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RESUMO

Plantulas de soja (Glycine max L. Merr), crescidas sob alta concentragao de CO, em sistema de
camaras de topo aberto apresentam incremento na fotossintese e ganhos de produtividade,
podendo alterar a producdo de metabdlitos secundarios de importincia farmacolégica. Este
trabalho teve como objetivo analisar a sintese de flavonas, isoflavonas e pterocarpanos em
plantulas de soja (IAC-18, resistente ao fungo causador do cancro da haste Diaporthe
phaseolorum f. sp. meridionalis), cultivadas em atmosfera de 380 e 760 pmol mol' de CO, e
estimulada por diferentes eliciadores bidticos e abidticos. Fragmentos do [-glucano de
Phytophthora megasperma, autoclavados de esporos de D. phaseolorum (Dpm) e moléculas
doadoras de 6xido nitrico (GSNO e SNP) foram utilizados como eliciadores. Os ensaios foram
feitos aplicando-se os eliciadores sobre cotilédones destacados de plantulas de soja com 9 dias de
idade (estddio VC). A exposicdo 2 760 umol mol' de CO, estimulou a fotossintese, aumentou a
area e a massa fresca de cotilédones e folhas e resultou em incremento na producido de
coumestrol, daidzeina, genisteina, luteolina e apigenina induzidas principalmente por SNP. Para
gliceolinas e daidzina, o efeito estimulador do CO; foi observado por inducdo apenas com o -
glucano. Pardmetros bioquimicos relativos aos carboidratos soliveis e estruturais das plantulas de
soja também mostraram diferencas significativas entre os dois tratamentos com CO,. Os
resultados obtidos reforcam a sugestdo de que o incremento na disponibilidade de carbono pode
modificar as defesas induzidas em soja contra patégenos, porém, essas alteracdes ocorrem em

metabdlitos especificos e dependem do eliciador utilizado.



ABSTRACT

Soybean seedlings (Glycine max L. Merr) grown in open top chambers under high CO,
concentrations have shown photosynthetic increment and increase in productivity, which in turn
may modify the production of secondary metabolites with farmacological importance. The aim of
this work was to analyze the synthesis of flavones, isoflavones and pterocarpans in soybean
seedlings (IAC-18, a cultivar resistant to the causal agent of the stem canker disease Diaphorthe
phaseolorum f. sp. Meridionalis), kept under 380 and 760 umol mol' CO, atmospheres
stimulated by biotic and abiotic elicitors. The B-glucan from mycelial walls of Phythophytora
megasperma, autoclaved espores of D. phaseolorum (Dpm) and the NO donors, GSNO and SNP,
were used as elicitors. The assays were performed by applying the elicitors on detached
cotyledons from 9 days old soybean seedlings (VC stage). The exposition to 760 pmol mol' of
CO; stimulated photosynthesis, increased the area and fresh mass of leaves and cotyledons, and
raised the production of coumestrol, daidzein, genistein, luteolin and apigenin, mainly induced by
SNP. For glyceollins and daidzin the CO, stimulatory effect was observed only by the induction
with the B-glucan. Biochemical parameters related to soluble and structural carbohydrates from
soybean seedlings also showed significant differences between the two CO; treatments. These
results strengthen the suggestion that the increment in the carbon availability may modify the
inducible defenses in soybean against pathogens. However, these alterations occur in specific

metabolites and depend on the elicitor.
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1 INTRODUCAO

Aquecimento global: CO;

O gas carbdnico (CO;,) € produzido naturalmente pela biosfera terrestre e pelos oceanos, e
na atmosfera, juntamente com outros gases como o metano (CHy), mondxido de carbono (CO) e
6xido nitroso (N,0O), participa do processo natural de manutencao do aquecimento do planeta, o
efeito estufa (Ghini, 2005; NOAA, 2007a). Alteragdes no ciclo do carbono advindas das
atividades antropicas, como a queima de combustiveis fdsseis, desmatamento e atividades
industriais, vém provocando incremento gradativo e considerdvel na concentracio de CO;
atmosférico contribuindo, consequentemente, para o aumento do aquecimento global (NOAA,
2007a).

