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RESUMO

Sesbhania marginata Benth. & uma leguminosa tropical que acumula
galactomanano nas paredes celulares espessadas do endosperma de suas sementes.
Este polissacarideo de reserva & formado por residuos de D-manose, ligados entre si
por ligagbes B-1.4, formando uma cadeia principal linear, com residuos de D-galactose
unidos a esta através de ligacBes «-1,6. Durante o processo de germinagido, ©
gaiactomanano & completamente degradade e consideravel gquantidade de
monossacarideos e oligossacarideos € produzida e transiocada para o embriao em
crescimento. Concomitantemente ao processo de germinagdo, ha a producgdo de
moléculas indutoras de fitoalexinas e a liberacao de substincias fungitdxicas para os
exsudados das sementes. Neste trabalho, investigou-se a possibilidade de gus
oligossacaridecs provenientes da degradaco do galactomanano possam induzir a
produgéo de fitoalexinas em cotilédones de soja - material-teste utilizado para avaliar a
atividade indutora — além de se analisar as substancias fungitdxicas produzidas
normalmente pelas sementes de S. marginata. Extratos de endospermas+testa do 4° a0
g° dias de germinacdo e de endospermas isclados no 1° e 5° dias de germinagao
mostraram-se mais eficazes na inducio da sintese de fitoalexinas. O fracionamento em
coluna de Bio Gel-P2 indicou que as moléculas ativas, presentes em algumas fragdes,
eram compostas por dois residuos de manose e um de galactose, possivelmente
correspondentes a trissacarideos resultantes da degradagdo do galactomanano. Os
compostos fungitdxicos foram extraidos de exsudados de sementes e de sementes
intactas apOs 48 horas de germinacio. Pelo menos quatro substéncias fungitdxicas
foram detectadas, sendc algumas delas j& presentes em sementes quiescentes e
outras encontradas apés o 1° dia de germinagdo. Os resultados obtidos neste trabalho
sugerem que, além de regular a embebicéo de agua e servir de fonte de carbono para o
embrido em crescimento, durante sua degradacédo, o galactomanano pode originar
fragmentos que possiveimente ativam respostas de defesa em tecidos de sementes de
S. marginata. A liberacao desses fragmentos e a presenca de substancias fungitoxicas
em exsudados da semente dessa espécie parecem estar intimamente relacionados ao
metabolismo de seus carboidratos de reserva, permitindo gue as sementes germinem e
as plantulas se desenvolvam em um ambiente altamente competitivo.
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ABSTRACT

Sesbania marginata Benth is a tropical legume that stores galactomannan in its
thickened endospermic cell walls. These polysaccharides are composed of a linear
backbone of B-1,4- linked D-mannose residues to which D-galactose residues are
attached by o-1,6 linkages. Following germination, the galactomannan is completely
broken down producing considerable amounts of mono and oligosaccharides, which are
transferred to the growing embryoc. Concomitantly, phytoalexin-inducing molecules are
produced and fungitoxic compounds are released from the germinating seeds. In the
present work we investigated the possibility of some oligosaccharides generated during
galactomanan degradation can induce phytoalexin production in soybean cotyledons —a
test species used for assays of eliciting activity- and we extracted the fungitoxic
compounds following germination. Exiracts from endosperm+coat of 4-6 days of
germination and from isolated endosperms of 1 and 5 days of germination were shown
t0 be more effective in promoting phytoalexin production. Fractionation on Bio-Gel P2
column indicated that the active molecules found in some fractions are composed by two
manosyl and one galactosyl residues, being a ftrissaccharide resultant of the
galactomannan degradation. Fungitoxic compounds were extracted from seed
exsudates and intact seeds after 48 h of germination. At least four fungitoxic substances
were detected, some of them already present in quiescent seeds and other appearing
after 1 day of germination. Qur data suggest that besides playing a role in water
imbibition and as a source of carbon for the embryo growth, galactomannans generate
fragments that can signal plants to protect themselves by activating defense
mechanisms in their tissues following germination. The release of these fragments and
the presence of fungitoxic compounds in seeds of S. marginata seem to be closely
related to their carbohydrate storage metabolism, allowing these seeds to germinate and
the seedlings to develop in a highly competitive environment.
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CAPITULO | - ATIVIDADE INDUTORA DE FITOALEXINAS DURANTE A
GERMINAGAO DE SEMENTES DE Sesbania marginata Benth

INTRODUGAO

Polissacarideos de reserva em semenies

As sementes sdo estruturas que surgiram, duranie a evolugdo, como uma
sstratégia para o estabelecimento de novos individuos em uma populagdo. Seu interior
guarda um novo individuo, apenas esperando as condigdes propicias para iniciar seu
crescimento e desenvolvimento. Dependendc da estratégia de dispersdo e de
estabelecimento da planta, a morfologia da semenie e sua composico quimica variam.
Cutras variagOes podem ocorrer, por exemplo, na resisténcia e permeabilidade da testa,
no grau de desenvolvimenio do embrido, e no tipo, quantidade e localizagdo do material
de reserva (Mayer & Poljakoff-Mayber, 1875).

Durante a germinacido da semente, ¢ novo individuo nic tem capacidade
autotrofica, ou seja, ndo faz fotossintese e nem tampouco pode absorver do solo
nutrientes ricos em carbono imprescindiveis ao seu desenvolvimento. Nesse momento,
entdo, se faz necessdaria a presenca de moléculas que the fornecam o maximo de
energia em um curio espaco de tempo e que sejam ricas em carbono. Essas moiéculas
sd0 os carboidratos de reserva, agrupados em trés classes: sacarose e seus derivados,
amido e os polissacarideos de reserva de parede celular (Haimer, 1985).

A sacarose € o dissacarideo mais abundante no reino vegetal (Dey, 1980;
Avigad, 1982). Quando ligadc & galactose, forma a rafinose, componente principal de
uma familia de oligossacarideos presentes em algumas leguminosas (Dey, 1980;
Buckeridge & Dietrich, 1996), os quais auxiliam a pianta em seu estabelecimento inicial,
sendo degradados no inicio da germinacao (Buckeridge et al., 1995).

O amido esta presente em sementes maduras, iocaiizado em oérgaos de
reserva especializados como endospermas de cereais e cotilédones de leguminosas e
sua utilizacio geraimente ocorre nos primeiros estadios de desenvolvimento do embrido
{Bewiey & Black, 1994).

Embora outros tecidos possam ser adaptados como tecidos de reserva em
sementes, ¢ endosperma (lecido exira-embrionario) e o cotilédene (parte do embrido)

12



sao0 os principais drglos gue tém essa funcio nas angiospermas (Bryant, 1985; Bewley
& Black, 1994). Nesses Orgdos, 0s carboidratos também podem ser acumulados na

forma de paredes celulares espessadas, presentes em céiulas vivas ou morias
(Buckeridge et al., 2000).

Polissacarideos de reserva de parede celular

Muitas sementes possuem carboidratos de reserva nas paredes de suas
células endospérmicas ou cotiledonares. Essas moléculas sdo transiocadas para ©
embrido e este as utiliza como fonte de matéria e energia antes do novo individuo se
estabelecer. Além de servir como fonte de carbono para o crescimento inicial do
ambrigo, esses carboidratos possuem muitiplas fungdes, influenciando a embebigdo de
agua e a expanséo celular durante o desenvolvimento da plantula (Buckeridge & Reid,
19886;).

Os carboidratos de reserva de parede celular de sementes estéo divididos
em irés grupos: ¢ grupo dos xiloglucanos, dos arabinogalactanos e dos mananos
(formado por galactomananos, mananos puros e glucomananos) (Buckeridge & Reid,
1996). A diferenca entre esses grupos de polissacarideos estd na sua composigio em
monossacarideos, na razdo enire eles e no modo em que suas cadeias estao
arranjadas.

Os xiloglucanos séo polissacarideos que possuem uma cadeia principal
celuiosica como giucanos B-1,4 ligados, os quais sdo ramificados por unidades de o-
xilose que ainda podem ser ramificadas por residuos de B-galactose. Buckeridge ef al.
(1992), estudando sementes de Copaifera langsdorffii, identificaram o xiloglucano como
principal carboidrato de reserva desta espécie, sendc encontrado nas paredes
espessadas dos cotilédones.

Os arabinogalactanos sao formados por residuos de galactose e arabinose
com quantidades menores de 4cido galacturdnico. Buckeridge & Reid (1996,
trabalhando com carboidratos de reserva de parede celular de sementes de Lupinus
angustifolius, identificaram arabinogalactanos nos cotilédones dessa semente.

Os mananos s&o polissacarideos de reserva constituidos de uma cadeia
principal de residuos de D-manose unidos entre si por ligagtes §-1,4, os quais podem

13



ser substituidos por residuos de galactose e glucose. Em estudos com semenies,
Bewiey & Reid (1985) detectaram mananos em Palmae. Glucomananos foram

encontrados, por exemplo, em sementes de Lacfuca sativa (alface) (Buckeridge ef al,,
2000).

Galactomanarios — Estrutura, funcéo e ocorréncia

Os gaiactomananos sfo hemicaluloses de parede secundéria, soldveis em
agua, que formam dispersdes viscosas e estaveis (Neukon, 1989). Sao formados por
residuos de D-manose ligados entre si por ligagdes B-1,4 formande uma cadeia
principal linear, com residucs de D-galactose unidos a esta através de ligages o-1.6
{Figura 1) (Buckeridge & Reid, 1996; Scherbukhin & Anulov, 1999). Além de ter a
funcdo de carboidrato de reserva, o galactomanano também atua no controle de
entrada de agua na semente (Reid & Bewley, 1979; Scherbukhin & Anulov, 1993).

a-D-Gal (1,6)

~B-D-Man {1.4) - B-D-Man _(1,4)-p-D-Man (1, 4)- B-D-Man (1,4) ~p-D-Man {1.4)-

| | |

a-D-Gal (1, 6) a-D-Gal (1, 6) a-D-Gal {1, 6)

Figura 1. Porgcdo esguematizada da molécula de galactomanano.

A degradacéo do galactomanano em sementes de leguminosas ocorre pela
agao combinada de trés hidrolases: uma a-galactosidase, que age sobre as ligagbes
a~1,6 das ramificacdes de D-galactose; uma endo B-1,4 mananase, que cliva ligagbes
B-1,4, liberando oligossacarideos de manose e, finaimente, uma B-manosidase cu exo-
A-manosidase, gue age sobre os mano-oligossacarideos produzidos pela endo-p-1,4-
mananase, liberando monossacaridecs e dissacarideos (Buckeridge & Reid, 1996).

Os galactomananos s&o encontrados em células do endosperma de

sementes de leguminosas como Trigonella foenum-graecum (fenogrego), Cyamopsis
14



tetragonoiobus (guar), Ceralonia siliqua (carcba) e Sesbania marginata, sendo
degradados durante a germinagdio da semente (Reid, 1971; Buckeridge & Dietrich,
1996: Dirk et al, 1999). Sementes de fenogrego, caroba e guar acumulam
galactomananos com numerosas substituigbes de galactose, nas paredes celulares de
suas células endospérmicas {Buckeridge ef al,, 2000).

Em leguminosas, a razdo manose.galactose, ou seja, a disltribuicao de
residucs de galactose ao longo da cadeia principal de manano, varia de espécie para
espécie. Neste sentido, as trés subfamilias de Leguminosae (Caesalpinicideae,
Mimosoideae e Faboideae) podem ser separadas pela razéo manose: galactose de seu
galactomanano (Buckeridge ef al, 1993).

Sesbania marginata & uma leguminosa tropical da sub-familia Faboideae,
que armazena em suas sementes cerca de 21% da matéria seca em galactomanano,
na forma de espessamentos da parede ceiular (Buckeridge & Dietrich, 1990). Suas
plantas florescem durante praticamente todo o ano em condigbes naturais e produzem
grande quantidade de sementes. A morfologia de suas sementes € semelhante a de
feijao, tendo tamanho um pouco menor. Durante a germinacdo de sementes de S.
marginata, o galactomananc € degradado a partir do terceiro dia de germinacao, & 0s

oligossacarideos e monossacarideos produzidos sac transiocados para o embrido em
crescimento (Buckeridge & Dietrich, 1996).

Carboidratos de parede celular como molécuias sinalizadoras

A parede celular vegetal & um sistema altamente complexo e dinamico, cuja
composicao e estrutura variam durante o crescimento e a diferenciacao da célula e em
respostas a fatores do ambiente (Carpita & Gibeaut, 1993). Dentre suas diversas
funcbes estdo, além de acumular compostos de reserva, a de definir a forma e o
tamanho da célula, de controlar a taxa de crescimento, o transporte intercelular e de
armazenar moléculas sinalizadoras, que parecem regular diversos processos
fisioldgicos na planta (Brett & Waldron, 1990; Darvill et al., 1992; Aldington & Fry, 1893).

Paredes celulares priméarias (presentes em células em crescimento) e
secundarias sdc compostas por carboidratos, glicoproteinas, agua e compostos

fendlicos, diferindo na proporgéic entre esses componentes. Em diversas espécies, 0s
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carboidratos encontram-se na forma de polissacarideos, constituindo cerca de 90% da
parede celular, sendo classificados, de acordo com sua solubilidade, em celulose,
hemiceluloses & peclinas (Aspinall, 1881).

Na estrutura da parede celular, a celulose consiitui ¢ componente fibrilar,
sendo encontrada sob a forma de microfibrilas gue se associam aos polissacarideos
hemiceluldsicos, como xilogiucanos e os arabinoxilanos. As pectinas s&o caracteristicas
da lamela meédia e da parede priméaria, aparecendo em maiores quantidades em
dicotiledbneas (Brett & Waidron, 1990).

As pectinas s@o formadas por uma mistura de polissacarideos Acidos
{(homogalacturonanos e ramnogalacturonancs | e I} e neutros (arabinogalactanos,
arabinanos), que usualmente se apresentam como ramificacdes dos polissacaridecs
acidos. Os polissacaridecs pécticos s&o bastante complexos e formados por residucs
de acido galacturdnico, ramnose, arabincse e algumas vezes xilose e acido glucurénico
{Brett & Waldron, 1990).

Molécuias sinalizadoras tém sido isoladas das paredes celulares primarias de
diversas plantas e descritas como fragmentos dos carboidratos que as compdem. Estes
fragmentos s&o chamados de oligossacarinas e sua acao relaciona-se a reguiacao de
processos fisioldgicos, como crescimento, floracdo e morfogénese (Albersheim et al,
1983, 1992; Gollin et al. 1984, Darvill ef al., 1992). A descoberta de oligossacarideos
com atividade biologica surgiu de estudos realizados por Hargreaves & Bailey (1978) e
por Hahn et al. (1981). A maioria desies oligossacarideos & representada por
fragmentos derivados da hidrélise de polimeros de parede ceiular e foram definidos por
Aldington & Fry (1993) como oligbmeros bioativos, que embora sejam ricos em residuos
de acucar, também poedem conter material nao glicosidico, como fendis, peptideos ou
grupos acila.

York et al. (1984) foram os primeiros a demonstrar que nonassacarideos
(XXFG) de xiloglucano (fig. 2), principal polissacarideo hemicelulésico de
dicotiledéneas, em concentragdes de 10° — 10° M, podiam inibir o crescimento de
hipocétilos de ervilha induzido pela aplicacdo de 10°Mde 2,4 - D.
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L GXXGel B xx:ar;@é;

XLGel . XLXGet | XXLGel XiLGot FGol

GXFGol | XXFGel . FGel - XFFGol
e . glucose | . aal
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Figura 2. Alguns oligossacarideos reduzidos provenientes do xioglucano e que
possuem atividade bioldgica (Albersheim et al,, 1999). Nomenclatura segundo Fry st al.
(1993}, onde G = glucose; X = xilose; L = galactose e F = fucose.

Oligossacaridecs de pectina, por sua vez, quando aplicados a explantes de
tabaco, foram capazes de induzir a formagio de flores na auséncia de reguladores de
crescimento (Eberhard ef al., 1989). Alguns N-glucanos, de grau de polimerizagéo (GF)
entre 6 e 8, s40 capazes de regular o crescimento e o desenvolvimentc em diversas
espécies vegetais (Priem ef al., 1990 citado por Aldinton & Fry, 1993).

Auxdova et al. (1995) observaram que oligossacarideos derivados de

galactoglucomanano de Populus monilifera, com grau de polimerizacgo entre 4 e 8,
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apresentam atividade biclégica, sendo capazes de inibir o crescimento de segmentos
de caule de ervilha induzido por 2.4-D.

