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RESUMO

O presente trabalho analisou a participacio da enzima 6xido nitrico sintase
(NOS) na producéo de fitoalexinas, como parte do mecanismo de defesa de soja ao
ataque do fungo Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis (Dpm), causador da doenca
do cancro da haste. A produgéo de fitoalexinas e a atividade NOS em cotilédones de
soja eliciados com extrato do fungo Dpm foram comparadas com aquela induzida por
nitroprussiato de sédio (SNP), uma molécula capaz de liberar 6xido nitrico (NO). Os
flavondides produzidos foram identificados e quantificados utilizando Cromatografia
Liguida de Alta Eficiéncia (CLAE) e padrées auténticos. A atividade NOS foi
determinada pela sintese de L-[U-"*C] citrulina a partir de L-[U-'“C] arginina. A eliciacéo
dos cotilédones de soja com o extrato de Dpm ou com SNP induziu intensa producéo
de fitoalexinas. N&o foi observada producdo de fitoalexinas quando o SNP foi
substituido por ferricianeto que difere estruturalmente do primeiro apenas por n&o
conter o NO. A producéo de fitoalexinas induzida pelo extrato de Dpm, mas n&o aquela
induzida por SNP, foi inibida quando os cotilédones de soja foram pré-tratados com
inibidores caracteristicos da enzima NOS de origem animal. A eliciacdo com Dpm
induziu também atividade NOS nos tecidos em contato com o eliciador, atividade nao
observada nos tecidos eliciados por SNP. A atividade NOS induzida mostrou ser
dependente de Ca®" e NADPH e foi inibida por L-NAME [N®-nitro-L-arginina metil éster],
AMG [Aminoguanidina] e L-NIL [L-N°(1-iminoetil) lisina], inibidores caracteristicos da
NOS de origem animal. A indugdo de atividade NOS precedeu a ativacéo da producéo
de flavondides nos cotilédones eliciados por Dpm. O actimulo destes metabélitos foi

mais precoce quando os cofilédones foram eliciados com SNP. O conjunto de
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resultados sugeriu que na eliciagcdo por Dpm ocorreu a ativacéo de uma enzima do tipo
NOS produzindo NO que foi capaz entdo de induzir a producdo de flavondides que
apresentam atividade antimicrobiana. Néo foram observadas diferencas significativas
na produgdo de fitoalexinas pelos cotilédones entre os cultivares IAC-18 e IAC-14,
resistente e suscetivel ao Dpm, respectivamente. Estes resultados indicaram que
ambos os cultivares seriam capazes de se defender ao ataque do patégeno nos

estadios iniciais de desenvolvimento da planta.
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ABSTRACT

The formation of phytoalexin is part of the defense mechanism of soybeans
against the fungus Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis (Dpm), the causal agent of
stem canker disease. In this work, the involvement of nitric oxide synthase (NOS) in
phytoalexin production was examined. Phytoalexin formation and NOS activity in
soybean cotyledons stimulated with a Dpm extract were compared with the levels in
cotyledons exposed to sodium nitroprusside (SNP), a nitric oxide (NO) donor. The
flavonoids were identified and quantified by High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) using authentic standards. NOS activity was determined by the biosynthesis of
L-[U-"C] citruliine from L-[U-"*C] arginine. Exposure of soybean cotyledons to the Dpm
extract or SNP resulted in a high accumulation of phytoalexin, but this was not observed
when SNP was replaced by ferricyanide, a structural analog of SNP devoid of the NO
moiety. Phytoalexin production induced by the Dpm extract, but not by SNP, was
prevented when the cotyledons were pretreated with NOS inhibitors. The Dpm extract
also induced NOS activity in soybean cotyledon tissue proximal to the site of extract
application. No such activity was observed with SNP. The induced NOS activity was
Ca?*- and NADPH-dependent and was sensitive to the NOS inhibitors L-NAME [N®-
nitro-L-arginine methyl ester], AMG [aminoguanidine] and L-NIL [L-N°-(iminoethyl)
lysine]. The induction of NOS activity preceded the maximal accumulation of flavonoids
in cotyledons exposed to the Dpm extract. The accumulation of these metabolites was
faster in SNP than in Dpm treated cotyledons. These results suggest that Dpm extract
induce NOS activity, with the formation of NO subsequently stimulating biosynthesis of
flavonoids. There was no significant difference in the phytoalexin accumulation between

xiii



cotyledons from cultivars IAC-18 and IAC-14 which are resistant and susceptible to
Dpm, respectively. Thus, both cuitivars should be able to defend themselves against

attacks by pathogens in the earlier stages of plant development.
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1. INTRODUCAO

O oxido nitrico (monéxido de nitrogénio)

O nitrogénio tem um papel central nos seres vivos, haja visto que est4 presente
em todas as maiores classes de biomoléculas. Entretanto, apenas recentemente um
papel fisiolégico foi descoberto para as espécies reativas de nitrogénio (ERN’s). Isto
aconteceu ap6s a descoberta de que o dxido nitrico, NO, a mais simples molécula
formada de nitrogénio e oxigénio era produzida in vivo. Desde entdo, o estudo dos
efeitos e acdes do NO em animais despertaram grande interesse nas mais diversas
areas das ciéncias biol6gicas. Em 1992, o NO foi eleito pela revista Science como “A
Molécula do Ano”. Em 1998, Ferid Murad, Louis Ignarro e Robert Furchgott receberam o
prémio Nobel de Medicina por demonstrarem que o NO produzido a partir da oxidacéo
da L-arginina a L-citrulina pela agédo da enzima éxido nitrico sintase (NOS) atua como
sinalizador em células animais. Por mais de cinglienta anos a Unica molécula no estado
gasoso conhecida com fungédo sinalizadora foi o etileno, um fitorménio que estimula o
amadurecimento de frutos e provoca a abscisédo de frutos e folhas. O crescente
interesse e rapido progresso no estudo da enzima NOS de mamiferos revelou que o NO
€ uma potente molécula, capaz de controlar e influenciar uma grande variedade de
processos fisiolégicos e patolégicos.

O NO foi inicialmente descoberto como uma molécula sinalizadora fundamental
na manutenc@o da presséo sangliinea no sistema cardiovascular, na modulagdo da
transmissé@o neural no cérebro e na estimulacéo das defesas do hospedeiro no sistema
imune (Moncada et a/.,1991). Posteriormente, foi sugerido que o NO podia estar
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envolvido na regulagdo da expressio génica, no aprendizado e na memébria, na
agregacéo plaquetaria, na fungdo sexual masculina, na citotoxicidade e como um
estimulador da apoptose (Jaffrey ef al, 1995; Palevitz e Lewis, 1998). Ainda, niveis
reduzidos de NO tém sido associados 2 fisiopatologia da pré-eclampsia (Lowe, 2000),
ao desenvolvimento da aterosclerose (Stuehr, 1997) e a distrofia muscular de
Duchenne (Sander ef al,, 2000). Producdo excessiva desta molécula contribui para o
aparecimento de doencas neurodegenerativas como a de Huntington, Alzheimer e

esclerose amiotropica lateral (Chabrier et al., 2000).

Os alvos moleculares do NO

O NO apresenta um elétron desemparelhado no atomo de nitrogénio, o que torna
esta molécula instavel e quimicamente reativa (Wojtaszek, 2000). Ainda, a natureza
altamente lipofilica deste radical permite sua facil difusdo através de membranas
celulares sem a presenca de transportadores especificos, o que o torna potencialmente
téxico (Mayer e Hemmens, 1997). Assim, o NO n&o atua através da ativagdo de
receptores, mas sim, formando ligagbes covalentes com suas moléculas-alvo, através
de varios mecanismos diferentes.

Alvos potenciais da acdo do NO incluem proteinas que contém metais de
transicdo seja como grupo heme ou complexos ndo-hémicos, principalmente as que
apresentam centros ferro-enxofre (Fe-S), onde adutos NO-Fe-S sdo formados.

O NO é capaz de reagir com a tirosina, formando residuos de nitrosotirosina, que
podem provocar a inibicdo da atividade enzimatica de certas proteinas, ou reagir com
grupamentos sulfidrilas para formar S-nitrosotiéis. A nitrosilacédo de grupos tiéis parece
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ser um recurso utilizado pela célula para aumentar a eficiéncia de entrega do NO ao
seu sitio de ac&o (Gaston, 1999). Em geral, compostos resultantes da reacdo do NO
com outras moleculas, dependendo da localizagdo, estrutura e reatividade, seriam
considerados elementos de transporte/armazenamento ou produtos finais de
degradacao deste radical (Wojtaszek, 2000).

Quando produzido em altas concentragdes, o NO pode reagir com intermediarios
reativos de oxigénio (IRO’s) levando & producdo de espécies mais reativas como o
peroxinitrito ou o radical hidroxil com efeitos citotoxicos (Stamler ef al., 1992; Mayer e
Hemmens, 1997). Por outro lado, a reagdo do NO com radicais livres poderia funcionar
como bloqueio da propagacéo das cadeias de oxidagdo mediadas por radicais limitando
o dano celular (Beligni e Lamattina, 1999a,b).

Logo, o NO apresenta um comportamento dual gue advém de sua reatividade
bioquimica: é reativo o suficiente para explicar a habilidade em atuar simultaneamente
como um mediador de diversas fungdes fisiolégicas bem como de mecanismos de

doencas (Beligni e Lamattina, 1999a).