A concentracio atual de CO, atmosférico é de 381,7 umol mol' (Figura 1) de acordo
com os ultimos dados disponibilizados em agosto de 2006 pelo observatério mundial de Mauna

Loa, Havai (NOAA, 2007b).
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Figura 1. Concentragdo global de CO, atmosférico (ppm). (-=-) Valores mensais; ¢-) Médias
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Os niveis deste gas vém aumentando, a partir da Revolucdo Industrial, numa proporg¢ao de
0,48% ao ano e, se assim continuar, a previsao € de que para a metade deste século atinja o dobro
de sua marca atual (IPCC, 2002).

Muitos trabalhos realizados com diferentes espécies vegetais indicam que podem haver
profundas modifica¢des na biodiversidade da Terra devido ao aumento na concentragdo de CO;
atmosférico e do efeito estufa (Lindroth et al,, 1993; Aidar et al., 2002; Chakraborty & Datta,
2003; Ghini, 2005). As mudancas climdticas, além de alteracdes na distribui¢do geografica de
espécies, podem afetar o metabolismo, o crescimento e outros processos fisiologicos das plantas,
como suas respostas de defesa em decorréncia do ataque de patégenos (Lindroth et al., 1993;

Chakraborty & Datta, 2003).

Efeito da atmosfera enriquecida em CQO; sobre as plantas

Atmosferas enriquecidas em CO; geralmente aumentam a produtividade e o crescimento
das espécies vegetais, incluindo a soja, principalmente através da elevacdo das taxas
fotossintéticas e da reducdo da fotorrespiracdo, estabelecendo assim um saldo positivo de
carbono, convertido em biomassa (Aidar er al., 2002; Ainsworth et al., 2002). Entretanto, as
conseqiiéncias que essas alteracdes podem causar direta ou indiretamente sobre as plantas sdao
pouco conhecidas (Pefiuelas & Estiarte, 1998; Deepak & Agrawal, 2001; Rogers et al., 2004).

Na tentativa de compreender os efeitos do diéxido de carbono sobre as plantas, diversos
trabalhos com diferentes enfoques tém sido realizados nos tultimos anos. Esses experimentos
geralmente sdo realizados em sistemas FACE “free-air CO; enrichment” ou em camaras de topo

aberto (CTA), nas quais o material vegetal ¢ mantido em um ambiente enriquecido em COa,



através da injecdo deste gas pela parte inferior da camara (Aidar et al., 2002; Nowak et al., 2004).

Poorter et al. (1997) estudaram o aumento da concentragdo de CO, sobre a composi¢do
quimica de folhas de 27 espécies de plantas C; e constataram que as principais alteragdes nesses
orgdos estavam relacionadas ao acimulo de carboidratos totais ndo-estruturais e ao aumento da
concentracdo de compostos fendlicos soliveis. Porém, a atmosfera enriquecida em CO; ndo
influenciou as concentracdoes de carboidratos totais estruturais (celulose e hemiceluloses),
ligninas e lipideos, na maioria das espécies analisadas.

Estudo realizado por pesquisadores do Instituto de Botanica de Sdo Paulo, com a espécie
arborea tropical de mata e cerrado, Hymenaea courbaril L. var. stilbocarpa (Heyne) Lee &
Langenheim, revelou que o nimero de estdmatos em folhas de jatobd crescido em altas
concentracdes de CO, (~720 wmol mol') era cerca de 15% menor do que o medido nas mudas
mantidas a 360 pmol mol! (Costa, 2004). Entretanto, as plantas crescidas em 720 pmol mor!
mostraram um aumento de 50% no seu conteddo de carboidratos e dobraram a absor¢do de gases
do meio, sugerindo que, apesar de ter havido diminuicdo no nimero de estdomatos, a eficiéncia
destas estruturas celulares responsaveis por captar CO, foi aprimorada. Essas mudangas no indice
estomatico fazem parte do mecanismo de regulacdo do metabolismo da planta em elevadas
atmosferas de CO,, compardveis supostamente aquelas a serem observadas no ambiente da Terra
em 2075 (IPCC, 2002).

