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RESUMO

Duas rubidceas arboreas tropicais, 4libertia myrcifolia e Rudgea jasminoides, diferem
com relagio & capacidade de produzir fitoalexinas quando inoculadas com fungos, sendo que
folhas de 4. myrcifolia ndo respondem & indugio mesmo quando uma grande variedade de fungos
é utilizada. Essas espécies também apresentam diferencas na composicdo das pectinas das
paredes celulares de suas folhas. Neste trabalho ambas espécies foram comparadas em relag@o ao
mecanismo de liberagdo e atividade de oligossacarideos de parede celular indutores de
fitoalexinas em cotilédones de soja e em relacdo aos aspectos morfo-anatdémicos e citoquimicos
de suas folhas. O tratamento das paredes celulares de ambas espécies com um coquete] de
enzimas fiingicas (Driselase), por diferentes periodos, mostrou que oligossacarideos indutores de
fitoalexinas em soja sdo liberados de ambas espécies, porém mais facilmente a partir de R
jasminoides, espécie que apresenta resposta fitoalexinicaa. A incubagio com
endopoligalacturonase (Endo-PG) revelou que, para 4. myrcifolia, somente ocorre hidrélise de
sua pectina apds o tratamento prévio com pectina-metilesterase (PME), enquanto que R
jasminoides é facilmente hidrolisada, indicando a existéncia de diferengas nmo grau de
metilesterificacio (GM) de suas pectinas. Apds o tratamento com PME, ocorreu, para ambas
espécies, a liberagdo de oligossacarideos com pequeno grau de polimerizago que estariam
inibindo a sintese de fitoalexinas induzida por fragmentos maiores e pelo eliciador do fungo
Mucor ramosissimus.

As analises de caracteres morfo-antdmicos das folhas das duas rubidceas por
microscopia de luz (ML), eletrdnica de varredura (MEV) e de transmissdo (MET), revelaram que
ambas as folhas s@io do tipo dorsiventral, sendo observadas uma camada de células no

parénquima palicadico de R jasminoides ¢ duas no de A myrcifolia. Diferencas foram



observadas no formato do peciolo, na espessura da cuticula da epiderme adaxial e na organizacéo
do parénquima lacunoso entre as espécies. Diferencas marcantes também foram observadas nas
coloracBes com Azul de Toluidina e Acido Periddico/Reativo de Schiff (PAS), indicando
predominio de polissacarideos pécticos de carater 4cido no mesofilo de R Jjasminoides,
confirmando as andlises bioquimicas previamente realizadas. Em MET, a imunolocalizagdo com
anticorpos monoclonais, que reconhecem diferentes estruturas pécticas, também confirmou a
pouca metilesterificacfio das pectinas presentes nas paredes celulares de R. jasminoides.

Embora os experimentos tenham sido conduzidos com cotilédones de soja, os resultados
obtidos sugerem que a diferenca no comportamento das duas rubiaceas com relagio capacidade
de produzir fitoalexinas pode estar relacionada ao mecanismo de liberacdo de oligossacarideos
indutores, como conseqiiéncia das diferencas na composicio, no grau de metilesterificaco e na

distribui¢do dos grupos metil-ésteres existentes nas fracdes pécticas de suas paredes celulares.



SUMMARY

Two woody Rubiaceae species from tropical forest, Alibertia myrcifolia and Rudgea
Jjasminoides showed differences in relation to their capacity of producing phytoalexins. 4.
myrcifolia did not show any phytoalexin accumulation when challenged with different fungi.
Differences in the composition of the pectins from cell walls were also observed between these
two Rubiaceae. These species were compared in relation to the liberation and activity of
phytoalexin-eliciting oligosaccharides derived from their leaf cell walls and active on soybean
cotyledons. Cell wall hydrolysis with Driselase showed that eliciting oligosaccharides could be
released from both species, although they are more easily obtained from R. jasminoides, which
presents positive phytoalexin response. Incubation of the cell walls with endopolygalacturonase
promoted the liberation of oligosaccharides from R. jasminoides but not from 4. myrcifolia.
Sequential hydrolyses with pectin-methylesterase and endopolygalacturonase that caused cell
wall breakdown and releasing of oligosaccharides from 4. myrcifolia, indicated the presence of
pectins with different degrees of methylesterification between the two species. Additionally,
oligosaccharides with low degree of polymerization (DP) derived from both species were shown
to inhibit phytoalexin response induced by a fungal elicitor (from Mucor ramosissimis) or
oligosaccharides with higher DP.

Light (ML), scanning (MEV) and transmission electron microscopy (MET) revealed for
both species that the leaf blade is dorsiventral with one-layered palisade in R. jasminoides and a
two-layered one in 4. myrcifolia. Differences were observed in the petiole shape, thickness of
adaxial cuticle and organization of the spongy parenchyma between the two species. Remarkable
differences were also seen with regard to the Toluidine Blue and Periodic Acid/ Schiff Reactive

(PAS) stainings, indicating the predominance of acidic material in the R. jasminoides mesophyll.
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The immunolocalization analysis by MET confirmed the low degree of methylesterification of
pectins from R. jasminoides.

Although the assays have been performed on soybean cotyledons, our results suggest
that the distinctive behavior between the Rubiaceae species in relation to phytoalexin production
might be due to differences in the liberation of eliciting oligosaccharides from their cell walls as a
consequence of the differences in the composition and degree and pattern of the

methylesterification of their pectins.
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INTRODUCAO

Parede celular vegetal

Uma das principais diferencas entre as células animais e vegetais esta na presenca da
parede celular nas plantas, um envoltério rigido que sustenta e protege o corpo vegetal. A parede
celular representa a fronteira entre o protoplasto e o ambiente, atuando como um sistema
altamente complexo e dindmico. As caracteristicas fisicas e as fungSes bioldgicas da parede
celular dependem de seus polimeros componentes e do modo como interagem (Van Cutsem &
Messiaem 1994), embora suas propriedades possam variar com a espécie, 0 ambiente, o tipo &e
tecido e o estadio de desenvolvimento da planta.

Diversas fun¢Ges sdo atribuidas 4 parede celular, como definir a forma e o tamanho
celular, conferir resisténcia mecénica aos tecidos, controlar a expansio celular, atuar sobre o
transporte intercelular, participar da sinalizagdo e do reconhecimento entre células, armazenar
compostos de reserva e moléculas reguladoras e sinalizadoras que controlam diversos processos
fisioldgicos celulares e participar dos mecanismos de protecdo contra microrganismos (Darvill ez
al. 1992, Aldington & Fry 1993).

Paredes celulares primarias (presentes em células em crescimento) e secundarias séo
compostas por carboidratos, glicoproteinas, dgua e compostos fendlicos, diferindo apenas na
proporgdo destes componentes (Carpita & Gibeaut 1993). Os carboidratos, encontrados na forma
de polissacarideos, representam cerca de 90% da parede celular primdria e podem ser agrupados
de acordo com sua estrutura, fungdo, distribuicdo e solubilidade. A classificagfo por solubilidade

¢ a mais aceita, agrupando os polissacarideos em celulose, hemiceluloses e pectinas.



12

A celulose é um polissacarideo vegetal bastante abundante, sendo responsdvel por cerca
de 15 a 30% da massa seca da parede celular priméria e uma grande porcentagem da parede
celular secundaria. Existe na forma de microfibrilas, de estrutura cristalina, composta por
diversos polimeros lineares de glucose ligados 3-1,4, e unidos por pontes de hidrogénio (Carpita
1992, Carpita & McCann 2000).

As hemiceluloses compreendem uma familia de polimeros ricos em glucose, xilose, ou
arabinose, que possuem outras ramifica¢des incluindo xilose, galactose e fucose. Os principais
polissacarideos hemiceluldsicos compreendem os xilanos, xiloglucanos, arabinoxilanos, mananos
¢ B-glucanos ndo celuldsicos. As pectinas, por sua vez, constituem um grupo de polissacarideos
dcidos, de estrutura complexa e que formam a matriz da parede celular priméiria e da lamela
média (Kohorn 2000).

As proteinas sdo componentes importantes das paredes celulares, representando até 10%
da composi¢do da parede primaria. S@o, em sua grande maioria, glicosiladas ¢ podem estar
presentes no espago apoplastico, como ¢ o caso das enzimas e das arabinogalactano-proteinas, ou
firmemente ligadas a parede, como componentes estruturais da mesma. Diversas outras proteinas
sdo conhecidas, como por exemplo, as glicoproteinas ricas em hidroxiprolina (HRGPs), as
lectinas, as extensinas e as expansinas (Kohorm 2000). As proteinas podem se associar a um ou
mais carboidratos complexos da parede celular. Dentre as enzimas, podem ser destacadas as
peroxidases, as metiltransferases, as galactosidases e as proteases.

A agua também é um importante componente da parede celular, e seu contetdo, apesar de
variavel, pode representar até 65% da massa fresca da mesma. Dentre os compostos fendlicos, a
lignina ¢ 0 componente mais conhecido, ocorrendo predominantemente em paredes secundarias

(Fry 1988).
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Embora a maior parte dos polimeros que compdem a parede celular tenha sido
caracterizada quimicamente, varios modelos de organizagfio estrutural ja foram propostos. A
principal dificuldade em estabelecer um modelo satisfatorio estd no fato da parede celular ser
uma estrutura complexa e varidvel. A estrutura atualmente aceita € aquela descrita por Carpita &
Gibeaut (1993), que propdem dois modelos distintos de paredes celulares primarias em
angiospermas e sugerem como as mesmas s30 alteradas durante o processo de expansdo celular.

O primeiro modelo (figura 1) é representativo de todas as dicotileddneas e algumas
monocotiledéneas. Neste tipo de parede, denominado tipo I, ha um primeiro dominio, onde as
microfibrilas de celulose estdo entrelagadas com o xiloglucano, que corresponde a cerca de 50%
da parede. Este dominio estd imerso na matriz péctica, que corresponde ao segunde dominio €
representa cerca de 30% da parede. O terceiro dominio seria representado pelas proteinas
estruturais.

O segundo modelo (figura 2) representa o tipo de parede encontrado nas gramineas e
familias relacionadas. Neste modelo, denominado tipo II, as microfibrilas de celulose estariam
interconectadas pelo arabinoxilano. O xiloglucano e as pectinas estio presentes, porém em

pequenas quantidades. Este tipo de parede é caracterizado pela sintese e degradagdo de B-

glucanos ndo celuldsicos, durante o processo de expanséo celular.
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Figura 1. Modclo de organizagio estrutural de paredes celulares encontradas em dicotiledOneas ¢

monocotiledéneas ndo gramineas, em expansio, ilustrando seus principais componentes, conforme

proposto por Carpita & Gibeaut (1993). RG I: ramnogalacturonano I
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Figura 2. Modelo de organizagio estrutural de paredes celulares encontradas em gramineas, em expansio,

ilustrando seus principais componentes, conforme proposto por Carpita & Gibeaut (1993). GAX:

glucuronoarabinoxilano, RG-I: ramnogalacturonano 1.
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Pectinas

As pectinas sdo caracterizadas por possuirem alto conteido de residuos de dcido o-D-
galacturdnico (GalA). Os trés maiores componentes da pectina sdo o homogalacturonano (HGA)
e os ramnogalacturonanos [ (RG I) e [T (RG II).

O HGA (figura 3 A), também chamado de 4cido poligalacturdnico, € um polissacarideo
linear constituido de residuos de GalA a-1.4 ligados. A cadeia de homogalacturonano pode
apresentar blocos metilesterificados (neutros) alternados a blocos nio metilesterificados
(negativos). Alguns residuos dos homogalacturonanos podem se apresentar acetilados, mas isto
nio afeta a carga da molécula, apenas aumenta sua capacidade hidrofébica (Dumville & Fry
2000). O grau de acetilagio geralmente € menor que 10% e pode variar de acordo com o tecido
oﬁ estado celular (Van Cutsem & Messiaen 1994).

O RG-] (figura 3 B) possui residuos de GalA «-1,4 ligados, intercalados por residuos de
ramnose ligados a-1,2. Alguns residuos de GalA no RG-I podem ser acetilados. Os residuos de
ramnose podem formar ligagdes no carbono 2 com polissacarideos neutros como arabinanos
(figura 3 C), galactanos e arabinogalactanos tipo I (figura 3 D) e II (Dumville & Fry 2000).

O RG-1I é considerado o polissacarideo péctico mais complexo. Sua estrutura € rica em
GalA «-1,4 ligado, mas contém ramificagdes laterais de agticares, incluindo alguns raros, como

acido acérico e apiose (figura 3 E e F) (Dumville & Fry 2000).
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) T
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E Ac Gai-i(ﬁ 1->3)

-Gal-(a 1-2)-Ac Glu-(B 1->4)-Fuc-(ot 1->4)-Ram-(B 1->3)-Api-(B 1>2)
T T

Me Xil-(c 1—3) Ac Gal-(ot 1-52)
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0 T
Ram-(0c 1 -3} Me Fuc-(a 1-22)

Figura 3. Polissacarideos pécticos de plantas (segundo Carpita & Gibeaut, 1993 e Pérez er al. 2000). A:
Homogalacturonano altamente metilesterificado. Me: grupo metil-éster. B: Cadeia principal do
ramnogalacturonano-I. C: arabinano e D: arabinogalactano tipo I: dois tipos de ramificagdes ao RG-I que
podem ser encontradas. E e F: heptassacarideos presentes na estrutura do rammnogalacturonano-II. Ac Gal:

4cido galacturénico; Ram: ramnose; Ara: arabinose; Gal: galactose; Ac Glu: acido glucurdnico; Fuc: fucose;

Api: apiose; Xil: xilose; Ac Ace: 4cido acérico.
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A metilesterificagdo do HGA ocorre no sistema de endomembranas, anterior a sua
deposicdo na parede celular. Quando secretadas na parede celular, as pectinas encontram-se
altamente metilesterificadas. A acfo de pectina-metilesterases (PMEs), presentes na propria
planta, que catalisam a conversdo do 4cido poligalacturbnico metilado em &cido galacturdnico
através da clivagem dos grupos metil-ésteres, possibilitam a ligacdo ions Ca®*, levando a
formagdo de estruturas conhecidas como caixas de ovos (“egg-box”) (figura 4). A variacdo do
tamanho do poro em paredes celulares estd relacionada ao grau de metilesterificagdo (GM) de
suas pectinas. Mudancas no GM podem ocorrer durante o crescimento da parede celular;
geralmente, os polissacarideos pécticos presentes em paredes jovens ou células crescendo
ativamente sio altamente metilesterificados, enquanto que paredes de células adultas contém

pectinas acidas (Liners & Van Cutsem 1992).

grupos carboxila

cadleia lateral

£rupos -
metil-ésteres

a ions

g calcio \'
o *

" + @+

Figura 4. Interacfo entre cadeias antiparalelas do homogalacturonano (HGA) e os ions Ca’*, nas regides

nio metilesterificadas, para a formagio da estrutura denominada caixa de ovo (Brett & Waldron 1990).
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Os polissacarideos pécticos podem ser estudados através de meétodos bioquimicos,
citoquimicos e imunoquimicos. Dentre os bioquimicos, destaca-se o uso de diversas pectinases,
devido a sua composigdo varidvel. Os HGAs sdo alvos das endopoligalacturonases (Endo-PGs),
exopoligalacturonases (Exo-PGs) e pectina-liases. Os RG I e II podem ser isolados apds o
tratamento com Endo-PGs (Whitcombe ef al. 1995, Doco et al. 1997). Os métodos citoquimicos
incluem coloragio in situ especifica para microscopia de luz (ML), utilizando, por exemplo, azul
de toluidina, que cora radicais anidnicos totais. Em microscopia eletrénica de transmissdo (MET),
métodos imunoquimicos utilizam anticorpos monoclonais que reconhecem epitopos especificos
dos polissacarideos pécticos in muro. Dentre os anticorpos monoclonais conhecidos, que
reconhecem pectinas com estruturas distintas destacam-se o JIM 5 (pectinas pouco
metilesterificadas), JIM 7 (pectinas bastante metilesterificadas) e PAM 1 (30 residuos contiguos
de acido galacturbnico desesterificados no HGA) (Willats er al. 2000).

