monossacarideos, ap6és 1 hora de elicitacdo,
podemos verificar um aumento de hemicelulose e uma diminui¢@o de celulose mediada por F-
I. A elicitagio com MeJA n@o alterou a propor¢do de celulose, porém aumentou fortemente o
teor de hemiceluloses. O AS apresentou alteragdo, principalmente, na propor¢do relativa de
fucose o que pode estar relacionada ao afrouxamento da parede celular, para posterior

reforcamento.
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Figuras 15. Percentual dos monossacarideos neutros de parede celular de células de
Rubus fruticosus elicitadas com F-I, AS e MelJA. A) Representacio de todos os
monossacarideos; B) Representacdo dos monossacarideos encontrados em baixa

concentragdo; C) Representacdo dos monossacarideos encontrados em alta concentragao.
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Figuras 16. Percentual dos monossacarideos neutros de parede celular de células de

Rubus fruticosus elicitadas com F-I, AS e MelJA. A) Representacio de todos os
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concentra¢do; C) Representacdo dos monossacarideos encontrados em alta concentragao.
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4.3. Analise dos Componentes Liberados para o Meio Extracelular (Fracio E)

por Células de Rubus fruticosus Elicitadas com AS, F-I e MeJA

4.3.1- Determinacao do Teor de Acuicares Redutores e Avaliacao por CLAE dos
Carboidratos Extracelulares (Fracao E)

A agressdo da parede celular de uma planta libera fragmentos de parede que,
dependendo do tamanho da cadeia de actcares, ativa resposta de defesa ou induz a morte
celular. Esses fragmentos sdo capazes de estimularem a despolarizacdo da membrana, o burst
oxidativo, sintese de proteinas relacionadas a defesa, lignina e etileno (ANNIS; GOODWIN,
1997, DE LORENZO et al., 1997, LANG; DORNENBURG, 2000).

Os resultados obtidos dos teores de agucar redutor das amostras elicitadas em relacio
aos seus controles ndo apresentaram significincia estatistica entre os seus teores médios
(Figuras 17 e 18). Andlise por CLAE da percentagem relativa dos fragmentos de agucar
liberados para a fracdo E, Tabela 5, mostraram que a elicitagdo com F-I apresentou um pico
em 2°35” (92,34%) correspondente a dissacarideos, além de 6,36% de pentassacarideo e
1,3% de trissacarideo . A presenca de AS mostrou um perfil de 98,7% de dissacarideo e 1,3%
de trissacarideo, enquanto o controle (H,O) apresentou 65,2% de dissacarideo e 34,8% de
pentassacarideo. A elicitagdo com MeJA apresentou um pico de 8’53 (90,7%), caracteristico
de pentassacarideos, ndo apresentando no seu controle (DMSQ). Além disso, a elicitacio com
MelJA liberou 5,8% de dissacarideo e 3,5% de trissacarideo e 0o DMSO apresentou 86,9% de
dissacarideo e 13,1% de trissacarideo.

Nossos resultados revelaram que os elicitores F-I e AS agem na parede celular da
planta, durante as respostas de defesa, induzindo a libera¢do, principalmente, de
dissacarideos. Enquanto que, o MeJA induz a liberacdo de cadeia maiores de agucares,
principalmente os pentassacarideos.

Nossos resultados estdo em concordancia com os obtidos no trabalho de De Souza
(2007), onde as células de Rubus fruticosus elicitadas com F-I, AS e MeJA, em relacdo aos
seus controles (H;O e DMSO), ndo demonstraram alteracdo nos valores dos teores de
acticares redutores e os seus resultados dos fragmentos de aguicar liberados para o meio
extracelular foram semelhantes com os realizados durante este trabalho.

As moléculas elicitoras induzem a atividade de enzimas especificas que clivam as
ligacdes dos acucares de parede celular da planta, provocando a liberacdo de agucares
(oligossacarideos) para o meio extracelular que, provavelmente, participam nos mecanismos

de resisténcias nas plantas (DE SOUZA, 2007).
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Entretanto, como nesses tratava-se de uma mistura de oligosscarideos, o teor de

acucares redutores ndo pode ser usado como pardmetro para definir o perfil de

oligossacarideos obtidos cabendo a andlise de CLAE a defini¢do desta mistura.

Tabela 5 - Avaliacio por CLAE dos carboidratos componentes das fracdes
extracelulares (Fracdes E).
Controle Controle
Tempos~ de Picos (Agua) F-1 AS (DMSO) MeJA
retencao % % %
% %
2’ 35” Dissacarideo 65,2 92,34 98,7 86,9 5,8
4’ 40~ Trissacarideo - 1,3 1,3 13,1 3,5
8’53” Pentassacarideo 34,8 6,36 - - 90,7
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Figura 17. Concentragdo de acticar redutor extracelular (Fracdo E). A fracdo E foi obtida da
cultura de células de Rubus Fruticosus elicitadas com F-I e AS (1umol/L) em relagdo ao

controle (H,0), com tempo de elicitagdo de 60 minutos.
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Figura 18. Concentracdo de agticar redutor extracelular (Fra¢des E). A fracdo E foi obtida da
cultura de células de Rubus Fruticosus elicitadas com MeJA (1umol/L) em rela¢do ao

controle (DMSO), com tempo de elicitagdo de 60 minutos.
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4.3.2- Determinacao do Teor de Compostos Fenoélicos Extracelulares (Fracao E) e
Intracelulares (Fracao I) Totais