De forma semelhante, Deepak & Agrawal (2001), em estudo realizado com soja,
relataram que houve diminui¢do da condutdncia estomatica dessas plantas crescidas sob altas
concentragdes de CO,, embora tenha havido estimulo da fotossintese € maior disponibilidade de
carboidratos.

Embora ja exista uma quantidade relativamente grande de informacdes sobre o efeito



benéfico da elevada concentragdo de CO, no crescimento vegetal (Chakraborty, 2001; Brett,
2003; Ghini, 2005), hda ainda poucos trabalhos publicados sobre os efeitos das mudancas
climéticas sobre doencas de plantas.

Ainsworth et al. (2002), através de meta-andlise, compararam os efeitos do incremento de
CO; em 111 estudos realizados em soja, com 25 varidveis, e descreveram que O crescimento
dessa espécie em alta [CO2] € melhor, com aumento do peso da plantula e incremento na
fotossintese, que € cerca de 50% maior quando comparado ao de soja crescida em baixas
concentragdes de CO,. O excesso de carbono, dependendo do estado nutricional da planta, pode
levar a modificagc@o na producdo de metabdlitos secundarios de defesa (Veteli et al., 2002; Braga

et al., 2006), os quais, por sua vez, alteram as respostas de plantas a herbivoros e a agentes

patogénicos (Chakraborty & Datta, 2003).

CO; atmosférico e interacao planta-patégeno

Alguns dos trabalhos que abordam os efeitos causados pela elevada concentragdo de CO;
atmosférico em doengas de plantas sugerem que a resisténcia a patégenos pode aumentar nos
tecidos vegetais devido ao incremento da taxa fotossintética (Hibberd et al., 1996a), reducdo da
densidade e condutincia estomaticas (Hibberd et al., 1996b), maior acimulo de carboidratos nas
folhas, maiores quantidades de ceras, camadas extras de células epidérmicas, aumento no teor de
fibras Owensby, 1994) e diferencas na sintese de compostos fendlicos (Hartley et al., 2000;
Castells et al., 2002).

Hibberd et al. (1996a), estudando o efeito da atmosfera enriquecida em CO; na infec¢ao

por Erysiphe graminis em cevada, relacionaram as altas taxas fotossintéticas obtidas nas plantas



cultivadas sob 700 pmol mol' de CO, a reducdo nas taxas de penetracio do patégeno, devido a
maior mobilizacdo de fontes de carbono para o incremento nos mecanismos de resisténcia, como
a formacdo de papilas e deposicao de ceras.

Diversas hipéteses fonte-dreno propostas nas ultimas duas décadas, que relacionam a
distribuicdo de compostos organicos para crescimento e/ou estocagem, sugerem grande actimulo
de metabolitos secundarios nos tecidos vegetais, como compostos fendlicos e terpendides, em
resposta ao aumento da disponibilidade de CO, (Pefiuelas et al., 1997; Mattson et al.,2005).
Entretanto, os resultados experimentais obtidos com diferentes espécies vegetais sdo conflitantes,
o que sugere que a alocacdo de carbono para a formacdo de metabolitos secundérios pode nado ser
determinada unicamente por alteracdes na disponibilidade de esqueletos de carbono e de
nutrientes (Koricheva et al., 1998). Na verdade, modificacdes em resposta ao aumento de CO;
apresentam grande variabilidade inter- e intraespecifica e dependéncia de outras varidveis
ambientais (Penuelas & Estiarte, 1998; Hartley et al., 2000).