Devido a sua complexidade, varias fun¢des sdo atribuidas as pectinas, como contribuir
para a flexibilidade da parede celular, determinar a porosidade e o trdnsito de macromoléculas,
promover a adesdo de células adjacentes, a hidratacfo e a plasticidade da parede celular durante o
crescimento (Baron-Epel et al. 1988). Participam também da indugdo de respostas de defesa em
plantas, pois contém moléculas sinalizadoras como parte de sua estrutura (Darvill ef al. 1992,

Van Cutsem & Messiaen 1994).

Fitoalexinas

As plantas estdo expostas, durante todo seu ciclo de vida, a microrganismos
potencialmente patogénicos. Ao longo da evolucdo, elas passaram a reagir ao ataque destes

microrganismos com uma grande variedade de mecanismos de defesa. Os microrganismos, por
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outro lado, também co-evoluiram, refinando seus ataques através de toxinas € hidrolases
especificas liberadas na interagio com a planta hospedeira (Hutcheson, 1998).

A parede celular representa uma barreira natural ao ataque de microrganismos, pois é o
primeiro obstaculo encontrado pelos patdgenos, e que deve ser degradado para possibilitar a
penetracio e colonizagdo dos tecidos da planta. Varios polimeros da parede celular servem como
substrato para as numerosas enzimas secretadas pelos patégenos. Assim, durante a invasdo por
microrganismos, a parede celular sofre modificages na sua estrutura podendo participar
ativamente da indugdo das respostas de defesa (Darvill ez al. 1992, Esquerré-Tugaye et al. 2000),
seja através de alteragdes em sua composigio quimica, seja através da liberagdio de moléculas
sinalizadoras. Compostos como calose, lignina, glicoproteinas ricas em hidroxiprolina, além de
hidrolases da parede celular e inibidores de enzimas fazem parte das defesas estruturais e
quimicas pré-formadas presentes na parede celular (Melotto & Labavitch 1994).

Dentre os diversos mecanismos de defesa, a sintese de fitoalexinas é considerada a
principal resposta de resisténcia ao ataque de patdgenos. Fitoalexinas séo definidas como
substincias antimicrobianas, de baixo peso molecular, sintetizadas de novo pela planta e
acumuladas nas células apds a exposi¢io a microrganismos (Paxton 1981). Devido & sua estrutura
e rotas de biossintese, a maioria das fitoalexinas pode ser considerada como produto do
metabolismo secundario vegetal. Atualmente, mais de 300 estruturas t&m sido caracterizadas
como fitoalexinas, em experimentos relacionados a 900 espécies pertencentes a cerca de 40
familias de angiospermas (Harborne 1999). Em monocotileddneas, foram caracterizadas 46
fitoalexinas, dentre 17 espécies analisadas. As restantes foram identificadas em dicotileddneas,

em estudos com 24 familias. Em gimnospermas, foram identificados 10 compostos, isolados de 7

espécies analisadas (Harborne 1999).
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As fitoalexinas pertencem a diversas classes de metabolitos secundarios, tais como
flavonéides, isoflavonéides, diidrofenantrenos, estilbenos, cumarinas, diterpenos, sesquiterpenos,
triterpenos, benzofuranos, furanoacetilenos, isocumarinas, pterocarpanos, poliacetilenos e
polienos (Smith 1996). Os tipos de fitoalexinas produzidas, de um modo geral, acompanham o
quimismo preponderante na familia a qual pertence a planta de onde elas foram isoladas,
possuindo estruturas semelhantes a outros metabodlitos secundérios acumulados na mesma espécie
ou em espécies afins (Harborne 1999).

No Brasil, estudos relacionados & indugfio de fitoalexinas foram efetuados em
dicotiledéneas nativas (Braga ef al. 1986) e com espécies nativas da familia Rubiaceae
provenientes da mata e do cerrado (Braga ef al. 1991, 1998, Braga & Dietrich 1998). Diversas
rubidceas produzem fitoalexinas quando inoculadas com esporos de fungos (Bragaeral. 1986). A
sintese desses metabdlitos de defesa varia sazonalmente, estando completamente ausente nas
épocas mais frias e secas do ano (Braga ef al. 1991). Excecfio foi observada para espécies de
Alibertia, que ndo respondem com a produgio de fitoalexinas em nenhuma €poca do ano, mesmo
quando diferentes fungos foram utilizados como agentes indutores (Cordeiro Neto & Dietrich
1992). Nestes casos, as fitoalexinas possivelmente produzidas por estas espécies ndo foram
quimicamente identificadas.

Diversas espécies de Rubiaceae produzem fitoalexinas em resposta a virjos eliciadores.
Alguns trabalhos mostram que em suspensdes celulares de Cinchona robusta, Galium moliugo e
Rubia tinctorum foram identificadas diversas fitoalexinas da classe das antraquinonas (Ramos-
Valdivia ez al. 1997, Schripsema ef of. 1999, Van Tegelen ef al. 1999).

Espécies de Leguminosae produzem fitoalexinas de natureza flavonoidica, as quais
exibem elevada atividade antifingica (Ingham 1982). Dentre elas, destacam-se plantas de soja,

que sdo muito sensiveis a diferentes eliciadores obtidos de microrganismos, sendo as rmais
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utilizadas como planta-teste para bioensaio in vitro para a detecgdo da atividade indutora de
fitoalexinas em microrganismos e em moléculas eliciadoras deles derivadas (Ayers ef al. 1976).
Neste, moléculas eliciadoras sdo aplicadas sobre uma 4rea pré-definida no cotilédone de sojaea
producgo de fitoalexinas € acompanhada pela formagfo de coloragdo avermelhada (figura 5). As
fitoalexinas produzidas pela soja pertencem & subclasse dos pterocarpanos complexos € sdo
denominadas gliceolinas (Harborne 1999), tendo como principal precursor biossintético a
daidzeina. As gliceolinas podem ser quantificadas por medidas espectrofotométricas a 286 nm e

sdo facilmente identificadas por cromatografia liquida de alta resolugéo (HPL.C).

GONTROLE TRATADG

Figura 5. Bioensaio para a produgdo de fitoalexinas em soja. Controle: cotilédone tratado com agua
destilada; tratado: indugdio com o eliciador do fungo Mucor ramosissimus. A colorag@o escura presente

nos cotilédones tratados é um indicativo da sintese de fitoalexinas.

Oligossacarinas e o mecanismo de liberagio de oligogalacturonideos

A inducdo de fitoalexinas requer o reconhecimento mutuo entre a planta € o
microrganismo  invasor, através da troca de sinais quimicos. Tanto a parede celular vegetal quanto

a parede celular do patdgeno possuem moléculas que sio liberadas durante esta interagdo. Estas



23
moléculas eliciadoras pertencem ao grupo das oligossacarinas, que atualmente sdo definidas
como fragmentos de carboidratos de paredes celulares de plantas e fungos que possuem atividade
biolbgica e que estimulam algum mecanismo de defesa na planta (Darvill ez af. 1992).

Diversas oligossacarinas tém sido geradas in vitro através de hidrélise acida e enzimatica,
¢ entre elas encontram-se aquelas derivadas de polissacarideos de parede celular de fungos, como
quitina e quitosano, e de polissacarideos vegetais, como galactoglucomananos, xiloglucano e
homogalacturonanos (Cété & Hahn 1994, Dumville & Fry 2000).

Nothnagel ef al. (1983) descreveram as oligossacarinas indutoras de fitoalexinas
derivadas da planta como fragmentos pécticos da parede celular, sendo denominados
oligogalacturonideos ou eliciadores endogenos. Estes oligogalacturonideos (figura 6) sfo
formados por cerca de 98% de residuos de dcido galacturdnico unidos por ligagdes o-1,4, sendo o
fragmento mais ativo identificado como um oligbmero linear com grau de polimerizacdo (GP)

12, embora fragmentos com GP entre 9 a 15 também mostrem atividade (Coté & Hahn 1994).
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Figura 6. Estrutura do oligogalacturonideo derivado do homogalacturonano (HGA) presente na fragéo

péctica da parede celular de plantas. Para o fragmento mais ativo, o » € igual a 10 (Smith 1996).

Diversas funcdes vém sendo atribuidas aos oligogalacturonideos, tais como 2 inducio da

sintese de lignina, de glicoproteinas ricas em hidroxiprolina, de inibidores de proteinases e da
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sintese de fitoalexinas (Boudart et al. 1998). Para estarem envolvidos nestes processos, 0S
oligogalacturonideos devem ter um GP especifico. Sua liberaggio ocorre devido & agdo de enzimas
produzidas por microrganismos invasores ou liberadas pela propria planta, que degradam os
polissacarideos pécticos. Dentre as enzimas secretadas por fungos, as pectinases sdo descritas
como as mais importantes no processo de infec¢fio, pois estio entre as primeiras polissacaridases
a serem produzidas nos tecidos infectados (Fraissinet & Freve 1996). A ac@o destas pectinases
fungicas leva & despolimerizagio dos polissacarideos pécticos, especialmente os HGA, gerando
os oligdmeros pécticos.

A atividade da Endo-PG, principal enzima relacionada 4 liberacdio de
oligogalacturonideos ativos, ¢ diretamente influenciada pelo GM das pectinas. Muitos
homogalacturonanos em plantas sZo metilesterificados em vérios graus e a metilesterificacéo ¢€
conhecida por limitar a atividade da Endo-PG. A agfo prévia da PME no polimero favorece a
acdo posterior da Endo-PG, aumentando sua atividade (Daas ef al. 1999).

As plantas também podem modular a atividade das Endo-PGs de fungos através da agéo
de proteinas inibidoras de poligalacturonases (PIPGs), que limitam a atividade destas enzimas
(Cervone er al. 1987). A formacio do complexo Endo-PG - PIPG in vitro resulta numa alteracdo
do balango entre os oligogalacturonideos ativos liberados e aqueles inativos resultantes da
despolimeriza¢do dos oligogalacturonideos maiores, favorecendo o acimulo de moléculas com
GP ao redor de 12, que possuem atividade indutora (Cervone et al. 1989, Glinka & Protsenko
1998).

Os mecanismos pelos quais os oligogalacturonideos induzem respostas de defesa em
plantas ainda nfio estio esclarecidos. Até o momento, ndo existem demonstragbes claras da
presenca de receptores para estas moléculas em plantas. Como os oligogalacturonideos séo

moléculas negativas, e por isso possuem pequena mobilidade, é pouco provavel que atravessem a
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membrana sem nenhum auxilio. Algumas evidéncias apontam para uma possivel interacdo com a

membrana plasmatica (Aldington & Fry 1993).

Anatomia foliar de Rubiaceae

A familia Rubiaceae ¢ uma das familias mais representativas da Mata Atlantica, com
cerca de 10.700 espécies pertencentes a aproximadamente 637 géneros, distribuidos
principalmente nas regides tropicais (Robbrecht 1988).

Poucos sfio os relatos em literatura a respeito de anatomia foliar de Rubiaceae. Accorsi
(1947) caracterizou a ocorréncia de células anexas dos estdmatos como uma caracteristica
anatdmica importante para esta familia. Em microscopia de luz, destacam-se os trabalhos de
anatomia foliar de Vieira (1986), que trabalhou com Diodia radula, Vieira et al. (1992), que
analisaram Psychotria nuda e P. leiocarpa, Mantovani er al (1995) que estudaram Rudgea
decipiens e R. macrophylla, e Gomes ef al. (2000) que analisaram a anatomia foliar de Bathysa
gymnocarpa, B. mendoncaei, B. cuspidata e B. australis. Em microscopia eletronica de
varredura, Vieira & Gomes (1995) estudaram a superficie foliar de Psychotria nuda, P.
leiocarpa, P. stenocalyx e P. ternuinervis.