Além dos efeitos sobre o crescimenio, algumas destas oligossacarinas,
provenientes de carboidratos de parede celular de planta, t€m sido descritas como
sinais quimicos envolvidos na inducglo de respostas de defesa em plantas contra
predadores e patégenos {Albersheim ef al, 1983, Braga ef al, 1993). As primeiras
evidéncias do envolvimento de oligossacarideos de parede celular em resposias
quimicas de defesa vieram de estudos relativos 2 sintese de fitoalexinas em plantas
cultivadas, infectadas por fungos. Fitoalexinas sdo metabdlitos secundarics de baixo
peso molecular, com ag¢do antimicrobiana, produzidos pela planta somente apds ©
contato com microorganismos, acumulando-se rapidamente e em grandes guantidades
no local da infeccdo (Darvill & Albersheim, 1984; Stoéssl, 1986).

Durante a colonizacdo por fungos ou bactérias, pectinases liberadas pelo
patégeno clivam ligagbes internas de polissacarideos pécticos da parede celular da
pianta, ocasionando a liberacdo de fragmentos ricos em acide galacturbnico
(oligogalacturonideos). Estes tém sido descritos como oligossacarinas que induzem a
produgao de fitoalexinas em varias espécies vegetais (Braga ef al., 1993, Braga &
Dietrich, 1998). Hahn et al. {1981) isolaram moléculas indutoras de fitoalexinas de
paredes de soja e demonstraram que a atividade eliciadora residia na fragao pectica.
Eliciadores similares foram posteriormente isolados de culturas em supens&o de
tabaco, sicomoro e trigo. O componente afivo era solGvel em agua, estavel ac
aguecimento € a hidrolise acida parcial, de massa molecular pequena e se tornava
inativo quando tratado com EPG (endopoligalacturonase). Por serem derivados do
proprio  hospedeiro foram classificados, por alguns autores, como eliciadores
endégenos.

A relacéo entre o tamanho do oligogalacturonidec (grau de polimerizagdo) e
a atividade bioldgica temn sido observada em eliciadores enddgenos. A sintese de
fitoalexinas e de lignina nas respostas de defesa restritas as regides que rodeiam a
injiria ou infeccdo sdo ativadas por oligogalacturonideos de GP entre 10 e 14

{Nothnage! ef al., 1983). Jd as respostas rapidas de defesa, nas quais células
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localizadas proximas & infeccdo estdc necrosadas, ocorre somente por indugio
causada por uma mistura de oligogalacturcnideos de GP > 4 (Cervone ef a/., 1989).

Em ensaios preliminares com sementes de S. marginala, fol detectada
atividade indutora de fitoalexinas em exiratos obtidos do endosperma (Rahal ef al,
1998). Fol observadoe que essa atividade esia presente em varias fases do processo de
germinacao. Os resultados sugerem que, além da fungio de reserva & do papel no
controle de entrada de agua na semente, polissacarideocs do grupo dos mananos talvez
possam também influenciar processos fisiologicos, por conter moléculas sinalizadoras
em sua estrutura.

Nenhuma referéncia foi enconirada com respeito a atividade bioldgica de

carboidratos de reserva de paredes celulares de sementes na inducio de respostas de
defesa em plantas.
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OBJETWOS

Considerando-se qgue moléculas sinalizadoras tém sido isoladas de paredes
ceiulares primarias de diversas plantas e descritas como fragmenios dos carboidratos
gue as compbem e gue esses oligossacarideos agem como sinais quimicos envolvidos
na regulacéo de processos fisioldgicos e na producio de subsiincias de defesa contra
predadores e patégenos, o objetivo deste trabalho foi caracterizar a atividade indutora
de fitcalexinas detectadz em exiraios de 5. marginala e analisar sua possivel relagéo

com a presenca de oligossacarideos provenientes da degradagéo do galactomanano,
durante a germinagao da semente.
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MATERIAL BIOLOGICO

£y

% sementes de Sesbania marginata Benth. coletadas na entrada da Secretaria da
Agricultura, localizada proxima ao instituto de Botanica, S&o Paulo, SP;

4 semenies de soja Glycine max [L.] Merr. (IAC 8 ¢ 15.2), cedidas pelo Instituio
Agrondmico de Campinas, germinadas e cultivadas em casa de vegetacdo, a
temperatura ambiente e fotoperiodo controlado (14 horas de luz) durante 8-12 dias;

< esporos do fungo Mucor ramosissimus Samutsevitsch (URM 3106), cuitivade por 8

dias em meio BDA (batata-dexirose-agar}, mantido no escuro a 25 °C.

METODOS

1. Germinacao das sementes
inicialmente, os procedimentos de germinacéc de sementes de S. marginata
foram realizados utilizando 350 sementes escarificadas manualmente, com o auxilic de
uma lixa, distribuidas em placas de Petri {10 sementes/placa) sobre papel de filiro
umedecido com 5 mi de agua destilada. Estas foram mantidas em sala de germinacéao,
sob fotoperiodo de 12 h e a 25°C. A cada 24 h, durante 7 dias, 5 placas foram retiradas
da sala de germinagao, totalizandc assim, 50 sementes por dia. Estas foram
dissecadas, separando-se endosperma+testa do eixo embrionario+cotilédones. As
partes isoladas foram pesadas (para a obtencéo da matéria fresca) e secas em estufa a
70°C, durante 24 h (para obtencdo de matéria seca). Com isso, a exiragcdo dos
acticares solGveis (item 1.2) foi realizada com os endospermas+testas moidos.
Contudo, em diversas espécies vegetais, ha um alto teor de pectinas na testa de suas
sementes (Western et al., 2000) e, conforme mencionado na Introducdo, aiguns
oligossacarideos provenienies destas moléculas possuem agao indutora de fitoalexinas.
Com o intuitc de diminuir a possibilidade de contaminacac dos extratos de acglcares
scliveis por oligossacarideos de pectina, foram realizados também experimentos com

extratos de endospermas isolados.
Para a obfencdo dos endospermas isolados foram utilizadas 5000 sementes.
A escarificacdo destas sementes foi realizada com o auxilio de uma peguena

guantidade de areia colocada junic com as sementes no interior da camara de
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triturac@o de um moinho de bolas, porém sem a presenca da esfera de ago. Através do
atrito com a areia e as paredes da cémara, as sementes foram escarificadas duranie 5
min. Na seqléncia, as sementes foram lavadas com agua destilada, secas e
distribuidas em 10 bandejas (500 sementes/bandeja), com papel de filtro umedecido
com 70 mi de agua destilada e mantidas em cémara de germinacio, sob fotoperiodo de
12 h e sob irradiacdo de 437 ;,aw.{:m'z,s‘“’, a 25° C. A cada 24 h, durante 5 dias, 2
bandejas foram retiradas da sala de germinacéo, totalizando assim, 1000 sementes por
dia. Estas sementes foram dissecadas diariamente, separando-se endosperma/ testa/
cotilédone e eixo embrionario. As testas foram descartadas e o restante das paries
isoiadas foi pesado & seco em estufa a 70°C, durante 24 h. Somente os endospermas

isolades foram utilizados para a exdracdo de acicares sollveis {item 2).

2. Extracdo de acticares sofiveis

A extragdo de acucares sollveis foi realizada de duas maneiras. Para 0s
endospermas+iesta, 0,2 g deste material foram triturados e os aglcares solliveis
presentes foram solubilizados em 1 mi de etanol a 80% em agua, em banho-maria a
75°C, durante 5 min. Na seqiéncia, os extratos foram colocados em tubos eppendorf e
centrifugados em micro-centrifuga Eppendorf durante 5 minutos a 2000 g. Os
sobrenadantes foram recolhidos, secos sob vacuo e retomados em 1 mi de agua
destilada. Esta etapa foi realizada quatro vezes para cada um dos extraios, sendo os
mesmos reunidos para posterior quantificagdo de agicares.

Para a extragdo de aclcares dos endospermas isolados, cerca de 26 g
deste material foram moidos em micromoinho e os aglcares sollveis presentes
solubilizados em 10 mi de etanol a 80%, em banho-maria, a 75°C, durante 5 min. Os
extratos resultantes foram colocados em tubos Sorvall e centrifugados em Sorvall super
T21 durante 5 minutos a 2000 g. Esta etapa foi realizada quatro vezes para cada um
dos extratos. Os sobrenadantes correspondentes a cada periodo foram reunidos, secos

sob vacuo e retomados em 5 mi de agua destilada para posterior quantificacdo de
acucares.
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3. Quantificacdoc de carboidratos e compostos fenodlicos

A  determinacdc de carboidratos nos extratos provenientes dos
endospermas+estas e de endospermas isolados foi realizada afravés de ensaios
colorimétricos. A quantificagio de aclcares totais foi efetuada pelo método do fenol-
sulfdrico (Dubois ef al, 1958) e a de aclcares redutores através do método de
Somogyi-Nelson (Somogyi, 1945), ambas utilizando glucose (100  ug/mi) como padrao.
O teor de acidos urbnicos livres ou ligados foi avaliado pelo método do m-hidroxibifenil
(Filisetti-Cozzi & Carpita, 1991), sendo usada como padrdo uma solucdo de acido
galacturdnico (100 pg/mi). Foi também realizada a quantificacdo de compostos
fendlicos nos extratos de endospermas isolados, através do méiodo de Folin-Denis
{Swain & Hillis, 1958), tendo acido t&nico (100 ug/mi) como padrio.

4. Detecgdo de atividade indutora de fitoalexinas

A detecgdo da atividade indutora de fitoalexinas dos exiratos (obtidos
conforme item 2) foi efetuada através do bioensaio do cotilédone de soja, descrito por
Ayers et al. (1976a). Os cotiledones foram destacados de plantulas de soja crescidas
por 8-12 dias, a temperatura ambiente, em fotoperiodo de 14 horas. Os cotilédones
foram desinfestados em solucfo de hipoclorito de sédic comercial a 10 %, durante 15
min e lavados exaustivamente com agua destilada esteril. Discos de 6 mm de didmetro
e cerca de 1 mm de espessura foram retirados da superficie adaxial de cada cotiiédone

com o auxilio de um furador de rolhas e um bisturi. Gotas de 50 ul dos extratos do 1° ac

7° dia de germinacdo, resuitanies da exitracdo de acicares dos endospermas+iesia e
do 1° ao 5° dia dos extratos de endospermas isolados, foram aplicadas isoladamente
sobre a superficie cortada de cada cotilédone. Como controle negativo, foram aplicados
50 pl agua destilada em cada cotilédone e como conirole positivo foram utilizados 50 i
do eliciador de esporos do fungo Mucor ramosissimus (exiraido de acordo com Cordeiro
Neto & Dietrich, 1992). Os cotilédones, em grupo de 5, foram colocados em piacas de
Petri, com papel de filtro umedecido com 3 ml de agua destilada, e incubados no escuro
a 25° C. Todos os ensaios foram feitos em ftriplicata, totalizando 15
cotiiédones/tratamento. Apdés 20 horas, os cotilédones foram lavados com agua

destilada (1 ml/ cotiiédone) e as solucbGes resultantes filiradas e lidas em
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espectrofotdmetro a 286 nm. As fitoalexinas produzidas por cotilédones de soja
(gliceolinas) apresentam absorbancia maxima neste comprimento de onda. Os extratos
de endosperma +lesta foram diluidos a uma concentracio final de 500 ug de acicar
total/ mi, sendo aplicados 25 ug equivalentes em carboidrato total/ cotilédone. Ja os
extratos provenientes dos endospermas isolados foram diluidos a uma concentracio
final de 100 ug de aglcar total/ mi, sendo aplicados 5 g equivalentes em carboidrato
total/ cotiledone. Essa diluigio foi felta com o objetive de se utilizar pequena quantidade

de material, reservando grande parte para os ensaios de fracionamento por
cromatografia em coluna.

5. Andlise de carboidratos por cromatografie liguida de alta resolugéo
(HPAEC/PAD)

Os exiratos de endosperma + testa e de endospermas isolados, obtidos no
itern 2, foram analisados por HPAEC/PAD em sistema Dionex, em colunas Carbo-Pac
PA 100 e PA 1, em programas de separacao de oligossacarideos e monossacarideos,
em eluicdo isocratica de NaOH 150 e 20 mM, respectivamente. As amostras analisadas
para monossacarideos foram comparadas com os tempos de eluicdc obtidos para
padrbes comerciais. No caso dos oligossacarideos ndo existem padrbes comerciais
disponiveis para galactomanano, sendo utilizada uma solugao de oligossacarideos de
"Locust bean gum" (Merck), obtidos de hidrélise com mananase de fungo Aspergilius
sp. Através da comparacado dos perfis obtidos nas anélises de monossacarideos com os
perfis de oligossacarideos, pdde-se deduzir que os picos localizados apds 6 minutos de
corrida corresponderam aos oligossacaridecs.

6. Caracterizagéo da atividade bioldgica erm extratos de endospermatiesta
A caracterizacdo da atividade bioidgica foi feita utilizando-se extratos de
endosperma+tiesta do 1° 4° e 6° dias de germinac@o com diluicbes sucessivas, através
do estabelecimento de um gradiente de concentracdo de aclcar, sendo ensaiados os
extraios e diluicOes deste a 1/2, 1/4 e 1/8. Essas solucdes foram ensaiadas em

cotiledones de soja conforme descritc no item 4. O objetivo deste experimento foi
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confirmar a deteccéo de atividade indutora de fitcalexinas e descartar a possibilidade de
uma indugao proveniente de efeito t6xico, por alta concentracao de aglcar.

7. Fracionamento dos extratos de endosperma+testa por cromatografia de troca
iGnica

Os extratos de endosperma+testa foram aplicados em coluna de QAFE-Sephadex
Pharmacia. Foram utilizados extratos correspondentes acs 1°, 4° e 6° dias de
germinacdo das sememntes correspondentes as fases antes, durante e apés a
degradagac do galactomanano. Foi aplicade 1 ml (na mesma concentragdo de
acucares utilizada no ensaio de soja) de cada um dos extratos em uma coluna de 5 cm
x 1,5 cm e esta foi lavada com 10 ml de Agua desionizada, para a eluicgo do material
nao ligado a coluna. Posteriormente, a coluna foi lavada com 10 mi de tampéio de
bicarbonato de aménio 1 M, pH 8.0, para eluigcdo do material preso & coluna. Foram
entéo obtidas 2 fragbes de 10 mi cada. Essas fragbes foram liofilizadas, retornadas em

1 ml de agua destilada e aplicadas em cotilédones de soja, para avaliacio da atividade
indutora (item 4).

8. Cromatografia em camada delgada dos extratos de endospermas isolados

Os extratos de endospermas isolados (item 2) foram submetidos 3
cromatografia de camada delgada em placas de silica-gel Merck, de 025 mm de
espessura, com dimensbes de 20 x 20 cm, para andlise da presenga de
oligossacarideos. Nas placas, foram aplicados 100 ug equivalentes de aclicar total de
cada um dos extratos de endospermas isolados. O sistema de solventes utilizado foi o
n-propanol: nitrometano: agua (5:2:3 viviv), sendo que cada uma das placas foi
desenvolvida 3 vezes neste sistema. A revelagdo foi feita com uma solugio 5% de

acido sulfurico p.a. em etanol e com ftalato de anilina (Fry, 1988) e aguecimento a
110°C.

8. Cromatografia em coluna de Bic Gel P-2 dos extratos de endospermas isolados

Com o objetivo de isolar os oligossacarideos presentes nos extratos de
endospermas, foi utilizada cromatografia de exclus&c molecular em coluna de Bio Gel
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P-2 (1,5 x 75 cm) com volume de aproximadamente de 132 mi. A calibragao da coluna
foi realizada com solucbes de Blue Dextran, maltohepiacse, estaguiose € manose. 0s
extratos de endospermas isolados foram aplicados na coluna a concentracdo de 12
mg/mi. O eluente utilizado foi dgua destilada e 100 fragdes de 2,5 mi foram coletadas.
As fragtes foram liofilizadas e quantificadas guanto ao seu contetdo de aglcares iotais
{item 3) & utilizadas para ensaio de inducdo de fitoalexinas (item 10).

10. Deteccdo de alividade indutora de fifoalexinas nas fragfes da coluna de Bio

Gel P-2
Com a finalidade de reduzir a quantidade de material necesséaria ac ensaio
de inducdo, as fracOes obtidas no item @ foram analisadas guanto a sua atividade
indutora de fitoalexinas utilizando-se hipocétilos de soja como material teste, conforme
micro-ensaio descrito por Gémez et al. {1994). Para isso, segmentos de hipocdtilos de 4
crn de comprimento foram obtidos de plantulas de soja esticladas, crescidas por 8 dias,
a temperatura de 26 + 2°C, no escuro. Com o auxilio de um bisturi, foram feitas 5
incisbes de 2 mm de comprimento por 1 mm de profundidade em cada segmento. Trés
segmentos foram presos com o auxilio de uma agulha de injecdo e colocados em
placas de Petri contendo pape! de filtro umedecido com 4 mi de agua destilada. Cada
incisdo foi preenchida com 5 ul de amostra a ser analisada. Os coniroles utilizados
neste experimenio foram agua destilada (controle negativo) e eliciador de Mucor
rarnosissimus {controle positive). Todos os ensaios foram feitos em triplicata totalizando
3 hipocotilosftratamento. Apés 20 horas, os hipocétilos foram lavados com agua

destilada (2,5 mi/ hipocdtilo) e as solugbes resultantes filtradas e lidas em
espectrofotdmetro a 286 nm.