A o6xido nitrico sintase de mamiferos

Em mamiferos, a produg&o intracelular de NO é catalisada pela enzima éxido
nitrico sintase (NOS). Basicamente, o mecanismo de agdo da NOS é a conversdo do
aminoacido L-arginina em L-citrulina com liberacdo de NO. Como co-substratos sao
utilizados O, e NADPH. A NOS é uma proteina homodimérica contendo FAD, FMN,
tetrahidrobiopterina e o heme como grupos prostéticos. Também apresenta sitios de
ligagdo para L-arginina, calmodulina e NADPH (Stuehr, 1997).
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Durante a formagéo do NO, os elétrons do NADPH s&o transferidos para as
flavinas e entéo para o ferro hémico. Esta transferéncia de elétrons permite a NOS ligar

oxigénio e catalisar a reagéo de oxidacéo, em dois passos, da L-arginina para L-citrulina

(Figura 1).

?OOH CI:OOH ?OOH

NHz‘—'?H NHg“‘"?H NHQ——?H
CHy CH; CHy
| NADPH NADP* | 0,5NADPH 0,5 NADP* |
?Hz /'\ > (]:Hz /’\ ({:Hz + NO
CH2 Oy H.O HZ *Os *H,0 c':HZ
NH NH fl\lH
C==NH C==N—OH c{;:*o
NH> NH, NH;

L-Arginina N-Hidroxi-L-arginina L-Citrulina

Figura 1: Biossintese do NO (via NOS) segundo Stuehr, 1999.

A NOS apresenta trés dominios funcionalmente distintos: o dominio oxigenase
na regido N-terminal, que liga o grupo heme; o dominio redutase na regido C-terminal e
o sitio de ligac&o para a calmodulina na regido intermediaria (Stuehr, 1999).

Em humanos ja foram identificadas trés principais isoformas classificadas como
NOS |, NOS Il e NOS lil, segundo a ordem cronolégica de isolamento das proteinas e
dos cDNA’s correspondentes (Férstermann ef al, 1991). Embora as trés isoformas
liguem calmodulina, na NOS Il a caimodulina se encontra permanentemente ligada, o
que permite esta isoforma estar ativa mesmo em situacées onde a concentracdo de

Ca? livre citossblico esteja bastante diminuida. Por esta caracteristica, a NOS Il é



considerada Caz*-independente, enquanto que, as isoformas | e Il sdo Ca®'-
dependentes, produzindo quantidades moderadas de NO, uma vez que a atividade
destas isoformas varia em funcéo da flutuacdo dos niveis citossélicos de Ca?*. Por
outro lado, a NOS Il é cataliticamente ativa logo apés a sua transcricdo, que é
principalmente induzida por lipopolissacarideos bacterianos e citocinas pré-inflamatérias
(interleucina-1oc e fator de necrose tumoral-B) para produzir NO em grandes

quantidades, com fungao citotdxica (Férstermann ef al., 1991; Stuer, 1992; Bogdan,

2001).

A produgédo do NO em plantas

Até recentemente, pesquisas sobre os efeitos do NO em plantas, centravam-se
na poluicdo atmosférica por éxidos de nitrogénio: NO e NO, (diéxido de nitrogénio). A
captacdo de NO pelas folhas bem como, seu subseqiiente metabolismo e fitotoxicidade,
estdo bem documentados (Wellburn, 1990; Hufton et al., 1996). J4 foi demonstrado que
as plantas ndo s6 respondem ao NO atmosférico, mas também s&ao capazes de
produzir quantidades substanciais deste radical (Wildt et al., 1997).

Em plantas, o NO pode ser produzido ndo-enzimaticamente, a partir da
conversdo de NO por carotendides, num processo mediado pela luz (Cooney ef al.,
1994), ou ainda, por meio de NO3” ou NO2, na presencga de um agente redutor, como o
ascorbato (Klepper, 1990; Yamasaki et al., 1999). Porém, como este tipo de reacgio
direta requer a forma acida nao-dissociada do nitrato e/ou nitrito, a producéo quimica de

NO é desprezivel em valores de pH acima de 4 (Yamasaki ef al., 1999).



Acredita-se que em pH fisiolégico, a producéo de NO sé ocorra através de via
enzimatica pela acéo da nitrato redutase (NR), como um produto secundério do
metabolismo de nitrogénio (Dean e Harper, 1988; Klepper, 1990; Yamasaki ef al.,

2000), ou através de uma enzima com caracteristicas similares & NOS de mamiferos.

Acdes do NO em plantas

Independentemente do mecanismo pelo qual o NO é produzido pelos vegetais,
evidéncias recentes tém sugerido uma funcdo sinalizadora desta molécula no
crescimento e desenvolvimento e nas respostas de defesa de plantas ao ataque de
patégenos. Oxido nitrico exégeno foi capaz de induzir a expansao foliar e o crescimento
de raizes (Leshem, 1996; Gouvéa ef al., 1997) bem como a producéo de fitoalexinas
(Noritake ef al., 1996) e a reagdo de hipersensibilidade (RH) (Durner et al, 1998;
Delledonne et al., 1998), processos relacionados com as respostas de plantas ao
ataque de patdgenos.

A administracdo de substancias doadoras de NO ou a introducédo de NOS de
mamiferos em folhas ou células em suspensédo de fumo induziram a expressdo dos
genes que codificam as proteinas relacionadas a patogénese (PR) e PAL, envolvidas
no mecanismo de defesa das plantas (Durner ef al., 1998). Estes genes também foram
induzidos por cGMP (GMP ciclico) e cADPR (ADP ribose ciclica), duas moléculas que
servem como segundo mensageiros na sinalizagdo do NO em mamiferos. Ainda, a
ativacdo da expresséo do gene PAL por NO foi suprimida por inibidores da enzima
guanilato ciclase que, em mamiferos, é ativada pela ligacdo de NO ao seu grupamento
heme ou pela S-nitrosilagéo de residuos criticos de cisteina. A fragmentacéo do DNA,
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um indicativo de morte celular programada observada na RH, tem sido induzida por NO
exbgeno em diferentes células vegetais (Pedroso et al., 2000; Saviani ef al., 2001).
Ainda, proteinas-alvo do NO em animais, como aconitase e quinases ativadas por
mitégeno mostraram ser moduladas por NO em vegetais (Navarre et al., 2000; Klessig
et al., 2000). Estes resultados vém sugerindo que, pelo menos em alguns pontos, as

vias de sinalizag&o do NO em plantas e animais s30 comuns.

A NOS de vegetais

Evidéncias da existéncia de uma enzima do tipo NOS de mamiferos em plantas
foram observadas pela primeira vez em 1996 (Ninnemann e Maier; Cueto ef al.).
Atividade NOS foi encontrada em raizes e nédulos de plantas leguminosas, sendo sua
inducéo atribuida a presenca de lipopolissacarideos de Rhizobium (Cueto et al., 1996).
Posteriormente, foi sugerido que o NO derivado da atividade de uma enzima do tipo
NOS estaria envolvido no estabelecimento da simbiose e como mediador na fixagdo de
nitrogénio ao se ligar ao grupamento heme de centros redox da leghemoglobina
(Mathieu ef al., 1998).

Utilizando anticorpos produzidos contra NOS de mamiferos, marcados com o
indicador fluorescente isotiocianato de fluoresceina, Ribeiro ef al. (1999) localizaram
imunorreatividade para NOS em pontas de raizes de milho. Foi mostrado que a proteina
NOS-imunorreativa de milho esté presente no citoplasma de células na zona de divisdo
e é translocada para o nucleo em células na zona de alongamento de ponta de raizes.
Estes resultados sugeriram que a localizacdo dessa proteina, em milho, é dependente
da fase de crescimento celular e que uma enzima do tipo NOS estaria envolvida na via
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de transducédo de sinais que controla o crescimento e o desenvolvimento de raizes.
Estes resultados corroboraram os obtidos por Gouvéa et al. (1997) onde foi observado
estimulo do alongamento das pontas de raizes de milho quando estas eram expostas a

concentracdes fisioldgicas de liberadores de NO.

A NOS no mecanismo de resisténcia a fitopatégenos

Quando plantas sdo atacadas por determinado patdgeno, para o qual
apresentam resisténcia, estas podem desenvolver uma reacéo de hipersensibilidade
(RH), que é caracterizada pelo desenvolvimento de leséo local do tecido vegetal que
restringe o crescimento e proliferacao do invasor. A RH esta associada a indugdo de
genes relacionados a defesa que também desempenham papéis importantes na
contengdo do patdgeno, seja diretamente, levando a sintese de enzimas e metabélitos
secundarios com atividades antimicrobianas, ou indiretamente, ajudando a reforcar as
paredes celulares das plantas (Brisson et al., 1994; Baker e Orlandi, 1995; Low e
Merida, 1996). As fitoalexinas, compostos de baixo peso molecular com atividade
antimicrobiana estdo entre os principais metabdlitos produzidos pelas plantas em
resposta ao ataque de microrganismos (Paxton, 1981; Kué, 1995).

A participagéo de uma enzima tipo NOS nos mecanismos de defesa de plantas
ao ataque de patégenos foi primeiramente descrita em 1998 (Delledonne, ef al.; Durner
et al.). Foi demonstrado que o NO, produzido endogenamente por uma enzima tipo
NOS, potencializou a acéo de intermediarios reativos de oxigénio na indugéo de morte
celular por hipersensibilidade, em células de soja em cultura (Delledonne ef al., 1998).