Nio foram encontrados relatos a respeito da anatomia foliar das espécies abordadas neste

trabalho, Alibertia myrcifolia e Rudgea jasminoides.
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OBJETIVOS GERAIS

Considerando o reconhecido papel da parede celular na indugfo da sintese de fitoalexinas,
especialmente dos fragmentos de origem péctica, e a escassez de dados sobre a induc@o de

respostas de defesa em espécies nativas e sobre a anatomia foliar de espécies de Rubiaceae, o

presente trabalho teve como objetivos:

- analisar o grau de metilesterificacdo de pectinas de folhas de Alibertia myrcifolia e
Rudgea jasminoides, duas rubiaceas que diferem quanto & producio de fitoalexinas, através de

tratamentos com enzimas fliingicas e imunolocalizagio com anticorpos monoclonais;

- correlacionar o grau de metilesterificagdo das pectinas dessas espécies com sua

capacidade de liberar moléculas indutoras de fitoalexinas em cotilédones de soja;

- analisar e comparar, por microscopia de luz, eletrbnica de vamedura e de

transmissdo, a estrutura foliar de ambas espécies.
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ABSTRACT- (Influence of pectin methylesterification of Alibertia myrcifolia and Rudgea
Jasminoides in the liberation and activity of phytoalexin-inducing molecules in soybean). Two
woody Rubiaceae species from tropical forest, Alibertia myrcifolia and Rudgea jasminoides,
showed differences in relation to their capacity of producing phytoalexins when challenged with
fungi and in the composition of the pectins from their cell walls. These species were compared in
relation to the liberation and activity of phytoalexin-eliciting oligosaccharides derived from their
leaf cell walls. Cell wall hydrolysis with Driselase showed that eliciting oligosaccharides could
be released from both species, although they are more easily obtained from R. jasminoides, which
presents positive phytoalexin response. High performance anion exchange chromatography with
pulsed amperometric detection (HPAEC/PAD) showed that incubation of the cell walls with
endopolygalacturonase promoted the liberation of oligosaccharides (degree of polymerization 2
7) from R. jasminoides but not from 4. myrcifolia which shows negative phytoalexin response.
Sequential hydrolyses with pectin-methylesterase and endopolygalacturonase that caused cell
wall breakdown and releasing of oligosaccharides from 4. myrcifolia, indicated the presence of
pectins with different degree of methylesterification between the two species. Additionally,
oligosaccharides with low degree of polymerization (DP < 7) derived from both species were
shown to inhibit phytoalexin response induced by a fungal elicitor from Aucor ramosissimus or
oligosaccharides with higher DP. These results suggest that the distinctive behavior between the
Rubiaceae species in relation to their capacity of synthesis phytoalexin might be due to
differences in the liberation of eliciting oligosaccharides from their cell walls as a consequence of

the differences in the composition and degree of the methylesterification of their pectins.
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RESUMO - (Influéncia da metilesterificacio de pectinas de Alibertia myrcifolia ¢ Rudgea
Jasminoides na liberacdo e atividade de moléculas indutoras de fitoalexinas em soja). Duas
rubiaceas tropicais, Alibertia myrcifolia e Rudgea jasminoides, que diferem com relagio &
capacidade de produzir fitoalexinas quando inoculadas com fungos € apresentam diferencas
relacionadas a composicdo de carboidratos e ao teor e composigdo de pectinas foram comparadas
em relacdo ao mecanismo de liberagio e atividade de oligossacarideos de parede celular indutores
da sintese de fitoalexinas. Paredes celulares das espécies, tratadas com Driselase, por diferentes
periodos, mostraram que esses oligossacarideos estfio presentes em ambas espécies, porém sio
mais facilmente liberados de R. jasminoides, espécie que apresenta resposta fitoalexinica. No
tratamento das paredes celulares com endopoligalacturonase (Endo-PG), apenas R jasminoides
foi hidrolisada. Para 4. myrcifolia, espécie que ndo produz fitoalexinas, ocorreu hidrolise
somente apds o tratamento prévio de sua parede com pectinametilesterase (PME), indicando a
existéncia de diferencas no grau de metilesterificacdo (GM) das pectinas entre as espécies
analisadas. Na anélise em cromatografia de troca anidnica de alta eficiéncia com detector de
pulso amperométrico (HPAEC/PAD), os hidrolisados de R jasminoides com Endo-PG
apresentaram oligossacarideos com grau de polimerizagio (GP) = 7, fato néo observado para 4.
myrcifolia. Apds o tratamento com PME, ocorreu liberagdo de oligossacarideos com GP < 7 para
ambas espécies, que estariam inibindo a sintese de fitoalexinas induzidas por
oligogalacturonideos maiores e pelo eliciador do fungo Mucor ramosissimus. Os resultados
sugerem que a diferen¢a no comportamento das duas rubidceas com relagdo a sua capacidade de
sintetizar fitoalexinas pode estar relacionada ao mecanismo de liberacdo de oligossacarideos
indutores, como conseqiiéncia das diferengas no grau de metilesterificac@io e distribuicdo dos

grupos metil-ésteres existentes nas fragdes pécticas de suas paredes celulares.
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Key words - pectin, oligosaccharides, methylesterification, phytoalexin, Rubiaceae.

Introducio

Os polissacarideos pécticos sdo os mais corplexos e abundantes componentes da parede
celular priméria de plantas, sendo representados por moléculas dcidas e neutras. Os
homogalacturonanos (HGA), ramnogalacturonano I (RG-I) e ramnogalacturonano II (RG-II) séo
moléculas 4cidas, constituidas basicamente por uma cadeia de residuos de 4cido D-galacturdnico
unidos por ligacdes o-1,4, intercalados ou ndo por residuos de ramnose. Os homogalacturonanos
podem se apresentar metilesterificados em diferentes graus, sendo que, em presenca de Ca*", as
cadeias pécticas com baixo grau de metilesterificagfio se associam, formando um gel rigido e
insolivel, freqiientemente encontrado em paredes de células adultas, que cessaram seu
crescimento (McNeil et al. 1984). O padrio de metilesterificagdo tem influéncia sobre as
propriedades gelificantes das pectinas, além de limitar ou impedir a ag&0 de pectinases sobre
esses polimeros (Sakai er al. 1993).

Varias fungdes sdo atribuidas as pectinas, tais como determinar a porosidade da parede
celular e controlar o transito de macromoléculas, promover a adesdo entre células, conferir
hidratacdo através da formacio de géis, contribuir para plasticidade e flexibilidade da parede
durante o crescimento e participar de mecanismos de defesa da planta ao ataque de patogenos
(Darvill ef al. 1992, Cdté & Hahn 1994, McCann et al. 1994).

A penetraciio dos tecidos vegetais por patdgenos e sua subseqiiente colonizagio envolvem
freqiientemente a degradagfio de polissacarideos da parede celular, através da liberagdo de varias
hidrolases, estando as pectinases entre as primeiras polissacaridases a serem produzidas nos

tecidos infectados (Fraissinet-Tachet & Fevre 1996). A agdo destas pectinases microbianas sobre
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a parede celular de plantas, além de promover a maceragdo dos tecidos e a despolimerizacéo dos
polissacarideos pécticos, especialmente os homogalacturonanos, pode gerar fragmentos
indutores, chamados oligogalacturonideos. Esses fragmentos sfio capazes de eliciar respostas de
defesa na propria planta, como a sintese de novo de metabolitos secunddrios antimicrobianos
denominados fitoalexinas (Davis ef al. 1984, Cervone et al. 1987). Os oligogalacturonideos
indutores da sintese de fitoalexinas sio mais ativos quando possuem grau de polimerizagéo (GP)
> 12 (Nothnagel ef al. 1983), embora outras respostas de defesa como a sintese de lignina, de
glicoproteinas ricas em hidroxiprolina ¢ de inibidores de proteinases, também possam ser
induzidas. Estas respostas dependem do GP dos oligossacarideos gerados (Darvill ef al. 1992).

Oligogalacturonideos sdo liberados naturalmente pela agio de endopoligalacturonases
(Endo-PGs) e pectina-liases de microrganismos (Alghisi & Favaron 1995, Cervone ef a/. 1989).
In vitro, os oligogalacturonideos podem ser gerados por hidrélise acida parcial da parede celular
(Hahn er al. 1981) ou por tratamento com pectinases (Nothnage! et al. 1983). A aglio gradual da
Endo-PG sobre a cadeia do homogalacturonano leva a um progressivo encurtamento da mesma,
sendo seu limite de digestio representado por oligossacarideos com GP=2-4.

A atividade da Endo-PG ¢ diretamente influenciada pelo grau de metilesterificagdo (GM)
das pectinas, que varia em diferentes tecidos e com o grau de diferenciacdo da célula (McNeil er
al. 1984). Como os homogalacturonanos em plantas se apresentam metilesterificados em varios
graus, a acdo da pectinametilesterase (PME), pectinase que catalisa a conversio do acido
poligalacturénico metilado em é4cido poligalacturbnico através da clivagem dos grupos metil-
ésteres (Alghisi & Favaron 1995), pode favorecer a agfo posterior da Endo-PG, aumentando sua

atividade (Daas et al. 1999).
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Trabalhos recentes tém mostrado que as Endo-PGs necessitam de uma estrutura molecular
bésica e especifica para a ancoragem, o reconhecimento € a clivagem do seu substrato. Mort &
Chen (1996) relataram que a Endo-PG de Erwinia carotovora requer 4 residuos de acido
galacturdnico adjacentes ndo metilesterificados dentro de uma regifio parcialmente esterificada
para exercer sua atividade catalitica. Daas ef al. (1999) também demonstraram que a Endo-PG de
Kluyveromyces fragiles necessita de um “bloco” com 4 ou mais seqiliéncias de 4cido
galacturénico nio esterificado para agir. Entretanto, ha indicios que ndo somente o GM, mas a
distribuigso destes grupos metil-ésteres também seja importante para a agdo da Endo-PG. Daas er
al. (2000) demonstraram modos de a¢io e degradacdo diferentes para 3 pectinas com mesmo
GM, mas com distribui¢io dos grupos metil-ésteres distinta, também considerando que a enzima
necessita de 4 residuos adjacentes nfo esterificados para atuar.

Virios trabalhos correlacionam a resisténcia das plantas a patégenos ao GM das pectinas.
Heitefuss & Pagel (1989) e McMillan et @l (1993) trabalbando com batatas resistentes e
suscetiveis a E. carotovora, correlacionaram, entre outros fatores, o GM com a resisténcia a
bactéria. Le Cam er al. (1994) sugeriram que, além do GM, a distribui¢do dos grupos metil-
ésteres estaria relacionada com a suscetibilidade de diversos cultivares de cenoura ao fungo
Mycocentrospora acerina.

No Brasil, estudos relacionados 2 sintese de fitoalexinas em duas rubidceas nativas
tropicais, que diferem quando a capacidade de produzir esses metabdlitos de defesa quando
inoculadas com fungos, revelaram diferencas nas frages pécticas das paredes celulares de suas
folhas (Braga e/ al. 1998). Foram detectados maiores teores de pectinas acidas em R
Jjasminoides, espécie que produz fitoalexinas. A avaliagdo da presenca de oligogalacturonideos
indutores de fitoalexinas nas paredes celulares dessas plantas também apontou para a presenca de

moléculas mais ativas em R. jasminoides (Braga & Dietrich 1998).
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No presente trabalho sdo relatadas diferengas no GM das pectinas de paredes celulares de
A. myrcifolia e R jasminoides, que levam a diferencas na liberagdo e atividade de
oligogalacturonideos e que podem estar relacionadas as diferengas na resposta fitoalexinica

observadas entre as duas espécies analisadas.

Material e métodos

Folhas completamente expandidas e sem lesSes de A.libertia myrcifolia (Spruce ex.
Schum.) Schum. e de Rudgea jasminoides (Cham.) Mull. Arg. foram coletadas na mata da
Reserva Biologica do Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, do Instituto de Boténica de S#o
Paulo-SP.

Sementes de soja [Glycine max (L.} Merr.] das cultivares IAC-8 e JAC-18 foram
gentilmente cedidas pelo Instituto Agrondmico de Campinas, Campinas — SP.

Culturas do fungo Mucor ramosissimus Samutsevitsch foram mantidas em meio de
cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA) por aproximadamente 8 dias no escuro a 25 °C, sendo seus
esporos extraidos para a obtencfio do eliciador utilizado no bioensaio dos cotilédones de soja, de

acordo com metodologia descrita por Cordeiro Neto & Dietrich (1992).

Extracio de paredes celulares - As paredes celulares foram extraidas a partir de 25 g de fothas
frescas de A. myrcifolia e R. jasminoides, segundo procedimento descrito por Braga ef al. (1998).
As folhas foram previamente lavadas em dgua corrente, homogeneizadas em tampao fosfato de
sddio 100 mM pH 7,0 , em liquidificador, por 5 min, seguido de centrifugac¢éo (16000 g, 10 min).
O sobrenadante foi descartado e o residuo submetido a0 mesmo procedirmento por mais quatro

vezes. O residuo foi seqiiencialmente extraido em agua destilada, filtrado a vacuo em filtro de
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fibra de vidro GF/A e re-extraido mais quatro vezes com cloroférmio: metanol (1:1 v/v) e lavado
em acetona e éter etilico. Todos as etapas foram efetuadas a 5 °C. O residuo final foi seco em
estufa a 50 °C, moido manualmente com auxilio de almofariz e pistilo, sendo as fibras separadas
em peneira tipo Granutest (malha 20) e o pé resultante considerado como a fragio de parede

celular.

Determinacdo do grau de metilesterificacfo das pectinas - Pectinas foram obtidas a partir das
paredes celulares de 4. myrcifolia e R. jasminoides por extragio com oxalato de aménio 500 mM,
pH 7,0, a 80 °C, por 1 h, conforme descrito por Braga ef al. (1998). O GM foi calculado apds
saponificacio das pectinas com NaOH 1,5 M a temperatura ambiente, acidificagio a frio com
H,SO4 e determinagio do conteido de metanol liberado, segundo procedimento de Wood &

Siddiqui (1971) e do conteudo de 4cidos urdnicos (Fry 1988), segundo a formula:

umoles de metanol liberado
% de metilesterificagfo= X 100
umoles de acido urdnico

Hidrélise com Driselase - Vinte mg de paredes celulares obtidas das folhas foram incubadas com
Driselase (Sigma), por 1, 2, 4, 6 ¢ 8 h. A mistura de incubagio continha, além das paredes
celulares, 900 uL de tampdo acetato de sodio 20 mM, pH 4,7 e 100 pL da enzima, parcialmente
purificada (Fry 1988). Os controles foram efetuados pela substituicdo da enzima por 100 pL de
dgua destilada. Apds incubacgo a 25 °C, a reagio fol interrompida por fervura das misturas em
agua em ebulico por 5 min. Os hidrolisados foram centrifugados a 7800 g por 10 min, e os
sobrenadantes filtrados em filtro de fibra de vidro para a eliminagdo de residuos sélidos. O

volume dos sobrenadantes foi completado para 1,0 mL com agua destilada.
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Hidrdlise sequencial com pectina-metilesterase (PME) e endopoligalacturonase (Endo-PG) - A
vinte mg de paredes celulares de A. myrcifolia e R. jasminoides foram adicionados 450 pL de
tamp3o acetato de sédio 0,1 M, pH 4,4 e 50 pl. (47 unidades de atividade - UA) da enz.ima
pectina-metilesterase Sigma (PME). O controle foi efetuado pela substituigfio da enzima pelo
volume equivalente em tampdo. A incubacfo foi feita por 1 h em banho-maria a 30 °C. Os
hidrolisados foram fervidos em dgua em ebulicio por 5 min, centrifugados por 5 min e filtrados
conforme acima mencionado, sendo os sobrenadantes mantidos a -20 °C. Os residuos de paredes
resultantes deste tratamento foram lavados trés vezes com tampgo acetato de sédio 50 mM, pH
5,0 e a eles foram acrescentados 300 pL deste mesmo tampio, 150 ul. de agua destilada e 50 pl
(5 UA) da enzima endopoligalacturonase Megazyme (Endo-PG). Nos controles, a enzima foi
substituida por 50 ul de agua destilada. Ap6s 8 h nas mesmas condi¢gdes descritas acima, 0s
hidrolisados foram novamente fervidos, centrifugados e o sobrenadante resultante foi filtrado,
sendo seu volume ajustado para 1,0 mL com agua destilada. Esses mesmos ensaios foram
realizados tendo o tempo de incubagdo diminuido para 90, 60 e 30 min, e utilizando-se apenas 10
rl, de Endo-PG. Incubacdes de paredes com Endo-PG, sem o tratamento prévio com PME,
também foram efetuadas.
Foram efetuadas também curvas de hidrélise das paredes celulares de 4. myrcifolia e R.
Jjasminoides, incubadas por 1h com PME e por 1, 2, 4, 6 ¢ 8 h com 10 pL de Endo-PG;
tratamentos de paredes celulares foram efetuados variando-se o tempo de incubagio com PME

por 10, 20, 30 € 40 min, com tempo fixo de 4 h com Endo-PG.