11. Hidrélise acida das fragbes provenientes da coluna de Bio Gel P-2
Duas fragbes provenientes da coluna de Bio Gel P-2, que apresentaram
atividade indutora de fitoalexinas (item 10), foram submetidas a hidrélise acida com
acido trifluoracético {TFA) 2N, em autoclave, durante 30 min. Em seguida foram secas

sob vacuo e retomadas com 500 ul de agua desicnizada. Posteriormente, as amostras
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foram analisadas por HPEAC/PAD, em programas para deteccdo de monossacarideos
(item 5).



RESULTADOS

Na figura 3 s8o apresentados os dados de matérias seca, fresca & massa de
agua nas partes isoladas, durante a germinacdo das sementes de S. marginata. Pela
figura 3A, nota-se que do 1° para o 2° dia de germinagBo a massa fresca dos
endospermas+iesta manteve-se praticamente constante, declinando a partir de entdo.
Us cotiieédones, por sua vez, mostraram, desde ¢ 1° dia de germinagao, um aumento de
massa fresca, que se manteve até o 5° dia, quando 100% das radiculas i& haviam
rompide a testa das sementes (fig. 3A). Estes dados revelam gue o eixo
embriondric+cotilédone j& no 1° dia de germinacdo, absorvem agua, uma vez gue,
observando a figura 3C nota-se claramente que ocorre aumento na massa de agua por
parte destes tecidos nesse periodo.

Observando a figura 3B, nota-se que, a partir do 2° dia de germinacéc, a
matéria seca dos endospermas comecou a ter uma diminuigdo bastante acentuada que
foi acompanhada por um incrementc na massa do eixo embriondrio+cotilédone. Estes
resultados sugerem que, a partir do 2° dia de germinacgdo, ocorre a degradacao do
galactomanano, cujos produtos da hidrdlise sdo absorvidos pelo embriao, determinando
um ganho de massa por parte do cotilédone e a subseqiiente diminuicéo observada no
endosperma, conforme ia reportado por Buckeridge & Dietrich (1996). A quantificagéo
de agucares no endosperma (fig. 4) reforca essa sugestao, uma vez que entre o0s 2° e
3° dias de germinacdo foram encontrados os maiores teores de carboidratos,
representados em sua maioria por oligossacaridecs. Pode-se notar também que o teor

de acidos urénicos presenie nos exiratos & muito pequenc quando comparado ao de
oligossacarideos (fig. 4).
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Figura 3. Matérias fresca (A) e seca (B) e massa de agua (C) durante a germinacéo das
sementes de 8. marginata.

A4- endosperma + testa; B - eixo embrionario+cotilédone e € - % de germinacéo.
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Figura 4. Variagdo no contetddo de carboidratos nos exiratos de endospermatiesta
durante a germinagac de sementes de S. marginata.

A - aclcares totais, m - acicares redutores, # - acidos urbnicos e ®- oligossacarideos
{calculados pela diferenca entre aglcares totais e redutores).

Através do bioensaio em cotilédones de soja, feito com os extratos brutos de
endosperma + testa de sementes de S. marginata, foi observada resposta indutora de
fitoalexinas durante todo o periodo de germinago sendo, entretanto, esta mais intensa
do 4° ao 6° dias {fig. 5), ndo diferindo daquela observada pela inducéo com o eliciador
de M. ramosissimus. Conforme mostradc na figura 4, nestes dias, os extratos de
endosperma+iesta ndo possuem altos ieores de carboidratos, como no 3° dia, porém

eles sdo um pouco maiores apds a degradacio do galactomanano (4°-7° dias), guando
comparados ac 1° dia.
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Figura 5. Atividade indutora de fitcalexinas em cotilédones de soja, obtida pela
aplicacée de extraios de endospermatiesta de sementes de S. marginafa. As letras
comparam as medias por Tukey a 5%. Os valores relativos & agua (controle) ja foram
descontados. Mucor corresponde ao eliciador (controle positivo) extraido de esporos do
fungo M. ramosissimus.

Extratos do 3° ao 6° dias de germinacdo de sementes de S. marginata,
correspondentes ao periodo de degradacio do galactomanano, foram analisados por
HPAEC/PAD em programas para deteccdo de monossacarideos e oligossacarideos
{fig. 6). Essas analises revelaram a presenca de galactose e manose nos 4° e 5° dias
de germinacgéo (fig. 6A) e de oligossacarideos, cujo perfil variou durante a germinacgéo
(fig. 6B).
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Figura 6. Perfil de eluicBo dos exiratos de endospermasttesta de S. marginata
analisados em HPAEC/PAD em programas para deteccéo de monossacarideos (A) e
oligossacarideos provenientes da degradacdo do galactomananc (B). O padrio de
oligossacarideos corresponde ao hidrolisado de “locust-bean gum’. Para os
monossacarideos foi utilizada a coluna PA 1 em eluicdo isocratica de NaOH 20 mM e
para a andlise de oligossacarideos a Carbo-Pac PA 100, em NaOH 150 mM. Gal-
galactose, Gle—glucose e Man-manose.
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Com o objetive de caracterizar o efeito indutor observado em soja como
atividade biclgica real, sem que houvesse davidas de inducio por efeito i6xico, foi
realizado um ensaio ulilizando extratogs de endosperma-+testa diluidos. Foram
selecionados exiraios do 1° 4° e €° dias de germinaclo, por apresentarsm maior
atividade ¢ por representarem periodos antes, durante e apds a mobilizaggo do
galactomanano (fig. 7). Observando-se a figura 7, pode-se notar que a atividade
indutora de fitoalexinas aumenta 4 medida gue a concentracdo de aclcares dos
extratos aumenia, porem, sem que seja alingido o ponto de saturacio da atividade
indutora. A utilizag@o do log da concentragio de extrato aplicada revelou o padrao tipico
esperado de atividade biologica apenas no exirato do 1° dia, confirmando a existéncia
de relacdo concentracio/atividade e descartando, para esse exirato, a possibilidade de
inducdo de fitoalexinas por efeito tdxico, devida a altas concentracdes de aclcar
aplicadas nos cotilédones (fig. 7A, inserto). Para os demais extratos essa relacio tipica
ndo foi observada, embora o efeito tdxico também néo foi observado. Pode-se notar
também que as inclinagdes das retas apresentadas na figura 7 sao diferentes, sendo
que no extrato do 6° dia de germinacao, a inclinacio da reta € menor que a dos extratos
do 1° e 4° dias. Esse resultado sugere que o extrato do 6° dia de germinacio possui
menor potencial indutor de fitoalexinas como conseqiiéncia da provavel menor
quantidade de moléculas indutoras em sua composigao. Portanto, os extratos obtidos
de sementes gue estavam em uma fase anterior a degradacao do galactomanano (1°
dia) e aquele do 4° dia, durante a degradagdo, parecem possuir maior potencial indutor
do que os extratos obtidos de sementes que j& haviam degradado o galactomanano (8°
dia), embora nenhuma diferenca significativa de atividade tenha sido observada entre
eles no ensaio mostrado na figura 5.

Conforme ja demonstrado por varios autores (Hahn et al., 1981; Albersheim
et al., 1983; Darvill et al., 1892), oligogalacturonideos mostram atividade indutora de
fitoalexinas mesmo em quantidades muito pequenas, ndo sendo possivel descartar a
possibilidade de sua presenca nos exiratos de endosperma+iesta de sementes de S.
marginata. Assim, 0s mesmos extratos da curva dose-resposta foram submetidos a
cromatografia em coluna de troca ibnica em gel de QAC-Sephadex, o que poderia

descartar & possibilidade de que os oligogalacturonideos fossem responsaveis pela
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atividade indutora observada, uma vez que, por possuirem carga negativa, essas
substancias ligam-se ao gel.
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Figura 7. Ensaio em cotiiédones de soja utilizando extratos do 1° dia (A), 4° dia de
germinagdo (B) e 6° dia de germinagio (C) em diluicdo em série. Os inserios
representam a atividade indutora plotada em funco do log da guantidade de aglcar
aplicada por cotilédone,
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Figura 8. Quantidade de agtcar fotal nos extratos provenientes da coluna de GAE-
Sephadex. g - material retido na coluna e[} - material ndo retido na coluna,

Pela quantificacéo de aglcar total foi observado que no extrato do 1° dia de
germinacéo maior quantidade do material ficou retido na coluna, em comparagéo com a
quantidade eiuida com agua. Ja nos extratos do 4° dia de germinacgéo, a quantidade de
material ndc retido a coluna e de material retido, foi praticamente a mesma. No extralo
de 8° dia de germinacac, & malior parte do material ndo ficou presa a coluna (fig. 8).
Estas fragcbes foram liofilizadas, retomadas em agua e submetidas a ensaic em
cotilédones de soja (fig. 8).

A atividade indutora de fitoalexinas referente aos 1° 4° e 6° dias de
germinagéo foi maior quando foram utilizadas as fragdes que ficaram retidas na coluna
de QAE-Sephadex em comparag@c com aguelas eluidas com agua. Esses dados
sugerem que tanto oligossacarideos de galactomanano (ndo ligados ao gel da coluna
QAE-Sephadex), quanto aqueles carregados negativamentie (oligogalacturonideos)
podem estar coniribuindo para a atividade eliciadora dos extratos de endosperma-+iesia
de S. marginata, embora maior atividade tenha sido verificada no material retido ao gel
da coluna.
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Figura 9. Atividade indutora de fitoalexinas das fracGes dos extratos do endospe
testa de S. marginata apds cromatografia de troca idnica em QAE-Sephadex
extratos brutos de endosperma+testa, [l - fragio ndo retida na coluna, M - fracdo retida
na coluna, -eliciador de M. ramosissimus ensaiado juntamente com os extratos
brutos endosperma +estas e - eliciador (controle positivo) ensaiado juntamente com
as amostras apos coluna de QAE Sephadex. Os valores relativos & agua ja foram
descontados.

Visando diminuir a possibilidade de contaminac@o dos extratos de aglcares
soldveis por oligossacarideos de pectina provenientes da testa da semente, foram
realizados também experimentos com extratos de endospermas sem a presenca da
testa. Os resuitados mostrados a seguir se referem a esses extratos.

O acompanhamento das variagdes de massas fresca e seca durante o
processo de germinagac das sementes de S. marginafa (fig. 10) teve como resultado
perfis semeihantes aqueles j& mostrados anteriormente (fig. 3), demonstrando existir
um padrac de germinacéo no qual os cotilédones ganham massa e 0s endospermas
perdem. As diferengas nos valores das massas, quando se comparam as figuras 3 e 10,
se devem a eliminagio das testas que haviam sido consideradas nas medidas da figura
3.
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Pela figura 10A, nota-se gue até o 2° dia de germinagao, houve aumento na
matéria fresca dos endospermas. Do 2° para o 3° dia, ndo houve aiteracao significativa
em sua massa, sendo observada, a partir deste ponto, uma queda acentuada. Este
aumento de massa fresca, ocorrido nos dois primeiros dias de germinagdo, pode ser
explicado por um efeito da embebicdo de agua, ja que o galactomananc presente no
endosperma possui capacidade de reter dgua (Reid, 1971). Essa alteracio nio foi
observada quandc foram utilizados endosperma+testa (fig. 3), sugerindo que =
estabilizac&o na entrada de agua foi retardada neste segundo experimento, em relagdo
ao primeiro. Os embrifes, por sua vez, iniciaram um aumento de massa fresca, a partir
do 1° dia de germinac@o, que se manteve até o 5° dia (fig. 10A), semelhante ao
mostrado na figura 3A. A figura 10C mostra que aumento acentuado na massa de agua
por parte dos embribes j& a partir do 1° dia de germinacéo e a paralela queda de massa
de agua nos endospermas. A quantidade de agua que ¢ absorvida pelc embrido &
muito maior que a quantidade perdida pelo endosperma durante toda a germinacao.

Observando a figura 10B, nota-se que entre o 2° e 3° dias de germinagdo, a
massa seca dos endospermas comegou a ter uma diminuigo bastante acentuada, que
prosseguiu ate o 5° dia de germinagéo. Por outro lado, a massa seca dos cotilédones
iniciou um aumento entre o 3° e 4° dia de germinacao, que se manteve até o 5° dia (fig.
10B), possiveimente como resultado da incorporagdo do material proveniente da
degradagao do galactomanano no endosperma, conforme anteriormente mencicnado.
No €° dia de germinac@o, o endosperma ja havia sido totaimente degradado, tendo
desaparecido completamente. Isso significa gue as medidas relativas ao 6° e 7°dias de
germinacac mostradas na figura 3 n&c sao representativas do endosperma, mas sim
das testas das sementes.

O perfil relative as quantidades de agticares iotais soliveis presentes nos
extratos etandlicos de endospermas do 1° ao 5° dia (fig. 11) € semelhante aquele
apresentado anteriormente (fig. 4), porém defasado, uma vez que a maior quantidade
de aglcares foi encontrada no 4° dia de germinag&o. Em comparac@oc com a figura 4,
nota-se, pela figura 11, que a maior quantidade de carboidratos foi extraida,
possivelmente por terem sido utilizados endospermas isolados. Além disso, a proporgio

de oligossacarideos foi bem mencr em relacio ao total de carboidrato extraido, devido
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a uma maior quantidade de aglGcares redutores presentes no extrato (fig. 11). Os
carboidratos totais, assim como os aglcares redutores e o0s oligossacarideocs
(determinados pela subtrago entre a quantidade de aclcares totais e redutores),
mostraram um aumento em seus teores a partir do 2° dia de germinacio, tendo entre o
4° e 5° dias de germinacdo, uma aceniuada gueda.
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Figura 10. Massas fresca (A) e seca (B) e massa de agua (C) durante a germinacéo das
sementes de S. marginata.

4 endosperma, ® - cotilédones + eixo embrionario. A seta indica a germinacéc de 100
% das sementes.
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Figura 11. Variac&o no contetido de carboidratos e compostos fendlicos nos extratos de
endospermas durante a germinagéo de sementes de S. marginata. #- aglicares totais;
A aglcares redutores; e - oligossacarideos (calculados pela diferenca entre acticares
totais e redutores) e A - compostos fenélicos.

A explicagdo para a presenga de oligossacarideos no exirato do 1° dia é a
hidrélise de uma familia de oligdmeros chamada de série rafindsica, gque ocorre em
algumas sementes de leguminosas (Dey, 1980; Buckeridge & Dietrich, 1996) e que é
hidrolisada no inicio da germinagao, auxiliando na nutricdo do embridc, mesmo antes
da degradacgao do galactomanano. Essa série tem como base a molécuia de sacarose,
a gual séo adicionados, em uma série homéloga, residuos de galactose.

Devide & presenga de compostos fendlicos nos extratos de endospermas
isolados, néo foi possivel a detecgao de acidos urdnicos (fig.11). E provavel que os
acidos urdnicos mostrados na figura 4 sejam provenientes das testas das sementes, e
como estdo em maior proporgdo, a interferéncia dos compostos fendlicos ficou
mascarada pela intensa colorac@o produzida pela reacéo desses aglicares-acidos.

Os compostos fendlicos nos endospermas isolados apresentaram aumento
ao longo do processo de germinacéo. Como essas substancias normalmente possuem
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papel de protecdo, poderia se especular sobre uma possivel funcdo de defesa
associada ac aumento observado.

Objetivando-se analisar qualitativamente os aglcares presentes nos exiratos
etandlicos de endosperma, esses foram submetidos & analise por HPAEC/PAD em
programas para deteccio de monossacarideos (fig. 12).
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Figura 12. Perfis de elui¢do dos exiratos de endospermas de S. marginata analisados
em HPAEC/PAD em programas para deteccdo de monossacarideos.Fuc=fucose, Ram=
ramnose; Ara= arabinose; Gal= galactose; Gle=glicose; Man= manose; Sac = sacarose;

ni = ndo identificado.
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As analises por HPAEC/PAD (fig. 12} dos extratos de endosperma de S.
marginata revelaram a presenca de monossacarideos durante toda a germinacgéo, com
aumenio aoc longo do processc. Pode-se notar que a4 medida gue a germinacao das
sementes fol ocorrendo, o nimero de monossacarideos eluidos fol aumentande. A
partir do 1° dia de germinagdo, foi observada a presenga de galactose e do
dissacaridec sacarose, sendo possivelmente produtos da degradacio de
oligossacarideos da série rafindsica, conforme sugerido anteriormente.