Sabemos que o vegetal em alto nivel de estresse, bidtico e abidtico, aumenta a
producgdo de metabdlitos secunddrios. Eles se acumulam na parede celular fazendo com que
forme uma barreira fisica que impeca a invasdo do agressor (SOARES; MACHADO, 2007;
TAIZ; ZEIGER, 2002) e apresentam um alto potencial antioxidante, apresentando influéncia
na qualidade dos alimentos (SOARES, 2002). Portanto, a compreensdo do mecanismo de
defesa da planta e a biossintese desses compostos € de extrema importancia para a aplicagio
na agricultura.

Neste trabalho foram analisadas apenas alteracdes quantitativas dos compostos
fendlicos encontrados na fragdo I e fracdo E. A Figura 19 nos mostra que durante a elicitagio
com AS e F-I, o teor de compostos fendlicos extracelulares, aumentou (56,6% e 17,15%,
respectivamente) quando comparamos com o seu controle. Entretanto, o MeJA no
apresentou variacdo na concentracao de compostos fendlicos extracelulares em relagdo ao seu
controle (Figura 20).

Na Figura 21 podemos observar que durante elicitacio com F-I e AS o teor de
compostos fendlicos intracelulares, diminuiu (17,8% e 14,7%, respectivamente) quando
comparamos com o0 seu controle. No entanto, a indugdo de células com o MeJA nio
apresentou variagdo na concentracdo de compostos fendlicos em relagdo ao seu controle
(Figura 22).

Os valores obtidos na determinagdo dos compostos fendlicos totais das fracdes E
apresentaram um decréscimo, quando comparados com as amostras das fracdes I. Podendo
observar que as células de Rubus fruticosus armazenam uma concentracdo maior de
compostos fendlicos do que liberam para o meio extracelular.

Nossos resultados demonstraram que as células de Rubus fruticosus quando
reconhecem a presenca de moléculas elicitoras, como AS e F-I liberam os compostos
fendlicos para o meio extracelular para se proteger de microrganismos invasores.

Em Rubus fruticosus foram encontrados diversos compostos fendlicos, incluindo
principalmente os flavondides e os taninos (ex: 4cido eldgico) (WANG et al., 1994). Em sua
cultura de células foi demonstrado que os oligossacarideos de Fusarium oxysporum
apresentam atividade elicitora. Foi sugerido que essa molécula sinalizadora atua na via dos
fenilpropandides, ativando a enzima FAL (NITA-LAZAR et al., 2004).

E sugerido, por Ishihara et al. (1999), que as enzimas participantes das vias de

producao dos compostos fendlicos, possivelmente, sdo ativadas por tratamento com elicitores.
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Salgado (2004) sugere que as diferencas entre as espécies de plantas suscetiveis e resistentes
estdo relacionadas com as diferentes concentracdes de compostos fendlicos produzidos pelas
células vegetais.

Bi e colaboradores (2007) estudaram os efeitos da aplicagcdo ex6gena de MeJA e metil
salicilato (MeAS) na cultura de Oryza sativa (plantas de arroz) e perceberam que estas
moléculas elicitoras induziram um aumento de atividades enziméticas na planta, incluindo a
transcricdo das enzima fenilalanina amodnia-liase e da cinamato 4-hidroxilase, levando ao

aumento da liberagd@o de fendlicos com atividade alelopatica.



56

350 -
EEES @ F-l

m AS
0O Agua

300 -

250 -

200 -

H

150 -

100 -

50 -

Compostos fendlicos [C] umol/L

Elicitores

Figura 19. Concentragdo de compostos fendlicos totais extracelulares (Fracdes E). A fracdo E
foi obtida da cultura de células de Rubus Fruticosus elicitadas com F-I e AS (1umol/L) em
relacdo ao controle (H,O), com tempo de elicitacdo de 60 minutos; =« (p<0,001) e =« (p<0,01)

niveis de significincias em relacdo ao controle (H,O).
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Figura 20. Concentragdo de compostos fendlicos totais extracelulares (Fracdes E). A fracdo E
foi obtida da cultura de células de Rubus Fruticosus elicitadas com MeJA (1umol/L) em

relacdo ao controle (DMSO), com tempo de elicitacdo de 60 minutos.
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Figura 21. Concentragdo de compostos fendlicos totais intracelulares (Fragdes I). A fracdo I
foi obtida da cultura de células de Rubus Fruticosus elicitadas com F-I e AS (1umol/L) em
relacdo ao controle (H,0O), com tempo de elicitagdo de 60 minutos; = (p<0,001) nivel de

significincia em relac@o ao controle (H,0).
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Figura 22. Concentragdo de compostos fendlicos totais intracelulares (Fragdes I). A fracdo I
foi obtida da cultura de células de Rubus Fruticosus elicitadas com MeJA (1umol/L) em

relacdo ao controle (DMSO), com tempo de elicitacdo de 60 minutos.
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4.3.3- Determinacao do Teor de Proteina Extracelulares (Fraciao E) e Intracelular
(Fracao I)

As proteinas estdo envolvidas em muitos eventos celulares relacionados a mecanismos
de defesa. Apds a interacdo planta-patégeno, as células hospedeiras sintetizam vérias
moléculas para tentar impedir a proliferacio do agressor como proteinas-quinases e fatores de
transcri¢do, transmitindo o sinal para ativar as cascatas das vias sinalizadoras de resposta de
defesa (KOTCHONI; GACHOMO, 2006).