O NO foi também capaz de induzir, independentemente das espécies reativas de
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oxigénio, a expressdo de genes envolvidos na sintese de fitoalexinas. Inibidores da
NOS comprometeram a resposta de folhas de Arabidopsis thaliana ao ataque de
Pseudomonas syringae, permitindo o crescimento da bactéria e o desenvolvimento da
doenca. Ainda, a inoculagdo de folhas de fumo com o virus do mosaico do fumo induziu
uma atividade tipo NOS no material resistente, mas néo no suscetivel (Delledonne ef
al., 1998). Niveis aumentados de atividade NOS foram também observados em plantas
de fumo resistentes a infeccao por Ralsfonia solanacearum (Huang e Knopp, 1998).
Embora em plantas, o gene para a NOS n&o tenha ainda sido descrito, uma
seqiiéncia de DNA com similaridade para NOS de Raftus norvegicus foi identificada no
cromossomo 4 de Arabidopsis thaliana (Mayer et al, 1999). Esta observacgéo,
juntamente com as crescentes descrigdes de atividade NOS em plantas, vém sugerindo
que uma enzima do tipo NOS constituiria um componente importante no mecanismo de

resisténcia de plantas ao ataque de patégenos.

A via dos fenilpropanéides

As gliceolinas, pterocarpanos derivados da via dos fenilpropanéides, séo as
principais fitoalexinas produzidas pela soja. A fenilalanina aménia liase (PAL) € a
primeira enzima desta via catalisando a desaminagédo n&o-oxidativa do aminoacido
fenilalanina para a formacao da primeira estrutura da rota biossintética com esqueleto
fenilpropano, o &cido cinamico (Strack, 1997). A hidroxilagéo este composto, pela agéo
da enzima &acido cindmico 4-hidroxilase (CA4H) origina o &cido p-coumarico que,

ativado por coenzima-A (CoA) via 4-coumarato coenzima A ligase (4CL), pode sofrer



reacdo de condensac@o com trés equivalentes de malonil CoA. Como resultado
poderdo ser formados vérios flavondides (esqueleto CsCsCe), entre eles flavanonas,
flavonas, pterocarpanos e antocianinas, todos derivados do esqueleto fenilpropano
(CsCs).

O produto de condensacdo, quando sob agdo conjunta das enzimas chalcona
sintase (CHS) e chalcona redutase (CHR) com oxidagdo de NADPH, gera daidzeina,
uma isoflavona di-hidroxilada precursora da producéo de gliceolinas. Inicialmente, uma
chalcona tri-hidroxilada (naringenina) & formada (Welle e Grisebach, 1989) e, por acéo
da enzima chalcona isomerase (CHI) é convertida & flavanona correspondente e
posteriormente a daidzeina, sob a ag&o da enzima isoflavona sintase (IFS). A
daidzeina, através de sucessivas reacbes complexas, com o envolvimento de muitas
enzimas é convertida em glicinol (3-6a-9 trihidroxipterocarpano) e este, através de
prenilacdo e ciclizagéo, nesta ordem, finalmente origina as gliceolinas, sendo os
isémeros I, Il e lil os mais comumente encontrados (Bailey e Mansfield, 1982).

Caso o produto de condensacdo sofra a acdo apenas da enzima chalcona
sintase, forma-se a flavanona correspondente, que é um intermediario-chave tanto para
a biossintese de genisteina (isoflavona tri-hidroxilada) quanto de apigenina e luteolina
(flavonas) e ainda antocianinas e 3-deoxiantocianinas (Figura 2). De imediato, uma
chalcona tetra-hidroxilada é formada a partir do produto de condensacédo, em seguida
convertida a genisteina por atividade isoflavona sintase ou as flavonas ja citadas pela
acéo das enzimas flavonas sintase | e Il. Ambas as ramificagdes - a partir do produto de
condensacdo do acido p-coumarico CoA com malonii CoA - podem ocorrer

simultaneamente ou independentemente, conforme o estimulo.
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A eliciacao de tecidos de soja por diferentes fatores bi6ticos ou abiéticos pode
ser acompanhada do aparecimento de uma intensa coloragéo avermelhada no ponto de
eliciacdo. Sabe-se que a intensidade desta coloracéo é proporcional ao contetido de
gliceolinas produzidas, uma vez que, tal coloragéo é derivada da presenca de alguns
pterocarpanos precursores destas fitoalexinas. Os precursores das gliceolinas que
apresentam  coloragdo avermelhada inciluem os derivados do 3,6a,9-
trihidroxipterocarpano (glicinol) e os compostos isoprenilados 4-dimetilalil-3,6a,9-
trinidroxipterocarpano  (gliceolidina 1) e 2-dimetilalil-3,6a,9-trihidroxipterocarpano

(gliceolidina Il) (Z&hringer ef al., 1981; Ingham ef al., 1981).

O cancro da haste da soja

A soja € uma cultura de origem asidtica que se difundiu pela Europa e
posteriormente pela América. As condigcdes climaticas permitiram facil adaptacéo desta
cultura no Brasil.

As primeiras referéncias sobre o cultivo em S&o Paulo datam de 1892 e foram
realizadas pelo Dr. Franz Wilhelm Daffert, no Instituto Agronémico de Campinas (IAC).

A soja é a oleaginosa mais cultivada no mundo estando em quarto lugar entre os
graos mais produzidos, perdendo apenas para o milho, o trigo e o arroz. Os Estados
Unidos detém a maior produgéo no contexto mundial e o Brasil ocupa o segundo lugar
(USDA - Departamento de Agricultura dos Estados Unidos; www.usda.gov).

Entretanto, o cancro da haste, doenca caracterizada por escuras lesdes na
haste, clorose e necrose das folhas, cujo agente etiolégico &€ o fungo Diaporthe
phaseolorum f. sp. meridionalis pode promover significantes perdas nesta cultura (Tyler,

12



1996). Identificado pela primeira vez na safra 1988/89, no sul do estado do Parana e
em area restrita no Mato Grosso (EMBRAPA, 1989), o cancro da haste da soja, na safra
seguinte foi encontrado em todas as regides produtoras de soja do pais. Hoje, constitui-
se num dos principais problemas para o cultivo desta leguminosa no Brasil,
caracterizado principalmente pela grande quebra na producéo de graos (Krzyzanowski
et al., 1992). Uma vez introduzido na lavoura através de sementes e de residuos
contaminados em maquinas e implementos agricolas, o fungo multipiica-se nas
primeiras plantas infectadas e posteriormente, durante a entressafra, nos restos de
cultura. Iniciando com poucas plantas infectadas no primeiro ano, o cancro da haste
pode causar perda total na safra seguinte. O fungo é altamente dependente das chuvas
para disseminar os esporos dos restos de cultura para as plantulas em
desenvolvimento. Além das condigbes climéaticas, os niveis de danos causados a soja
dependem da suscetibilidade, do ciclo do cultivar e do momento em que ocorrer a
infeccdo. Como o cancro da haste € uma doenca de desenvolvimento lento (demora de
50 a 80 dias para matar a planta), quanto mais cedo ocorrer a infeccdo e quanto mais
longo for o ciclo do cultivar, maiores serdo os danos. Nos cultivares mais suscetiveis, o
desenvolvimento da doenca é mais rapido, podendo causar perda total (Yorinori, 1996).
Sendo assim, € de grande interesse encontrar uma forma de minimizar tais perdas
decorrentes do ataque deste patégeno.

Cultivares de soja obtidos através de melhoramento genético apresentam
diferentes graus de resisténcia a esta doenga quando analisados em campo. Assim, os
cultivares IAC-14 e IAC-15 sa@o suscetiveis; o cultivar IAC-15.1 apresenta um grau de
resisténcia intermediario e os cultivares IAC-15.2 e IAC-18 s&o considerados resistentes
(comunicacdo pessoal, Nelson R. Braga, Centro de Plantas Graniferas-IAC). As
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alteragbes metabdlicas que conferem as caracteristicas de resisténcia destes cultivares
ao cancro da haste ndo sdoc conhecidas. Resultados de campo, obtidos no Instituto
Agrondémico de Campinas (IAC), mostram que plantas resistentes de soja desenvolvem
uma coloracdo avermelhada na haste ap6s inoculagdo com fungo Diaporthe
phaseolorum f. sp. meridionalis (comunicacdo pessoal, Nelson R. Braga, Centro de
Plantas Graniferas-IAC), um indicativo do actimulo de fitoalexinas. Estas observacées e
as recentes descobertas de que o NO é capaz de ativar a expressdo da PAL
(Delledonne et al., 1998; Durner et al., 1998) sugerem que uma enzima do tipo NOS

poderia fazer parte do mecanismo de defesa de soja ac ataque do Diaporthe.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de analisar a participacdo de
uma enzima do tipo NOS na sintese de flavondides, como parte do mecanismo de
defesa de soja ao ataque do fungo Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis, causador

da doenga do cancro da haste. Para atingir tais objetivos, as seguintes metas foram

propostas:

F~ Estudar a producéo de fitoalexinas em cotilédones de soja dos cultivares IAC-14
(suscetivel) e IAC-18 (resistente) quando tratados com uma solugédo eliciadora

obtida a partir do fungo Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis (Dpm);

&~ Verificar se o nitroprussiato de sédio (SNP), um composto liberador de NO é
capaz de induzir a producéo de fitoalexinas;

& Avaliar se a producéo de fitoalexinas é diferenciada em funcéo da suscetibilidade
da soja ao fungo Dpm;

&~ Avaliar o efeito de inibidores da enzima 6xido nitrico sintase (NOS) na producéo
de fitoalexinas;

&~ |dentificar os flavondides induzidos em resposta ao Dpm e ao SNP;

=

Correlacionar a indugédo de sintese de flavondides com a atividade NOS.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal

Plantas de soja [Glycine max (L.) Merr] dos cultivares IAC-14 e IAC-18,
suscetiveis e resistentes ao fungo Diaporthe phaseolorum (Cooke & Ellis) Sacc. f. sp.
meridionalis (Dpm), respectivamente, foram cultivadas em vermiculita e mantidas em
casa de vegetacdo. Os cotilédones de plantulas de soja com 7 a 8 dias de idade foram
retirados e utilizados na condugéo dos experimentos. As sementes foram gentilmente

cedidas pelo Dr. Nelson Raimundo Braga do Centro de Plantas Graniferas do Instituto

Agrondmico de Campinas.