Tanto no exirato de endospermas isolados (fig. 12), quanto no extrato de
endosperma + testa (fig. BA), no 5° dia de germinagdo, foi observada a gueda
acentuada de galactose e manose, caracterizando assim, o término do processo de
degradacio do polissacarideo, @ a conseqlente translocacBo para o embrio em
crescimenio.

Os perfis de oligossacarideos variaram muitc durante toda a germinacgao,
com predominéncia de oligossacarideos nos 1°, 2° e 5° dias de germinacio (dados no
mostrados). A presenca de oligossacaridecs ja no 1° e 2° dias de germinacio,
conforme ja mencionado, se deve a2 presenca de membros da série rafinose,
componente principal de uma familia de oligossacarideos presentes em algumas
leguminosas (Dey, 1980, Buckeridge & Dietrich, 1996), os quais auxiliam a planta em
seu estabelecimento inicial, sendo degradados no inicic da germinagao (Buckeridge et
al., 1995).

A atividade indutora de fitoalexinas foi cbservada em todos os extratos de
endosperma, mas principaimente nos 1°, 2° e 5° dias de germinagao (fig. 13). Conforme
mostrado na figura 11, nesses dias, os extratos de endosperma nao possuem grande
quantidade de aglcares solGveis, como observado para os outros exiratos. Quando
foram ensaiados os extratos de endosperma +esta (Fig. 5), estes se mostraram mais
ativos nos 1° 4° 5° e 6° dias, mostrando uma certa semelhanga enire os dois
resultados obtidos. Entretanto, no ensaio mostrado na figura 13, as atividades foram
muito inferiores aquelas detectadas para o eliciador Mucor ramosissimus. Cabe
ressaltar, entretanto, que as quantidades em equivalente de achcar total aplicadas

nesse ensaio foram de 5 pg/cotilédone de soja, ou seja, 5 vezes menores do que o
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inicialmente utilizado (vide fig. 5) o gue certamente explica a menor producéo de
gliceolinas aqui observada.
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Figura 13. Atividade indutora de filoalexinas em cotilédenes de soja, obtida pela
aplicagdo de exirato bruios de endosperma de sementes de S. marginata. As letras
comparam as meédias por Tuckey a 5% (c.v = 4,9%). Os valores relativos a agua
(controle) ja foram descontados. Mucor corresponde ao eliciador {(controle positivo),
extraido de esporos de fungo M. ramosissimus.

No 4° dia de germinacaoc, quando a maior quantidade de agicares soldveis
totais foi detectada nos endospermas (fig. 11), os resuliados apresentados no ensaio
em cotilédones de soja apontaram uma baixa atividade indutora de fitoalexinas (fig. 13).
Por outro lado, nos extratos provenientes do 1°, 2° e 5° dias de germinacao, a atividade
indutora de fitoalexinas foi mais alta. Para o 5° dia, estas analises revelaram a
existéncia de oligossacarideos de galactomanano, sugerindo que estes oligdmeros
poderiam estar exercendo fungdo de eliciadores detectados nc ensaio de cotilédones
de soija (fig. 12}.

Como ja foi visto, a degradacéo do galactomanano teve inicio entre 0 2° g 3°
dia de germinacdo. Sendo assim, o exirato do 1° dia de germinacdo ndo possui
oligossacaridecs de galactomananc que possam estar induzindo a eliciagdo de
fitoalexinas nos cotiledones de soja. Istc sugere que oulros oligossacarideos, de

composicdo ainda desconhecida, sdc responsdveis pela atividade indutora observada.
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Analisando-se a figura 14, para qual foi caiculada a atividade especifica dos
extratos de endosperma, pede-se notar que nos extratos do 1° e 5° dias de germinacao
ela mostrou-se aita.
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Figura 14. Alividade indutora especifica dos extratos de endospermas do 1° ac 5° dia
de germinagdo. Essa atividade foi caiculada dividindo-se os valores de atividade

indutora total da fig. 13, pela quantidade de aguicar total aplicada por cotilédone (5 ng).
As letras comparam as médias por Tuckey a 5%.

A elevada atividade especifica no extrato referente ao 1° dia de germinacao
se deve, possiveimente, a existéncia de uma quantidade proporcionalmente menor de
acglicares neste extrato. Os oligossacaridecs ativos, nesse caso, no séo derivados do
galactomanano, ja que este comeca a ser degradado a partir do 2° dia de germinacio.
Por outro lado, o extrato do 5° dia possui maior quantidade relativa de aclicares totais,
em relacdo ao carboidrato total existente no 1° dia de germinacéo, porém tem atividade
estatisticamente semelhante a ele (fig. 14). Isso significa que neste extrato deve existir,
proporcionaimente, maior teor de oligossacarideos indutores do gue no extrato do 1°
dia de germinagao.

As cromatografias em camada delgada dos extratos de endosperma
revelaram a presenga de oligossacarideos de galactomananc nos exiratos de

endosperma (fig. 18A), além de manose e galactose em alguns dias do processo da
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germinacéo (figs. 15A e B). Os resultados da figura 15A sugerem que alguns desses
cligossacarideos possam ser moléculas formadas de 2 residuos de manose
{mancbiose), 3 de manose (manoctriose), 2 residucs de manose e 1 residuo de
galactose, 3 de manose e 1 de galaciose e 5 de manose e 2 de galaciose. E
interessante notar gue, a medida que a germinacao ocorre, cada um dos extratos de
endosperma sofre alieragbes na composicdo de oligossacaridecs, ocorrendo o
desaparecimento de manchas de GP maior e ¢ aparecimente de outras de GP menor.
Exemplo disso & o oligossacarideo de GP similar & manotriose do exirato provenienie
do 1° dia de germinag&o. No exiratc do 2° dia, este oligossacarideo mostra uma
diminuic@o acentuada. Nos extratos do 3°, 4° e 5° dias aparece um oligossacaridec de
GP menor, composto possivelmente de 2 residuos de manose. Estes resultados
Hustram © processo de degradacdo do polissacarideo de reserva, confirmando
igualmentie os resultados obtidos na analise por HPAEC/PAD (fig. 12).

A figura 15B revela com clareza que exiratos de endosperma do 1° dia de
germinacao possuem apenas um tipo de monossacarideo (gaiactose). A partir do 2°
dia, os extratos passaram a ter a presenga também de manose. Esses dados estao de
acordo com os da na figura 12, que demonstra que as andlises em HPAEC/PAD
revelaram a presenca destes monossacarideos provenientes da degradacao da série
rafinésica e do inicic da degradacéo do galactomanano.

Visando obter grandes quantidades de oligossacarideos purificados, os
extratos de endospermas isclados foram diluidos a 12 mg/mi e submetidos & eluicdo em
coluna de Bio Gel P-2. A escolha desta resina foi feita pois a maioria dos
oligossacarideos detectados em cromatografia de camada deigada possuia GP entre 2
e 8, aproximadamente. A resina Bio Gel P2 tem eficacia na separagéo de moiéculas de
100 a 1800 Da. A coluna utilizada foi calibrada com padrbes de manose, estaguiose,
maltoheptaose e Blue Dextran (Sigma), obtendo-se R?= 0,981 (dados nac mostrados).

Apés a coleta das fragdes, estas foram submetidas a dosagem de agticares
totais, obtendc-se os perfis cromatograficos da figura 15.
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Figura 15. Cromatogramas em camada delgada com revelagdo por acido sulfirico 5%
em etanol (A) e fitalate de anilina (B). M = manose (monossacarideo); St = estaquiose
(tetrassacarideo); Xlc = oligossacaridec de xiloglucano de sementes de Copaifera
{fangsdorffii (octassacarideo) e extratos etandlicos dos endospermas de 1° 2° 3° 4%°e
5° dias de germinacdo. Os oligossacarideos e monossacarideos encontrados parecem
ser: Man = manose; Gal = galactose; Mz = manobiose ; Mz = manotriose; MG = 2
residuos de manose e 1 de galactose, M:G = 3 residuos de manose e 1 de galactose;
MsG2 = 5 residuos de manose e 2 de galactoses.
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Figura 16. Perfis cromatograficos das amostras provenientes de endospermas isolados
de sementes de S. marginata, com 1 a 5 dias de germinacao, obtidos em coluna de Bio-
Gel P2. (A) extrato do 1° dia, (B) do 2° dia, (C) do 3° dia, (D) do 4° dia e (E) 5° dia de
germinacéo; Vp = volume vazio (81 ml) e V. = volume de eluigéo da coluna (152 ml). As
letras G em cada perfii de elui¢cao correspondem as fragbes agrupadas segundo o teor
de carboidratos e ensaiadas em cotilédones de soja (Fig. 17).

Através da figura 16, pode-se notar que os perfis das amosiras eluidas na
coluna de Bio Gel P-2 foram bastante variaveis. Os perfis dos extratos referenies ac 2°
3° e 5° dias foram semelhantes, tendo constituintes de pesos moleculares variados.

Pode-se notar que 0s composios presentes no exirato do 1° dia de germinagio foram
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eluidos depois do volume de eluichdo da coluna (fig. 1B6A). Esses acicares
provaveimente interagiram inespecificamente com o gel da coluna, tornando o processo
de separacd0o mais lento que dous demais extratos. As fragbes correspondentes a cada
pico, nas diferentes amostras, foram reunidas, fiveram sua massa molecular aparente
calculada (tabela 1) e foram ensaiadas em cotilédones de soja (fig. 17).



Tabela 1. Reunid@o das fracbes obtidas de colunas de Bio-Gel P2, referentes a
cromatogramas mostrados na fig. 16 e correspondentes aos pesos moleculares médios
aparenies. A letra “G” represenia grupo de fragbes reunidas e o indice refere-se 3
ordem seqlencial de eluicdo do conjunto. Entre parénteses sdo dados os intervalos de

volumes de eluicao correspondentes a cada grupo. Os grupos em negrito revelaram
atividade indutora de fitoalexinas (fig. 17).

Peso Mofecular Médio

Extratos de Fracdes reunidas Aparente {Da)/(Grau de
endosperma Polimerizagdo Estimado
G1(90-102) 1381
G2 (144 - 156) 197
1° dia (Fig. 164) G3 (159 - 168 147
G4 (171 - 183) 98
GE (198 - 204) 41
G1(84 - 90} 1878
G2 {99 - 105) 1031
2° dia (Fig. 16 B) 3 (114 - 128) 874
G4 (129 - 138) 389
G5 (158 - 171) 133
G1 (79 - 88} 1791
G2 {91 - 106) 798
2° dia (Fig. 16 C) G3 {109 - 114) 698/4
G4 (117 - 126) 574
G5 {129 - 138) 389
G6 (141 - 153) 263
G1(92-101) 117417
G2 (104 - 107) 966
4° dia (Fig. 16 D} G3 (110- 122) 574
G4 {125 - 143) 272
G6 (146 - 182) 247/2
G1 (95-101) 1174
G2 (104 - 113) 795/
5% dia (Fig. 16 E) 63 (118 -125) 574/4
G4 (128 -143) 402/2

G6 {149 - 173) 126
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Figura 17. Atividade indutora de fitoalexinas em hipocétilos de soja, de grupos de
fragdes reunidas obtidas de coluna de Biogel P2 {ver tabela 1). Os valores relativos &

agua (controle) ja foram descontados. M corresponde ao eliciador (controle positivo),
extraido de esporos de fungo M. ramosissimus.

Os grupos 4 e 5 do extrato de endosperma do 1° dia de germinacdo (G4 e
G5), o grupo 3 do extrato de endosperma do 3° dia de germinagso (G3), os grupos 1 e
5 dos extratos provenientes de endospermas do 4° dia de germinacéo (G1 e G5) e 0s
grupos 2, 3, 4 e 5 dos exiraios provenientes de endospermas do 5° dia de germinagao
(G2, G3, G4 e G5) foram os que mais induziram a producdo de fitoalexinas nos
cotilédones de soja. O céiculo do grau de polimerizacdc (GP) aparente sugere que
oligossacarideos contendo de 2 a 7 residuos de aglicares podem ser 0s responsaveis
pela atividade indutora de fitoalexinas observada. Pela Fig. 15, nota-se que esses
oligossacarideos estao presentes nos extratos de endosperma dos 3° 4° e 5° dias de
germinacdo. Esses resultados sugerem que oligossacarideos da degradacido do
galactomanano possam ser os responsaveis pela atividade indutora observada. Nos
extratos do 1° dia, que mostraram atividade mais intensa, a massa molecular média
aparente das fracdes ensaiadas € muito menor em comparagao as moléculas do 5° dia.
Isto sugere que ¢ calculo da massa molecular deve ter sido afetado por uma provavel

interacaoc nao especifica com o gel da coluna, conforme j& mencionado.



Dois desses exirates que se mostraram mais ativos quanto a producédo de
fitoalexinas foram hidrolisados com TFA e seus produtos analisados em HPEAC/PAD,
em programa para deteccdo de monossacarideos (Fig. 18). Foram escolhidas as
fracbes G5 do 4° dia e (3 do 5° dia de germinacao, pois eram os dois grupos que

continham maior guantidade de material disponivel para a hidrélise com TFA

A Gal Man
/ A ! -’//‘L\.\'-
i / N
; b -
e Man
B Gal
. Gl
\‘ (/\ \
vy 4 h R T ———
i
c
Man
Gal |
~ { \_W__.__,..._,/

15 20 25
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Figura 18. Perfis de eluicdo de hidrolisados de fracbes ativas provenientes da coluna de
Bio Gel p-2 analisados em HPAEC/PAD em programas para deteccde de
monossacarideos. Gal= galactose/ Glu=glucose/ Man= manose/ ni = ndo identificado,
(A) padrbes de monossacarideos; (B) G5 do 4°dia e (C) G3 do 5° dia de germinacéo.

Através da figura 18, pode-se notar gue tanto a reunido de fracdes G3 do 5°
dia como a reunido de fracdes G4 do 5° dia, quando comparadas com o padréo,
apresentaram 0s monossacarideos manose, glucose e galactose em diferentes
proporgoes. Certamente a galactose e a manocse iratam-se de constituintes de

oligossacarideos do galactomanano presentes nos extratos do 3° e do 5° dia de
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germinac&o. Alravés das areas dos picos de cada um dos monossacarideos foi
calculada a proporgac relativa existente entre a quantidade de manose e galaciose nos
dois grupos de fracfes, sendo igual a 2,3 (G5 do 4° dia) 5,3 (G3 de 5° dia). Isto é, no
grupe G5 do 4° dia de germinac80o, a cada 2 duas moléculas de rmanose, existe
aproximadamente 1 de galaclose, que € exatamente a raz3o manose:galactose no
galaciomanano de sementes de S. marginata (Buckeridge & Dietrich, 1990). Além
disso, atraves da tabela 1, pode-se notar que esse grupo de fracdes possui moléculas
com grau de polimerizagéo de aproximadamente 2-3, podendo-se entic deduzir que,
provaveimente, a molécula presente possui 2 manoses @ 1 galactose. Outra evidéncia
esta presente na figura 15A, que mostra no extrato do 4° dia de germinacgdo a presenca
de um oligossacaridec em grande quantidade que parece ser MxG. A presenca de
glucose nas duas reunides de fracdes analisadas pode ser explicada pela existéncia de
sacarose nos extraios do 4° e 5° dias de germinacao (fig. 12). Quando as fragdes foram
submetidas a hidrdlise com TFA, a sacarose presente nos exiratos foi quebrada,
gerando frutose e glucose livres, sendo ent@o detectada a glucose (figura 18). Ja a
auséncia de frutose nos perfis cromatograficos pode ser explicada pela possivel
sobreposi¢do do pico de manose, que em alguns casos, é detectada com o mesmo
tempo de retengao que a frutose. Possivelmente esta sobreposicdo de picos explique
também a discordancia na proporgac nos teores de manose e galactose que ocorrem
no grupo G3 do 3° dia, diferinde do padrio encontrade no galactomanano de S.
marginata. Assim, embora ambas as fracbes apresentem contaminacio por sacarose,
os resuitados dessas hidrolises indicam que a atividade indutora de fitoalexinas
presente nos endospermas de S. marginata parece estar relacionada & presenca do
trissacaridec M2G. E interessante notar que esse fragmento aparece em maior

proporgdo na fragcio G5 do 4° dia, no qual a atividade indutora & maior, quando
comparada a fracdo G3 do 5° dia.