Dentre as proteinas envolvidas em mecanismos de defesa da planta encontram-se as
proteinas-RP, como a B(1-3) glucanase (laminarinase), a quitinase e a galacturonase. Podendo
incluir ainda aquelas envolvidas na degradacdo da parede celular da prépria planta como:
fucosidase, xilosidase, galactosidase e glucosidase.

Nas Figuras 23 e 24 podemos observar que a concentracdo de proteinas totais
aumentou com a aplicacio de MeJA (12,7%) e F-1 (8,6%) na concentracdo de 1umol/L
durante 1 hora, nas células de Rubus fruticosus, o que sugere que essas moléculas sdo capazes
de induzir a expressdo e a excre¢do de proteinas nesse sistema celular. No entanto, a aplicagio
de AS, nas condigGes experimentais, ndo alterou significativamente a concentracdo de
proteinas totais.

A concentrag@o de proteinas totais intracelulares (Figuras 26) apresentou um pequeno
aumento na presenca de MeJA. Porém, a aplicagdo de F-I e AS ndo apresentaram alteragdes
em tais condi¢des (Figura 25).

Lepka et al. (1999), em estudos realizados com plantas de vinca e de tabaco infectadas
por patégeno, demonstraram que ndo ocorreu alteracdo na concentracdo de aminoécidos
nessas plantas. Porém, Junqueira (2003) comprovou o aumento na concentracdo de proteinas
totais em plantas de milho infectadas pelo fitoplasma do enfezamento vermelho.

Trabalhos na literatura garantem que o AJ induz a expressdo de genes de defesa de
plantas responsaveis pela sintese de proteinas especificas induzidas por jasmonatos (SLESAK

etal., 2001).
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Figura 23. Concentracdo de proteinas totais extracelulares (Fragdo E). A fra¢do E foi obtida
da cultura de células de Rubus Fruticosus elicitadas com F-I, AS (1umol/L) € o controle
(H>0), com tempo de elicitagdo de 60 minutos; = (p<0,01) nivel de significancia em relacio

ao controle (H,0).
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Figura 24. Concentracdo de proteinas totais extracelulares (Fragdo E). A fra¢do E foi obtida
da cultura de células de Rubus Fruticosus elicitadas com MeJA (1umol/L) e o controle
(DMSO), com tempo de elicitacdo de 60 minutos; == (p<0,001) nivel de significincia em

relacdo ao controle (DMSO).



60

300 - mF
mAS
o Agua

H

250 -

200 ~

150 ~

100 -

Proteinas Totais [C] ug/mL

50 +

Elicitores

Figura 25. Concentracio de proteinas totais intracelulares (Fragéo I). A fragdes I foi obtida da
cultura de células de Rubus Fruticosus elicitadas com F-I, AS (1umol/L) € o controle (H,0),

com tempo de elicitacdo de 60 minutos.
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Figura 26. Concentragio de proteinas totais intracelulares (Fragéo I). A fracdes I foi obtida da
cultura de células de Rubus Fruticosus elicitadas com MeJA (1umol/L) e o controle (DMSO),

com tempo de elicitacio de 60 minutos; = (p<0,001) nivel de significincia em relacdo ao
controle (DMSO).
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4.3.3.1- Determinacao das Enzimas da Fracao Extracelular (Fracao E)

Segundo Junqueira (2003), os efeitos bioldgicos e quimicos mais estudados do sistema
de defesa da planta estdo relacionados com as alteragdes hormonais, produgdo de toxinas,
comprometimento da translocacio de seiva pelos vasos do floema e redugéo na translocagio
de carboidratos e de nitrogénio. Pouca atencdo se dad sobre as alteracdes das atividades
enzimadticas, principalmente aquelas que participam da interacdo planta-patégeno.

Sabemos que a atividade das rotas metabdlicas envolvidas na defesa das plantas é
aumentada quando suas células sdo expostas a um agente indutor. As células infectadas sdo
capazes de emitir sinais bioquimicos a pontos distantes do sitio onde o sinal foi originado,
gerando um aumento na sintese das enzimas que estdo envolvidas em mecanismos de defesa
do vegetal.