Fenilpropandides, tais como flavonodides, parecem ser bastante sensiveis ao aumento de
CO,. Concentragoes elevadas de CO, causam, por exemplo, o incremento de 14% no conteido de
flavondides em folhas de trigo (Estiarte et al., 1999). Incremento similar foi observado por
Matros et al. (2006) em estudo com folhas de tabaco, o que desencadeou a resisténcia da planta e
a reducgdo da propagacdo do virus PVY (virus Y da batata) inoculado nestes tecidos, porém houve
também um aumento na viruléncia dos organismos infectantes.

Em abacate, foi demonstrado que a manutencao de frutos e suspensdes celulares em altas
concentragdes de CO, € suficiente para induzir a sintese de compostos antiftingicos derivados da
via dos fenilpropandides e reduzir o ataque pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides (Prusky et

al., 1996; Ardi er al., 1998). O incremento na sintese de metabdlitos de defesa nos frutos de



abacate levou a indugdo da transcricdo de genes das enzimas fenilalanina-amonia-liase (PAL),
chalcona-sintase (CHS) e flavanona-3-hidroxilase (F-3H) (Ardi et al., 1998), enzimas-chave para
a biossintese de flavondides nos vegetais (Yu & McGonigle, 2005).

Em sistemas agricolas, nos quais a distribuicdo dos genes de resisténcia das plantas
hospedeiras é amplamente determinada por selecdo artificial, a aptiddo dos patégenos em se
reproduzir determina a rapidez com a qual estes irdo se adaptar as mudancas genéticas das
plantas. A viruléncia, definida como a habilidade genética de um patégeno especifico em superar
determinada resisténcia do hospedeiro, e a agressividade, que € a propriedade do patégeno em
causar danos a planta hospedeira (Shaner et al., 1992; Chakraborty & Datta, 2003), juntas,
determinam a patogenicidade de uma populacdo (Burdon, 1987). Chakraborty & Datta (2003)
estudaram a agressividade do fungo Colletotrichum gloeosporioides (patdgeno causador da
antracnose) em atmosfera enriquecida em CO; em plantas de Stylosanthes scabra resistentes e
suscetiveis a este organismo. Apds 25 ciclos de infec¢do, os autores constataram que a
agressividade do patégeno aumentou em ambas as cultivares, porém, com efeito pronunciado na
cultivar resistente, e concluiram que a resisténcia destas plantas cultivadas sob elevada [CO;]
atmosférica, a longo prazo, ndo deve resultar em reducio nos danos causados pelo patogeno.

Em contra partida, Mcelrone et al. (2005), estudando a espécie Acer rubrum cultivada em
sistema FACE na Carolina do Norte (EUA), constataram que a longo prazo, a maior
disponibilidade de CO, diminuiu a incidéncia e a severidade da doenca causada pelo fungo
Phyllosticta minima nas folhas, e inferiram que esta reducdo estd relacionada ao aumento da
producdo de compostos fendlicos e a diminui¢ao da qualidade nutricional da espécie.

Embora alguns trabalhos relatem aumento da suscetibilidade das plantas hospedeiras aos

patégenos em atmosfera enriquecida de CO, (Chakraborty & Datta, 2003), as respostas



fisiolégicas positivas ou negativas irdo depender da espécie, dos compostos produzidos pelas

plantas e das condicdes experimentais utilizadas nos ensaios (Mcelrone et al., 2005)

Producao de fitoalexinas em resposta ao ataque patogénico

As plantas desenvolveram ao longo da evolucdo diversos mecanismos de defesa contra
patégenos. As respostas de defesa mais comuns, provenientes da interacdo incompativel de uma
planta resistente e um fitopatégeno avirulento, estdo sob controle genético, que desencadeia uma
cascata bioquimica de reacdes que resulta na formacgao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
de nitrogénio (RNS), na resposta de hipersensibilidade (HR), no actimulo de proteinas
relacionadas a patogénese (PR) e na producio de fitoalexinas (Koch et al., 1998; Lozovaya et al.,
2004; Salgado et al., 2004).