DISCUSSAO

Os galactomananos sdo hemiceluloses de parede secundéaria de sementes
com multiplas fungbes, sendo que no inicio da germinacdo auxiliam no processo de
embebicgo de agua, protegendo o embrido contra periodos de esiresse hidrico, por
funcionar como um “tampac” de agua (Reid & Bewley, 187%; Scherbukhin & Anulov,
1999). isso é decorrente da existéncia de ramificacies de galactose altamenie
hidrofilicas em sua estrutura, que levam & absorcdo de grande quantidade de agua pela
sementes, nos tecidos endospérmicos que envolvem o embrido. Pelas figuras 3 e 10,
pode-se notar ¢ papel de controle de entrada de agua gue o galactomanano exerce na
semente de S. marginala, durante os primeiros dias de germinacio. A hidratagdo do
endosperma, ou mais especificamente do galactomanano ali presente, se estabilizou a
partir do 1° dia de embebicio e o endosperma forneceu agua para o embrigo. Pode-se
evidenciar esse fato através da gueda de massa de agua no endosperma e o ganho
paralelo por parte dos cotilédones+eixo embriondric. Este processo ocorre até que o
gaiactomananc seja totaimente degradado, completando assim, a germinacédo da
semente. Além da transferéncia de agua pelo galactomanano, é provavel que ocorra
também absorgdo de agua do meic diretamente pelo embrido, uma vez que a
quantidade de massa de agua perdida pelc endosperma é bem menor do que a massa
de agua ganha pelo embrido (Fig. 10C).

Por definigdo, a germinacio engioba os eventos que tém inicic com a
fomada de agua pela semente quiescente e terminam com ¢ alongamento do eixo
embrionario (Bewley & Black, 1994). O sinal visivel de gque a germinacg&o esta completa
é a protrusdo da radicula através do endosperma e da testa da semente. Além de
carboidratos de reserva, algumas leguminosas possuem, tanto no endosperma guanto
nos cotilédones de suas sementes, oligossacarideos que nutrem o embrido durante o
inicio de seu crescimento (Reid, 1971; Buckeridge et al., 1995). Através da figura 12,
nota-se a presenca de galactose e sacarose logo nos primeiros dois dias de
germinacdo das sementes. Estes resultados ja eram esperados, pois de acordo com
Buckeridge & Dietrich (1996), sementes de S. marginata possuem oligossacarideos da

série rafindsica. Estes oligossacarideos sao formados por sacarose e galactose e séo



degradados antes da protruséo da radicula, servinde de fonte de carbono no inicic do
processo de germinacao da semente.

A medida que o© processo de germinacdo ocorre, a presenga dos
oligossacarideos da série rafindsica vai diminuindo, principalmente apés o 2°/3° dia de
germinacao, quando a degradagdo do galactomanano tem inicio {Buckeridge & Dietrich,
1996). A mobilizagdc do galactomanano em sementes de leguminosas ocorre pela acéo
de trés hidrolases: uma a-galactosidase, uma endo B-14 mananase & uma B-
manosidase ou exo-B-manosidase (Buckeridge & Reid, 1996).

Nos resuliados obtidos neste trabaiho, pode-se notar que, durante o
processo de germinacao, o galactomanano é degradado ocorrendo a producdo de
monossacarideos e oligossacarideos (figs. 4 e 11). As cromatografias em camada
delgada dos exiratos de endosperma isolados revelaram a presenga de
oligossacarideos de galactomanano (fig. 15A), além de manose e galactose nos
extratos provenientes dos dias que finalizavam o processo de degradacido do
polissacaridec de reserva. Os resultados revelaram também a presenca de
oligossacarideos de tamanhos distintos, sendo constituidos no minimo por 2 residuos
de manose até 0 maximo de 5 residuos de manose e 2 de galactose. A partir do 2° dia
de germinacao, foi possivel observar 0 aumento gradual da presenga de galactose &
manose livres e a paralela diminuicdo de sacarose, constatando-se, assim, ©
sincronismo das enzimas hidroliticas na degradacgao do polissacarideo de reserva (fig.
12).

Em estudos com S. marginata, Buckeridge & Dietrich (1996) mostraram que
os produtos provenientes da degradacdo do galalactomananc {manose e galactose)
foram rapidamente transiocados do endosperma para o embrido em crescimento,
mostrando uma similaridade quanto ao sistema de mobilizaco descrito por McCleary
(1983) em sementes de guar. Através das figuras 3B e 10B, pode-se notar que a
medida que a massa seca dos endospermas diminui, a massa seca dos cotilédones+
eixo embrionario aumenta. Estes resultados ilustram como os monossacarideos e
oligossacarideos produzidos durante o processo de degradacao do galactomanano séo
consumidos peloc embrido em desenvolvimento, caracterizando a relacdo fonte e dreno,
existente entre os cotilédones+eixc embriondric e o endosperma da semente
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germinante S. marginata, conforme anteriormente reportado por Buckeridge & Dietrich
{1998).

Os oligossacarideos isolados de paredes celulares primarias de diversas
plantas tém sido descritos como moléculas sinalizadoras gque, em baixas
concentragdes, exercem efeitos biolbgicos nos tecidos vegetais da planta e sua agéio
relaciona-se a regulagdoc de processos fisiologicos, como crescimento, floracdo e
morfogénese (Albersheim et. al,, 1983, 1992; Gollin st al. 1984, Darvill et al., 1992ie a
induc&o de respostas de defesas em plantas.

A indugio de sintese de fitoalexinas em piantas implica na troca de sinais
quimicos, geralmente origindrios das paredes celulares das plantas efou do
microorganisme, as quais contém carboidratos que podem ser liberados durante o
processc de interag@o, sob a forma de oligossacarinas. O processo de liberacio e
sintese de oligossacarinas tem sido estudado por véarios autores (Hargreaves & Bailey,
1978; Hahn et al, 1981, 1989; Cervone et al, 1989). Durante o processo de
colonizag&o, fungos e bactérias secretam enzimas para macerar o tecido hospedeiro e
desse modo, se fixarem. Estas enzimas sdc, em sua maioria, endopoligalacturonases
(EPGs) que rompem as ligagbes internas de polissacarideos pécticos da parede celular
das celulas do hospedeiro, gerando oligogalacturonideos que podersic ser utilizados
como fonte de carbono para o microorganismo e s8o eliciadores endégenos da indugao
de fitoalexinas em algumas espécies vegetais.

Outra possibilidade de liberag3o de eliciadores durante as interagbes pianta-
patbgeno seria a producgdo de oligossacarinas provenientes de paredes celulares de
fungos. Esse processo ocorre como resultado da digestao autolitica das extremidades
das hifas durante os processos normais de germinacio de esporos e crescimento do
micélio e/ou devido a agéo de hidrolases das células da planta hospedeira.

Além dessas duas possibilidades de liberagcdo de oligossacarinas, alguns
trabalhos sugerem outra forma de produgéo dessas moléculas. York et al. (1984),
estudando efeitos de fragmentos de xiloglucano produzidos in vivo, foram os primeiros
a demonstrar que nonassacarideos (XXFG) de xiloglucano, principal polissacaridec
hemiceluiésico de dicotileddneas, em concentracdes de 10 — 10° M, podiam inibir o
crescimento de hipocotilos de ervilha induzido pela aplicacdo de de 2,4 — D 10° M,
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sendo estes dados confirmados por McDougall & Fry (1988), Emmerling & Seitz (1990)
e Hoson & Masuda (1991, citados por Aldinton & Fry, 1993).

Esta estratégia de produco de cligossacarinas pode ser vista também em
caule de Populus monilifera, no gqual oligossacarideos derivados de
galactoglucomanano, com grau de polimerizacdo entre 4 ¢ 8, apresentam atividade
biologica, sendo capazes de inibir o crescimento de segmentos de caule de ervilhas
induzido por Z,4-D. A concentragéo da solucio utilizada para que a atividade biclégica
fosse detectada foi de 10"° M. Em concentragbes maiores, os oligossacarideos de
galactogiucomanano n&o produziram efeito toxico nos caules de ervilha (Auxtova et al.,
1995).

Pode-se dizer entdo que, através de processos fisiolégicos préprios, como &
degradag@o de polissacarideos de parede celular, algumas espécies vegetais
produzem oligossacarinas in vivo. Estas s&o indicagbes de gue pode haver sintese e
liverag@o de oligossacarinas em tecidos vivos de piantas, sem que haja a indugdo por
parte de algum tipo de agente externo, seja este bidtico ou abidtico.

Pelos resultados obtidos no presente trabatho, pode-se sugerir que
oligossacarideos provenientes da degradacio do galactomanano, além de serem
utilizados pelo embrido como fonte de carbono durante a germinacio das sementes de
S. marginata, s&o moléculas que desempenham o papel de oligossacarinas eliciadoras
da produc¢io de compostos de defesa.

As figuras 5 e 13 evidenciaram gue exiratos de diferentes estadios de
germinagé@o de sementes de S. marginafa, quando aplicados em cotilédones de soja
(Glycine max), eliciam a sintese de fitoalexinas (gliceolinas). Isso indica que moléculas
indutoras de natureza quimica distinta podem estar contribuindo para essa atividade
uma vez gue a degradagdo do galactomananc sé ocorre a partir do 3° dia de
germinagao. A presenca continua dessas moléculas durante a fase de mobilizacéo de
reservas, seja dos agucares soltiveis hidrolisados no inicio da germinacéo, seja do
galactomanano, parece indicar a existéncia de uma estratégia de defesa diretamente
associada ao metabolismo de carboidratos da semente de S. marginata.

A relagao entre o tamanho do oligossacarideo {GP) ¢ a atividade biolégica
tem sido observada em eliciadores endogenos. A sintese de fitoalexinas e de lignina
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nas respostas de defesa restritas as regides que rodeiam a injuria ou infecgao € ativada
por oligogalacturbnideos de GP entre 10 e 14 (Nothnagel et al., 1983). Como ja
mencionado, Auxtova et al. (1995) observaram gue oligossacaridecs derivados de
galactoglucomanano de Populus monilifera, com grau de polimerizacio entre 4 e 8,
apresentaram atividade bioldgica sobre o crescimento de segmentos de caule de
ervilha. Portanto, fragmentos de parede celular com os mais variados GP's podem
apresentar atividade biolégica. Pela andlise de HPLC (fig. 18), o oligossacarideo
encontrado na fracdo da coluna de Bio Gel P-2 referente ac exirato do 4° dia de
germinaca@o de S. marginafa parece possuir GP igual a 3 {fig. 18), inferior aos
oligogalacturonideos que induzem respostas répidas de defesas, como a morle
iocalizada de células proximas ao sitio de infeccdo (Cervone et al,, 1988). Nos trabalhos
consultados, em gque cligossacarinas produzidas /n vivo possuem efeitos bioldgicos,
gstas possuem grau de polimerizacao entre 4 e 8 (Auxiova et al., 1995) ou 9, como no
caso de oligossacarideos de xiloglucano (York et al., 1984).

A sugestdo de que o trissacaridec M2G seja a molécula responsavel pela
atividade indutora observada a partir do 3° dia de germinacao € plausivel, uma vez que
essa atividade foi maior nas fragbes da coluna de Bio Gel-P2 provenientes dos 4° e 5°
dias de germinac&o, quando grande parte do galactomanano ja havia sido degradado e
maior teor desses oligossacarideos de pequeno GP foi detectado (fig. 15).

Apesar de neste trabalho n&o fer sido realizado nenhum ensaic utilizandc
cotilédones da prépria semente, em ensaios preliminares, Braga & Buckeridge
(comunicag@o pessoal) aplicaram em cotiiédones da prépria planta, extratos brutos
provenientes de endospermas de sementes de S. marginata com 3 dias de germinacao
e constataram a sintese de fitcalexinas. Isso indica que essas moléculas também
possuem atividade indutora ndo somente em soja, mas na propria semente.

Considerando-se o0s resultados obtidos, este {rabalho sugere gue
oligossacarideos de galactomanano sao capazes de induzir a sintese de fitoalexinas e
outros compostos de defesa na propria semente de S. marginafa. A liberacdo de
oligossacarinas nas sementes estudadas pode ser comparada & produgdo de
oligossacarinas produzidas a partir da interac@o planta/patdgenc. Nesse caso, ha a

liberacdo de oligogalacturonideos de paredes celulares de plantas, através da acéo de
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endopoligalacturonases (EPG) de fungos, sendo que estes oligossacarideos de pectina
sao utilizados como nutrientes para o microorganismo e como moléculas eliciadoras de
fitoalexinas, para ¢ hospedeiro. Em sementes de S. marginala parece ocorrer processo
semelhante, porém sem a participacio de um organismo externo. A medida que o
galactomanano € degradado, para que em seguida seja utilizado na nutrigdo do
embriac em crescimento, os produtos da degradacgao também podem induzir a sintese
de substancias de defesa durante a germinacio da semente.

Ao relacionar o galactomanano com mecanismos de defesa em semenies, o
presente trabalho sugere um novo e importante pape! do carboidrato de reserva, para o
estabelecimento e desenvolvimento das semenies de S. marginata. A hipdtese de que
oligussacaridecs provenientes da degradaco do galactomanano sejam eliciadores
endégenos de fitoalexinas abre perspectivas para o estudo de mecanismos de defesa

regulados por oligossacarinas provenientes de carboidratos de reserva, aigo novo no
estudo do metabolismo em sementes.
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CAPITULO 1l - EXTRAGAO E FRACIONAMENTO DE SUBSTANCIAS COM
ATIVIDADE INIBIDORA DO CRESCIMENTO DE FUNGOS

INTRODUCAD

Substancias orgénicas originadas de plantas podem ser divididas em dois
grupos: metabdlitos primarios e secundérios. Os metabdlitos primarios s3o moléculas
constituinles e essenciais, oriundas das principais rotas do metabolismo celular. Os
metabdlitos secundarios sdc moléculas de pequena massa molecular, oriundas de rotas
biossintéticas especiais, de ocorréncia restrita e/fou caracteristica de determinados
vegetais. Por serem constituintes especificos de certas espécies e, sendo assim,
ausentes em outras, os compostos secundarios parecem moléculas ndo 180 essenciais
@ vida das plantas como os compostos primarios. Porém, de acordo com Vickery &
Vickery (1981), também s@o substncias necessarias a vida da planta, pois estio
relacionadas a uma variedade muito grande de mecanismos reguladores do
crescimento, relacio planta-ambiente, floracéo e defesa.

As trés principais rotas metabodlicas de formacao de compostos secundarios
sdo as vias do acetato-malonato, acetato-mevalonato e do chiguimato. Estas vias, por
sua vez, originam compostos secundédrios que podem ser divididos em 3 grandes
grupos: substancias terpénicas, compostos fendlicos e compostos nifrogenados
(alcaldides, glicosideos cianogénicos e glicosinolatos) (Harborne, 1988).

Alcaldides, terpenos, ligndides e flavondides sdo alguns exemplos de
substancias secundarias e muitas delas possuem importancia econbémica devido a
utilizag&o na inddstria de cosméticos, alimentos e medicamentos (Lin et al., 189%:; Pino
& Borges, 1999; Parmar et al., 1897).

Alelopatia: uma relagdo entre pianta e ambiente
Os vegetais sdo organismos bastante suscetiveis ao ataque de predadores,
uma vez que representam uma fonte de nutrientes de facil aquisicao por parte dos
animais que os utilizam como alimento. Segundo Lovett (1986), apesar de possuirem a
vantagem do autoirofisme, as plantas sao imoveis ndo podendo escapar ao atague de

sSeus inimigos. E, portanto, compreensivel que com a escassez de outras aiternativas,
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utifizem com maior intensidade que os animais a estratégia de acumular compostos
guimicos para sua defesa.

Alguns metabdlitos secundérios estéio envolvidos em interagbes aislopaticas
ligadas & defesa conira insetos predadores, patégenocs, atraclc de polinizadores,
inibiggo de especies competitivas e sio classificados como substancias alelopéticas ou
aleloguimicos. Estes compostos s&o produzidos em qualguer 6rg&o ou tecido vegetal e
sao liberados no ambiente, causando efeitos diretos ou indiretos sobre outro organismo,
podendo este efeitc ser benéfico ou maléfico ac organismo alvo. Portanto, o termo
alelopatia pode ser definido come gualquer efeito causado direta ou indiretamente por
um organismo sobre o outro, através da liberacdo de substéncias por ele elaboradas
(Almeida, 1988).

Os primeiros registros sobre a habilidade das plantas influenciarem o
desenvolvimento de outras foram feitos por Democritus (500 A.C.) e Theopharastus
(300 A.C.), os quais expuseram que a leguminosa Cicer arietinum exauria o solo (Smith
& Secoy, 1977 citado por Gomide, 1993). A partir de entdo, varios foram os relatos
sobre fendmenos alelopéticos (Rodrigues et al., 1992; Li et al., 1992; Durigan &
Almeida, 1993).