Ensaios colorimétricos - As quantidades de aglcares totais e de aglcares redutores presentes nos
hidrolisados foram determinadas pelo método do fenol-sulfiirico (Dubois et al 1956) ¢ de

Somogyi-Nelson (Somogyi 1945), respectivamente, tendo glucose (100 pg/mL) como padrdo. O
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conteudo de acidos urdnicos foi determinado utilizando-se o método de m-hidroxibifenil, e tendo

4cido galacturdnico (100 pg/mL) como padrio (Fry 1988, Filisetti-Cozzi & Carpita 1991).

Analise dos hidrolisados por cromatografia de troca anidnica de alta performance com detector de
pulso amperométrico (HPAEC/PAD) - Os hidrolisados obtidos por agio da Driselase e de PME e
Endo-PG foram analisados por HPAEC em sistema Dionex DX-300 e DX-500, com detector de
pulso amperométrico (PAD) para monossacarideos e oligossacarideos de é4cidos urdnicos
(oligogalacturonideos). Os monossacarideos foram separados em coluna Carbo-Pac PA-1 em
NaOH 20 mM isocratico por 30 min e identificados por comparagio com padrdes comerciais. Os
oligogalacturonideos foram analisados conforme descrito por Spiro et al (1993), em coluna
Carbo-Pac PA-1 no sistema DX-300 utilizando como eluente um gradiente linear de 400-800
mM de acetato de sodio, pH 8,0, a um fluxo de 1mL.min"!, durante 40 min. Foi utilizada pés-
coluna com NaOH 400mM a um fluxo de 0,5 mL.min". A coluna foi re-equilibrada com 400mM
de acetato de sédio por 10 min antes da aplica¢fio de uma nova amostra. Os tempos de eluigdo
foram comparados com aqueles obtidos para padrbes de oligogalacturonideos GP 3-5 fornecidos
pelo Dr. Stephen C. Fry (University of Edinburgh- Escécia). As analises no sistema Dionex DX-
500 também foram efetuadas em coluna Carbo-Pac PA-1, utilizando-se um gradiente linear de
acetato de sédio de 400-800 mM em 100 mM de hidréxido de sédio, por 60 min. Os tempos de
¢luicfio foram comparados com aqueles obtidos para padrfio de oligogalacturonideos GP 7-22

fornecidos pelo Dr. Stephan Eberhard (University of Georgia—EUA).

Bioensaio de atividade indutora de fitoalexinas em cotilédones de soja - A detecgdo da atividade
indutora de fitoalexinas nos hidrolisados de paredes celulares foi efetuada segundo procedimento

descrito por Ayers et al. (1976), modificado. Os cotilédones de soja foram obtidos a partir de
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sementes germinadas e cultivadas em casa de vegetagiio, em bandejas plasticas contendo
vermiculita:terra vegetal (2:1), na forma de camadas, em temperatura ambiente ¢ fotoperiodo
controlado (14 horas luz/dia), por aproximadamente 8-11 dias. Os cotilédones destacados foram
desinfestados em solucfio de hipoclorito de sédio comercial a 10%, durante 15 min e lavados
exaustivamente em agua destilada estéril. Discos de 6 mm de didmetro e cercade 1 mm de
espessura foram retirados da superficie adaxial de cada cotilédone com o auxilio de um furador
de rolhas e um bisturi. Gotas de 50 pL dos hidrolisados resultantes dos tratamentos enzimaticos,
de agua destilada (controle) e do eliciador obtido de esporos de Mucor ramosissimus (preparado
segundo Cordeiro Neto & Dietrich 1992) foram aplicadas sobre a superficie cortada de cada
cotilédone. Grupos de 5 cotilédones foram colocados em placas de Petri, sobre papel de filtro
umedecido com dgua destilada, e estes incubados no escuro a 26 °C, por 20 h. Todos os ensaios
foram efetuados em triplicata. Apds a incubagfio, os cotilédones foramm lavados com agua
destilada (I mL/cotilédone) e as solugdes resultantes filtradas e avaliadas quanto a presenca de
fitoalexinas (gliceolinas) por leitura em espectrofotdmetro a 286 nm. A quantificacdo de
gliceolinas foi efetuada utilizando-se padrio de gliceolina isolado de cotilédones de soja (Ayers

et al. 1976).

Ensaios de competi¢io entre oligossacarideos indutores — Hidrolisados provenientes da
incubagio de paredes celulares de A. myrcifolia e R. jasminoides com Endo-PG por4 e 6 h foram
diluidos a 50% com 4gua destilada ou com hidrolisados de paredes de R. jasminoides, obtidos por
tratamento com PME por 1h e com Endo-PG por 4 ou 6 h. Além disso, o eliciador do fungo M.
ramosissimus foi também diluido a 75, 50 e 25% com 4gua destilada e com os hidrolisados de
paredes de 4. myrcifolia provenientes do tratamento por 40 min com PME € 4 h com Endo-PG e

de R. jasminoides tratadas por 1h com PME e 4 h Endo-PG. Essas dilui¢des foram ensaiadas em
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cotilédones de soja para a avalia¢do da atividade indutora, conforme descrito acima. Os controles

foram efetuados utilizando-se dgua destilada, os hidrolisados e o eliciador a 100%.

Analise estatistica ~ As médias das determinacBes colorimétricas e de atividade indutora foram

comparadas pelo teste estatistico de Tukey usando o programa de microcomputador SANEST,

cedido pelo Dr. Ladaslav Sodek (UNICAMP/SP).

Resultados e Discussao

A parede celular vegetal possui composi¢do quimica complexa, o que dificulta, mas néo
impede sua degradacfio por patdgenos (Hahn er al. 1989). Ao longo da evolugdo, os fungos
desenvolveram um arsenal de enzimas capazes de degradar os tecidos vegetais, de modo a
possibilitar seu acesso ao interior da célula vegetal. Neste trabalho, Driselase foi escolhida por ser
composta de uma mistura de 14 enzimas diferentes liberadas pelo fungo Irpex lacteus, capazes de
hidrolisar a parede celular vegetal e, desta maneira, simular alguns dos eventos que ocorrem na
infeccdio por patdgenos, podendo levar & conseqiiente liberagio de oligogalacturonideos indutores
de fitoalexinas.

Pela figura 1 A, nota-se que a incubacdo da parede celular de 4. myrcifolia com Driselase
ocasionou a liberagdo de carboidratos, sendo que os acticares redutores € os acidos urdnicos
representam apenas parte do total liberado. O aumento nos teores de agucares foi observado
apenas entre 1 e 2 h de incubacfo, nfo ocorrendo variagdes significativas com o aumento do
tempo de hidrolise. Para R. jasminoides (figura 1 B), a liberago de agtcares foi crescente a partir
de 1 h de incubagdio com Driselase, indicando aumento na porcentagem de hidrélise da parede

com o aumento do tempo de ensaio.
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Comparando-se as figuras 1 A e B, observa-se que a cinética de liberac&o de carboidratos
a partir das paredes celulares das duas espécies é bastante distinta, indicando diferengas na
labilidade & hidrdlise promovida por enzimas fingicas. R. jasminoides liberou quase quatro vezes
mais carboidratos que A. myrcifolia, confirmando os resultados obtidos por Braga & Dietrich
(1998), que sugeriram a existéncia de diferencas na estrutura dos polissacarideos das paredes
celulares entre as espécies.

A atividade indutora de fitoalexinas em cotilédones de soja também foi diferente para os
hidrolisados das duas espécies analisadas (figura 1 C e D). Para 4. myyrcifolia, a atividade
indutora mostrou aumento progressivo a partir de 1 h de incubagfo (figura 1 C), porém foi
bastante inferior aquela detectada para R. jasminoides. Para esta espécie, 0 aumento da atividade
indutora foi observado até 4 h, sendo esta completamente abolida a partir de 6 h de incubagéo
(figura 1 D).

Comparando estes resultados com os teores de carboidratos apresentados nas figuras 1 A
e B, nota-se, para 4. myrcifolia, que o aumento da atividade indutora parece ser conseqii€ncia da
quebra de moléculas maiores ja presentes em solug@o, uma vez que n&o ocotreu aumento
significativo na liberagdo de agticares da parede celular com o aumento do tempo de incubagio.
Conforme demonstrado para moléculas indutoras extraidas de fungos, fragmentos de diversos
tamanhos sdo ativos em soja, por conter a unidade minima indutora dentro de sua estrutura
(Nothnagel er al. 1983, Sharp et al. 1984). Para R. jasminoides, o aumento da atividade até 4 h de
incubagfio coincidiu com o aumento do contetido de carboidratos, indicando hidrolise progressiva
da parede celular. A partir de 6 h de incubag3o, apesar de observado aumento na quantidade de
agticares liberados (figura 1 B), a atividade indutora foi abolida, sugerindo que, neste caso, as
moléculas maiores ativas devem ter sido hidrolisadas a fragmentos menores, que perderam a

estrutura minima requerida para a indugéo.
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A analise por HPAEC/PAD dos hidrolisados de paredes celulares tratadas com Driselase
revelou que os aglicares redutores liberados s3o representados predominantemente por glucose e
arabinose para A. myrcifolia, e glucose, galactose e arabinose para R. jasminoides (figura 2). O
aumento do tempo de incubac¢do de 4 para 8 h promoveu maior degradacfo da fracdo péctica,
representada pelo aumento nos teores de arabinose e galactose em ambas espécies. Para R
Jasminoides, a hidrolise por 8 h também resultou na liberagdo de ramnose (figura 2 E), indicando
que com maior tempo de incubacfio, o ramnogalacturonano [ (RG-I) também passa a ser
degradado, fato nfio observado para 4. myrcifolia. Esse resultado esta de acordo com os dados de
Braga et al. (1998), que apontaram para diferencas no teor ¢ composic&o dos polissacarideos
pécticos entre as duas rubidceas analisadas. A presenca de ramnose nos hidrolisados de R
Jjasminoides é um indicio da a¢io de Endo-PG sobre a fragio péctica da parede celular, liberando
RG-I e tornando-o suscetivel a agdo de outras hidrolases. Conforme reportado por McNeil ef al.
(1980), Ishii et al. (1989) e Zablackis et al. (1995), Endo-PGs tém sido utilizadas para o
isolamento de RG-I a partir de paredes celulares de diversas espécies vegetais, por hidrolisar
homogalacturonanos pouco metilesterificados.

Oligogalacturonideos de GP = 12, ou seja, aqueles descritos por Nothnagel er al. (1983)
como ativos na indugdo de fitoalexinas em soja, ndo foram encontrados nos hidrolisados
resultantes do tratamento das paredes celulares com Driselase (figura 3). Entretanto, conforme
salientado por esses autores, a presenga de pequenas quantidades de moléculas ativas, mesmo néo
detectaveis por andlises cromatograficas, pode ser suficiente para determinar a indugio da sintese
de fitoalexinas em cotilédones de soja. As andlises por HPAEC/PAD revelaram
oligogalacturonideos de pequeno GP detectados a partir de 1 h de incubacdo (figura 3 E, F),

havendo, em ambos os casos, aumento dessas moléculas com o tempo de hidrolise (figura 3 G-J).
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Para R. jasminoides, o aumento na proporgio desses fragmentos de pequeno GP com o aumento
do tempo de incubagdo parece indicar que a perda da atividade indutora a partir de 6 h (figura 1
D) foi devida a quebra dos fragmentos maiores, que so ativos, em fragmentos menores, inativos,
conforme anteriormente sugerido. Oligogalacturonideos nio foram encontrados em qualquer dos
controles incubados na auséncia da enzima, sendo os perfis desses hidrolisados idénticos aos
mostrados na figura3 C e D.

Braga & Dietrich (1998) observaram que paredes celulares de R. jasminoides incubadas
por 18 h com Endo-PG eram mais facilmente hidrolisadas quando comparadas as de 4.
myrcifolia. Foi sugerido que essa diferenga poderia ser devida & presenga de residuos de acido
galacturbnico da pectina bastante substituidos por grupos metil-ésteres em 4. myrcifolia, o qﬁe
limitaria a agiio da Endo-PG. A anilise de monossacarideos mostrada na figura 2 reforga essa
sﬁgestﬁo.

A determinagiio do grau de metilesterificagdo das pectinas das paredes celulares atraves
de métodos colorimétricos mostrou que, em R. jasminoides, cerca de 30% de sua pectina
encontra-se substituida por grupos metil-ésteres. Para 4. myrcifolia, o valor encontrado foi de
133%, o que indica a existéncia de outros compostos metilesterificados, além dos 4cidos urdnicos
presentes na fracio péctica, Entre eles, encontram-se os compostos fendlicos, que sdo substéncias
normalmente presentes na parede celular de folhas e que ocorrem em grande quantidade nesta
espécie (Braga er al. 1991). Desse modo, por métodos colorimétricos néo foi possivel a
determinagio exata do GM para 4. myrcifolia e a confirmagdio da sugestdio da existéncia de
diferencas no GM para as duas espécies analisadas.