A nossa avaliacdo iniciou-se por algumas das enzimas de degrada¢do da parede
celular, B-D-galactosidase, B-D-glucosidase, B-D-xilosidase, o-L-fucosidase e galactorunase,
(PIETERSE, 1998; VAN LOON; VAN STRIEN, 1999). Seguida das enzimas envolvidas na
sintese de compostos antimicrobianos, como proteinas-RP: B(1-3) glucanase (laminarinase),
classificada como RP-2; (2) quitinase, classificadas em RP-3, RP-4, RP-8 e RP-11 (GOZZO,
2003).

4.3.3.2- Anilise da Atividade da B-D-Galactosidase

A atividade B-D-galactosidase foi medida na fracdo E, apds as células de 18 dias de
Rubus fruticosus terem sido induzidas por moléculas do polissacarideo acido (F-1), o 4cido
salicilico (AS) e o metil jasmonato (MeJA). A atividade da galactosidase com o AS e F-I estd
representada nas curvas mostradas na Figura 27. Quando comparamos as curvas obtidas com
os dois elicitores e aquela de seu controle (H,0), observamos um decréscimo na atividade da
enzima galactosidase extracelular.

A Figura 28 apresenta o resultado da velocidade da B-D-galactosidase extracelular de
células de Rubus fruticosus elicitada com MeJA. Foi observado um aumento dessa velocidade
em func¢do do tempo, tanto para 0 MeJA como para seu controle.

Esses resultados demonstraram que as células de Rubus fruticosus na presenca de AS e
F-I sofreram uma inibi¢do da libera¢do da enzima f-D-galactosidase para o meio extracelular.
Visto que, nas condi¢des realizadas nesse trabalho, a velocidade enzimatica diminuiu em 60 e
40,4% respectivamente, em relacdo ao controle. A atividade enzimética com MeJA resultou

em um aumento de cerca de 300%, em relacio ao seu controle (Figura 29).
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Nosso resultado demonstra que o MeJA € capaz de ativar via de defesa de células de
Rubus fruticosus relacionada com a liberacdo da -D-galactosidase para o meio extracelular.
O 4cido jasmonico e seu metil éster (MeJA) pode atuar como hormonios de senescéncia nas
células das plantas, por serem reguladores endogenos do crescimento e desenvolvimento de
plantas (MASON; MULLET, 1990). A B-D-galactosidase além de participar do mecanismo de
defesa da planta, pode participar do crescimento das células.

Ryals et al. (1996) estabelece que a rapidez e intensidade com que a planta detecta e
responde a presenga do patégeno determina a resisténcia ou ndo a doenga. Assim, durante o
percurso da indugdo com AS e F-1 das células de Rubus fruticosus, efetivas isoformas das
hidrolases podem n@o ter sido sintetizadas em quantidade suficientes, no tempo e local
correto.

Brandao et al. (2009) estudou a relagdo da auxina que € responsdvel para controlar o
nivel de enzimas hidroliticas de xiloglucana, no armazenamento xiloglucana de parede celular
durante o crescimento de plantula de Hymenaea courbaril. Os genes de xiloglucana
transglicosilase hidrolase (HcXTHI1) e B-galactosidase (HcBGAL1) foram relacionados com a
degradacdo de xiloglucana e responderam a auxina e luz. Isso sugere que auxina e a luz estdo
envolvidas no controle da expressdao de genes relacionados ao armazenamento xiloglucana

mobilizacdo em plantulas de Hymenaea courbaril.
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Figura 27. Curva da atividade da enzima [-D-galactosidase extracelular. A atividade
enzimdtica foi determinada apos a elicitacdo com F-I, AS e o controle (H,O) em células de

Rubus fruticosus de 18 dias.
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Figura 28. Curva da atividade da enzima [-D-galactosidase extracelular. A atividade
enzimdtica foi determinada apds a elicitagio com MeJA e o controle (DMSO) em células de

Rubus fruticosus de 18 dias.
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Figura 29. Representacdo percentual da velocidade enzimdtica da [-D-galactosidase
extracelular (Fracdo E). A fracdo E foi obtida apds o tratamento de 1h com o F-I, o AS e o
MeJA na concentracdo de 1 wmol/L em células de Rubus fruticosus correlacionada com o seu

controle (H,O e DMSO).
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4.3.3.3- Analise da Atividade B-D-Glucosidase

A elicitagdo das células de 18 dias de Rubus fruticosus com AS e F-I (nas
concentragdes de 1pmol/L) como elicitores aplicados separadamente, durante 1 hora, ndo
demonstrou efeito sobre a atividade B-D-glucosidase, na fracao E, quando comparados com os
resultados para o controle (Figura 30).

Esse resultado mostra que as células de Rubus fruticosus na presenga de AS e F-1 ndo
induzem a liberacdo da enzima B-D-glucosidase para o meio extracelular, em tais condi¢des.

Os resultados com MelJA estdo representados nas Figuras 31 e 32 que mostraram que o
MeJA liberou para o meio extracelular a enzima B-D-glucosidase, sendo que a velocidade
enzimdtica foi estimulada em 230% na presenga do MeJA, quando comparamos com o seu
controle (DMSO).