Segundo Almeida (1991), os aleloquimicos reduzem a competicdc com
outras piantas por atuarem no seu desenvolvimento, defendem as plantas de
herbivoros pelo seu paladar desagradéavel efou por serem venenosas, protegem-nas de
patégenos inibindo o seu desenvolvimento, 1ém acio repelente ou atraente sobre os
insetos. Atuam ainda sobre esporos de fungos, interferindo no seu desenvolvimento,
em insetos e nematdides (Putnam e Duke, 1978). Sendo assim, sua acdo nadc se
restringe 180 somente a outras espécies vegetais, mas também, a microorganismos,
apesar da grande maioria dos trabalhos referir-se ac estudo da relagio alelopatica
planta-planta.

Quanto @ natureza quimica, substincias alelopdticas incluem &cidos
fendlicos, cumarinas, terpendides, flavondides, alcalbides, glicosideos cianogénicos e
glucosinolatos (Putman & Duke, 1978). Estas substancias atuam nas atividades vitais
das plantas, ou seja, em processos relacionados ac crescimento {(divisdc celular,

sinteses orgénicas, interagfes com horménios, efeitos na sintese ou ativacédo
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enzimatica;; ao metabolismo respiratério; & fotossintese (movimento estomatal
contetdo de clorofila, area foliar, fotofosforilagdo, atividade da ATPase da membrana
do cloroplasto) e a absorgéo de nutrientes (absorcio de ions, efeitos nas membranas,
efeitos nas relagfes hidricas) (Einhellig, 1986; Almeida, 1988; Durigan & Almeida,
1993).

Nas relagOes alelopéticas, nao existe a necessidade de prévio contato entre
a planta e o organismo alvo, para a liberagio dos alelogquimicos. Estes compostos s@o
constitutivos dos vegetais em geral e sio normalmente liberados através da
decomposic&o de folhas e caules, por processos fisicos e biolégicos, através de
exsudacao direta no solo pelas raizes ou através da deterioracdo de raizes mortas, por
volatilizag@o e podem ainda ser lixiviados da superficie das plantas pela chuva ou
orvalho {Lucchesi & Qliveira, 1988; Almeida, 1991; Durigan e Almsida, 1993).

Fisher et al. (1989) sugeriram que lactonas sesquiterpénicas encontradas em
seus estudos podem agir como reguladores de crescimento, estimulando ou inibindo o
crescimento de radiculas e inibindo a germinacéo de sementes.

Rasmussen et al. (1992) demostraram que o sorgoleone, substancia
exsudada de raiz de sorgo (Sorghum bicolor), € um potente inibidor da respiracdo em
mitocondrias isoladas de soja (Glycine max) e milho (Zea mays). Dados
espectrofotométricos sugeriram que um possivel mecanismo de inibigéo do sorgoieone

€ o blogueio do fluxc de eiétrons entre o complexo citocromo b e ¢ na cadeia
transporiadora de elétrons.

Compostos com atividade antifingica em plantas

Substancias fungitoxicas constitutivas do proprio vegetal tém sido estudadas
por diversos autores. Triterpendides antifingicos constitutivos de plantas superiores
foram descritos e identificados em Mollugo pentaphylla, Echaliium elaterium e
Chisocheton panicuiatus (Grayer & Harborne, 1994).

Em folhas de Morithamnus crassus, familia Asteraceae, a particdo com
hexano/AcOEt levou ao isolamento e identificagdc de diterpenos com atividade
fungitéxica para o fungo Cladosporium sphaerospermum (Silva et al., 2000).
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No 6lec de sementes de Azadirachfa indica, por extraciac com MeOH 90%,
foram identificados terpendides fungitéxicos, que mostraram atividade contra fungos
patogénicos. A atividade fungitdxica somenie foi detectada com a mistura de
terpendides, sendo nula quando eles foram ensaiados isoladamente (Govindachari et
al., 1998). Nidiry (1999) descreveu a acio antifingica de compostos terpenocidicos em
exiratos de sementes de tomate.

Em sementes de Sesbania drummondi, Powell et al. (1983) isolaram
sesbanimidas, sendo um destes compostos ative contra tumores, Quiras espécies de
Sesbania foram relatadas como tdxicas, no que se refere & presenca de alcaldides e
glicosideos cianogénicos (Weedon, 1923).

Braga & Buckeridge (1997), estudandc Sesbania marginata, detectaram
grande quantidade de aglcares na agua de germinacao de suas sementes, sem que,
no entanto, houvesse o crescimento de fungos. A explicagio para este fato foi a
presenca de substancias fungitxicas, tanto nos exsudados das sementes (Braga &
Buckeridge, 1997; Rahal et al., 2000), quanto nos seus cotilédones (Astarita et al
1999). Os exsudados dessas sementes também mostraram atividade alelopatica em

sementes de alface, inibindo o crescimento de suas radiculas (Braga & Buckeridge,
1997).

Ao contrario das relagbes alelopéticas, existem mecanismos de defesa gue
dependem do contato entre planta e organismo alvo para que sejam ativados. A sintese
de compostos de defesa do fipo fitoalexinas somente ocorre apods a troca de sinais
guimicos entre a espécie vegetal e o patégeno. As fitcalexinas, naturais do
metabolismo secundario de plantas, pertencem a varios grupos quimicos, tais como,
terpenos, flavondides, diidrofenantrenos, estilbenos, cumarinas, alcalbides,
furanoacetilenos, antraquinonas, poliacetilenos e polienos (Harborne, 1999), possuindo
predominantemente atividade antifingica.

Atualmente, mais de 300 fitoalexinas & foram descritas, em
aproximadamente 900 espécies, pertencentes a cerca de 40 familias de angiospermas
{Harborne, 1999). Dessas 300 fitoalexinas, 130 foram descritas como provenientes de

espécies de Leguminosae (Fabaceae), ocorrendo em diversos 6rgéos vegetais.



Especies de Leguminosae produzem fitoalexinas de natureza flavonoidica,
as quais exibem elevada atividade antifingica (Ingham, 1982). Dentre elas, destacam-
se as plantas de soja, que s80 muito sensiveis a diferentes eliciadores obtidos de
microorganismos, sendo as mais utilizadas como planta-teste para o bicensaio in vitro
para detecc@o da atividade indutora de fitoalexinas de fungos e bactérias e em
moleculas eliciadoras deles derivadas (Avers et al. 1876b).
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OBJETVOS

Sesbania marginala Benth. & uma leguminosa tropical (subfamilia
Faboideae) cujas sementes exsudam grande quantidade de aclcares na agua de
germinagac, sem que ocorra a contaminagdo por microorganismos. Considerando que
mecanismos de defesa em plantas contra patdgenos s80 comuns em sementes,
embora venham sendo muito pouco estudados em espécies tropicais, o objetivo deste

trabalho foi extrair e caracterizar as substancias fungitdxicas exsudadas de sementes
de S. marginafa durante germinacio.
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MATERIAL BIOLOGICO

% sementes de Sesbania marginafta Benth coletadas na entrada da
Secretaria da Agricultura, localizada préxima ao Instituto de Boténica de 880 Paulo;

»  esporos de fungo Cladosporium sphaerospermum Pemzig (SPC 491), com
8 dias de cultivo em meio BDA (batata-dexirose-agar), no escuro a 25°C:

METODOS

1. Extragdo de substincias fungitdxicas dos exsudados de sementes

Em ensaios preliminares, exsudados foram obtidos através de germinacio
de 700 sementes de 5. marginata escarificadas manualmente, distribuidas em placas
de Petri, com papel de filtro umedecido em dgua destilada @ mantidas em sala de
germinagao, sob fotoperiodo de 12 horas, a 25°C. Durante 7 dias, a cada 24 h, as
placas foram retiradas e 0s exsudados foram obtidos lavando-se ¢ papel de filtro com
agua destilada. A agua de germinagéo resultante foi extraida duas vezes com igual
volume de acetato de etila e a fraco organica concentrada em evaporador rotatorio até
a secura. Uma aliquota dos extratos referentes a todos os dias de germinagdo,
retomada em acetato de etila, foi analisada por cromatografia de camada delgada e
revelada segundo ¢ metodo descritc por Homans & Fuchs (1970) (item 1.4). O
resuitado obtido na cromatografia mostrou que substincias fungitoxicas estavam
presentes em todos os extratos, porém em maior quantidade naqueles correspondentes
a 48 h de germinacao das sementes. A partir de ento, este foi 0 estadio escolhido para
a realizacao da extracdo dos exsudados da agua de germinacio das sementes.

1.1. Germinagdo de sementes
Os exsudados de sementes de S. marginafa foram obtidos através de
germinagao de aproximadamente 8000 sementes escarificadas mecanicamente em
moinho de bolas. Este procedimento foi realizado com o auxilio de uma pequena
guantidade de areia colocada junto com as sementes no interior da cdmara de
trituragéo do aparelho, porém sem a presenca da esfera de aco. Através do atritc das
sementes com & areia & as paredes da cdmara, estas foram escarificadas durante 5
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min. As semenies escarificadas foram lavadas com agua destilada, secas e distribuidas
em 16 bandejas (500 sementes/placa), com pape! de filtrc umedecido com 70 ml de
agua destilada e mantidas em camara de germinacdo, sob fotoperiodo de 12 horas e
sob irradiacdo de 437uw.om?s’, a 25° C. Apds 48 h, o5 exsudados foram obtidos
recothendo-se a agua de germinacéo e lavando-se o pape! de filtro com o auxilic de
500 mi de agua destilada/bandeja, totalizando 8 litros de extrato aguoso, gue foram

fracionados, de acordo com metedologia mostrada em detalhes no fluxograma da figura
19.

1.2 Extragdo e fracionamento das substéncias fungitéxicas por cromafografia em

coluna XAD-2

Cerca de 7,8 litros de extrato aguoso obtido no item 1.1. foram aplicados em
uma coluna de 10 cm de altura e 5,5 cm de didmetro preenchida com resina XAD-2, e
eluidos com diferentes solventes seguindo um gradiente de polaridade decrescente.
Primeiramente, foram utilizados 300 ml de metanol:agua (1:1), seguidos de 300 m! de
metanol e finalmente de acetato de etila. Fragdes de 300 ml (um pouco mais que o
volume da coluna) foram coletadas e secas em evaporador rotatério e solubilizadas
com 500 ul de metanol, sendo que a quantidade aplicada correspondente a 3,0% da
massa seca totai de cada amostra. O metanol foi escolhido como solvenie para
retomada do material para que a maioria das substancias pudesse ser solubilizada. O
sistema de solventes utilizado foi cloroférmio:metanol (8:1) (viv) e a revelacdo da
cromatoplaca foi feita com iodo.

Além dos eluentes utilizados na coluna de XAD-2, foram realizadas também duas
particbes com acetato de etila: uma com 300 mi do exirato aguosc bruto sem gue este
tivesse sido desenvolvido em XAD-2 e a outra particdo com 300 mi do extrato aquoso
apods aplicac@o na coluna de XAD-2 (residuo). Esses extratos foram secos, submetidos
a cromatografia de camada delgada e revelados com iodo. O objetivo deste

procedimento foi detectar presenca das substéncias no extrato aquoso e verificar os
par@metros de retengdo da XAD-2.
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1.3 Fracionamento dos extratos resuitantes da coluna de XAD-2

Objetivando-se purificar as substancias fungitoxicas da fracio metandlica da
cromatografia por XAD-2, foi realizada cromatografia em coluna de silica flash 40-63 um
da Merck. A coluna utilizada possuia 3 om de altura ¢ 1,3 cm de didgmetro. Foram
aplicados cerca de 60 mg de extratc metanélico bruto e 5 fragbes foram coletadas (10
mi cada). Foram utilizados 10 mi dos seguintes eluentes: cloroférmio,
cloroférmio:metanocl (98:2 viv), cloroférmic:metanol (95:5), cloroférmio: metanol (20:10)
e metanol. Depois de coletadas, as fragdes foram secas e pesadas para posterior
andlise por cromatografia em camada delgada.

A fracBo metanol:dgua (1:1) proveniente da cromatografia por XAD-2
tambeém foi submetida a uma cromatografia em coluna de silica flash (4,0 x1,5 cm). Os
eluentes utilizados foram os mesmos e na mesma ordem de seaiiéncia da coluna
anterior, exceto pela n&o utilizagéo de cloroférmio:metano! (95:5), pois este sistema nio
apresentou boa resolucéo das substancias, na coluna anterior. O volume utilizado foi 20
mi de cada solvente, pois a coluna era maior do que aquela utilizada para ejuir a fracdo
metandlica descrita acima. Foram aplicados aproximadamente 250 mg da fracdo de
metanol:agua (1:1) e coletadas 4 fragbes de 30 mi. Depois de coletadas, as fragdes

foram secas e pesadas para posterior analise por cromatografia em camada delgada.

1.4 Bioautografia das fragbes provenientes da coluna de silica

A confirmacae da fungitoxicidade dos extratos obtidos no item 1.3 foi feita
através de metodo de bicautografia descrito por Homans & Fuchs (1970). Em placas de
gel de silica, aliquotas dos extratos foram aplicadas e estas desenvolvidas em sistema
de soiventes cloroférmio:metancl (9:1 viv). Para a revelago da placa foram utilizados
esporos do fungo Cladosporium sphaerospermum, cultivade em meioc BDA durante 8
dias, suspensos em meio de sais minerais e glucose. A suspensic de esporos foi
nebulizada sobre as cromatoplacas e as substancias fungitoxicas foram detectadas
como zonas de inibicdo de crescimento do fungo, apds 72 horas de incubagdo em
estufa a 25°C, no escuro. Foram feitas analises em HPLC e de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) Protbnica de todas as fracbes, pelo Prof Dr. Alberio Cavalheiro, do
Instituto de Quimica Orgénica da UNESP de Araraquara.

69



800C semenies de S. marginala

Germinaco (48 horas)

8 L. dgua de germinacao
|

Fracionamento de 7.8 L P;ggf: j:uiii s;ﬁ}ga
em coluna de XAD-2 ACOET (300m) 4,4 mg
! i
: Fracdo %
Extratoc aquoso MeOH: H.0 Fracao Fracdo AcOkt
{Residuo) . o MeCH (300 mb (300 mb
{(1:1) (300 mb
i 257.9 mg 84 5 mg 23,9 mg
Particdo de % | ;
200 mi com .. .
ACOET Evaporador rotatdrio até a secura

Cromatografia em camada delgada - cloroférmio:metanol (8:1)

Colurade ¢
silica flesh
{40-83 um)

= Colunade
silica flesh

{4063 pro} Fraggo CHCls
L MeOH -
A 1M O3 mailn

Fraglc MeOH Fragdo MeOHM
14.8 ma (E} 7.2 mg {DY

Cromatografia em camada delgada -
cloroférmio:metanol (9:1) e HPLC

Figura 19. Fluxograma utilizado para exiracdo e fracionamento parcial das substéncias
fungitdxicas presentes na agua de germinacdo das sementes de S. marginafa. As
fracGes em azul correspondem aquelas em que a atividade fungitoxica foi detectada.
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2. Extragdo de substincias fungitdxicas de sementes integras de S. marginata

2.1 Germinagdo das semenles

Neste experimento foram utilizadas cerca de 16.700 sementes escarificadas
de acordo com metodologia descrita no item 1.1. As sementes foram lavadas com agua
destilada, secas e distribuidas em 16 bandejas (cerca de 1000 sementes/bandeja), com
papel de filtro umedecido com 170 mi de agua destilada e mantidas em cémara de
germinacao, fotoperiodo de 12 horas e irradiagéo de 437 pw. cm™ s, a 25° C. Apds
48 horas de germinagio, as sementes que ndo sofreram o processc de embebicao
foram descartadas. As sementes que embeberam normalmente foram retiradas das
cémaras de germinacio e secas em estufa a 30° C durante 72 horas. Em seguida, as
sementes secas foram moidas ¢ a massa do pd foi determinada, totalizando 1,076 kg.
Este material foi submetido a extracado de substancias fungitdxicas com varios solventes

{item 2.2). Os exiratos obtidos destas 16.700 sementes foram fracionados de acordo
com metodologia mostrada em detalhes na figura 20.

2.2 Extragdo de substancias fungitoxicas do p6 de sementes

As sementes moidas foram colocadas em 4 frascos e extraidas com hexano,
seguido de cloroférmio, cloroférmio:metanocl (9:1) e metanol (2 litros cada) em banho-
maria a 30 °C durante 15 minutos, com vibragdo por ultra-som. Esse procedimento foi
realizado 4 vezes para cada solvente utilizado. Foram assim realizadas 4 extragbes
com 4 tipos de solvenies. As exiracOes correspondentes a cada solvente foram
reunidas e os exiratos concentrados até a secura e determinadas suas respectivas
massas. Uma aliquota de cada um dos exiratos foi analfisada por cromatografia de
camada delgada e revelada com esporos de fungos, para confirmacao da presenca das
substancias fungitdxicas nos extratos, conforme meétodo descrito no item 1.4. Os

exiratos que mostraram ter atividade inibidora do crescimentc de fungos foram os de
cloroférmio:metanol (9:1) e metanol.
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2.3 Fracionamento do exirato metandiico

O extrato metandlico foi submetido a cromatografia em coluna (40 x 5,0 cm)
de gel de silica Aldrich de 70 - 230 mesh. O volume total da coluna foi determinado em
785 mi, sendo entdo coletadas 170 fragdes com aproximadamente 50 mi cada,
totatizando assim, cerca de 8,5 litros de fracles coletadas. Os eluentes utilizados foram
cloroformio (2200 mi}, cloroférmio:metanocl (98:2) (2850mi), cloroférmio:metanol (95:5)
(2350 mi) & cloroformio:metanol (9:1) (1100 mi).