Virias evidéncias sugerem que a producdo de metabdlitos antimicrobianos de baixo peso
molecular, conhecidos como fitoalexinas, tem importante papel de resisténcia nas interacdes
planta-patégeno. Os niveis desses compostos aumentam significativamente nas proximidades do
sitio de infec¢do, em concentragdes que podem ser téxicas aos organismos infectantes (Paxton,
1995; Harborne, 1999).

A produgdo de fitoalexinas pode ser induzida por diferentes moléculas derivadas de
microorganismos ou ainda por acdo de agentes quimicos e fisicos (Stoéssl, 1986; Matros et al.,
2006). Substancias como HO,, 4cido salicilico, oligogalacturonideos (Knorzer et al., 1999) e
ainda, respostas da planta a estresses abidticos como injuria mecanica, baixas temperaturas e
deficiéncia hidrica (Smith, 1996) levam a sintese de fitoalexinas. Assim, estes metabdlitos de

defesa podem ser produzidos pela planta por acdo de moléculas de origem bidtica ou abidtica,



denominadas genericamente de eliciadores.

Estudos com soja t€m trazido fortes evidéncias de que fitoalexinas possuem um papel
importante na resisténcia desta espécie ao ataque de patégenos, podendo sua remocdo genética
transformar uma planta resistente em suscetivel (Smith, 1996; Hammerschmidt, 1999; Harborne,
1999). Além disso, acredita-se que a rapidez na producgdo de fitoalexinas seja um fator importante
na determinacio da resisténcia, uma vez que a sintese destas moléculas de defesa ocorre também
em muitas interacdes compativeis, ou seja, quando o patdégeno consegue se estabelecer na planta
(Paxton, 1991; Modolo et al., 2002).

Muitas fitoalexinas, particularmente aquelas produzidas pelas leguminosas, sdo
flavonéides derivados da via dos fenilpropandides. Os isoflavondides, uma ampla subclasse dos
flavondides, estao associados aos efeitos benéficos a satide humana através do consumo alimentar
de leguminosas, principalmente da soja. Estes compostos sao derivados do esqueleto basico do 3-
fenilcromano de isoflavonas, que sofrem diversas modificacdes tais como metilacdo, hidroxilagao
ou polimerizacdo. Estas modificagdes levam a formagdo de isoflavondides simples como
isoflavanonas, isoflavonas e isoflavondis, bem como a sintese de estruturas mais complexas

como os rotenoides, pterocarpanos e coumestanos (Dewick, 1993; Yu & Mcgonigle, 2005).

Producio de fitoalexinas em soja

As gliceolinas constituem o maior grupo de fitoalexinas produzido por plantas de soja.
Esses compostos sao rapidamente sintetizados de novo, apds o contato do patégeno com a planta,
como resultado da ativagdao do metabolismo secunddrio. Sdo pterocarpanos derivados em parte da

via dos fenilpropandides, ocorrendo em uma série de isdmeros (I-1V) (Paxton, 1995) (Figura 2),
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tendo como precursor a daidzeina, uma isoflavona dthidroxilada (Cornille et al., 1998;
Harborne, 1999). O trabalho desenvolvido por Modolo et al. (2002), em cotilédones de soja,
mostra o incremento na producdo desses dois metabdlitos quando induzidos pelo eliciador
derivado do fungo Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis (Dpm) ou por nitroprussiato de
sédio (SNP), molécula doadora de 6xido nitrico (NO).

O coumestrol, assim como as gliceolinas, tem a daidzeina como molécula precursora
(Figura 2). Essa substancia pertence a classe dos coumestanos, que sdo pterocarpanos muito
oxidados (Dewick, 1993), e parece ndo alterar suas concentracdes em cotilédones de soja quando
induzidos por eliciadores derivados de glucanos, como constatado por Abbasi et al. (2001).

A fenilalanina amonia-liase (PAL) € a primeira enzima desta via, catalisando a
desaminacdo de fenilalanina para formagdo do 4cido cinamico, que hidroxilado origina 4cido p-
coumdrico. Este ultimo pode sofrer reacdes seqiienciais de condensagdo com malonil-CoA, cujo
produto sob a¢do conjunta das enzimas chalcona sintase (CHS) e chalcona redutase (CHR) gera a
daidzeina. Contudo, se o produto de condensagdo sofrer apenas a acdo da chalcona sintase,
forma-se uma flavona correspondente, intermedidria-chave tanto para a biossintese de genisteina
(isoflavona trihidroxilada) quanto de apigenina e luteolina (flavonas).