No ensaio mostrado na tabela 1, paredes celulares de 4. myrcifolia e R. jasminoides foram
incubadas diretamente com Endo-PG ou pré-tratadas com PME por 1 h antes da hidrélise com

Endo-PG por 8§ h. Pequena hidrélise das paredes celulares de 4. myrcifolia com Endo-PG foi
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observada em comparagiio & R jasminoides, confirmando os resultados de Braga & Dietrich
(1998). O tratamento prévio da parede celular de A. myrcifolia com PME resultou em um
aumento de cerca de 3 vezes no teor de acidos urdnicos liberados quando comparado & hidrélise
somente com Endo-PG, confirmando a presenca de grupos metil-ésteres limitando a acfo dessa
enzima. Entretanto, a quantidade de &cidos urénicos liberada ainda foi bastante inferior 4 de R
Jjasminoides (4,9 vezes menor), sugerindo que ndo apenas o GM, mas outras caracteristicas da
parede celular de 4. myrcifolia devem contribuir para esses resultados. Braga et al (1998)
demonstraram que a quantidade de 4cidos urbnicos encontrada nas pectinas de 4. myrcifolia é
cerca de 4,6 vezes menor do que a de R. jasminoides, confirmando os dados obtidos na tabela 1.
Por essa razio, mesmo eliminando-se toda a metilesterificagdo dos homogalacturonanos da
parede celular de 4. myrcifolia através do tratamento prévio com PME, a quantidade de
polissacarideos 4cidos disponiveis para a ag@io da Endo-PG foi menor, o que explica a menor
quantidade de acidos urdnicos liberada pela hidrélise das paredes celulares desta espécie. Para R.
Jjasminoides, cuja parede celular ¢ facilmente hidrolisada pela Endo-PG, a incubagio prévia com
PME promoveu um pegueno aumento na hidrélise subseqiiente com a Endo-PG, indicando que o
GM de sua pectina ¢ bastante inferior ao de 4. myrcifolia.
A anélise por HPAEC/PAD dos hidrolisados obtidos pela incubagio com PME por 1 he
com Endo-PG por 8 h revelou que oligogalacturonideos somente sdo liberados de paredes de 4.
myrcifolia apds o tratamento prévio com PME, e que estes possuem pequeno GP (dados ndo
mostrados). De acordo com Nothnagel ef al. (1983), oligogalacturonideos com GP > 12 s8o os
que apresentam maior atividade indutora da sintese de fitoalexinas. Por 1ss0, possivelmente os
oligogalacturonideos obtidos pela incubagdo com PME/Endo-PG, aplicados em soja, ndo

apresentaram a capacidade de induzir a sintese de fitoalexinas nos cotilédones desta planta (dados
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ndo mostrados). A deteccio de oligogalacturonideos de pequeno GP nos hidrolisados de paredes
celulares indicou que o tempo de hidrdlise com Endo-PG foi excessivo, havendo necessidade de
redugio do mesmo para a obtengdo de fragmentos ativos.

O tempo de hidrdlise das paredes celulares de ambas espécies foi reduzido de 8 h para 90,
60 e 30 min de incuba¢fio com Endo-PG, sendo mantido o tempo de 1 h no pré-tratamento com
PME. As incubagdes com 30 min nfo geraram oligogalacturonideos em quantidades que
pudessem ser detectados por HPAEC/PAD (resultados ndo mostrados). Como os perfis de
elui¢do das incubacdes com 60 e 90 min foram semelbantes, somente o perfil de 90 min de
incubacfio é mostrado na figura 4. Para R. jasminoides (figura 4 F), o tratamento apenas com
Endo-PG resultou na liberacio de oligogalacturonideos de diferentes GP, incluindo aqueles de
GP igual ou superior a 12 e que sabidamente sdo moléculas com atividade indutora de
fitoalexinas. Nenhum oligogalacturonideo foi detectado para 4. myrcifolia (figura 4 E) no mesmo
tipo de tratamento. Para esta espécie, apenas a incubagdo sequencial com PME e Endo-PG
resultou na liberacdo de oligogalacturonideos (figura 4 G), o que comprova a elevada
metilesterificacdo de sua pectina, conforme anteriormente sugerido.

Apesar de oligogalacturonideos de GP > 12 terem sido detectados por HPAEC/PAD,
principalmente para R. jasminoides, novamente foi observada a auséncia de resposta indutora dos
hidrolisados, no ensaio com cotilédones de soja (tabela 2), indicando que © tempo de incubagio
ideal para gerar atividade indutora ndo tinha sido estabelecido. Assim, o tempo de incubagdo com
PME foi mantido em 1 h e variou-se o tempo de hidrdlise com Endo-PG.

Paredes celulares de 4. myrcifolia hidrolisadas com Endo-PG por 1 a § h mostraram
pequena liberagfio de dcidos urdnicos, confirmando os dados anteriormente obtidos (figura 5 A).

Porém, o tratamento prévio com PME ocasionou aumento no teor de acidos urdnicos liberados a
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partir de 2 horas de incubagfo. Para R. jasminoides (figura 5 B), o tratamento com Endo-PG
resultou em uma liberagfio quatro vezes maior de 4cidos urbnicos do que o observado para 4.
myrcifolia. Entretanto, a incubagfo prévia com PME determinou menor liberagfio de acidos
urdnicos a partir da parede celular dessa espécie, divergindo dos resultados mostrados na tabela
1.

No ensaio dos incubados da curva de hidrélise em cotilédones de soja ndo foi detectada
atividade indutora de fitoalexinas em nenhum dos hidrolisados de 4. myrcifolia (figura 5 C) e no
hidrolisados de R jasminoides tratados previamente com PME (figura 5 D), sendo a atividade
indutora presente somente nos incubados de R. jasminoides com Endo-PG at€ 6 h de incubagéo.

A analise dos hidrolisados por HPAEC/PAD mostrou que o padrfio observado nédo Vaz'iou
para cada espécie no decorrer do tempo de incubagfo. Por esta raz#o, na figura 6 sdo
apresentados alguns perfis cromatograficos representativos, sendo os controles relativos a
incubagfo das paredes celulares com tampao por 8 h (figura 6 A, B) e os hidrolisados, relativos as
incubagdes das paredes celulares com Endo-PG por 8 h (figura 6 C, D). Para R jasminoides, na
incubagdo com Endo-PG (figura 6 D) e com PME+Endo-PG (F, H, I) foram detectados
oligogalacturonideos com GP = 7 em todos os tempos de incubagfo. Para A myrcifolia,
oligogalacturonideos de pequeno GP foram detectados a partir de 1 h de incubagfio com
PME+Endo-PG (E, G, I), mas, mesmo assim, em menores quarntidades que aqueles encontrados
para R. jasminoides.

Estes resultados sugerem que algum fator, para R. jasminoides, apOs o tratamento com a
PME, estaria reduzindo a aciio da Endo-PG na clivagem da pectina, uma vez que houve
diminui¢fo na porcentagem de hidrélise, como mostrado na figura 5 B. Mort & Chen (1996) e

Daas et al. (1999) relataram que a Endo-PGs fiingicas necessitam, usualmente, de uma estrutura
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composta por quatro residuos de acido galacturdnico ndo esterificados numa regido parcialmente
esterificada para poder agir. No caso de R. jasminoides, o tratamento prévio com PME poderia
alterar a estrutura molecular reconhecida pela Endo-PG, explicando assim a diminui¢8o na
porcentagem de hidrolise para esta espécie. Como um novo lote de PME comercial foi utilizado
neste ensaio, é possivel explicar esse decréscimo no conteudo de acidos urénicos pela eliminagéo
excessiva de grupos metil-estéres, sendo necesséario reduzir a retirada de metilesterificag@o da
pectina através da diminuicfo do tempo de hidrolise com a PME.

Através da figura 7, onde paredes celulares de A myrcifolia e R. jasminoides foram
tratadas com PME por 10 a 40 min e com Endo-PG por 4 h, pode-se observar que a quantidade
de acidos urdnicos liberada para 4. myrcifolia no tratamento com Endo-PG ainda € bastante
inferior quando comparada a R. jasminoides ¢ o tratamento prévio com PME promoveu um
aumento nesta hidrolise, porém nfio mostrando variagOes significativas com o aumento do tempo
de incubagdo (figura 7 A). Para R. jasminoides, o tratamento prévio com PME ocasionou maior

liberagdo de acidos urdnicos entre 10 e 20 min de incubagio, ocorrendo reducéo a partir desse

periodo (figura 7 B). *

A aplicagdo dos hidrolisados sobre cotilédones de soja mostrou que, para 4. myrcifolia
(figura 7 C) nenhum deles apresentou resposta indutora de fitoalexinas significativa quando
comparados ao controle. Apesar da incubagfo prévia com PME ter ocasionado um aumento na
quantidade de acidos urbnicos liberados, nfo foram liberados oligogalacturonideos ativos em
soja. Para R. jasminoides (figura 7 D), os hidrolisados provenientes do tratamento com Endo-PG
apresentaram atividade indutora, como visto anteriormente (figura 5 D). Os hidrolisados pré-
tratados com PME mostraram atividade significativa entre 20 e 30 min de incubagiio com PME,

confirmando a sugestdo anterior de que o tempo de hidrélise por 1 h foi excessivo. Entretanto,

esta atividade ainda foi inferior a atividade do incubado somente com Endo~-PGQG.
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A anélise dos hidrolisados por HPAEC/PAD foi realizada em todos os tratamentos, porém
somente alguns perfis cromatograficos representativos sdo mostrados nas figuras 8 ¢ 9. Nos perfis
cromatograficos das incubacdes de paredes apenas com tampéo, referentes a 40 min de incubagio
com PME (figuras 8 B e 9 B), nenhum oligogalacturonideo foi detectado. Para R. jasminoides, no
tratamento com Endo-PG, ocorreu liberacdo de oligogalacturonideos com diferentes GP,
inclusive os com GP 2 9, porém a quantidade ¢ o GP nfio variaram significativamente nos
tratamentos (figura 9 C, E). Estes oligogalacturonideos ndo foram observados para 4. myrcifolia
no mesmo tratamento (figura 8 C, E). No hidrolisado previamente tratado com PME, para R.
Jjasminoides, foram encontrados os mesmos oligogalacturonideos vistos no tratamento com Endo-
PG, sendo observado para 10 min oligogalacturonideos em maior quantidade ¢ GP (figura 9 D).
Parece que, com o aumento o tempo de incubagdio com PME, ocorre diminuigéo na proporgéo de
oligogalacturonideos de maior GP. Nos hidrolisados de 4. myrcifolia com PME ndo foram
detectados oligogalacturonideos, estando este resultado de acordo com a auséncia da atividade
indutora mostrada na figura 7 C.

Assim, embora inicialmente tivesse sido sugerido excesso de hidrolise por incubagéo de
paredes celulares de 4. myrcifolia com PME por 1 h, parece que este € o melhor tempo de
hidrélise para que ocorra liberagdo de oligogalacturonideos por agdo da Endo-PG, embora nédo
sejam obtidos oligogalacturonideos ativos (figura 6). Estes resultados sugerem que, para 4.
myrcifolia, mesmo variando-se o tempo de incubacfio com PME, ndo ocorre liberagdo de
oligogalacturonideos ativos pela agdo da Endo-PG. A estrutura molecular da pectina desta
espécie parece ser muito complexa, de forma a impedir a agdo de pectinases importantes no
processo de eliciagdo, sendo provavelmente também um dos fatores da auséncia de resposta

fitoalexinica para esta espécie. Entretanto, para R. jasminoides, esses dados indicam que até 30
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min de incubacio com PME, a estrutura da pectina, proporcionada pela agdo da PME, parece ser
a ideal para o reconhecimento e clivagem pela Endo-PG, com conseqiiente liberagdo de
fragmentos ativos em soja. A partir de 30 min de incubag8o, provavelmente a PME retira grupos
metil-ésteres importantes para o reconhecimento pela Endo-PG, como sugerem Mort & Chen
(1996} e Daas er al. (1999), confirmando assim o excesso de tempo de hidrdlise por 1 h com
PME para esta espécie.

Por outro lado, ainda é possivel supor que exista algum fator, presente nos hidrolisados
pré-tratados com PME, que estaria inibindo a sintese de fitoalexinas em ambas espécies, e
principalmente para R. jasminoides, uma vez que a andlise de seus hidrolisados pré-tratados com
PME, por HPAEC/PAD, mostrou a presenga de oligogalacturonideos ativos (com GP = 12),
porém a atividade indutora apresentada por estes hidrolisados sempre foi inferior quando
comparada aquela observada para os hidrolisados obtidos pelo tratamento com Endo-PG (figuras
6 e 9). Moerschbacher er al. (1999) relataram que, em folhas de trigo, oligbmeros de acido
galacturbnico de baixo GP atuam como supressores enddgenos de reagdes de resisténcia. Dentre
os oligogalacturonideos testados, de mondmeros a hexdmeros, os dimeros e trimeros se
mostraram mais ativos, inclusive quando aplicados concomitantemente ao eliciador, um
glicoproteogalactano, isolado do fungo Puccinia graminis, suprimindo sua atividade.

Pela tabela 3, pode-se observar que os hidrolisados de R. jasminoides com Endo-PG por 4
e 6 h de incubagfio apresentaram atividade indutora de fitoalexinas, e que esta atividade foi pouco
diminuida pela diluicdo a 50% com 4gua destilada. Porém, quando ao hidrolisado Endo-PG foi
adicionado o hidrolisado resultante da incubagiio com PME+Endo-PQG. essa atividade foi
completamente abolida. Também o eliciador de M. ramosissimus, quando diluido no mesmo

hidrolisado (PME+Endo-PG), apresentou queda significativa na atividade indutora, fato ndo
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observado na diluico com agua. Para 4. myrcifolia, o hidrolisado PME+Endo-PG também
ocasionou queda na atividade indutora do eliciador. Portanto, nio existiu efeito de dilui¢#o, mas
de algum fator presente nos hidrolisados de ambas espécies, ap6s o tratamento prévio com PME,
que ocasionou a queda na atividade indutora. Essa interferéncia ocorreu inclusive reduzindo a
producdo de fitoalexinas ocasionada pela injuria dos cotilédones, e que ¢ medida pelo controle e
que por si sé é suficiente para desencadear a resposta de defesa em pequena escala. Assim, €
provavel que os oligogalacturonideos de pequeno GP gerados nos hidrolisados de 4. myrcifolia e
R. jasminoides estejam inibindo a atividade dos oligogalacturonideos maiores, uma vez que
também diminuiram a atividade do eliciador de M. ramosissimus, que ¢ um B-glucano, quando
este foi ensaiado em soja misturado nestes hidrolisados. Esses resultados explicam 2 auséncia de
atividade indutora nos hidrolisados de R. jasminoides incubados com Driselase por 6-8 h (figura
1 B e D), indicando que a perda de atividade pode ser atribuida ndc somente & quebra de
fragmentos ativos ja presentes no meio de incubagio, mas também a um aumento de
oligogalacturonideos de pequeno GP que inibem a indug¢3o.