Estudos realizados com tomates mutantes comprovam a importancia do MeJA no
mecanismo de defesa da planta. Plantas que apresentavam delecdes em genes responsaveis
para a rota biossintética do MeJA, quando feridas foram incapazes de produzirem proteinas
que participam do mecanismo de defesa das plantas (HOWE et al., 1996).

O MeJA apresenta formula molecular semelhante do hormdnio envolvido na reagdo
inflamatéria dos animais (prostaglandinas) (FARMER; RYAN, 1992). Na literatura é muito
evidente a variedade biolégica do MeJA, sendo seu efeito dependente da sua concentragio
nos tecidos vegetais (MASON; MULLER, 1990).

Em nossos estudos com MeJA, em uma concentracdo de 1 wmol/L, atuando durante 1
hora em células de Rubus fruticosus induz a atividade da B-D-glucosidase fortemente.
Entretanto, ndo podemos afirmar se a atividade da B-D-glucosidase ocorreu devido a ativacio

de genes ou pelas alteragdes pds-tranducionais de proteinas ja existentes nas células.
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Figura 30. Curva da atividade da enzima [-D-glucosidase extracelular. A atividade
enzimdtica foi determinada apos a elicitacdo com F-I, AS e o controle (H,O) em células de

Rubus fruticosus de 18 dias.
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Figura 31. Curva da atividade da enzima [-D-glucosidase extracelular. A atividade
enzimdtica foi determinada apds a elicitagio com MeJA e o controle (DMSO) em células de

Rubus fruticosus de 18 dias.
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Figura 32. Representacdo percentual da velocidade enzimdtica da [-D-glucosidase
extracelular. Foi obtida com o tratamento de 1h com o MeJA na concentragdo de 1pmol/L em

células de Rubus fruticosus correlacionada com o seu controle (DMSO).
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4.3.3.4- Analise da Atividade B-D-Xilosidase

A elicitacdo das células de 18 dias de Rubus fruticosus com AS, F-I1 e MeJA (nas
concentragdes de 1 pmol/L) como elicitores aplicados separadamente, durante 1 hora, ndo
demonstraram efeito sobre a atividade B-D-xilosidase, na fragdo E, quando comparados com
os resultados para os controles H;O e DMSO.

A Figura 33 representa o resultado da velocidade da B-D-xilosidase extracelular de
células de Rubus fruticosus elicitada com AS e F-I e a Figura 34 representa o resultado da
velocidade da B—D-xilosidase extracelular elicitada por MeJA. Nio foi observada atividade
enzimdtica em funcdo do tempo utilizado na cinética.

O aumento da expressdo dos genes relacionados a defesa da planta (genes das
proteinas-RP) € caracterizado pela resposta sist€mica adquirida, podendo explicar a baixa
atividade enzimética de B-D-xilosidase.

Estudo realizado com o hormoénio etileno que estd envolvido na maturacdo do pé€ssego
(Prunus persica L.) e com a expressdo génica relacionada as atividades das enzimas o-L-
arabinofuranosidase e B-D-xilosidase mostra que outros fatores podem desempenhar um papel
na expressio, ji que ocorre acumulacdo na transcricio em diferentes tempos e orgdos de
desenvolvimento, mesmo com baixa producdo de etileno (DI SANTO; PAGANO; SOZZI,
2009).

Foi avaliado a decomposicdo de madeira com diversas espécies de fungos (Antrodia
macra, Antrodia pulvinascens, Ceriporiopsis aneirina, Ceriporiopsis resinascens e
Dichomitus albidofuscus) com a producdo de diferentes enzimas: lacase, manganés
peroxidase, lignina peroxidase, endo-(1-4)-B-glucanase, endo-(1-4)-B-xilanase, celobioidrolase,
(1-4)-B-glucosidase e 1,4-B-xilosidase. Os resultados nos mostram que as atividades de B-
glucosidase e [-xilosidase foram detectadas em todas as espécies, exceto Antrodia
pulvinascens que ndo produziu endoxilanase e Dichomitus albidofuscus que ndo produziu as
endoxilanase ou endoglucanase. A atividade de [B-xilosidase aumentou com o tempo em
Antrodia macra e Ceriporiopsis resinascens, enquanto permaneceu constante em Dichomitus
albidofuscus ¢ diminuiu com o tempo em Antrodia pulvinascens. (TOMSOVSKY et al.,
2009).

Os polissacarideos de xiloglucana ocorrem em paredes celulares, principalmente em
eudicotiledoneas. Necessitam da expressdo e ativacdo de B-D-xilosidase para sua degradacio.