A ativacdo da via dos fenilpropandides pode levar a uma producdo excessiva de
pterocarpanos, que em pH fisiolégico podem ser oxidados (Ingham et al., 1981), apresentando
coloracdo avermelhada (Zahringer et al., 1981). Durante a infec¢do, além da ativagdo da sintese
de novo de gliceolinas, conjugados de isoflavonas pré-formados, glucosil-daidzeina (daidzina) e
glucosil- genisteina (genistina), comumente encontrados nos tecidos de soja, sdo hidrolisados por
acdo de B-glucosidases liberando daidzeina (o primeiro precursor das gliceolinas) e genisteina

(Figura 2), que possuem atividade inibidora sobre o crescimento de fungos (Park ef al., 2001).
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Oxido Nitrico

O o6xido nitrico tem atraido grande interesse dos fitopatologistas, uma vez que esta
molécula, por possuir a capacidade de se movimentar livremente através das membranas
plasmdticas, mostrou-se importante na regulacdo das respostas de defesa em mamiferos,
principalmente através da morte celular programada. Durante os udltimos anos, um nidmero
crescente de evidéncias vem sugerindo que o radical 6xido nitrico (NO) € capaz de agir também
como um sinalizador para os vegetais, ndo s6 na morte celular programada em respostas de
hipersensibilidade, como também em repostas sist€émicas adquiridas (Bethke et al., 2004; Mur et
al., 2006), porém pode ser téxico dependendo da sua taxa de producdo e difusdo e do estado de
reducdo da célula (Delledonne, 2005).

O 6xido nitrico estd envolvido na resisténcia de plantas a doengas (Delledone et al., 1998;
Clarke et al., 2000; Modolo et al., 2006), participa da via de sinalizacdo de morte celular
hipersensitiva, ativa a expressao de genes de defesa (Romero-Puertas et al., 2004), participa na
sinalizacdo do fechamento estomadtico (Neill et al., 2002), do estresse oxidativo, da germinagao,
do crescimento e desenvolvimento da planta e das atividades mitocondriais (Yamasaki et al.,
2001; Beligni et al., 2002; Neill et al., 2003; Bethke et al., 2004).

Os vegetais obtém 6xido nitrico a partir da atmosfera e do solo (através de processos de
nitrificacdo e desnitrificacdo dependente de microrganismos) (Beligni & Lamattina, 2001) e
também podem produzir esta molécula endogenamente a partir da L-arginina ou do nitrito
(Modolo et al., 2006).

A emissdo de 6xido nitrico para a atmosfera, o qual participa da oxidacdo quimica de

hidrocarbonetos e da formagdo de ozOnio na troposfera, vem aumentando nos udltimos anos.
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Diversos estudos apontam que a queima de combustiveis fosseis e de biomassa e alteracdes no
uso do solo, como mudancgas na estrutura da vegetacdo e o uso de fertilizantes nitrogenados,
contribuem grandemente para a emissdo de NO para o ambiente. Os solos sdo considerados
fontes importantes deste gés, liberando globalmente 20 toneladas de nitrogénio ao ano na forma
de NO para a atmosfera (Davidson & Kingerlee, 1997; Beligni & Lamattina, 2001; Feig &
Meixner, 2007; Pérez & Romero, 2007).

O ¢6xido nitrico também € emitido por plantas em situacdes de estresse, como por
exemplo, quando tratadas com herbicidas ou quando atacadas por patdégenos. Esta molécula estda
disponivel para os vegetais na atmosfera podendo interferir em seu metabolismo basal e
acarretar efeitos extremos em sua fisiologia (Beligni & Lamattina, 2001). Esse efeito “colateral”
comecou a ser esclarecido quando Friebe et al. (1996) constataram que havia correlagdo
positiva entre a concentragdo de NO atmosférico e a atividade de guanilil ciclase, enzima
ativada por 6xido nitrico, levando a considerar uma possivel fonte exdgena deste radical.