Depois de coletadas, as fragdes foram secas e pesadas tendc uma massa
total de 265 mg. Em seguida foi realizada uma andlise por cromatografia em camada
delgada e revelacdo com iocdo. As fraches que possuiam perfis cromatograficos
semelhantes, com relacdo & revelaglo com iodo, foram reunidas dando origem acs
grupos A, B, C, D, E F, Gy, Gz, Gs, H, 1, J, K, L e M. Estes grupos foram analisados em
cromatografia de camada delgada, porém, desta vez, a revelagio foi feita com fungos
{técnica descrita no item 1.4). Os grupos E, F, Gy, Gg, Gs, H, I, J, K, L foram os que
apresenfaram a presenga de uma substancia fungitdxica com o mesmo Rf. Estes

grupos de fragbes foram desenvolvidos em cromatografia de camada deigada, para
purificacdo das amosiras (item 2.4).

2.4 Cromatografia preparativa em camada delgada das amostras reunidas

Foram utilizadas placas de silica gel 60 (20 cm x 10 cm) de 0,25 mm de
espessura contendo fluoresceina e dissolvidas em cloroférmio:metanol (9:1). Apés o
desenvolvimento das placas, suas laterais foram cortadas e reveladas com esporos de
fungos (de acordo com item 1.4). Assim foi possive! determinar seguramente o Rf das
substancias fungitéxicas e realizar a raspagem das faixas de interesse. A retirada das
substancias de interesse impregnadas na silica foi realizada através da eluicdo da
silica por 24 horas com cloroférmio:metanol (1:1). C material re-eluido da silica foi
reunido tendo como rendimento 54,7 mg.



2.5 Analise das fracCes reunidas por cromatografia liquida de alta resolugéo
(HPLC)

Uma aliquota de 5 mg/ml do material proveniente das cromatografias
preparativas de camada delgada obtidas no item 2.4, foi analisada por HPLC em
sistema Varian, em coluna C18 semi-preparativa. O sluente utilizado para analise foi
metanol:agua (95:5) isocratico, em um fluxo de 3 mi/min, durante 20 min. A cada
analise foram aplicados 600 ul de amostra e coletadas 10 fragdes de 6 mi cada (1
fracao a cada 2 min}. As fragbes coletadas foram aplicadas em placas cromatograficas
e reveladas com fungo com o objetivo de se detectar as fracbes com atividade
fungitdxica. Depois de definido o tempo de retengio da substédncia de interesse, o
restante do material foi aplicado no aparelho, mantendo-se as condigbes de purificacéo
parcial das substancias. Este material foi enviado ao Dr Massuo Jorge Kato do Instituto
de Quimica da USP para analise por Ressonéncia Magnética Nuclear Proténica (RMN-
'H) e de Carbono 13 (RMN-"°C}. Os espectros de RMN- °C (PND) foram registrados
no espectrometro Bruker AC-200 (Instituio de Quimica - USP), operando a 200 e 50

MHz para 'H e 3, respectivamente. O deuterocloroférmio foi utilizado como solvente
e como padrio de referéncia interna.
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16.700 sementes intactas de S. marginata

]

|
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Me(OH
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l
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Extrato CHCL

81,568 ¢g

71,7 g (liquido)

1

Extrato CHCHL: MeOH
(90:10V82,15 ¢
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82 58 ¢g

i_. Cromatografia em camada deigada — cloroférmio:metano! (9:1)

Coluna de silica gel (70-230 mesh)
i

Reunifdo de fracdes gerando os grupos A, B, C,
DEF Gy, G G H LUK LeM—-265mg

Cromatografia preparativa de camada delgada -cioroférmic:metanci
(9:1y dos grupos £ F, Gy, Go, G, H, |, J, Ke L —grupos ativos

[

Reunido das faixas ativas dos grupos
E.F Gy, Gp, Gs, H L Jd, KelL (50 mg)

1

Crormatografia em camada delgada — cloroformio:metanct (9:1}

HPLC semi-preparativo (coluna C18) de 5 mg
do material das Taixas alivas: coleta de fragdes
de acordo com tempo de retencgio.

HPLC semi-preparativo {coluna C18) 45
mg restantes do material das faixas
ativas: coleta de fragbes de acordo com
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Figura 20. Fluxograma utilizado para a extracéo e fracionamento parcial da substancia
fungitoxica presente no exirato metandlico de sementes intactas de S. marginata. As
fragbes em azul correspondem aquelas em que a atividade fungitdxica foi detectada.
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RESULTADOS

1. Substincias fungitdxicas dos sxsudados de sementes

£studos preliminares demonstraram que sementes de 8. marginata possuem
substéncias inibidoras de crescimento de fungos, encontradas em seus exsudados (fig.
21).

Tempo de germinacdo

Figura 21. Bicautografia de exsudados de sementes de S. marginata desenvolvidos em
cloroformio:metanol (911 viv) e utilizando esporos de fungos Cladosporium
sphaerospermum como agente revelador. As zonas claras correspondem a presenga de
substéncias inibidoras do crescimento de fungo revelador.

Através da figura 21, pode-se notar que substancias fungitéxicas estio
presentes ja nas sementes quiescentes (0 hora), e aquela de Rf=0,7 parece ter seu
maior acumulo em 48 horas de germinagao. A atividade inibidora correspondente a este
Rf nao foi detectada entre 72 e 120 horas de germinag¢do. A zona de inibigéo
correspondente ao Rf=0,8, por sua vez, também esta presente em pequena quantidade
na semente quiescente, mas aparece de maneira intensa durante toda a germinagéo da
semente. Embora pela bicautografia ndo seja possivel fazer afirmacdes seguras com
relacdo as quantidades de substincias presentes nos extratos, em 48 horas de
embebicao, as sementes de S. marginala parecem liberar quantidades consideraveis
de metabdlitos fungitdéxicas para a agua de germinacio, sendo este o estadio escolhido

para a extragdo das substancias de interesse.
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Grande parte da agua de germinacfo obtida de 8000 sementes de S.
marginata foi fracionada por cromatografia em coluna de XAD-2. Aliquotas também
foram submetidas a duas particbes com acetato de efila: uma com o extrato aguoso
sem que esie tivesse sido desenvolvido em XAD-2 e a outra com o exirato aguoso
desenvolvido em XAD-Z (residuo). Portanto, a particBo feita com extrato aguoso
desenvolvido em XAD-2 + acetalc de etila ndo deveria conter as substincias
fungitoxicas em grande concentrac@o, ja que possivelmente teriam ficado presas a
resina.

As fracles eluidas de XAD-2 e os exiratos resultantes das particbes das
aliquotas foram secos, pesados ¢ desenvolvidos em cromatografia de camada delgada
para determinacdo do Rf A revelacdo da cromatografia fol realizada com iodo e as
substancias foram identificadas através de seu Rf {fig. 22).
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Figura 22. Cromatoplaca das fragbes provenientes da agua de germinacio de
sementes de S. marginata, desenvolvida em cloroférmio:metanol (9:1) e revelada com
iodo. (A) fracao metanol:agua (1:1); (B) fracdo metanol; (C) fracdo acetato de etila; (D)
fracéo da particao de extrato aquoso com tratamento em XAD-2 e (E) fracdo da particdo
de extrato aquoso sem tratamenic em XAD-2.

Considerando-se que o sistema de solventes utilizado na figura 22 foi o
mesmo que aquele da figura 21, os resultados obtidos na cromatografia em camada
deigada (fig. 22) indicaram que as fracbes que possuiam substancias de interesse eram
referentes a particdo de acetato de etila feita com extratc aquoso nao desenvolvido em
XAD-2 (E), a fracdo metanohagua (1:1) (A) & a fracio metandlica (B), ambas
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provenientes da coluna de XAD-2. Nestas fracbes, com aproximadamente as mesmas
caracteristicas quanto a sua polaridade, nota-se a presenca de um material com Rf=
(0,53 e outro material menos polar com Rf= 0,74

Dando inicio a etapa de purificagio, as fragdes de inferesse (A e B} foram
dissolvidas em cloroformio e eluidas em coluna de silica flash, objetivando-se separar
as substancias ativas daquelas sem potencial fungitéxico (fig. 19). O solvente escolhido
para re-eluicdo foi o cloroférmio, pois de acordo com a cromatografia anterior, as
substancias procuradas eram pouco polares. Com isso, todas as substancias muito
polares que estivessem presentes no extratc metandlico e de metanol:agua seriam
eliminadas mesmo antes de serem fracionadas em coluna de silica flash. A fragdo E
nao foi eluida em coluna de silica, pois, como & foi dito, estava sendo utilizada como
uma fragdo controle positivo da presenca das substancias fungitoxicas no exrato
agquoso.

As fragbes que possulam substancias de interesse, retiradas da coluna de
silica flash foram secas, pesadas e posteriormente desenvolvidas em cromatografia de
camada delgada para analise dos Rfs (fig. 23). Desta vez, 0 método de revelacio
utilizado foi atraves de esporos do fungo C. sphasrospermum de acordo com Homans &
Fuchs (1970).

Todas as fragbes provenientes da coluna de silica foram dissolvidas em 400
i de clorofdormio, sendo que a quantidade aplicada em cromatoplaca foi
correspondente a 3,75% da massa seca total de cada amosira.



Figura 23. Bioautografia das fra¢Ses da coluna de silica para purificacdo do (a) extrato
metandlico e (b) do extrato metanol:agua. Na figura a - (A) corresponde ac eluente
cloroférmio; (B} ao eluente cloroférmio:metanol (98:2); (C) ao clorofdrmio:metanol
(95:5); (D) cloroférmic:metancl {90:10) e (E) metanol. Na figura b - (A) corresponde a0
eluente cloroférmio; (B) ao eluente cloroférmio:metanol (98:2); (C) corresponde ao

cloroférmio:metanoi {(90:10) e (D) metanol. Os ndmeros em branco indicam o Rf de
cada substéncia.

Através da figura 23a, pode-se notar que no eluato metandlico da coluna de
XAD-2 existem 2 substancias fungitéxicas de Rfs distintos. A fragéo de cloroférmic (A)
possut 1 substancia fungitdxica com Rf= 0,52, levemente visivel. A fracdo de
cloroformio:metancl (98:2) (B) possui 2 mesma substincia de Rf= 0,52, porém em
maior concentragao que na fragéo cloroférmio:metanol (98:2) {A), e outra com Rf= §,38,
gue também & revelada na fracio C, porém em menor concentracéc que a fracao B. A
fracdo C possui uma substéncia fungitdxica de Rf= 0,50, que acredita-se ser a mesma
substancia de Rf= 0,62 das fracSes A e B. As fracles de D e E ndo mostraram a
presenca de substancias fungitéxicas.

A figura 23b mostra que no extrato metanol:agua (1:1) da coluna de XAD-2

existem 4 substéncias fungitdxicas de Rfs diferentes. A fracdo A possui 3 substancias
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fungitoxicas com Rfs 0,40, 0,54 e 0,68. A fracdo B, possui 3 substancias fungitxicas
com Rfs 0,23, 0,4 e (,66. A fracBo C possui somente 1 substancia com Rf= 0,65. Nota-
se que as fragBes A, B e C possuem substéncias com Rfs semelhantes(0,65; 066 e
0,88), devendo tratar-se de fracdes de composicdo similar, porém com substancias de
interesse em guantidades diferentes. Além disso, as fracdes A & B possuem mais uma
subsiancia que apresenta o mesmo Rf=04. A fracado de metanol (D) ndo possui as
substancias fungitoxicas.

Com isso fol possivel concluir que na verdade existem pelo menos irés
substancias fungitdxicas nos exsudados de sementes de S. marginata e ndo apenas
duas como inicialmente se pensava. A alta atividade inibidora dessas substancias
sugere a exisiéncia de um imporiante mecanismo de prolecdo das sementes s da
piantula nos estadios iniciais do seu desenvolvimento. Essa alta atividade
possiveimente compensa a pequena quantidade, uma vez que os rendimentos
revelaram que substéncias aparecem em quantidades tais que dificultam a obtengio
das quantidades necessarias a sua caracteriza¢ao quimica.

As fracOes provenientes dos exiratos metandlico e de metanol:agua (1:1)
foram submetidas a analises de HPLC e RMN 'H, apresentando resultados que
mostraram contaminacdo por ftaiato, nao sendo possivel caracteriza-las quimicamente.
Sendo assim, foram feitas alteracbes nas estratégias de exiracdo e purificacde das

substancias fungitdxicas, na tentativa de se obter maior rendimento e auséncia de
contamina¢éo por ftalato.
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2. Substincias fungitdxicas de sementes intactas

Considerando a necessidade da obtencdo de maior quantidade de
substéncias fungiidxicas e com maior grau de pureza, fol realizada uma extragac a
partir de aproximadamente 16.700 sementes intactas de S. marginata com 48 horas de
germinagio. Estes extratos foram concentrados até a secura e suas massas foram
determinadas. Em seguida, uma aliquots de cada extrato foi analisada por
cromatografia de camada deigada e reveiada com esporos de fungos, para confirmacgao
da presenca das substancias fungiioxicas nos extratos (Fig. 24).

Figura. 24. Bioautografia dos exiratos de hexano (A), cioroformio (B)
cloroférmio:metanc! (9:1) (C) e metanol (D) , obtidos a partir de sementes integras de S.
marginata. A cromatoplaca foi desenvolvida em cloroférmio:metanol (9:1 v/v) e revelada
com esporos de fungos Cladosporium sphaerospermum. As zonas claras correspondem
a presenca de substancias inibidoras do crescimento de fungo revelador.

Pela figura 24, observa-se que apenas 0s extratos de cloroférmio:metanol
{(9:1) e metanol apresentaram atividade inibidora de crescimento de fungos. Optou-se
por iniciar o processo de purificagdo das substéncias de interesse pelo exirato

metandlico, j& que este possuia aparentemente atividade fungitéxica mais intensa. C

80



fracionamento e purificacdo da substéncia presente no extrato metandlico foi feita de
acordo com fluxograma {fig. 20).

inicialmente, o exiraio metandlico foi submetido & cromatografia em coluna
de silica & os solventes utilizados no desenvolvimento da cromatografia em coluna
foram cloroformio (da fracdo 1 a 44), cloroférmic:metano! (98:2 viv) (da fragdo 45 a
101), cloroférmiometanct (95:5 viv) (da fragdo 102 a 148) e cloroférmioimetanol (SU1viv)
(da fracdo 149 a 178).

Depois de coletadas, as fracfes foram secas e pesadas tendo uma massa

total de 265 mg. Em seguida foi realizado monitoramento das fracBes atraves de

aplicacioc em placas cromatograficas, seguido de revelag@o com esporos de fungo (Fig.
25).
A

Figura 25. Bioautografias das fragbes da coluna de silica para biomonitoramento. (A)
fragbes de 1-84; (B) fragbes de 85-124; e (C) 125- 178.

De acordc com o monitoramento realizado (fig. 25), pode-se notar gue
substancias fungitdxicas foram liberadas da coluna principaimente entre as fracbes 93 e
126 e 148 e 155. Estas fracdes sao as de cloroformio:metanol (98:2) (da fragéo 45 a
101), cloroformio:metanol (95:5) (da fragdo 102 a 148) e cloroformio:metanol (90:10)
(da fragdo 149 e 178). Estes solventes possuem uma polaridade media.

Apbs monitoramento, as fragbes entre 60 e 178 foram analisadas em
cromatografia de camada delgada analitica. As placas foram reveladas com iodo e as
fracbes que possuiam perfis cromatograficos semelhantes foram reunidas dando
origem aos grupos A, B, C, D, E, F, Gy, Gz, Gs, H, I, 4, K, L e M. Estes grupos foram
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analisados por cromatografia de camada delgada e esta revelada com esporcs de

fungos {fig. 26).

Figura 28. Bioautografia das fragGes reunidas segunde perfis cromatograficos
resultantes de revelacdo com icdo, realizada anteriormente. As letras correspondem as
fragbes reunidas da coluna de silica.