3.2. Preparo da solucdo eliciadora do fungo Dpm

A eliciacdo dos cotilédones foi realizada com nitroprussiato de sédio (SNP) ou
com extrato derivado de esporos do fungo Dpm, o agente etiolégico do cancro da haste.
Cepas do fungo Dpm foram gentilmente cedidas pela Dra. Margarida Fumiko Ilto do
Centro de Fitossanidade do Instituto Agronémico de Campinas.

A cultura foi mantida em meio batata-dextrose-agar (BDA) e apés 20-30 dias,
periodo suficiente para a ocorréncia de esporulagéo, foi repicada para placas de Petri
contendo 20 mL do meio indicado, para manutencéo. Nao mais que cinco processos de

repicagem foram feitos, para se evitar a perda gradativa da patogenicidade do fungo em

questao.
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Os esporos produzidos no periodo de 20-30 dias foram extraidos por adicéo de
aproximadamente 5 mL de agua destilada a cada placa. A suspenséo foi filtrada em
peneira de nylon de 45 um, autoclavada por 30 minutos e centrifugada a 1.000 x g por
10 minutos. O precipitado foi descartado e o sobrenadante utilizado como soluggo
eliciadora. Os carboidratos presentes no sobrenadante (extrato de Dpm) foram
quantificados em equivalentes de glicose por volume de solucdo, pelo método do fenol-
acido sulftrico descrito por Dubois ef al. (1956), com algumas modificacdes, tendo
glicose como padréo. Medidas espectrofotométricas (Espectrofotémetro Beckman DU

640) foram realizadas a 490 nm.

3.3. Eliciac@o de cotilédones de soja com extrato de Dpm e SNP

Os cotilédones de plantulas de soja com 7 a 8 dias de idade foram coletados e
imersos em agua destilada de modo a n&o desidratarem. Estes foram lavados
abundantemente com agua deionizada autoclavada e mantidos em camara de fluxo
laminar horizontal onde se conduziu todo o experimento assepticamente.

A metodologia adotada foi a de Ayers et al. (1976a) onde um corte superficial de
1,0 cm de diametro foi realizado no centro da regido adaxial de cada cotilédone, com o
auxilio de um furador de rolha. Com um bisturi, retirou-se desta regido apenas a
epiderme e uma por¢éo das células do mesofilo, deixando-se uma pequena depressao
no formato de um célice. Em cada placa de Petri, contendo papel de filtro embebido
com 3 mL de agua deionizada, foram acondicionados de 5 a 6 cotilédones com os

cortes voltados para cima. Em cada cotilédone, uma gota de 50 ulL de solugéo
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eliciadora foi aplicada na regi&o do corte. Devido a depressédo em formato de célice que
é realizada na referida regido, esta gota permanece durante todo o periodo de
eliciacéo. Para a eliciagdo utilizou-se extrato de Dpm nas concentragbes que variaram
de 1 a 13 ug de equivalentes de glicose e SNP a 1; 5 e 10 mM. Todas as placas foram
mantidas a temperatura ambiente e ao abrigo de luz uma vez que, compostos
liberadores de NO sao fotossensiveis (Shishido, 1998; Shishido e De Oliveira, 2000).

Ao final do tratamento, que variou de 3 a 20 h, cada cotilédone foi lavado com 1
mL de agua deionizada de forma a coletar o exudato depositado na gota eliciadora.
Medidas espectrofotométricas destas solucdes foram determinadas a 286 e 489 nm

para se estimar a produgéo de fitoalexinas.

3.4. Eliciacdo de cotilédones de soja pré-tratados com inibidores da NOS de

origem animali

A metodologia utilizada para estes ensaios foi semelhante & descrita no item 3.3,
com excecéo de que, anteriormente a exposicdo dos cotilédones aos eliciadores, estes
foram embebidos com solugdes de inibidores da NOS conforme mostra o esquema da
Figura 3.

Os inibidores utilizados, NC-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) e
aminoguanidina (AMG), foram preparados na concentragdo de 3 mM em &agua
deionizada ou em tampao MES [4acido 2-(N-morfolino) etanossulfénico] a 50 mM, pH

5,8. Experimentos empregando solugio de AMG e L-NAME sob tamponamento foram
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realizados uma vez que este Ultimo composto, quando em soluc&o aquosa, torna o

meio acido (pH em torno de 3,0) podendo causar estresse ao tecido vegetal.

Cotilédones de soja

\ 4
Embebicéo com inibidor da NOS

5 horas

Lavagem

!

50 uL de solucao eliciadora

v 20 horas

Extracao do exudato

V
Medidas espectrofotométricas a 286 e 489 nm

Figura 3: Representacio esquematica da metodologia empregada para analisar o
efeito de inibidores da NOS na produgéo de fitoalexinas em cotilédones de soja.
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3.5. identificacdo de flavondides por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

(CLAE)

3.5.1. Preparo das amostras

Apés a realizacdo de medidas espectrofotométricas os exudatos oriundos dos
tratamentos com Dpm, SNP ou agua foram preparados para serem cromatografados
em CLAE. As amostras foram divididas em dois grupos, cada um contendo exudatos
oriundos de 20 cotilédones eliciados. Em cada amostra pertencente ao primeiro grupo
foram realizadas duas extracgbes liquido-liquido com acetato de etila bi-destilado na
proporcéo de 1:1 (Keen, et al., 1978). As fracdes orgénicas foram recolhidas, secas,
ressuspensas em metanol grau CLAE e cromatografadas para identificacdo de
daidzeina, genisteina e gliceolinas. Cada amostra do segundo grupo foi evaporada até
a secura e diretamente ressuspensa em metanol grau CLAE seguindo a cromatografia
para identificacdo de apigenina e luteolina. Padrbes auténticos de daidzeina,
genisteina, apigenina e luteolina (Sigma) foram utilizados para identificar os metabdlitos
presentes na amostra. Exudatos de cotilédones de soja cv. Williams da lllinois
Foundation Seeds, gentilmente cedidos pelo prof. Dr. Michael G. Hahn, University of
Georgia — USA foram usados como padrédoc de gliceolinas uma vez que estas ndo séo

encontradas comerciaimente.
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3.5.2. Processo cromatografico

As amostras do primeiro grupo foram analisadas em cromatégrafo Dionex DX500
com detector de arranjo de diodo através de uma coluna Zorbax ODS C-18 de 0,46 x
25,00 cm em um gradiente linear de 20 a 60% de acetonitrila em TFA a 0,1% (0,7
mL/min) segundo metodologia descrita por Pelicice et al. (2000). Foi feita uma curva
padrao variando-se a concentragéo de cada composto comercial puro e analisando-se a
286 nm a area do pico correspondente a cada substancia.

Para as amostras do segundo grupo, a analise foi conduzida em cromatdgrafo
Shimadzu com detector UV-visivel Shimadzu SPD-10AV através de uma coluna
Shimadzu CLS ODS C-18 de 0,46 x 25,00 cm em um gradiente linear comegando com
metanol 50% em acido férmico 10%, aumentando para 80% em 10 minutos, seguindo
aumento para metanol 100% durante 3 minutos e retornando a metanol 50% em 2 min
mantendo esta concentracdo por mais 2 min para lavagem da coluna (fluxo de 1
mL/min). Esta metodologia € uma modificacdo daquela descrita por Garcia-Viguera et
al. (1998). Curva padréo para cada substancia em questéo foi realizada variando-se a
concentracdo do composto comercial puro e analisando a area do pico correspondente

a 336 e 350 nm, para apigenina e luteolina, respectivamente.