Outro ensaio de inibigio, realizade somente com o eliciador de A ramosissimus, é
mostrado na figura 10. A aplicacdo do eliciador diluido em &gua destilada nas propor¢Oes entre
25 a 75% nio alterou o padrio de sua atividade indutora de fitoalexinas. Entretanto, quando este
foi aplicado nas mesmas proporcdes de diluigdo juntamente com os hidrolisados das paredes
celulares de ambas espécies resultantes do tratamento combinado com PME seguida de Endo-PG,
ocorreu inibic#o da atividade indutora. Essa inibigio parece ndo ser por competigio, uma vez que
tanto oligogalacturonideos derivados de plantas como P-glucanos oriundos de fungos, que

possuem receptores distintos em nivel de membrana celular, tém sua atividade suprimida.
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Esses resultados sugerem que a ago da PME sobre as pectinas das paredes celulares de
ambas espécies pode regular a liberagio de oligogalacturonideos de diferentes GP. Assim,
considerando-se que: a) a acio da PME sobre a molécula influencia a especificidade posterior da
Endo-PG; b) as pectinas apresentam diferentes GM e distribuicio destes grupos metil-ésteres (Le
Cam ef al. 1994) e ¢) a Endo-PG atua diferentemente sobre cada substrato, dependendo da
distribuicdo dos grupos metil-ésteres (Daas et al. 2000), resultando em diferencas na liberag&o de
fragmentos maiores ou menores, é possivel supor que a distribuigdo dos grupos metil-ésteres na
pectina seja de extrema importincia no processo de liberagiio de oligogalacturonideos ativos,
requeridos no processo de indugio de fitoalexinas. Além disso, podem contribuir para a resposta
final de defesa a proporgdo relativa entre os fragmentos de diferentes GP gerados durante a
maceracgdo dos tecidos.

Esta relacio entre os fragmentos menores ¢ maiores provavelmente determina uma
regulacdio fina do processo de eliciagfio, ainda nfio bem compreendida. Assim, fragmentos ativos
liberados durante o processo de infecgdo ocasionariam a ativagdo do sisterna de defesa da planta.
Com o decorrer do processo, fragmentos menores, inativos, gerados pela degradagiio excessiva
das pectinas ou dos fragmentos maiores, poderiam suprimir a indugdo por se apresentarem €m
maior proporgo, conseqilentemente desligando o sistema de defesa da planta.

Le Cam et al. (1994) observaram que o grau de suscetibilidade de cultivares de cenoura
ao ataque do fungo Mycocentrospora acerina esta relacionado ao GM das pectinas que compdem
as paredes celulares. No presente trabalho, a utilizagio de enzimas hidroliticas de parede celular
demonstrou a existéncia de diferencas na suscetibilidade de paredes de rubiéceas ao ataque destas
enzimas. A auséncia de hidrélise de paredes celulares de A. myrcifolia com Endo-PG parece estar
relacionada ao alto GM de sua fragio péctica. A utilizagdo de Driselase demonstrou que

fragmentos ativos sfio liberados a partir da parede de 4. myrcifolia, porém com a necessidade de
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um tempo de incubacfio maior do que aquele requerido para paredes de R. jasminoides. Isto
provavelmente decorre da necessidade de que outras hidrolases presentes na Driselase (por
exemplo, PME) atuem previamente sobre a parede de A. myrcifolia, de maneira a permitir a ago
posterior da Endo-PG sobre a mesma. Para R. jasminoides, moléculas ativas so liberadas de sua
parede celular, porém a distribui¢do dos grupos metil-ésteres anterior e posteriormente & agéo da
PME também sio fatores limitantes para a acio da Endo-PG e consegiientemente para a liberagdo
de oligogalacturonideos ativos. E possivel sugerir que oligogalacturonideos de pequeno GP
possam atuar como supressores endogenos da sintese de fitoalexinas, conforme relatado por
Moerschbacher ef al. (1999) para plantas de trigo, onde foi observada supresséo da resposta de
resisténcia ao fungo causador da ferrugem. Todos estes fatores podem interferir com a
capacidade de resposta fitoalexinica destas espécies quando em contato com microrganismos
potencialmente patogénicos.

Os ensaio.s de inducdo de fitoalexinas utilizando os hidrolisados das paredes celulares
sobre as proprias folhas das espécies em estudo, embora efetuados (dados ndo mostrados), no
foram conclusivos, devido & variagdo sazonal na capacidade de resposta fitoalexinica das
rubiceas, conforme j4 relatado por Braga er al. (1991). Tentativas de minimizar a influéncia de
fatores ambientais, quer através da utiliza¢do de plantulas crescendo em condigdes controladas,
quer através do uso de material cultivado in vitro, serdo de fundamental importdncia para
determinar quanto o grau de metilesterificagdo das pectinas influencia a capacidade de resposta

fitoalexinica em rubidceas tropicais.
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Legendas das figuras

Figura 1. Contetido de carboidratos (A, B) e atividade indutora de fitoalexinas em cotilédones de
soja (C, D) dos hidrolisados de paredes celulares de 4. myrcifolia (A, C) € R. jasminoides (B, D)
tratadas com Driselase por diferentes periodos. Agtcar total (@), dcidos urdnicos (M), agucares

redutores (A). As barras representam o desvio padréo da média.

Figura 2. Perfil em HPAEC/PAD dos monossacarideos presentes nos hidrolisados de paredes
celulares de 4. myrcifolia (B, D) e R. jasminoides (C, E) resultantes da incubag@o com Driselase
por4 h (B, C) e 8 h (D, E). A: padrio de monossacarideos. Fuc: fucose; Ram: ramnose; Ara;

arabinose; Gal: galactose; Glc: glucose; Man: manose; Xil: xilose.

Figura 3. Perfil em HPAEC/PAD dos oligogalacturonideos presentes nos hidrolisados de paredes
celulares de A. myrcifolia (C, E, G, I) e R. jasminoides (D, F, H, J) resultantes da incubagio com

Driselase por 1 h (E, F), 2 h (G, H), 8 h (I, J). Controles (C, D). Padrdo de oligogalacturonideos

GP 3-5 (A) e GP 7-22 (B).

Figura 4. Perfil em HPAEC/PAD dos oligogalacturonideos presentes nos incubados de paredes
celulares de 4. myrcifolia (C, E, G) e R. jasminoides (D, F, H) com tamp&o acetato de sddio (C,

D), Endo-PG (E, F) e PME+Endo-PG (G, H) por 90 min. Padrdo GP 3-5 (A) e GP 7-22 (B).

Figura 5. Contetido de acidos urdnicos (A, B) e atividade indutora de fitoalexinas em cotilédones
de soja (C, D) dos hidrolisados de paredes celulares de 4. myrcifolia (A, C) e R. jasminoides (B,
D) tratadas com tampéo acetato de sodio (@), Endo-PG (M) ¢ PME+Endo-PG (A) por diferentes
periodos com Endo-PG. As barras representam o desvio padrdo da média. Em C e D os controles

foram descontados dos demais valores.
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Figura 6. Perfil em HPAEC/PAD dos oligogalacturonideos presentes nos incubados de paredes
celulares de 4. myrcifolia (A, C, E, G, 1) e R. jasminoides (B, D, F, H, J) com tampé&o (A, B),

Endo-PG (C, D) e PME+Endo-PG por 1h (E, F), 4h (G, Hye 8 h (L, J).

Figura 7. Contetido de 4cidos urdnicos (A, B) e atividade indutora de fitoalexinas em cotilédones
de soja (C, D) dos incubados de paredes celulares de 4. myrcifolia (A, C) e R. jasminoides (B, D)
com tamp#do acetato de sédio (@), Endo-PG (M) ¢ PME+Endo-PG (M) por diferentes periodos

com PME. As barras representam o desvio padrdo da média. Em C e D os controles foram

descontados dos demais valores.

Figura 8. Perfil em HPAEC/PAD dos incubados de paredes celulares de A. myrcifolia com
tampéo 40 min (B), Endo-PG 4 h (C, E), PME 10 min+Endo-PG 4 h (D) e PME 40 min+Endo-

PG 4 h (F). A: padrdo GP 7-22.

Figura 9. Perfil em HPAEC/PAD dos oligogalacturonideos presentes nos hidrolisados de paredes
celulares de R. jusminoides com tampdo 40 min (B), Endo-PG 4 h (C, E), PME 10 min+Endo-PG

4 h (D) e PME 40 min+Endo-PG 4 h (F). A: padro GP 7-22.

Figura 10. Atividade indutora de fitoalexinas em cotilédones de soja do eliciador de Mucor
ramosissimus diluido de 0-75% em 4gua destilada, no hidrolisado PME 1 h+Endo-PG 4 h de R.
Jasminoides e no hidrolisado PME 40 min+Endo-PG 4 h de 4. myrcifolia . As barras representam

o desvio padrio da média.
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Figura 6
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 10
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Tabela 1. Contetido de acidos urdnicos liberados e porcentagem de hidrélise de paredes celulares

de Alibertia myrcifolia e Rudgea jasminoides incubadas isoladamente com pectina metilesterase

(PME) por 1 h e endopoligalacturonase (Endo-PG) por 8 h ou pré-tratadas com PME por 1 hena

sequéncia incubadas com Endo-PG por 8 h (PME~+Endo-PG).

Hidrélise

Tratamento A. myrcifolia R. jasminoides

(mg &c.urdnico/g parede) % (mg 4c.urbnico/g parede) %
Parede+Tampédo acetato
de sodio, 50 mM 0 0 0 0
Parede+PME 0,22 0,02 0,03 0,003
Parede+Endo-PG 2,25 0,22 25.64 2,56
Parede+PME+Endo-PG 6,12 0,61 30,14 3,01
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Tabela 2. Atividade indutora de fitoalexinas de hidrolisados de paredes celulares de Alibertia
myrcifolia e Rudgea jasminoides obtidos por tratamento isolado com endopoligalacturonase
(Endo-PG) e com pectina metilesterase (PME) por 1 h e Endo-PG por 90 min, sobre cotilédones

de soja. Médias acompanhadas por letras iguais nfo diferem estatisticamente (Tukey 1%).

Amostras umoles gliceolina/cotilédone

A. myrcifolia R. jasminoides
Parede -+ tampdo acetato de sddio 50 mM 32,07 be 2535¢
Parede + Endo-PG 37,77 be 39,85 be
Parede + PME + Endo-PG 37.43 be 46,65 b
Controle (agua destilada) 43,18 be

Eliciador de Mucor ramosissimus 65,862
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Tabela 3. Atividade indutora de fitoalexinas de hidrolisados de paredes celulares de Alibertia

myrcifolia obtidos por tratamento isolado com endopoligalacturonase (Endo-PG) por 4 h, com

pectina metilesterase (PME) por 40 min e na sequéncia com Endo-PG por 4 h e de Rudgea

Jasminoides obtidos por incubagfo isolada com Endo-PG por 4 ou 6 h, com PME por 1 h e na

sequéncia com Endo-PG por 4 ou 6 h sobre cotilédones de soja. Os valores representam a média

de 3 determinacSes. Médias seguidas de letras iguais em cada coluna ndo diferem

estatisticamente a Tukey 5%.

Amostra

umoles gliceolina/cotilédone

R. jasminoides

R. jasminoides

A. myrcifolia

4h 6h 4 h
Hidrolisado de parede com Endo-PG 42,80 d 70,0d -
100%
Hidrolisado de parede com PME+ Endo- 36,66 e 435a -
PG 100%
Hidrolisado de parede com Endo-PG 43,68 d 506e -
diluido a 50% em H,O destilada
Hidrolisado de parede com Endo-PG 33,73 e 355a -
diluido a 50% no hidrolisado PME+
Endo-PG
Eliciador de Mucor ramosissimus* 177.64 a 1139b 138,90
Eliciador de M. ramosissimus diluido a 136,20 b 1184 b -
50% em H,O destilada
Eliciador de M ramosissimus diluido a 87,06 ¢ 89,7 ¢ 56,80
50% no hidrolisado PME+ Endo-PG
Controle (agua destilada)* 19,20 ¢ 332a 19,11

- ndo ensaiado; * Resultados de 3 ensaios conduzidos isoladamente, apresentados em colunas
distintas, com os respectivos hidrolisados ensaiados.
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ARTIGO 2:

“Aspectos morfo-anatdmicos e citoquimicos de folhas de Alibertia myrcifolia
(Spruce ex. Schum.) Schum. e Rudgea jasminoides (Cham.) Mull. Arg.

(Rubiaceae)”, A SER SUBMETIDO A PUBLICACAO*

*As normas utilizadas foram aquelas descritas para a Revista Brasileira de Boténica.
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ABSTRACT - (Morpho-anatomical and cytochemical aspects of leaves of Alibertia myrcifolia
(Spruce ex. Schum.) Schum. and Rudgea jasminoides (Cham.) Mull. Arg. (Rubiaceae)). Leaves
of Alibertia myrcifolia. and Rudgea jasminoides, two tropical Rubiaceae species with distinct
phytoalexin response, were compared by light (ML) and scanning (MEV) and trasmission
electron microscopy (MET). In both species the leaf blade is dorsiventral with one-layered
palisade in R. jasminoides and a two-layered one in 4. myrcifolia. Parallelcitic stomata are
located only on the abaxial surface for both species. Differences were observed in the petiole
shape, thickness of adaxial cuticle and organization of the spongy prarenchyma between the two
species. Remarkable differences were also seen with regard to the Toluidine Blue and Periodic
Acid/Schiff Reactive (PAS) stainings, indicating the predominance of acidic material in the R
Jjasminoides mesophyll. These results together with immunolocalization analysis by MET
confirmed the differences in leaf cell wall composition previously reported for these Rubiaceae

species, which might be related to their distinct phytoalexin response when challenged by fungi.

RESUMO - (Aspectos morfo-anatdmicos e citoquimicos de folhas de Alibertia myrcifolia
(Spruce ex. Schum.) Schum. e Rudgea jasminoides (Cham.) Mull. Arg. (Rubiaceae). Foram
estudados aspectos da anatomia foliar de 4. myrcifolia e R. jasminoides pot microscopia de luz
(ML), eletrénica de varredura (MEV) e de transmissdo (MET), com o objetivo de comparar essas
duas espécies, que diferem quanto & capacidade de produzir fitoalexinas. Ambas folhas s&@o do
tipo dorsiventral, sendo observadas 1 camada de células no parénquima palicadico de R.
Jasminoides e duas no de A myrcifolia, hipoestométicas. Estomatos paralelociticos estio
presentes apenas na superficie abaxial das duas espécies. Diferencas foram observadas no
formato do peciolo, na espessura da cuticula e na organizacdo do parénquirma lacunoso entre as

espécies. Diferengas marcantes também foram observadas nas coloragdes com Azul de Toluidina
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e PAS, indicando predominio de material de carater 4cido no mesofilo de R. jasminoides. Esses
resultados juntamente com as analises de imunolocalizago realizadas por MET confirmaram as
diferengas previamente observadas na composi¢do da parede celular das folhas das duas
rubidceas. E possivel sugerir que essas diferencas, aliadas a outros fatores morfo-fisiologicos,
possam influenciar a indugfio da sintese de fitoalexinas quando as folhas dessas rubidceas sio

inoculadas com fungos.