Acredita-se que a principal fungdo destes polimeros nas paredes celulares seja orientar as
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microfibrilas de celulose, assim as xiloglucanas possuem papel fundamental na forma e

desenvolvimento celulares (TAIZ; ZEIGER, 2004).
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Figura 33. Curva da atividade da enzima B-D-xilosidase extracelular. A atividade enzimatica

foi determinada apds a elicitagdo com F-I, AS e o controle (H,O) em células de Rubus

fruticosus de 18 dias.
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Figura 34. Curva da atividade da enzima B-D-xilosidase extracelular. A atividade enzimatica

foi determinada apds a elicitagio com MeJA e o controle (DMSO) em células de Rubus

fruticosus de 18 dias.
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4.3.3.5- Analise da Atividade a-L-Fucosidase

De La Torre e colaboradores (2002) estudaram a atividade o-fucosidase em folhas de
Arabidopsis utilizando fucose marcada ([3 H]Fuc) e demostraram que essa enzima tem
atividade sobre a fucose do oligossacarideo XXFG e 2'-fucosil-lactitol, mas nio apresentou
atividade em p-nitrofenil-a-L-fucopiranosideo. Entretanto, Vargas-Rechia (1998) demonstrou
a atividade de uma enzima a-L-fucosidase intracelular em células de Rubus fruticosus, apos a
elicitagdo com o elicitor XXLGol que mede a respostas de crescimento celular, sendo capaz
de hidrolisar o substrato p-nitrofenil-a-L-fucopiranosideo.

Nesse trabalho, estudamos a atividade da a-L-fucosidase da fracdo E de células de
Rubus fruticosus utilizando o substrato p-nitrofenil-a-L-fucopiranosideo apds a elicitagdo com
F-I, AS e MeJA (Figura 35 e 36, respectivamente). Podemos observar que a a-L-fucosidase
extracelular ndo apresentou atividade no tempo de elicitacdo de 1h, na presenca de F-I e AS
representada pela andlise da variagdo da velocidade de liberacdo do fon fenolato. Porém, na
presenca de MeJA, este sistema celular demonstrou uma inibi¢do de 16,7% na velocidade de
reacdo em relacdo ao controle. Provavelmente a baixa atividade detectata, atribui-se a baixa
concentragdo desta enzima no meio extracelular, e ndo a sua incapacidade de hidrolisar o
substrato sintético, visto os resultados obtidos para o controle DMSO e MelJA, representados

na Figura 36.
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Figura 35. Curva da atividade da enzima a-L-fucosidase extracelular. A atividade enzimatica
foi determinada apos a elicitacdo com F-I, AS e o controle (H,O) em células de Rubus

fruticosus de 18 dias.

0.50
£ o DMSO
lg b « MedA
o
<
o
S 0.25-
«©
-
o
w -
Qo
< -
0-00 T T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60
Tempo (minutos)

Figura 36. Curva da atividade da enzima a-L-fucosidase extracelular. A atividade enzimdtica
foi determinada apds a elicitagio com MeJA e o controle (DMSO) em células de Rubus

fruticosus de 18 dias.
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4.3.3.6- Andlise da Atividade da Galacturonase

As Figuras 37 e 38 nos mostram a atividade da enzima galacturonase na presenca de
F-I, AS e MeJA em relagdo ao seu controle, respectivamente. Pelos resultados da Figura 37,
observa-se haver diferencas significativas nas atividades da enzima galacturonase na presencga
de F-I e AS quando comparados com seu controle (H,O). O AS aumentou a atividade da
galacturonase de 217,93% e F-1 de 62,19 % (Figura 37). A Figura 38 demonstra a atividade da
galacturonase na presenga do MeJA em relagdo ao seu controle. Podemos observar que o
MelA foi capaz de inibir a atividade dessa enzima em 401,3% (Figura 39).

O estudo de Pimenta e colaboradores (2000) demonstra que a acdo da enzima
poligalacturonase na hidrélise das ligacdes glicosidicas da protopectina, pode ser responsavel
pela solubilizacdo de pectinas nos frutos de café, assim ocorre 0 amaciamento desses frutos.
Além disso, muitos trabalhos demostram a importancia da galacturonase na defesa da planta e
na viruléncia de diferentes fungos. A inativacdo de genes responsdveis pela codificacio dessa
enzima reduz a viruléncia dos fungos, como Aspergillus flavus em algodao, Botrytis cinerea
em tomate, entre outros (SHIEH et al., 1997; TEN HAVE et al., 1998).

De Souza (2005) mostrou que AS foi capaz de aumentar a atividade da
poligalacturonase em concentragdes baixissima e em curto tempo de elicitacdo (1 nmol/L e 1
h) e o F-I foi capaz de aumentar a atividade enzimadtica de poligalacturonase durante 1 e 4 h
nas concentragdes de 1000 nmol/L e 1 nmol/L, respectivamente. No tempo de 2 h ndo

mostrou alteracio na atividade enzimatica.
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Figura 37. Curva da atividade da enzima galacturonase extracelular. A atividade enzimadtica
foi determinada apos a elicitacdo com F-I, AS e o controle (H,O) em células de Rubus

fruticosus de 18 dias.
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Figura 38. Curva da atividade da enzima galacturonase extracelular. A atividade enzimaética
foi determinada apds a elicitagio com MeJA e o controle (DMSO) em células de Rubus

fruticosus de 18 dias.