3.6. Medida da atividade NOS

Atividade NOS em tecidos de cotilédones de soja eliciados com Dpm ou SNP em
diferentes tempos foi determinada pelo método de ensaio da citrulina de acordo com
Rees ef al. (1995), com algumas modificagbes. Tecidos de soja (0,5 a 1,0 g) foram
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homogeneizados em 0,5 a 1,0 mL de tampao de extragio gelado (Tris-HC| 50 mM, pH
7,4; sacarose 320 mM; leupeptina 10 pg/mL; inibidor de tripsina de soja 10 pg/mL;
aprotinina 2 pg/mL; PMSF 1 mM; DTT 10 mM; glutationa reduzida 10 mM) e 0,050 mg
de PVPP/g de tecido, utilizando sistema de dispersdo e mistura Polytron Kinematica
AG. O homogenato foi centrifugado a 10.000 x g por 10 minutos a 4 °C. A quarenta
microlitros do sobrenadante resultante foram adicionados 100 pL de tamp&o de ensaio
[HEPES 40 mM, pH 7,2; FAD 10 uM; FMN 10 uM; DTT 1 mM; CaClz 1,25 mM; BH, 50
uM; CaM 10 pg/mL; B-NADPH 1 mM e L-[U-'“C] arginina 1 uM (0,05 uCi) ou L-[U-"C]
arginina 2 pM (0,10 puCi)] acrescido de L-arginina ndo radioativa a 8 uM. Seguindo
incubagao por 30 minutos a temperatura ambiente, a reagéo foi paralisada pela adigéo
de 1 mL de uma suspenséo de Dowex-Ag50W (200-400, 8% carregada com Na®) em
tampéo HEPES 100 mM/EDTA 10 mM, pH 5,5 (proporcdo de 1:1,5). A resina foi
removida centrifugando o sistema a 10.000 x g por 10 minutos a 18 °C. Foram
adicionados 3 mL de liquido de cintilagdo a 400 uL do sobrenadante resultante e a
amostra foi analisada em contador de cintilagdo (Beckman LS 6000). A eficiéncia da
resina na adsorcéo de L-[U-"C] arginina foi averiguada em reacdo conduzida na
auséncia de amostras e também em reacdo sem a adicédo de Dowex.

A atividade NOS nas amostras foi determinada pela conversdo de L-[U-'C]
arginina a L-{U-'*C] citrulina na auséncia ou na presencga de inibidores especificos da
NOS de origem animal (L-NAME, AMG e L-NIL a 3 mM). Foi considerada atividade
NOS a resuitante da diferenca entre estes dois tratamentos. A dosagem de proteina nas
amostras foi realizada através do método de ligacdo com Coomassie blue utilizando o

reagente de determinagéo de proteina (Bio Rad) e BSA como padréo (Bradford, 1976).
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UNICAMP
4. RESULTADOS BIBLIOTECA CENTRAL
SECAD CIRCULANTE

4.1. Estabelecimento de parametros para a eliciac@o de cotilédones de soja com o

extrato do fungo Dpm

O estudo da ativacéo da sintese de flavondides na interacéo soja-Dpm e da
participacéo da enzima NOS nesta resposta foram realizados utilizando-se o0 método de
eliciacdo em cotilédones.

Ensaios preliminares foram desenvolvidos para se estabelecer a concentragéo
ideal a ser utilizada na eliciagéo dos cotilédones de soja com o extrato do fungo Dpm.
Os cotilédones foram tratados com quantidades do extrato que variaram de 1,0 a 13,0
ug em equivalentes de glicose, aplicados em gotas de 50 uL sobre cada cotilédone. A
curva dose-resposta mostrou que o incremento na producdo de fitoalexinas foi
proporcional ao aumento de concentragéo do eliciador (Figura 4). Significativa producéo
de fitoalexinas foi observada quando se utilizou extrato de Dpm a 13 pg/50 pl,
concentracdo que foi adotada para a maioria dos ensaios.

O acumulo de fitoalexinas nos cotilédones foi proporcional ao tempo de eliciagéo
(Figura 5). Um tempo maximo de eliciacdo de 20 horas foi adotado uma vez que, apés
este periodo os cotilédones desidratavam ou tornavam-se oxidados na regido do corte.

O espectro de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel para os exudatos
analisados apresentou dois comprimentos de onda de maxima absorgdo, A = 286 nm e
A = 489 nm. Os valores de absorbancia obtidos em 286 nm foram considerados como

indicativo da presenca de fitoalexinas, uma vez que, as gliceolinas e a maioria dos
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isoflavondides apresentam maxima absor¢édo nesta regifo do espectro (Ingham, 1982).
Os valores de absorbancia no comprimento de onda de 489 nm foram também
determinados durante os ensaios de eliciaggdo, pois indicam a presenca dos
pterocarpanos, produtos de oxidacdo da daidzeina, intermedidrios na sintese de
gliceolinas, o qual seu conteldo é proporcional a produgio destas fitoalexinas (Ayers ef
al., 1976b). A Figura 6 apresenta uma imagem do ensaio de eliciacdo em cotilédones

de soja, onde pode se observar a formacéo dos pigmentos vermelhos.
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Figura 4: Curva dose-resposta para a eliciacdo de cotilédones de soja com o
extrato do fungo Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis (Dpm). Cotilédones do
cultivar IAC-18 foram tratados com 50 ulL de extrato de Dpm, nas concentracdes
indicadas, por 20 h. Apés este periodo, os exudatos foram coletados e analisados a 286
nm para se estimar a produgéo de fitoalexinas.
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Figura 5: Producéao de fitoalexinas em cotilédones de soja em funcédo do tempo de
eliciacao. Cotilédones de soja cv. IAC-18 foram tratados com extrato de Dpm (20 pg/50
uL) nos tempos de eliciacéo indicados. Apés a incubacdo os exudatos foram analisados
espectrofotometricamente a 286 e 489 nm para se estimar a producéo de fitoalexinas
(A) e pigmentos vermelhos (B), respectivamente.
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Figura 6: Imagem de cotilédones de soja tratados com agua deionizada (A) ou
extrato de Dpm (B). Cotilédones de plantas de 7 dias de idade do cv. IAC-18 foram
eliciados com 50 pL de agua deionizada ou extrato de Dpm (13 pg/50 plL) por um
periodo de 20 horas.




4.2. Estimulo da producéo de fitoalexinas em cotilédones de soja eliciados por

SNP

Um estudo avaliando-se a eficiéncia do 6xido nitrico na indugéo da producéo de
fitoalexinas em cotilédones de soja foi realizado utilizando-se nitroprussiato de sédio
(SNP), um liberador inorganico de NO. Nestes ensaios, os cotilédones foram também
eliciados com extrato de Dpm de maneira a se comparar a resposta destes com aquela
induzida por SNP. Ainda, foram feitos ensaios com os cvs. IAC-14 e IAC-18 para
verificar a relagéo entre resisténcia e producéo de fitoalexinas.

Como pode ser observado na Figura 7, o SNP atuou de maneira dose-
dependente sendo que, na concentracédo de 10 mM as producgées de fitoalexinas e dos
pigmentos vermelhos foram equivalentes aquelas induzidas pelo extrato de Dpm.

Nao foi observada diferenca de resposta entre o cultivar resistente (IAC-18) e o
cultivar suscetivel (IAC-14) quando a producédo de fitoalexinas pelos cotilédones foi
estimada pela absorbancia a 286 nm (Figura 7A). Por outro lado, a intensidade de
coloragéo avermelhada foi mais acentuada no cultivar IAC-18 (Figura 7B). Estes
resuitados sugeriram que o cv. IAC-18 apresenta uma maior capacidade de produgéo
de precursores de gliceolinas, o que estaria de acordo com as respostas observadas

em campo no Instituto Agronémico de Campinas.
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Figura 7: Inducdo dose-dependente do acimulo de fitoalexinas por SNP em
cotilédones de soja. Cotilédones dos cvs. IAC-14 e IAC-18 foram tratados com 50 plL
de SNP nas concentracdes indicadas. Ap6s 20 horas determinou-se a producio de
fitoalexinas (A) e pigmentos vermelhos (B). Nos controles, os cotilédones foram
tratados com 50 ul de agua ou extrato de Dpm (13 pg/50 uL). Cada barra representa a
média + EPM de 4 a 6 repeticbes.
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4.3. Efeito de inibidores de NOS na producéo de fitoalexinas

Admitindo-se que o NO possa participar no desencadeamento do estimulo da
producéo de fitoalexinas em plantas quando atacadas por um patdgenc e que, esta
molécula possa ser um produto de reacdo catalisada por uma enzima do tipo NOS, foi
avaliado o efeito de inibidores da NOS de origem animal na resposta de cotilédones de
soja a eliciag@o por Dpm. Estes ensaios foram inicialmente realizados apenas com o cv.
IAC-18 para se verificar a eficiéncia do protocolo. Os cotilédones, quando pré-tratados
com os inibidores da NOS, N®-Nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) e aminoguanidina
(AMG) por 5§ horas e, em seguida, incubados com o extrato de Dpm por 20 horas
apresentaram os conteldos de fitoalexinas e pigmentos avermelhados reduzidos
quando comparados aos controles (Figura 8). Em termos de erro padrio da média
(EPM) os resultados obtidos nos tratamentos agua/Dpm e inibidor/Dpm diferem
significativamente entre si, tanto em relacéo a estimativa de producéo de fitoalexinas
(Figura 8A) como de pigmentos vermelhos (Figura 8B).

O tratamento prévio de cotilédones de soja com inibidores de NOS visualmente
causou a diminui¢8o da intensidade da coloragdo avermelhada produzida em funcéo da
eliciacdo com extrato de Dpm.