Pelos perfis cromatograficos apresentados na figura 26, pode-se notar que
os grupos E, F, G1, G2, Gs, H, 1, J, K, L foram os que apresentaram a presenca de uma
substancia fungitdxica com ¢ mesmo Rf. Estes grupos de fracdes foram desenvolvidos
individualmente em cromatografia de camada deigada preparativa para purificacao. As
placas utilizadas tinham 20 ¢m de base e 10 cm de altura, com 0,25 mm de espessura,
com gel de silica 60 com fluoresceina. O solvente utilizado no desenvolvimento das
placas foi cloroformio:metanol (9:1). Apds o desenvolvimento das placas, suas laterais
foram cortadas e reveladas com esporos de fungo (de acordo com item 1.4 deste
relatorio). Apds o desenvolvimenio das placas cromatograficas, com ¢ auxilio das
laterais das placas reveladas com esporos de fungos e da visualizagao das placas sob
luz ultravioleta em comprimento de onda 254 nm, foi possivel localizar a substancia de
interesse e elui-las da silica, raspando as placas e lavando a silica por 24 horas no
sistema de solventes cloroférmio:metancl (1:1). Em todas as placas utilizadas, ©
material reeluido da silica tinha o mesme Rf e foi reunido para determinacac de sua
massa (50 mg). Esse material foi analisado em HPLC.



Primeiramente, uma aliquota de 5 mg/mi do material proveniente das
cromatografias preparativas de camada delgada, foi analisada por HPLC em sistema
Varian, em coluna C18 semi-preparativa. O perfil cromatografico resultante desta
analise fol o agrupamento de picos que foram coletados {fig. 27).
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Figura 27. Perfil cromatogréfico em HPLC da reunido de amostras provenientes de
cromatografia de camada delgada preparativa. As fragdes foram coletadas de acordo
com o tempo de retencao das substancias, sendo(A) a fracéo coletada entre 0 e 2 min;
{B) 2 e 4 min; (C) 4 a 6 min; (D) 6 a 8 min; (E} 8 a 10 min; (F) 10 a 12 min; (G} 122 14
min; (H)y 14 2 16 min; (1) 16 a 18 min e (J) 18 2 20 min.

As fracBes coletadas, de acordo com o tempo de retencdo, foram aplicadas
em placas cromatograficas e reveladas com fungos com o objetivo de se detectar as
fracbes com atividade fungitoxica (Fig. 30).
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Figura 28. Bioautografia de frages coletadas em HPLC, em coluna C-18 semi-
preparativa, sendo {A) a fracéo coletada entre 0 e 2 min; (B) 2 ¢ 4 min; (C) 4 a € min;
(DyBagmin (E)8a10min; (F) 10a 12 min; (G) 12 a 14 min; (H) 14 a 16 min; (I} 16 a
18 mine (J) 18 2 20 min.

Através da figura 28 pode-se notar gque as Gnicas fragdes coietadas por
HMPLC que tiveram atividade inibidora de crescimento de fungos foram B e C,
correspondentes aos tempos de retencdo 2 a 4 min e 4 a 6min.

O proximo passo dado foi aplicar todo o restante da amostra em HPLC semi-
preparativo, nas mesmas condicdes citadas anteriormente. As fragbes foram coletadas
de maneira diferente. Ac invés de coletar fracdes de 2 em 2 min, as coletas foram
realizadas em tempos de retengéo diferenciados. Levando-se em consideragéo o perfil
cromatografico mostrade na figura 27, as coletas foram feitas da seguinte forma: a
primeira frac@o foi coletada entre os tempos de retencdo 0 e 2 min (HPLC1); em
seguida foi realizada a coleta do material retido entre 2 ¢ 6 min de retengdo
(HPLC2);depois entre 6 a 9 min (HPLC3); entre 9 a 13 min (HPLC4) e finalmente entre
13 a 20 min (HPLCS).

As fragbes HPLC1, 2, 3, 4 e 5, foram secas e suas massas foram
determinadas {Tabela 2).
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Tabela 2. Rendimento das fracdes de HPLC, provenientes de cromatografia em
camada deigada preparativa do extrato metandlico. A fragdo HPLC2 em negrito,
constituida do material com tempo de retencfio 2 a 6 min, & a fracBo que possui
atividade fungitdxica.

Fragdes de HPLC Rendimento das
fragGes {my)}
HPLCT (0 a2 min} 0.7
HPLCZ (2 a € min) 4,4
HPLC3 (6 a 9 min) 47
HPLC4 (S a 13 min) 18,1
HPLCS (13 a 20min) 8,6
Totai 34,5 mg

Foram aplicados em HPLC cerca de 49 mg de substancia. O rendimenio total
da coleta em coluna semi-preparativa foi de 34,5 mg (tabela 2). Este valor representa
70,4 % da massa aplicada inicialmente.

A guantidade de material parcialmente purificado obtido pela analise por
HPLC, em coluna semi-preparativa foi pequena, entretanto suficiente para andlises
preliminares em RMN H e *C. De acordo com informages fornecidas pelo Prof. Dr.
Massuo J. Kato, o espectro de RMN de 'H obtido para a amostra indicou que a
substancia possui natureza graxa. Os principais sinais foram observados em 1,25 g,
correspondente a cadeia metilénica alifatica e 0,84 3, correspondente a metila terminal.
Nao foram observados sinais correspondentes a hidrogénios aromaticos, mas outros
sinais de baixa intensidade que podem ser atribuidos & presenca de impurezas. O
espectro de RMN de ™C apresentou sinais compativeis com a natureza alifatica,
especialmente o referente a carbonos metiiénicos em 29,7 8; o carbono metilico
apresentou sinal em 14,1 § e os outros sinais em 31,9, 29, 4 e 22,7 & podem ser
atribuidos aos carbonos a, B e v ao carbono carboxilico {dados ndo mostrados). Outras
informacdes relacionadas a presenc¢a de acidos carboxilicos livres ou de ésteres ou
guanto ao tamanho da cadeia alifatica somente poderio ser obtidas através dos dados
de infra~vermelho (IV) e de especlro de massas (EM).
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DISCUSSAD

Desde a germinacao da semente e em fodas as fases do seu ciclo de vida,
as piantas enconfram-se expostas ao astaque de predadores e microrganismos. Para
muitas espécies, a germinacdo da semente 2 um evenio de fundamental importéncia,
pois garanie sua perpetuacdo. Seu alto valor nutritivo e a dependéncia das condicbes
ambientais resiritas fazem das sementes elos frageis do ciclo de vida dos vegetais.
Para garantir seu estabelecimento e sobrevivéncia, algumas semenies possuer
substancias de defesa constitutivas.

Segundo Paxion (1995), partes cruciais das plantas, como as sementes,
acumuiam compostos constitutivos que podem servir como ¢ primeiro obstaculo para o
ataque de inseios e paitdgenos. Falhando completamenie esta estratégia, esses
composios podem entao ser convertidos em outros de maior toxicidade, servindo de
estratégia secundaria de defesa.

Braga & Buckeridge {1997), estudando sementes de Sesbania marginata,
detectaram agUcares na agua de germinacic. No final do processo de germinacio, a
protrusdo da radicula provoca rachaduras e fissuras na testa das sementes e parte do
carboidrato de reserva, dos produtos de sua degradagao e de oligossacarideos da série
rafindsica € exsudada para o meio. Mesmo com a presenca destes compostos na agua
de germinagéo nao foi observado o crescimento de fungos sobre as sementes, nemna
regido onde estas estavam. A explicacdo para este fato € a presenca de substancias
altamente fungitdxicas, tanto nos exsudados das sementes (Braga & Buckeridge, 1897;
Rahal et al., 2000), quanto nos cotilédones (Astarita et al., 1999). A presencga destes
compostos nos cotilédones e logo apés nos exsudados das sementes sugere a
ocorréncia de difuso destas substancias através do endosperma e testa. Este
processo de difusdo esta intimamente ligado a hidratagédo do endosperma mediada por
galactomanano, demonstrando mais uma vez o imporiante papel desse polissacarideo
na regulacéo do balanco hidrico da semente e na solubilizacao de seus componentes.

Pelas analises realizadas, foi possivel observar que S. marginata possui
substancias fungitoxicas ja nas sementes quiescentes, caracterizando a existéncia de
defesa quimica constitutiva. Além disse, ao longo do processo de germinagaoc, ocorre

um incremento bastante grande na exsudacdo de uma dessas substancias, sugerindo
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gue possa estar havende indugic de sua sintese. Considerandc os resultados
apresentados no Capitulo |, que trata da deteccéo de atividade indutora de fitpalexinas
nos endospermas de S marginafa duranie a germinacio, & possivel supor gue essas
molécuias eliciadoras possam estar relacionadas ac aumento no feor dessas
substancias fungitéxicas exsudadas pela semente. Por ouiro lado, esse aumento pode
estar relacionado a outros processos bioguimices gue ndo foram considerados no
presente trabatho.

Sementes de Hymenaea courbaril (jatoba), estudadas em nosso laboratério,
também possuem, em seus colilédones, substancias fungitoxicas que séo exsudadas
para o meio de cultura durante a germinacgfo. Essas sementes acumulam grandes
quantidades de xiloglucano como principal polissacaridec de reserva. 1880 sugere que,
talvez, sementes com aitos teores de carboidratos possuam uma esiratégia de defesa
comum confra ataque de microrganismos, embora tal sugesido sd podera ser
confirmada quando maior nimerc de espécies que estocam carboidratos de reserva de
parede celular for estudado com relacdoc a producio e liberagdo de substéncias
antifungicas.

Os exsudados de S. marginata também mostraram atividade alelopatica em
sementes de alface, inibindo o crescimento de suas radiculas (Braga & Buckeridge,
1997). O 4cido abicisico proveniente de diversas sementes (leguminosas e nao-
leguminosas) tem sido descrito como um potente inibidor de germinagio de sementes
de alface, quando exsudado para o meio (Halmer & Bewley, 1979; Duison et al., 1988).
Potomati (2000) detectou a presenca de acido abcisico em sementes de S. marginata.
Estas informacOes sugerem que o acido abicisico pode ser responsavel pela inibigao do
crescimento das radiculas de alface quando sementes dessa espécie foram colocadas
para germinar com ¢ exsudado de sementes de S. marginata, efeitoc alelopatico
observade por Braga & Buckeridge (1997). Ou seja, além dos constituintes dos
exsudados n&c permitirem o desenvolvimento do fungo Cladosporium
sphaerospermum, aiguns deles também possuem potencial alelopéatico. Algumas
espécies vegetais possuemn potencial alelopatico e também mostraram atividade
antifingica para Cladosporium cladosporicides, Alieranaria tenuis, Botirydiplodia
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thebromae, Aspergilius sp., Fusarium sp., Colletotricum gloeosporioides e Cercospora
nicotianae (Bordoloi et al., 1985; Mcdonald et al. 1994).

Neste trabalho, foram realizadas duas ientativas de purificagBo das
substéncias fungitoxicas provenientes de sementes de S. marginafa. Nas duas, ©
rendimento das fracbes ativas sobre o crescimento e desenvolvimento do fungo
Cladosporium sphaerospermum, foi baixo. Entretanto, a atividade inibidora foi baslante
aita, mesmo em ensaios bioldgicos nos guais foram aplicados 30 ug de exiraio impuro
(fig. 22). Essa relacdo dose x resposta pode ser explicada, levando-se em consideracao
que essas substancias sao compostos do metabolismo secundario e que usuaimente
sd0 produzidas em pequenas quantidades pelo vegetal; sua atividade possivelmente
compensa sua presenca em pequenas guantidades, uma vez gue 08 rendimentos
revelaram gque essas substancias aparecem em quantidades tais gue dificultam sua
caracterizacao quimica.

As substancias fungitdxicas presentes na agua de germinagdo e nas
sementes intactas possuem polaridade média, uma vez gue interagem com solventes
de grau médio de polaridade (cloroformio:metanol (9:1)). Ndo sdo visiveis sob luz UV,
descartando-se a possibilidade de se tratarem de flavondides ou outros compostos de
origem fendlica. Ha suspeitas que as substéncias exsudadas na agua de germinacio
sejam terpendides, mas seus RMN's ndo foram conclusivos pois possuiam
contaminacdo com ftalato.

Os terpentides constituem um grupo muito grande e importante de
compostos secundarios, que sao formados por uma simples unidade que se repete, a
unidade isoprenéide. Essa unidade, através de rearranjos, ciclizacdes e perda ou ganho
de unidades de isopropreno, da origem a compostos como os carotendides e muitos
outros terpenos (Dey & Harborne, 1997). Triterpendides antifangicos constitutivos de
plantas superiores foram descritos e identificados em Mollugo pentaphylla, Ecballium
elaterium e Chisochefon paniculatus {Grayer & Harborne, 1994). Em folhas de
Morithamnus crassus, familia Asteraceae, a particdo com hexano/AcOEL levou ac
isolamento e identificacdo de diterpenos com atividade fungitdxica para o fungo
Cladosporium sphaerospermum (Silva et al., 2000).
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Além dos terpendides, outras classes de compostos fais como saponinas,
glicosideos cianogénicos e os glucosinolatos vém sendo descritas come substancias
antifingicas {(Harborne, 1998).

Naviner et al (1999), descreveram acidos graxos inibidores do
desenvolvimento e crescimento de Lisfonella anguifarum, presentes em extratos
organicos de Skelefonena cosfatum, uma alga marinha. Acidos graxos insaturados e
saturados, foram descritos por Nieman (1954) e Galbraith & Miiler (19733, b & ¢}, como
inibidores de crescimento de bactérias (citado por Naviner et al., 1999). O &cido 13-
hidroxi-octadecatriendico, um dos acidos graxcs exiraidos de sementes de Oryza
safiva, foi descrito como uma fitoalexina fungitoxica (Stossel, 1986). Como g dito
anteriormente, foram feitas analises de RMN de profons no material proveniente das
sementes intacias. Os principais compostos constituintes da amostra foram
identificados como acidos graxos. Portanto, ndo se pode descartar a possibilidade de
que acidos graxos provenientes das sementes sejam fungitdxicos, ndo permitindo o
desenvoivimenio do fungo Cladosporium sphaerospermum sobre a semente ou em
seus arredores.

Os mecanismos de defesa, principalmente em sementes, sdo importantes
para o desenvolvimento e perpetuacio de espécies vegetais. Como ja mencionado,
durante a germinacao de sementes de S. marginaia é exsudada grande quantidade de
aclicares na agua de germinagao. Estes aclcares representam uma fonte nutricional
para o desenvolvimento de microorganismos. Contudo, além da exsudacdo de
acucares na agua de germinacio, alguns compostos de defesa sédo também liberados.
Sem a acéo destes compostos antiflingicos e oufros compostos antimicrobianos, estas
sementes fatalmente nao conseguiriam se estabelecer no meic ambiente aliamente

competitivo, 0 que consequentemente, comprometeria o sucesso desta espécie vegetal.
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CONCLUSOES

Moléculas com atividade eliciadora de sintese de fitocalexinas estdo
presentes no endosperma de sementes de S marginafa, sendo mais ativas nos
extratos do 2° dia de germinacio. Os resultados obtidos sugerem fortemente que estas
moléculas s8o produtos da degradacgdo do galactomanano, na forma de
oligossacarideos com grau de polimerizacéo de 2 a 7, ou sejg, contendo 2 a 7 residuos
de aclcar. Apds hidrélise de duas fractes provenientes de exiratos do 4° e 5° dias de
germinacdo, foram obtidos forles indicios de que oligossacarideos constituidos de 2
residuos de manose & 1 de galactose, presentes em uma das fragbes hidrolisadas,
podem ser os responsaveis pela atividade indutora observada durante a germinacdo da
semente. Alem disso, a confirmacioe de que oligossacarideos de galactomanano estdo
participando em estraiégias de defesa sugere que o carboidrato de reserva, além de
servir de fonte de carbono no processo inicial da germinacio dessa espécie, esta
diretamente ligado a outros processos de seu metabolismo, sendo uma molécula
multifuncional.

Fol detectada a presenca de pelo menos 3 substincias fungitéxicas
exsudadas pelas sementes de S. marginata. Todas possuem alta atividade, embora
estejam presenies em pequenas quantidades, fato que dificultou grandemente sua
caracteriza¢ao quimica.

Do ponto de vista fisiologico, as sementes estudadas parecem possuir
mecanismos de defesa que estdo presentes em sementes quiescenies, e que também
séc ativados em sementes germinantes, garantindo a germinagic livre de
contaminagéo por fungos e facilitando ¢ desenvolvimento e estabelecimento da futura
plantula. Tais mecanismos parecem estar diretamente relaciocnados a mobilizacdo das

reservas de carboidratos da semente, garantindo o estabelecimento e a sobrevivéncia
da espécie em um ambiente altamente competitivo.
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