Key words — leaf, anatomy, Rubiaceae, phytoalexin, pectin



76

Introducio

A folha, por ser o 6rgdo da planta mais exposto as condigOes ambientais, sofre
modificagdes morfolégicas e anatdmicas que sfo consideradas como adaptacdes aos fatores
ambientais a que estd submetida (Fahn 1964, Mendes & Paviani 1997). Ela também serve como
substrato para o crescimento de comunidades epifilas, formadas por musgos, liquens, algas,
fungos e bactérias (Coley & Kursar 1996), sendo, muitas vezes, o principal alvo para o ataque de
microrganismos patogénicos, que ao penetrar em seus tecidos causam doengas que podem levar
inclusive a morte da planta.

O estudo das caracteristicas morfo-anatdmicas foliares € de extrema importincia, pois
além de fornecer subsidios & taxonomia vegetal (Stace 1965, Saddi 1988), tais caracteristicas
influenciam diretamente processos fisiologicos como a fotossintese e o transporte de agua,
determinando, por exemplo, a quantidade de luz absorvida ou refletida pela folha e a magnitude
da transpiracio cuticular. Caracteres morfo-anatdmicos também participam da defesa contra
parasitas e patégenos, funcionando como barreiras estruturais a invasiio microbiana (Hahn er al.
1989).

A familia Rubiaceae é uma das familias mais representativas da Mata Atlantica, com
cerca de 10.700 espécies subordinadas a aproximadamente 637 géneros, distribuidos
principalmente nas regides tropicais (Robbrecht 1988). Braga ef al. (1991, 1998), estudando
rubidceas arbéreas nativas tropicais quanto a producdo de substincias de defesa (fitoalexinas),
verificaram que nenhuma espécie do género Alibertia produziu estas substancias quando
inoculada com esporos de fungos, enquanto que a maioria das espécies do género Rudgea
respondeu positivamente a inoculagdo. A comparagdo da composi¢io das paredes celulares de

duas rubidceas tropicais, Alibertia myrcifolia e Rudgea jasminoides, mostrou diferencas
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significativas na fragio de pectinas, que ¢ a fonte de moléculas sinalizadoras, diretamnente
envolvidas na indugio de respostas quimicas de defesa em plantas (Braga et al. 1998).
Recentemente, Silva & Braga (dados ndio publicados) verificaram diferencas no grau de
metilesterificacio (GM) das pectinas das paredes celulares dessas duas rubiaceas, sugerindo que
estas diferencas poderiam influenciar na capacidade de resposta fitoalexinica das espécies.

Dentre os trabalhos sobre anatomia foliar de espécies de Rubiaceae, destaca-se o de
Accorsi (1947), que analisou a ocorréncia de células anexas dos estdmatos em 333 espécies,
pertencentes a 107 géneros de Rubiaceae, definindo a presenga dessas células como um carater
anatdmico de importancia taxondmica para a familia; o de Vieira (1986), que estudou a anatomia
foliar de Diodia radula; os de Vieira et al. (1992), que trabalharam com Psychotria nuda ¢ P.
leiocarpa e Mantovani ef al. (1995), que analisaram, através da microscopia de luz (ML), a
anatomia foliar de Rudgea decipiens e R. macrophylla. Em nivel de microscopia cletrénica de
varredura (MEV), Vieira & Gomes (1995) estudaram a superficie foliar de P. nuda, P. leiocarpa,
P. stenocalyx e P. tenuinervis.

Aspectos ultra-estruturais e imunocitoquimicos, em nivel de microscopia eletronica
de transmissdo (MET), relacionados a composicfio da parede celular de folhas e outros 6rgéos
vegetais tém sido explorados, em diversas espécies vegetais, através do auxilio de diversos
anticorpos, que reconhecem epitopos especificos (Freshour et al. 1996). Especificamente para a
analise de pectinas, diferencas no grau de metilesterificacdo (GM) podem ser vistas através da
imunolocalizagdo com os anticorpos monoclonais JIM-5 e JIM-7, que reconhecem epitopos com
diferentes padrdes de metilesterificagio (Knox er al. 1990, Dolam et al. 1997, Femenia ef al.
1998).

Neste trabalho, foram estudados aspectos da anatomia foliar de 4. myrcifolia € R

jasminoides através de analises por MEV, ML e¢ MET, com o objetivo de ampliar o
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conhecimento sobre a estrutura das folhas dessas espécies, que diferem quanto a capacidade de se
defender contra o ataque de microrganismos, e de fornecer subsidios para melhor compreenséo

das diferencas bioquimicas encontradas na composi¢ao de suas paredes celulares.

Material e métodos

Folhas de Alibertia myrcifolia (Spruce ex. Schum.) (SP 28307) Schum. ¢ Rudgea
jasminoides (Cham.) Mull. Arg. (SP 161348), completamente expandidas € sem lesdes, foram
coletadas na mata da Reserva Bioldgica do Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, no Instituto
de Botanica, localizado no interior da regiio metropolitana de Sdo Paulo, SP, Brasil. O parque
estd localizado entre as coordenadas 23°38°- 23°40°S e 46°36°- 46°38°W. A area total do parque €
de 549,31 ha, ocupando a mata cerca de 345 ha, delimitados em uma Reserva Biologica. O clima
da regifio ¢ do tipo Cwa (Kdeppen 1948). As médias anuais de temperatura situam-se entre 17 °C
e 19,5 °C, sendo fevereiro o més mais quente e julho o mais frio (Gomes 1992).

Para o estudo em nivel de ML, folhas recém coletadas e inteiras de 4. myrcifolia e R.
Jjasminoides foram fixadas em FAA 70 (Johansen 1940). Apds 48 h, as folhas foram conservadas
em alcool etilico 70% até o seu processamento. Com o auxilio de lamina de barbear, foram
obtidas 3 mao livre, seccdes transversais do peciolo e do limbo foliar de ambas espécies. As
secgdes foram obtidas a partir de amostras da folha retiradas de sua regido mediana na altura do
bordo e da nervura central, As sec¢des foram clarificadas com hipoclorito de sédio a 20% e, em
seguida, submetidas ao processo de dupla coloragio com azul de astra e safranina aquosos
(Johansen 1940), sendo montadas em glicerina 66%. O material foi observado e fotografado em

microscopio de luz Zeiss, Jenamed 2.
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Para os testes histoquimicos, foram retiradas, com o auxilio de uma ldmina de
barbear, por¢des retangulares do meséfilo foliar de ambas espécies sendo estas submetidas &
fixacio com glutaraldeido 0,1% e paraformaldeido 2% em tamp#o fosfato de potassio 0,05 mM
pH 7 por 24 h. Posteriormente, o material foi lavado em tampio fosfato por 3 vezes (30 min
cada) e colocado em solucio de tampdo fosfato com 0,15 M de glicina, por uma noite. Apos
desidrata¢iio em série etandlica (etanol 70, 80 e 95% por 30 min cada e etanol 100% por 2 vezes
de 15 min cada), o material foi infiltrado em etanol: Historesina 2:1, 1:1, 1:2 por 4 h cada etapa e
em resina pura por 24 h, seguida de inclusfio em capsulas de gelatina, com polimerizago em
estufa a 60 °C por 48 h. Foram efetuados cortes semifinos (250 nm) em microtomo LKB
Bromma 8800 e estes observados em microscopio éptico Zeiss, Jenamed 2, apés as coloragbes
especificas descritas a seguir.
Para visualizagiio dos radicais anidnicos totais in situ, parte das secgdes foi coberta
com uma solucdo de Azul de Toluidina (AT) 0,025% em tamp&o Mcllvaine pH 4,0, por 15 min a
temperatura ambiente. Na sequéncia, as secges foram lavadas rapidamente em 4gua destilada e
secas ao ar (Vidal 1977). A lamina foi, entfo, imersa em xilol por 10 min e montada em entelam.
A detecciio de radicais catidnicos totais foi feita através de coloragio dos cortes pelo Xylidine
Ponceau (XP) a 0,1% em acido acético 3% pH 2,5 por 15 min. Os cortes foram lavados em
solucdo de 4cido acético 3% por 30 min e 2 vezes em agua destilada por 5 min cada. Seguiu-se
uma desidratagio em etanol 95% e 100% por 2 min cada (Cortelazzo 1992). A lémina foi
igualmente imersa em xilol e montada em entelam, como citado acima. Para a detecgdo de
polissacarideos neutros, foi realizada a coloragio com Acido Periddico-Reativo de Schiff (PAS).
As seccdes foram cobertas com uma solugéo de acido periédico 0,5% por 9 min. Em seguida,
foram lavadas em 4gua destilada por 3 vezes, e secas. Na sequéncia, foram tratadas com reativo

de Schiff por 30 min a temperatura ambiente e na auséncia de luz. Apo6s coloragdo, foram
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submetidos a 3 banhos em dgua sulfurosa (18 partes de agua, 1 parte de HCl IN, 1 parte de
metabissulfito de sodio 10%) por 3 min cada, seguidos de desidratagdo etandlica 95% e 100% por
2 min cada, imers3o em xilol por 10 min e montagem em entelam (Cortelazzo 1992).

Para observagGes ao nivel de MEV, foram retiradas, com o auxilio de um bisturi,
secedes retangulares do mesofilo de folhas recém coletadas de 4. myrcifolia e R. jasminoides.
Essas sec¢des foram montadas em “stubs™ especiais para MEV, congeladas e liofilizadas. Em
seguida foram metalizadas em metalizador Baltec SCD 050 e observadas em microscdpio
eletrdnico de varredura XL 20 Phillips, com aceleragio de 10 KV.

Para preparac@o de cortes semifinos e finos visando observagdes ao nivel de MET,
folhas recém coletadas de 4. myrcifolia e R. jasminoides foram lavadas em 4gua corrente e
porgdes de 2 mm’ foram retiradas do mesofilo e imediatamente fixadas, & temperatura ambiente,
em glutaraldeido 1% + paraformaldeido 2,5% em tampfo cacodilato de sédio 50 mM pH 7,0. Na
seqiiéneia, as amostras foram lavadas em tampéo cacodilato de sodio 50 mM (3 X 15 min), pos-
fixadas no mesmo tampéo contendo 1% de tetroxido de dsmio por 1h 30 min. As amostras foram
entdo lavadas em tampio cacodilato de sédio (3 X 30 min), desidratadas em série etandlica
(30,50, 70, 83, 95, 100%), e entfo o material foi infiltrado com resina LRWhite : etanol (1:1, 2:1,
48 h cada), seguido de mais 48 h em resina pura, e a polimerizagio efetuada em estufa a 60 °C,
durante 48 h. O material foi seccionado em ultramicrétomo, sendo os cortes semifinos (250 nm)
montados sobre ldminas de vidro para ML (para controle) e os cortes finos (<100 nm) sobre
telinhas de niquel para MET, conforme descrito por Freshour ef al. (1996).

Para imunolocalizagio e posterior observagio em MET, cortes finos foram montados
sobre telinhas de niquel, hidratados por 5 min com tamp&o TBS (TRIS-salino) 10 mM. Os sitios

de ligacdes inespecificas foram bloqueados pela incubag@io dos cortes com 3% de albumina de
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soro bovino (BSA) em tampédo TBS e incubados com JIM-5 e JIM-7 por 60 min. Em seguida, os
cortes foram lavados em tampdo TBS e incubados com o anticorpo anti-rato IgG Sigma
conjugado com ouro coloidal (10 nm) por 60 min, e lavados com tampao TBS e dgua destilada
(Dolam ef al. 1997). As telinhas foram entfio contrastadas com acetato de uranila 1% e citrato de

chumbo, visualizadas em Microscopio Zeiss e fotografadas.

Resultados e Discussio

Nas figuras 1 e 2 sdo apresentadas, respectivamente, as caracteristicas foliares de 4.
myrcifolia e R. jasminoides. O peciolo de A. myrcifolia (figura 1 A, B) apresenta formato
circular, possuindo cértex compacto, com células pequenas e, em secgdo transversal, com
contorno circular. O sistema vascular apresenta um feixe central na forma de anel continuo. Para
R. jasminoides (figura 2 A, B), o peciolo se apresenta no formato plano-convexo, sendo sulcado
na face adaxial, com cértex semelhante ao de 4. myrcifolia. O sistema vascular estd presente na
forma de um arco. Ambas espécies nfo possuem fibras esclerenquiméticas. Mantovani ef al.
(1995) descreveram o peciolo de R. decipiens e R. macrophylla também como tendo formato
plano-convexo. Esse padriio também é semelhante aquele descrito por Vieira ef al. (1992) para
duas espécies de Psychotria.

Em A4. myrcifolia, a organizagfio do sistema vascular da nervura principal da folha
reflete a do peciolo (figura 1 D), sendo observado cortex compacto, com células circulares em
seccdio transversal. Em R. jasminoides (figura 2 D), o cortex também se mostra compacto, com
células globosas. O tecido vascular revela-se circundado por fibras esclerenquimaticas em uma

camada continua, estando disposto sob a forma de um circulo aberto. Ambas espécies apresentam
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colénquima angular, observado nas faces abaxial e adaxial. Mantovani ef al. (1995) descreveram
padriio de organizacdo do sistema vascular semelhante para R. decipiens e R. macrophylia.

Em A myrcifolia (figura 1 C), a cuticula, presente na superficie adaxial € mais
espessa quando comparada a de R. jasminoides (figura 2 C). Em ambas espécies a epiderme ¢
unisseriada, tanto na superficie adaxial como na abaxial. Quando comparadas as células
epidérmicas das superficies adaxial e abaxial de 4. myrcifolia, verifica-se que essas Gltimas, em
secgdio transversal, apresentam forma cubica enquanto que aquelas da superficie adaxial s&o
arredondadas. Em R. jasminoides, as duas epidermes, em seccio transversal, apresentamn células
em formato circular. As paredes anticlinais das células epidérmicas da superficie adaxial de R.
jasminoides apresentam-se mais espessadas (figura 2 C). Ndo foram observados tricomas ou
glandulas nas duas espécies analisadas.