Com o objetivo de se comparar o efeito de inibidores da NOS na eliciagéo dos
cotilédones em funcéo da resisténcia ao Dpm, um experimento foi realizado com os
dois cultivares. Nestes ensaios 0 meio foi tamponado com MES, procurando-se evitar
uma possivel variagdo de pH durante a eliciacdo. Ainda, foi analisado também o efeito

dos inibidores da NOS na eliciagdo dos cotilédones por SNP.
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Como pode ser observado na Figura 9, os cotilédones, quando pré-tratados com
os inibidores da NOS, L-NAME ou AMG, mostraram uma queda de quase 50% na
producéo de ﬁtoalexina‘s néo se observando diferenca significativa de resposta entre os
cultivares. Ainda, ministrando-se aos cotilédones solugéo de SNP (10 mM) apés pré-
tratamento destes com L-NAME ou AMG, ndo se observou efeito inibitério na produgao

de fitoalexinas.
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Figura 8: Efeito de inibidores da 6xido nitrico sintase (NOS) na producido de
fitoalexinas induzida por extrato de Dpm. Cotilédones de soja cv. IAC-18 foram pré-
incubados (5 h) com agua, L-NAME (3 mM) ou AMG (3 mM) e posteriormente tratados
com 50 ul de extrato de Dpm (13 pg/50 ulL), L-NAME (3 mM) ou AMG 3 mM, como
indicado. Ap6s 20 horas de tratamento, os exudatos foram analisados para se estimar a
producéo de fitoalexinas (A) e pigmentos vermelhos (B), respectivamente.
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Figura 9: Efeito de inibidores da NOS na producéo de fitoalexinas induzida por
extrato de Dpm e SNP. Cotilédones de soja dos cvs. IAC-14 e IAC-18 foram pré-
incubados (5 h) com tampao MES (50 mM), L-NAME (3 mM) ou AMG (3 mM) e
posteriormente tratados com 50 ulL de MES, extrato de Dpm (13 ug/50 ul) ou SNP (10
mM), como indicado. Apés 20 horas de tratamento, os exudatos foram analisados para
se estimar a producao de fitoalexinas.
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4.4. ldentificac8@o, por CLAE, dos flavonéides produzidos em resposta a eliciagdo

Estes ensaios foram realizados com o objetivo de se identificar algumas, sendo
as principais moléculas responsaveis pela absorbéncia observada a 286 nm nos
exudatos extraidos dos cotilédones de soja eliciados com o extrato de Dpm ou com
SNP. Utilizando-se a técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foi
determinado inicialmente o tempo de retencdo dos padrées de gliceolinas (Gs), seu
precursor daidzeina (Dz), e do isoflavonéide genisteina (Gt) (Figura 10). A partir destes
controles foram analisadas as respostas dos cofilédones em funcéo do tempo de
eliciacao.

Quando os cotilédones de soja foram eliciados com o extrato de Dpm, os
isoflavondides daidzeina e genisteina comecaram a ser identificados apés 6 horas de
eliciagdo (Figura 11) enquanto que na eliciagdo com SNP o aparecimento destes
metabdlitos foi mais precoce, sendo j& detectados apés 3 horas (Figura 12). As
gliceolinas, que correspondem aos pterocarpanos derivados do isoflavonéide daidzeina,
tiveram sua presenca detectada apds 12 horas de eliciagdo com Dpm, producéo que foi
aumentada ap6s 20 horas (Figura 11). Em relacéo a eliciagdo com SNP, apés 12 horas,
somente daidzeina e genisteina ainda eram detectadas, enquanto que as gliceolinas
apareceram apenas apoés 20 horas de eliciacdo (Figura 12). No tempo de 20 horas
outros metabdlitos, nado identificados, foram produzidos podendo-se observar que o
extrato de Dpm induziu o acumulo de uma maior variedade de metabélitos (Figura 11)
em relacé@o ao SNP (Figura 12).

Uma analise comparativa da producéo de daidzeina, genisteina e gliceolinas nos
cotilédones eliciados com extrato de Dpm ou SNP é apresentada na Figura 13. Como
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pode ser observado, na eliciagdo por Dpm, a producéo de daidzeina foi maxima com 12
horas, diminuindo apés este tempo, quando a produgéo de gliceolinas comecou a se
elevar (Figura 13A). Esta alteracdo na proporgido destes dois metabdlitos deve
representar uma conversao da daidzeina em gliceolinas nos tempos mais avancados de
eliciagéo. Por outro lado, no caso da eliciagédo por SNP, embora a maior producio de
daidzeina também tenha ocorrido apds 12 horas, os niveis deste precursor pouco
diminuiram apés 20 horas de eliciacdo e ainda, a quantidade detectada de gliceolinas
neste tempo foi bem menor do que aquela induzida por Dpm (Figura 13B).

A produgdo méxima de genisteina nos dois casos ocorreu com 12 horas de
eliciagdo (Figura 13). Comparando-se as respostas dos cotilédones de soja aos
eliciadores, pode-se observar que, a resposta ao SNP é mais rapida (a producéo de
daidzeina e genisteina j& é detectada apés 3 horas) e intensa (maior producéo de
daidzeina e genisteina) em relacédo a eliciagdo por Dpm. No entanto, a conversédo da
daidzeina em gliceolinas parece ser menos eficiente na eliciagao por SNP (Figura 13B)
em relacdo aquela induzida por Dpm (Figura 13A). A resposta precoce ao SNP apbia a
proposta de que na eliciagcdo por Dpm ocorreria a ativagido de uma enzima do tipo NOS
produzindo NO que atuaria como um ativador da sintese de fitoalexinas.

A Figura 14 mostra o perfil cromatografico de exudatos extraidos de cotilédones
de soja eliciados com SNP (Na,[Fe(CN)sNO]) ou ferricianeto de potassio (Ks[Fe(CN)g)).
Pode-se observar que o SNP foi muito mais eficiente em induzir a producdo dos
isoflavondides genisteina e daidzeina do que o ferricianeto. Estes resultados fortalecem
a proposta de que o Oxido nitrico, liberado do SNP, seria a molécula sinalizadora

responsavel pela ativagéo da sintese de fitoalexinas.
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Como mostrado na Figura 15, os exudatos de cotilédones eliciados com Dpm,
apresentaram também um pico de absorbéncia na regido de 340 nm. Algumas flavonas
intermediarias da via dos fenilpropandides como, apigenina e luteolina, apresentam
absorbéncia nesta regido do espectro (Bailey e Mansfield, 1982). Assim, os exudatos
eliciados com Dpm e SNP foram também analisados para se detectar a presenca
destes compostos. A Figura 16 apresenta o perfil de eluicdo de padrdes auténticos de
apigenina e luteolina, cromatografados a 336 nm e 350 nm, respectivamente. A partir
destes controles as amostras foram analisadas constatando-se que, a eliciagdo de
cotilédones com extrato de Dpm induziu a producdo de apigenina e luteolina (Figura
17A) enquanto que, somente luteolina foi induzida por SNP (Figura 17B). Ambos os
eliciadores induziram uma maxima producdo de luteolina apdés 12 horas, com uma
queda em 20 horas. Entretanto, a resposta ao SNP foi precoce em relagdo ao Dpm,
uma vez que, apo6s 3 horas de eliciagdo a presenca deste metabdlito ja era detectada. A
producéo de apigenina induzida por Dpm comecou a ser detectada mais tardiamente,

apenas ap6s 12 horas, com um aumento em 20 horas (Figura 17A).

36



100

Dz

HO ¢

OH

N4

H
(i

HO -y 0 2
i OH
Gt ° oH
0. m O
(i
"o OH
Gs

L ¥ H i 1

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Tempo de retencéo (min)

Resposta do detector (mAL)

Figura 10: Perfil cromatografico dos padroes de daidzeina, genisteina e
gliceolinas. Padrbes auténticos de daidzeina e genisteina, bem como, exudatos de

cotilédones de soja cv. Williams, foram cromatografados simultaneamente por CLAE, a
286 nm. Dz, daidzeina; Gt, genisteina; Gs, gliceolinas.
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Figura 13: Quantificacdo dos isoflavonodides e pterocarpanos produzidos por
cotilédones de soja cv. IAC-18 em resposta ao Dpm (A) e SNP (B). As
concentracdes dos metabdlitos identificados em resposta aoc Dpm (Figura 11) e ao SNP
(Figura 12) foram determinadas a partir de curvas de concentragdo dos padrées de
daidzeina (Dz), genisteina (Gt); gliceolinas (Gs).
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Figura 14: Eliciacdo de cotilédones de soja por SNP (Na,[Fe(CN)sNO]) ou seu
analogo ferricianeto de potassio (Ks[Fe(CN)s]). Cotilédones do cv. IAC-18 foram
tratados com SNP ou ferricianeto (10 mM) e apés 20 horas de eliciacdo os exudatos
foram cromatografados por CLAE a 286 nm. Dz, daidzeina; Gt, genisteina.
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Figura 15: Espectro de absorcdo na regido do UV-VIS dos exudatos de
cotilédones de soja eliciados com extrato de Dpm. Cotilédones do cv. IAC-18 foram

tratados com extrato de Dpm (13 pg/50 ul). Apés 20 horas de eliciacdo os exudatos de

20 cotilédones (sem diluicdo) foram analisados espectrofotometricamente na regiéo
compreendida entre 200 e 700 nm.
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Figura 16: Perfil cromatografico dos padroes de apigenina (A) e luteolina (B).