74

250 1
B MelA

I 150 1 mF
§ | M AS
S 50
o
=
T 50
o
S
5 -150 1
©
O
UT
g 250 1
E
©
O
S 350 1

-450 -

Figura 39. Representacdo percentual da velocidade enzimadtica da galacturonase extracelular
(Fragao E). A fracdo E foi obtida apds o tratamento de 1h com o F-I, o AS e o MeJA na
concentragdo de 1 umol/L em células de Rubus fruticosus correlacionada com o seu controle

(H,O e DMSO).
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4.3.3.7- Analise da Atividade da B-(1-3)-Glucanase (Laminarinase).

A PB(1-3)-glucana é encontrada em microrganismo e plantas como constituintes
estruturais de parede celular, como material e substincia extracelular. Oligossacarideos de [3-
glucana sdo estudados como elicitores. Em planta de tabaco (Nicotiana tabacum) foi
demonstrado o mecanismo de defesa utilizando como elicitor laminarina (linear B(1-3)
glucana) que foi extraido e purificado a partir da alga marrom Laminaria digitata e
comparada com um oligogalacturonideo. Observou-se que o oligossacarideo de laminarina,
em poucos minutos, provocou liberacdo de H>O,. Depois de algumas horas, apresentou um
forte estimulo da atividade de FAL, acido cafeico O-metiltransferase e lipoxigenases, bem
como a actimulo de AS. Nenhum dos dois elicitores induziu danos no tecido ou morte celular
(KLARZYNSKI et al., 2000; MENARD et al., 2005).

Em nosso trabalho, estudamos a indu¢do da atividade da enzima laminarinase que tem
como funcdo atuar em polissacarideos de B-glucana, apés a RH em células de Rubus
fruticosus.

A atividade da enzima laminarinase na presenca de F-I, AS e MeJA estd representada
nas Figuras 40 e 41. Podemos observar na Figura 42 um aumento de 138,9% da atividade
enzimdtica na presenca de MeJA e inibi¢do de aproximadamente 74% e 86,9% na presenca de
AS e F-1, respectivamente.

De Souza (2005) verificou que a presenca de AS (nas concentragdes de 10 e 100
nmol/L) em células de Rubus fruticosus aumentou a atividade enzimatica de laminarinase
intracelular ap6s 2 h de incubagf@o. Ainda, ele mostrou que a presenca de F-I foi efetivo na
elicitacdo durante 1 e 4 h nas concentracdes de 100 nmol/L. e 1 nmol/L, respectivamente,
sendo que 2 h de indugdo ndo provocou efeito na atividade enzimdtica de laminarinase

intracelular.
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Figura 40. Curva da atividade da enzima laminarinase extracelular. A atividade enzimdtica
foi determinada apds a elicitagdo com F-I, AS e o controle (H,O) em células de Rubus

fruticosus de 18 dias.
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Figura 41. Curva da atividade da enzima laminarinase extracelular. A atividade enzimatica

foi determinada apds a elicitagdo com MeJA e o controle (DMSO) em células de Rubus

fruticosus de 18 dias.
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Figura 42. Representacdo percentual da velocidade enzimdtica da laminarinase extracelular
(Fragdo E). A fracdo E foi obtida apés o tratamento de 1h com o F-I, o AS e o MeJA na
concentracdo de 1 umol/L. em células de Rubus fruticosus correlacionada com o seu controle

(H,O e DMSO).
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4.3.3.8- Analise da Atividade da Quitinase

As bainhas foliares, folhas e raizes de arroz tratamendas com AJ exdgeno durante 24 a
48 h responderam com a indug@o e acumulacdo da enzima quitinases, conforme determinado
por andlise imunoblot utilizando um anticorpo anti-endoquitinase (Rakwal; Komatsu & Yang,
2004).

De Souza (2005) mostrou que a presenca de AS (nas concentragdes de 1 a 1000
nmol/L) durante 1 hora em células de Rubus fruticosus foi capaz de aumentar a atividade de
quitinase intracelular mesmo em concentra¢do muito baixa (I nmol/L). Na concentragdo de
1000 nmol/LL. mostrou um aumento na atividade enzimética de 820% em 1 h de incubacao.
Entretanto, ndo mostrou alteracdo significativa da atividade dessa enzima em outros tempos,
exceto de 2 h na concentrag¢do de 100 nmol/L. Ainda nesse estudo, De Souza demostrou que a
presenca de F-I ndo foi muito efetivo no aumento da atividade da quitinase intracelular, sendo
que apos 1 h de incubacdo houve inibi¢do dessa enzima no meio intracelular em todas as
concentragdes estudadas (1 a 1000 nmol/L).