Na figura 1 G, observa-se por MEV a superficie abaxial de 4. myrcifolia, com varios
estdmatos, do tipo paralelocitico, com fenda longa e estreita, e células anexas de diferentes
tamanhos. Em ambas espécies, as folhas sdo hipoestomaticas ¢ os estdmatos estio ao mesmo
nivel das demais células epidérmicas (resultados nfo mostrados). Folhas hipoestomaticas e
estdrmatos paralelociticos também foram observados por Vieira et al. (1992) e Mantovani ef al.
(1995) em seus estudos com rubidceas. A cuticula se apresenta pouco estriada. Para R
Jasminoides (figura 2 G) foram visualizados estdmatos paralelociticos, também com fenda longa
¢ estreita e sua cuticula se apresenta bastante estriada. Accorsi (1947) relatou a ocorréncia de
cuticula estriada na familia Rubiaceae e através da analise de 553 espécies, incluindo as duas
espécies aqui estudadas, definiu a presenga de tal caracteristica nas células anexas de estGmatos,
que caracterizam a familia. A superficie adaxial de A. myrcifolia apresenta-se estriada (figura 1
H). Para R. jasminoides, além de estriada, sua superficie adaxial também se apresenta levemente

sulcada (figura 2 H). Nio foram observadas papilas ou tricomas nas duas especies.
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Vieira & Gomes (1995) observaram hifas de fungos distribuidas na superficie abaxial
de quatro espécies de Psychotria, correlacionando este fato com o ambiente no qual as espécies
sdo encontradas, ou seja, ambientes com alta umidade relativa, que proporciona o
estabelecimento da micoflora. Cordeiro-Neto & Dietrich (1992), estudando a superficie foliar de
A. myrcifolia, R. gardenioides ¢ Palicourea marcgravii, trés espécies de sub-bosque, verificaram
que a micoflora existente nas folhas destas rubidceas varia sazonalmente, sendo a maior
diversidade de esporos encontrada no outono-inverno. Folhas de 4. myrcifolia € R. jasminoides
foram coletadas em primavera-verfio e outono-inverno, sendo observadas, entre as duas espécies,
diferencas na quantidade de hifas de fungos existentes na superficie foliar, que foi bem maior em
A. myrcifolia (figura 1 G). Entretanto, ndo foram observadas diferengas na quantidade de hifas
relacionadas a época do ano em que as espécies foram coletadas, que também sdo de sub-bosque.
E possivel sugerir que a presenca de menor quantidade de hifas sobre o filoplano de R.
Jjasminoides (figura 2 G) quando comparada a 4. myrcifolia possa estar relacionada & capacidade
da primeira espécie em responder rapida e intensamente com a produgfio de substincias de defesa
(fitoalexinas), que sfo exsudadas, quando inoculada com esporos de fungos, conforme relatado
por Braga er al. (1991). Porém, por outro lado, a participacio de outras caracteristicas foliares,
que podem funcionar como barreiras pré-formadas a invasdo microbiana, ndo pode ser
desconsiderada.

O mesofilo de 4. myrcifolia (figura 1 C) é constituido pelos par&nquimas paligadico e
lacunoso. O parénquima pali¢adico estd disposto em 2 camadas de células alongadas, sendo uma
delas formada por células menores e a outra por células maiores, que em alguns pontos
confundem-se com as células do parénquima lacunoso. Estd localizado junto a epiderme adaxial,
caracterizando desta maneira, o tipo de folha dorsiventral. O parénguima lacunoso de A.

myrcifolia € constituido por 4 camadas de células circulares, de tamanhos variados,
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compactamente dispostas, com poucos espagos intercelulares, e em maior propor¢do quando
comparado ao parénquima palicadico. Em R. jasminoides (figura 2 C), o parénquima paligadico €
linico, com células poligonais. O tipo de folha também é dorsiventral. O parénquima Jacunoso de
R. jasminoides é constituido por 7 camadas de células variadas, frouxamente dispostas,
originando grandes espagos intercelulares. Apresenta-se em maior propor¢@o quando comparado
ao parénquima paligadico (figura 2 C). Mantovani e al. (1995) também observaram o
parénquima palicadico tinico e diversidade de camadas de células no parénquima lacunoso em R.
decipiens e R. macrophylla. Metcalfe & Chalk (1950) relataram tipo de folha dorsiventral para
espécies de Rubiaceae. Em ambas espécies ndo se registrou presenca de idioblastos e cristais.

As figuras 1 E e F correspondem, respectivamente, as secgOes transversai‘ e
longitudinal da folha de A. myrcifolia observada ao MEV. Visualiza-se, em ambas sec¢Oes, 0
parénquima pali¢adico, o parénquima lacunoso, a epiderme superior e a epiderme inferior. A
preparacio de material foliar de A. myrcifolia para MEV mostrou-se bastante dificil, uma vez que
o processo de desidratacio prévia das folhas antes da metalizago, comprometeu a integridade
estrutural das células, ndio permitindo a obten¢fo de uma imagem mais adequada da estrutura
foliar. Para R. jasminoides (figura 2 E e F), foram visualizadas as mesmas estruturas encontradas
para A. myrcifolia, porém o numero e espagamento entre células foi distinto, conforme ja
observado por ML e descrito acima. Para R. jasminoides, ocorreu melhor preservacdo do
material, indicando que existem diferencas na resisténcia foliar quando se comparam as duas
espécies, possivelmente como conseqiiéncia das diferengas de organizacdo relacionadas ao
niamero e espagamento das células das duas espécies.

A andlise citoquimica de secgdes transversais de folhas de A. myrcifolia e R
Jjasminoides mostrou que, na coloragdo com AT, onde se espera que pectinas e cromatina sejam

coradas, ambas as espécies revelaram intensa metacromasia das paredes celulares das células
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epidérmicas (coloracio arroxeada). Em A. myrcifolia (figara 3 A), o citoplasma de algumas
células foi corado em tom esverdeado (ortocromatico), principalmente nos parénquimas
palicadico e lacunoso. A regifio periférica das células mostrou-se azul, sugerindo a presencga de
materiais com diferenca de afinidade pelo corante. Viérias células apresentaram um contetido nio
identificado. Essa coloragfio ortocromatica poderia sugerir a presenga de conteiido protéico,
porém, além de ndo serem visualizados corpos protéicos nesse material, a utilizacdo de Xylidine
Ponceau (XP), que cora proteinas em vermelho, ndio confirmou essa sugestdo (corte ndo
mostrado). Outra sugestdo seria a presenca de compostos fendlicos, que foram encontrados em
grande quantidade em folhas A. myrcifolia (Braga et al. 1991). Ainda em 4. myrcifolia, foi
observado que entre os parénquimas ocorre um conjunto de células em tom azul claro onde sdo
observados nitidamente os nucleos. Um feixe vascular, corado em azul claro, também pode ser
notado (figura 3 A). Para R. jasminoides, metacromasia intensa foi observada nas paredes
celulares do parénquima lacunoso, especialmente nas regides de contato das células (figura 3 B),
indicando a presenca de grande quantidade de radicais anidnicos encontrados nas substéncias
péeticas. Nticleos corados também sdo mais evidentes nas células desse parénquima.

Na coloracdo com P.A.S., as paredes celulares de ambas espécies mostraram-se
bastante coradas, na cor magenta, evidenciando o0s aglcares neutros presentes nas mesmas,
principalmente em A. myrcifolia (figura 3 C). Seu contetido citoplasmatico mostrou-se
heterogéneo, com coloragdo citoplasmatica em algumas células diferenciadas (coradas em
amarelo). Nota-se que praticamente as mesmas células que coraram em esverdeado para AT
(figura 3 A) coraram em amarelo para P.A.S. Corpos globulares fortemente corados ¢ presentes
especialmente no citoplasma sfo grios de amido, e ocorreram para ambas espécies, embora

predominem no parénquima paligadico de 4. myrcifolia (figura 3 C) e nas c€lulas do parénquima
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lacunoso de R jasminoides (figura 3 D). Gréinulos PAS-positivos também foram notados no
interior das células em ambas espécies.

Para visualizacfio das paredes celulares ao MET, cortes finos de folhas foram
incubados com JIM-5 e JIM-7 e o 2° anticorpo utilizado foi o anti-rato conjugado com particulas
de ouro coloidal (10 nm). Para 4. myrcifolia, o mesofilo foliar nfo péde ser bem preservado
durante a fixagdo ¢ posterior infiltracdo com a resina, resultando em sec¢des com poucas células
com paredes que permitissem boa visualiza¢fio ao MET. A imunolocalizag&o com JIM-5 revelou
algumas particulas de ouro coloidal na parede celular de células do mesofilo, sugerindo que a
pectina desta espécie apresenta poucas regides nio metilesterificadas (resultados nfo mostrados).
A imunolocaliza¢do das paredes celulares com JIM-7 ndo foi conclusiva, ndo sendo possivel
diferenciar alguma marcagfo. Para R. jasminoides (figura 4 A), a imunolocalizagio com JIM-5
evidenciou a presenca de maior quantidade de particulas de ouro coloidal na parede celular de
céluas do mesofilo, em comparacfo a marcagdo com JIM-7 (figura 4 B), confirmando que as
pectinas presentes nas paredes celulares de R. jasminoides encontram-se pouco metilesterificadas.

A andlise das folhas de 4. myrcifolia e R. jasminoides mostrou que as espécies
possuem diferengas, tanto anatdmicas quanto citoquimicas, que podem ser relevantes na interacio
planta-microrganismo. Na andlise anatdmica podem ser destacadas as maiores espessuras da
cuticula ¢ compactagio do mesofilo de 4. myrcifolia. Na andlise citoquimica, intensa
metacromasia foi observada para as paredes celulares de R. jasminoides, devido a presenga de
substdncias pécticas. Braga et al. (1998), analisando a composi¢io quimica da parede celular
dessa espécie, relataram a ocorréncia de maior contetido de agticares dcidos nas pectinas, quando
comparadas aquelas extraidas de 4. myrcifolia. Essas moléculas dcidas, quando hidrolisadas, ddo
origem a fragmentos sinalizadores de defesa percebidos pela planta. Diferengas na quantidade ¢

atividade desses fragmentos, que sfo maiores em R. jasminoides, foram observados por Braga &
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Dietrich (1998), o que estd de acordo com os resultados aqui obtidos pela coloragdo das folhas

com AT.

Apesar das dificuldades em se obter material de 4. myrcifolia para andlise ao MET,
utilizando anticorpos monoclonais, os resultados ja conseguidos sfio promissores ¢ confirmam
que existem diferencas no GM das pectinas presentes nas paredes celulares das espécies em
questdio, corroborando com os resultados obtidos nas analises bioquimicas da fragdo péctica das
paredes celulares de 4. myrcifolia e R. jasminoides (Silva & Braga, dados nfo publicados). Essas
diferencas no GM das pectinas podem influenciar a capacidade dos patégenos de hidrolisar as
paredes celulares das folhas durante o processo de infecgio e de liberarem fragmentos

responsaveis pela sinalizac#o, 0s quais podem estar envolvidos na indugdo de respostas de defesa

na planta hospedeira.
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Legendas das figuras

Figura 1. Alibertia myrcifolia. Fotomicrografias (ML) de sec¢Bes transversais do peciolo (A, B),
da folha (C, D), sendo (C) regifio da nervura principal e (D) regiio da nervura secundaria.
Eletromicrografias (MEV) da secgdo transversal (E), longitudinal (F), epiderme abaxial (G) ¢
epiderme adaxial (H) de folhas. c: cuticula, co: cortex, e: estdmato, ei: epiderme inferior, es:
epiderme superior, fv: feixe vascular, hf: hifa de fungo, pl: parénquima lacunoso, pp: parénquima
palicadico. Aumentos: (A) 6.3X, (B, D) 12, 5X, (C) 25X, (E) 600X, (F) 500X, (G) 2037X, (H)

1300X. Barras = 50 um (A-D, G, H), =100 um (E, F).

Figura 2. Rudgea jasminoides. Fotomicrografias (ML) de sec¢@es transversais do peciolo (A, B),
da folha (C, D), sendo (C) regifio da nervura principal e (D) regifio da nervura secundaria.
Eletromicrografias (MEV) da secgfio transversal (E), longitudinal (F), epiderme abaxial (G)
epiderme adaxial (H) de folhas. c: cuticula, co: cértex, e: estdmato, ei: epiderme inferior, es:
epiderme superior, fv: feixe vascular, hf: hifa de fungo, pl: parénquima lacunoso, pp: parénquima
palicadico. Aumentos: (A) 6,3X, (B, C, D) 12,53X, (E) 600X, (F) 500X, (G) 1166X, (H) 1300X.

Barra = 50 pum (A-D, G, H), = 100 um (E, F).

Figura 3. Fotomicrografias (ML) de secgdes transversais de folhas de 4. mayreifolia (A, C) e R.
Jjasminoides (B, D) coradas com azul de toluidina (AT) (A, B) e &cido periddico/reativo de Schiff
(PAS) (C, D). e: estdmato, ei: epiderme inferior, es: epiderme superior, fv: feixe vascular, pl:

parénquima lacunoso, pp: parénquima paligadico. As setas indicam grdos de amido. Barra = 30

pm (A, C), 50 pm = (B, D).
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Figura 4. Fotomicrografias (MET) de seccGes de folhas de R jasminoides imunolocalizadas com
JIM-5, para pectinas pouco metilesterificadas (A) e JIM-7, para pectinas bastante
metilesterificadas (B), evidenciando a parede celular. ¢! citoplasma, pc: parede celular. As setas

indicam as particulas de ouro coloidal observadas(50.000X), barra = 15 pm.
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CONCLUSOES GERAIS

- As andlises bioquimicas e citoquimicas in sity da estrutura foliar de A. myrcifolia e R
Jjasminoides demonstraram a existéncia de diferengas no grau de metilesterificagfo das pectinas
de suas paredes celulares, sendo que 4. myrcifolia apresenta-se altamente metilestenficada;

- O grau de metilesterificacio das pectinas influencia a liberagdo de fragmentos indutores de
fitoalexinas (oligogalacturonideos) ativos em cotilédones de soja;

- O tempo de agfio da pectina-metilesterase ¢ um fator limitante para a liberacdo de
oligogalacturonideos ativos pela ac¢io da endopoligalacturonase para R. jasminoides;

- A distribuicio dos grupos metil-ésteres ¢ extremamente importante para determinar o grau de
polimerizacdo dos oligogalacturonideos gerados pela agdo da Endo-PG e, consequentemente,
para sua atividade;

- Oligogalacturonideos com pequeno grau de polimerizacio obtidos de ambas espécies podem
agir como supressores endogenos da sintese de fitoalexinas em cotilédones de soja, embora
somente o uso desses oligogalacturonideos isolados poderd confirmar essa sugestao;

- O grau de metilesterificacio da pectina de 4. myrcifolia pode ser um dos fatores relacionados a
auséncia de resposta fitoalexinica, como inicialmente sugerido, porém somente ensaios usando as

proprias folhas das rubiaceas poderdo trazer evidéncias conclusivas.
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