Padrées auténticos de apigenina (Ap) e luteolina (Lt) foram cromatografados por CLAE
a 336 e 350 nm, respectivamente.
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Figura 17: Quantificacdo das flavonas produzidas por cotilédones de soja cv. IAC-
18 em resposta ao Dpm (A) e SNP (B). As concentragdes dos metabdlitos foram
determinadas a partir de curvas de concentracdo dos padrées de apigenina (Ap) e
luteolina (Lt).
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4.5. Induc@o de atividade 6xido nitrico sintase em cotilédones eliciados

Apbs a eliciacdo dos cotilédones de soja com extrato de Dpm ou SNP e remocéo
dos exudatos para a determinacéo da producdo de fitoalexinas, os tecidos em contato
com o ponto de aplicag&o do eliciador foram coletados. Estes foram homogeneizados e
a fracdo citossodlica, preparada por centrifugacéo diferencial conforme descrito em
Material e Métodos, foi utilizada para a determinagéo de atividade NOS através da
sintese de L-[U-"C] citrulina a partir de L-[U-'“C] arginina. A atividade NOS dos tecidos
foi determinada nos tempos 0, 3, 6, 12 e 20 horas de eliciacgo. A sintese de L-[U-'4C]
citrulina foi avaliada na presenca de todos os substratos e cofatores da NOS de origem
animal, a saber, NADPH, FAD, FMN, calmodulina, BH, e L-[U-'*C] arginina. Os valores
obtidos nestas condi¢Bes representaram a sintese total de L-[U-'“C] citrulina.

Para se determinar a atividade NOS foi acrescentado ao meio L-NAME (N®-nitro-
L-arginina metil éster) e AMG (aminoguanidina). O L-NAME é um analogo estrutural da
L-arginina e inibidor da NOS de origem animal, sendo um inibidor competitivo da
isoforma induzida e um inibidor irreversivel das isoformas constitutivas (Baylis et al.,
1995). O AMG, apesar de ndo ser um analogo estrutural da L-arginina, € um inibidor
irreversivel tanto da NOS constitutiva quanto da induzida, sendo preferencial para esta
tltima (Laszlo et al., 1995; Wolff et al., 1995). A atividade NOS foi calculada pela
diferenca entre a sintese total de L-[U-'*C] citrulina e aquela inibida por L-NAME e
AMG.

A Figura 18A mostra que a eliciagcdo de cotilédones de soja com Dpm induziu

atividade NOS, que aumentou com o tempo de eliciacdo. Na concentracdo de 1 uM de
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L-[U-“C] arginina, utilizada nestes ensaios, uma atividade maxima NOS de 3 pmol de
L-{U-"“C] citrulina/h/mg foi observada com 6 horas, havendo um decréscimo de
atividade nos tempos maiores de eliciagdo. Diferentemente do observado para Dpm, a
eliciagdo com SNP néo foi capaz de induzir atividade NOS em nenhum dos tempos de
eliciacéo analisados (Figura 18A).

Com o objetivo de se caracterizar a atividade NOS dos cotilédones de soja
quanto a dependéncia de Ca®, as determinagbes de atividade foram também
realizadas na presenca de EGTA, um agente quelante especifico para este cation. A
atividade NOS Ca*'-dependende foi calculada pela diferenca entre a sintese total de L-
[U-%C] citrulina e aquela obtida na presenca de EGTA. Os tecidos de soja eliciados
com Dpm apresentaram atividade NOS Ca**-dependente com um perfil semelhante ao
obtido para a atividade NOS sensivel aos inibidores (Figura 18A), ou seja, uma
atividade maxima apés 6 horas de eliciacdo (Figura 18B). Neste tempo, a atividade
NOS Ca®*-dependente dos cotilédones eliciados com Dpm foi de 3,6 pmol L-[U-"C]
citrulina/h/mg na presenca de 1 uM de L-[U-'“C] arginina. Néo foi observada sintese de
L-[U-"C] citrulina dependente de Ca®* nos cotilédones eliciados por SNP (Figura 18B).
Comparando-se a atividade NOS dos cotilédones eliciados por 6 horas com Dpm
observou-se uma atividade dependente de Ca®* (3,6 pmol L-[U-'%C] citrulina/h/mg) que
foi 20% maior que aquela inibida por L-NAME e AMG (3,0 pmol L-[U-*C]
citrulina/h/mg). Estes resultados poderiam indicar que os compostos utilizados estariam
causando uma inibicéo parcial da atividade NOS detectada nos cotilédones de soja. Na
tentativa de encontrar um inibidor mais potente para estes tecidos um experimento foi

montado utilizando-se L-NIL [L-N°-(1-iminoetil) lisina]. Este é um potente inibidor da
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NOS de origem animal, sendo cerca de 28 vezes mais seletivo para a NOS induzida do
que para a cerebral (Moore ef al. 1996; Connor ef al. 1995). Nestes ensaios, utilizou-se
L-[U-"C] arginina a 10 uM com o objetivo de se obter maiores valores absolutos de
atividade. Ainda, foi também determinada a sintese de L-[U-'*C] citrulina na auséncia
de NADPH, substrato essencial para a atividade NOS. Os cotilédones foram eliciados
com Dpm, SNP ou tratados com agua (controle) e, apés 6 horas, os extratos foram
preparados para a determinagédo da atividade NOS. A Figura 19A apresenta os valores
de sintese de L-{U-"*C] citrulina obtidos no meio de reacaéo completo (atividade total), na
presenca de L-NIL, na presenca de EGTA e na auséncia de NADPH. Como pode ser
observado, a sintese total de L-[U-'*C] citrulina nao é alterada em nenhuma das
condicbes testadas nos cotilédones-controle e naqueles eliciados por SNP. Estes
resultados mostram que esta incorporagdo de L-[U-'“C] citrulina & inespecifica, nao
podendo ser considerada como atividade NOS. A Figura 19B mostra a atividade NOS
sensivel ao inibidor L-NIL, dependente de Ca** e de NADPH. Nota-se que apenas 0s
tecidos de cotilédones de soja eliciados com extrato de Dpm foram sensiveis ao inibidor
L-NIL, apresentando uma atividade de 7,7 pmol L-{U-'C] citrulina/min/mg. Uma
atividade Ca**-dependente de 7,8 pmol L-[U-'4C] citrulina/min/mg foi encontrada nestes
tecidos quando ensaiados na presenca de EGTA. Nas condi¢cdes de ensaio, o L-NIL
causou uma inibi¢do de 72,1% da atividade e o EGTA diminuiu a produgéo de L-[U-'%C]
citrulina em 73,1% quando comparada & sintese total. Também foi observada uma
atividade dependente de NADPH (5,8 pmol L-U-"C] citrulina/min/mg) que
correspondeu a um valor 25% menor que aquele encontrado para a inibicdo por L-NIL.

Estes resultados mostraram que os tecidos de cotilédones eliciados com extrato de
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Dpm por um periodo de 6 horas apresentam relativa sensibilidade ac NADPH, uma vez

que, 54,5% da produgso de L-[U-"C] citrulina foi inibida na auséncia deste substrato.
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Figura 18: Atividade NOS do tipo Ca*-dependente em cotilédones de soja
eliciados com Dpm. Tecidos de soja cv. IAC-18 oriundos de cotilédones eliciados com
Dpm ou SNP em diferentes tempos, como indicado, foram incubados com 1 pM L-[U
14CJ-arginina (350 uCi/umol). A, atividade NOS sensivel a L-NAME e AMG (3 mM
cada); B, atividade NOS Ca*-dependente (inibida na presenga de EGTA 2 mM). Cada
ponto representa a média + EPM de 2 experimentos com triplicata. *, P < 0,05,

significativamente diferente do controle (tempo 0).
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Figura 19: Atividade NOS sensivel a L-NIL, dependente de Ca®** e NADPH, em
cotilédones de soja eliciados com Dpm. Tecidos de soja cv. IAC-18 oriundos de
cotilédones eliciados com Dpm ou SNP por 6 h foram incubados com 10 uM L-[U-"“C]-
arginina (70 pCi/umol). A, Produgdo de L-[U-'“C] citrulina total, com L-NIL, com EGTA e
sem NADPH, como indicado; B, Atividade NOS sensivel a L-NIL, Ca®**-dependente e

NADPH-dependente. Os valores representam a média =+ EPM de experimento com

triplicata. *, P < 0,05, significativamente diferente do total.
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5. DISCUSSAO

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de analisar o envolvimento de
uma enzima com atividade oxido nitrico sintase (NOS) no mecanismo de resisténcia de
soja ao fungo causador do cancro da haste. Para atingir tal objetivo foram comparadas
a produgéo de fitoalexinas e a atividade NOS em cotilédones eliciados com extrato do
fungo Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis (Dpm) com aquelas induzidas por

nitroprussiato de sédio (SNP), uma molécula capaz de liberar NO.

A eliciacao dos cotilédones de soja com o extrato de Dpm induziu uma intensa
producéo de fitoalexinas mostrando ser este, um sistema bastante eficiente para se
estudar esta interagéo patégeno-hospedeiro. Semelhante producdo de fitoalexinas foi
também induzida quando os cotilédones de soja foram eliciados com SNP, resposta
néo observada quando este eliciador foi substituido pelo ferricianeto, que difere
estruturalmente do SNP apenas por nao conter NO. Estes resultados mostraram que o
NO liberado do SNP atuou como um eficiente indutor da producéo de fitoalexinas neste

sistema.