As Figuras 43 e 44 representam a atividade da enzima quitinase extracelular na
presenca de F-I, AS e MeJA. Nos nossos estudos observamos que a atividade da quitinase
extracelular aumentou 30,6%, 43% e 253,5% na presenca de MelJA, AS e F-I,

respectivamente, quando comparado com os seus controles (Figura 45).
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Figura 43. Curva da atividade da enzima quitinase extracelular. A atividade enzimdtica foi

determinada apds a elicitagdo com F-I, AS e o controle (H2O) em células de Rubus fruticosus

de 18 dias.
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Figura 44. Curva da atividade da enzima quitinase extracelular. A atividade enzimética foi

determinada apds a elicitacio com MeJA e o controle (DMSO) em células de Rubus

fruticosus de 18 dias.
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Figura 45. Representacdo percentual da velocidade enzimdtica da quitinase extracelular
(Fragdo E) em relacdo aos controles. A fragcdo E foi obtida apds o tratamento de 1h com o F-I,
0 AS e o MeJA na concentracdo de 1 umol/L. em células de Rubus fruticosus correlacionada

com o seu controle (H,O e DMSO).
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5- CONCLUSOES

Nossos resultados, resumidos na Figura 46, mostraram que a aplicacdo de F-I e AS,
separadamente, na concentracio de 1 wmol/L, apds 1h, inibiu as atividades enzimadticas de j3-
D-galactosidase, laminarinase, induziu as atividades de galacturonase e quitinase. Nao alterou
a atividade de B-D-glucosidase e a-L-fucosidase, liberou fragmentos de parede, dissacarideos,
que pode estar relacionada a morte celular durante a RH e induziu a liberagdo de compostos
fendlicos para o meio extracelular. Além disso, o F-I aumentou a concentracdo de proteinas
totais extracelulares, o percentual de ramnose e fucose, diminuiu o valor de glucose de parede
celular e aumentou a producido de ERO durante 30 minutos de incubac¢do. O AS foi capaz de
diminuir o percentual de ramnose, fucose, xilose e galactose, mas ndo altera o percentual de
arabinose, manose e glucose. A producdo de ERO foi inibida na presenca de AS durante 30
minutos de incubacdo. O teor de acucares redutor e a atividade de B-D-xilosidase ndo
apresentaram alteragdes na presenca de MeJA, F-I e AS.

Com isso, F-I e o AS foram mais efetivos no aumento das atividades enzimadticas
relacionadas a defesa da planta que agem nas paredes de diversos fitopatégenos, sendo que as
enzimas que podem atuar na parede celular da prépria planta mostraram efeito inibitério ou
nido provocaram alteragdo. Essas moléculas indutoras aumentam o teor de compostos
fendlicos extracelulares que podem agir no fortalecimento da parede da propria planta ou
desempenhar um importante papel na absorcdio e neutralizagdo de radicais livres.
Aumentaram a liberacdo de fragmentos de dissacarideos e o F-I aumentou em pequena
quantidade a produ¢do de ERO. Podemos sugerir que essas moléculas podem estar
relacionadas a ativacdo do mecanismo de defesa de amora preta, mostrando que o AS é mais
efetivo em tempo maior de incubagio.

A presenca de MeJA, na concentragdo de 1 wmol/L, apds 1h, induziu as atividades
enzimdticas de [-D-galactosidase, B-D-glucosidase, quitinase e laminarinase e inibiu a
atividade de galacturonase e o-L-fucosidase, aumentou a concentragdo de proteinas totais
extracelulares, aumentou o percentual relativo de ramnose, fucose, xilose e galactose e néo
alterou arabinose, manose e glucose. Além disso, aumentou liberagdo de fragmentos maiores
de agucares e aumentou a producdo de ERO nas células durante 30 minutos de incubacio.

Na literatura € muito evidente a variedade biologica do MeJA, sendo seu efeito
dependente da sua concentracio nos tecidos vegetais (MASON; MULLER, 1990). O MeJA
apés 1 hora provocou aumento das atividades enzimaticas (B-D-galactosidase e [-D-

glucosidase) que atuam na prépria parede da célula da planta, podendo participar do
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crescimento celular. Além disso, o MeJA induziu a liberagdo de fragmentos maiores de
acucar, podendo participar do crescimento ou da sinalizagdo celular, e ainda, aumentou o
percentual de ramnose, fucose, xilose e galactose, podendo provocar o aumento de
hemicelulose de parede celular, provocando uma maior flexibilidade dessa parede, nio
apresentou variacio na concentragdo de compostos fendlicos, sendo moléculas antioxidantes e
aumentou a producdo de ERO, podendo provocar a morte celular do fitopatégeno ou da
prépria célula da planta durante a RH.

MeJA tem efeito maior sobre as enzimas envolvidas na degradacdo da parede celular,
ao mesmo tempo que observa-se um grande aumento do teor de ERO produzidos. Além disso,
os fragmentos liberados da parede celular sio de maior massa molecular o que reforca um
efeito sinalizador de defesa visando o reforcamento da parede celular.

Os resultados demonstram que a via de ativacdo dos mecanismos de defesa da célula
vegetal, induzida pelo MeJA, difere das vias ativadas pelo AS e F-1.

Os principais monossacarideos neutros que constituem a parede celular de células em
suspensdo de Rubus fruticosus sdo as glucose (cerca de 55-61%), arabinose (cerca de 22-29%)
e manose (cerca de 13,8-15%). Ocorrendo em menor concentracdes os monossacarideos de
fucose (cerca de 0,65-1,2%), galactose (cerca de 0,5-0,8%), xilose (cerca de 0,5-0,8%) e

ramnose (aproximadamente 0,5%).
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Figura 47. Resumo do efeito de MeJA empregado em cultura de células de Rubus fruticosus.
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