Muitas evidéncias apontam forte correlagéo entre a produgéo de fitoalexinas e a
resisténcia da planta ao ataque de patégeno uma vez que, estes compostos
apresentam atividade antimicrobiana e teriam assim a fungdo de conter a infecgdo
(Hammerschmidt, 1989; Harborne, 1999). Entretanto, a producdo de fitoalexinas ocorre
também em muitas interag6es compativeis, ou seja, quando o patégeno consegue se
estabelecer na planta hospedeira (Hahn et al, 1985). Acredita-se que a rapidez na
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producéo de fitoalexinas seria um fator importante na determinacéo da resisténcia.

Experimentos de campo, realizados por pesquisadores do Instituto Agronémico
de Campinas mostram diferencas de resposta entre o cultivar resistente (IAC-18) e o
suscetivel (IAC-14) apés aproximadamente 30 dias de inoculagdo do fungo Dpm a
haste de plantas de soja. O cultivar resistente apresenta uma coloragdo vermelha
bastante intensa no local da inoculagéo enquanto que, no cultivar suscetivel, IAC-14, a
deteccéo € bem mais tardia, quando a doenga ja se manifesta (comunicacdo pessoal,
Nelson R. Braga, Centro de Plantas Graniferas-IAC). Nao foi observada uma diferenca
significativa na capacidade de produgéo de fitoalexinas entre os cultivares, nos ensaios
de eliciacdo de cotiledones. A aplicagcdo do extrato do fungo nos cotilédones foi capaz
de induzir uma intensa e rapida produgéo de fitoalexinas em ambos os cultivares,
embora no cv. IAC-18 a producdo de pigmentos vermelhos tenha sido ligeiramente
maior do que no cv. IAC-14. Estes resultados sugerem que ambos os cultivares seriam
capazes de se defender ao ataque do patégeno nos estadios iniciais de
desenvolvimento, atraveés da producdo de fitoalexinas. Entretanto, a expressédo desta
caracteristica pelo cultivar IAC-14, parece diminuir com a idade da planta, resultando na

suscetibilidade ao patdgeno, observada em campo.

A producdo de fitoalexinas induzida pelo extrato de Dpm foi parcialmente
diminuida quando os cotilédones de soja foram pré-tratados com inibidores
caracteristicos da enzima 6xido nitrico sintase (NOS) de origem animal. Vérios fatores

poderiam explicar a inibicéo parcial da producéo de fitoalexinas nestes ensaios como,
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baixa absorgéo dos inibidores pelos tecidos, remogao dos inibidores durante a eliciagio
e menor afinidade destes para a NOS de origem vegetal.

Esta resposta sugeriu que uma enzima do tipo NOS poderia estar envolvida no
mecanismo de defesa de soja ao fungo causador do cancro da haste. A observacio de
que estes inibidores nao tiveram efeito na producéo de fitoalexinas quando os
cotilédones foram eliciados por SNP fortaleceram esta proposicéo. Assim, quando esta
enzima foi inibida, a resposta pdéde ainda ocorrer pois, os cotilédones foram eliciados
com uma substancia que forneceu seu produto de reagso, o NO. Ainda, a eliciacdo com
Dpm induziu atividade NOS nos tecidos em contato com o eliciador. Ao contrario,
nenhuma atividade NOS foi observada nos tecidos eliciados por SNP, embora este

doador de NO tenha sido eficiente em induzir a producéo de fitoalexinas.

Em células animais, a atividlade NOS induzida em resposta a infecgdo é
independente de Ca®* (Stuehr, 1992; Stuehr, 1999). Entretanto, a atividade NOS
induzida nos cotilédones de soja eliciados pelo extrato de Dpm mostrou ser do tipo
Ca*-dependente, caracteristica anteriormente observada em outras interagdes
fitopatégeno-hospedeiro, como nas relagbes Arabidopsis thaliana-Pseudomonas

syringae e fumo-virus do mosaico do fumo (Delledone et al., 1998).

A inducdo de atividade NOS precedeu a ativacéo da sintese de isoflavonéides
(daidzeina, genisteina) nos cotilédones eliciados por Dpm. Assim, a atividade méaxima
NOS ocorreu apos seis horas de eliciacdo, tempo em que a producéo destes
isoflavondides era minima. Producdo significativa dos isoflavonéides s6 ocorreu apés
12 horas de eliciag&o, com conversdo para gliceolinas apds 20 horas. Diferentemente,
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quando os cotilédones de soja foram eliciados por SNP, a producéo de isoflavonéides
foi mais precoce, ja sendo detectada apés 3 horas. Estes resultados estdo em
concordancia com a proposta de que o extrato de Dpm ativaria a via dos
fenilpropandides através da NOS. Assim, na eliciagdo com Dpm, a produgdo destes
compostos s6 € detectada apds ativagdo da NOS. Por outro lado, a produgio destes

metabdlitos é mais rapida quando o NO é diretamente fornecido.

A ativagéo na sintese das flavonas induzida pelo extrato de Dpm também
ocorreu posteriormente & maxima ativacdo da NOS. Dessa forma, os actimulos de
apigenina e luteolina s6 foram observados apés 12 horas de eliciagdo. Apenas a
luteolina foi detectada na eliciacio por SNP, com uma cinética de producéo semelhante
aquela induzida por Dpm porém, de maneira precoce, sendo observada ja ap6s 3 horas
de eliciagdo. A semelhanca do observado na inducédo de isoflavondides, a cinética de
producéo da luteolina foi mais rapida na eliciacdo por SNP do que por Dpm, onde um
incremento significativo s6 ocorreu apés a ativagéo da NOS. Estes resultados apéiam a
proposta de que na eliciagdo por Dpm ocorre a ativagdo de uma enzima do tipo NOS

produzindo NO que é capaz, entéo, de ativar a via dos fenilpropanéides.

Sabe-se que a produgéo de fitoalexinas em varias respostas de defesa ao
ataque de patogenos é regulada em nivel das enzimas PAL, CHS e CHI (Dixon e Paiva,
1995). A observacéo de que a eliciacdo de cotilédones de soja por Dpm estimulou a
sintese de isoflavondides (daidzeina e genisteina), pterocarpanos (gliceolinas) e
flavonas (apigenina e luteolina), sugere que o NO endogenamente produzido nesta
interagéo seria capaz de estimular a sintese de fitoalexinas por regular a expressao de
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enzimas iniciais da via dos fenilpropandides. Apoiando esta proposicéo, Delledone et al.
(1998) mostraram que o L-NNA (N®-nitro-L-arginina), um analogo da L-arginina,
preveniu o acimulo de transcritos do gene PAL em células de soja inoculadas com a
bacteéria avirulenta Pseudomonas syringae. Este tratamento também preveniu a inducéo
de transcritos da CHS, a primeira enzima de ramificacéo da via dos fenilpropanoéides.
Ainda, o SNP foi capaz de induzir a expresséo dos genes PAL e CHS em células de
soja em suspenséo (Delledone ef al., 1998). A expressdo do gene PAL foi também
induzida pela aplicagéo de doadores de NO, como GSNO e SNAP, em células de fumo
em suspens&o, bem como pela injegdo de NOS de mamiferos em plantas de fumo
(Durner ef al., 1998).

Por outro lado, também ja foram descritas observacdes de que a biossintese de
fitoalexinas pode ndo depender apenas da inducdo de enzimas iniciais da via dos
fenilpropandides. Os trabalhos do grupo de Graham mostraram que a eliciagdo de
cotilédones de soja com o fungo Phytfophthora megasperma f. sp. glycinea induziu no
cultivar resistente uma rapida hidrélise de conjugados glicosidicos de daidzeina e
genisteina pré-existentes nos tecidos, resultando na liberacéo de grandes quantidades
destes isoflavondides (Graham ef al, 1990). A daidzeina livre foi utilizada como
precursora para a sintese de gliceolinas (Graham et al., 1990), enquanto que, a
genisteina livre foi diretamente téxica para P. megasperma f. sp. glycinea (Graham e
Graham, 1989). Assim, o NO produzido em resposta a eliciagéo dos cotilédones por
Dpm poderia estar alternativamente ativando as enzimas responsaveis pela hidrélise de
conjugados glicosidicos de daidzeina e genisteina, ou ainda, enzimas envolvidas nas
etapas finais da sintese das gliceolinas, como aquelas responsaveis pela prenilagdo e
posterior ciclizagdo da daidzeina. Embora este possa ser um caminho alternativo, a
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ativag&o de enzimas iniciais da via dos fenilpropanéides na resposta de soja ao Dpm via
NOS nao pode ser descartada, uma vez que, a sintese das flavonas apigenina e
luteolina foi também observada, sintese esta, que depende da CHS, enzima que atua

no ponto de ramificagéo para a formacéo de fitoalexinas e flavonas.

Apesar de estar bem documentada a fungéo antimicrobiana das fitoalexinas, o
papel de flavonas, como a apigenina e a luteolina, no mecanismo de resisténcia das
plantas ao ataque de patégenos ndo tem sido explorado. A atividade anti-inflamatéria
destas moléculas em células de mamiferos, tem sido atribuida a caracteristica
antioxidante destes compostos, bem como, a uma acéo regulatéria da produgéo de NO,
através da inibicéo da expresséo da NOS (Kim et al., 1999). Uma atuagdo similar da
apigenina e luteolina em vegetais poderia ser responsével por atenuar os efeitos téxicos

do NO no local da infecgio.
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