Para que as plantas estejam em equilibrio com o NO interno e o NO atmosférico, elas
devem ativar mecanismos de destoxificacdo para bloquear a interferéncia deste radical oriundo
do ambiente (Delledonne, 2005).

Embora a capacidade de sintese de NO a partir da oxidagdo da I-arginina tenha sido
observada em diversos tecidos vegetais, a enzima responsavel por esta atividade ainda ndo foi
isolada ou seu gene seqiienciado. A sintese de NO em plantas também tem sido atribuida a
reducdo do nitrito pela enzima nitrato redutase (NR) (Rockel et al., 2002; Mur et al., 2006).
Bethke ez al. (2004) estudaram a sintese apoplastica de 6xido nitrico em aleurona de Hordeum

vulgare (cevada) e constataram que a formacdo desta molécula é favorecida em meios dcidos e

pela presenca da enzima nitrato redutase. Entretanto, Modolo et al. (2005) mostraram que
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mutantes de Arabidopsis thaliana duplo-deficientes na NR apresentam a mesma capacidade de
sintetizar NO que o tipo selvagem, quando nitrito € fornecido exogenamente. Desta forma, a
enzima NR € importante neste processo apenas para fornecer o substrato para a sintese de NO.
Estudos posteriores mostraram ainda que os mutantes NR-deficientes apresentam o conteudo de
aminodcidos, principalmente a L-arginina, reduzidos, mostrando que a deficiéncia na NR afeta a
producdo de dois substratos importantes para a sintese de NO, o que poderia explicar o aumento
de suscetibilidade destes mutantes a bactéria Pseudomonas syringae, ja& que o NO é um
importante sinalizador nas respostas de defesa (Modolo et al., 2006).

Muitas respostas de defesa sdo estimuladas pelo NO e os niveis desse radical livre
aumentam na planta apds o ataque por patégenos (Modolo et al., 2006). Modolo et al. (2002)
estudaram o efeito do nitroprussiato de sédio (SNP), molécula doadora de 6xido nitrico, em
cotilédones de soja e detectaram maiores quantidades de daidzeina e genisteina quando
induzidas por este eliciador apds 12 horas de incubagdo em comparagdo a indugdo com eliciador
derivado de Dpm. Os autores sugeriram que a producdo de fitoalexinas em cotilédones de soja
induzida por NO é mediada pela enzima 6xido nitrico sintase e que a eliciagdo com Dpm deve
envolver essa mesma via de sinalizacdo.

A eficiéncia dos doadores de NO na indugdo de fitoalexinas variou em funcdo da meia
vida do composto e do estado de oxidacdo do radical liberado. Embora o SNP tenha sido bastante
eficiente em promover o acimulo de daidzeina, ndo foi capaz de estimular a producdo de alguns
produtos finais, como as gliceolinas (Modolo et al., 2002). Estes resultados sugerem que a
producdo de intermedidrios da via dos fenilpropandides pode ser controlada em funcdo da
natureza do eliciador, o que pode ser de interesse uma vez que estes compostos, além de

apresentarem atividade antimicrobiana possuem varias propriedades terapéuticas.
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Eliciadores derivados de éxido nitrico e de 3-glucanos

O termo eliciador, originalmente utilizado para se referir a moléculas e outros estimulos
que induziam a sintese de fitoalexinas em células vegetais (Keen, 1975), hoje é comumente
utilizado para moléculas que estimulam qualquer mecanismo de defesa em plantas, podendo ser
de origem bidtica ou abidtica. Metabdlitos secretados por fungos e outras moléculas estruturais
destes organismos tém sido isoladas e identificadas como potentes eliciadores, tais como
oligossacarideos, proteinas, glicoproteinas, lipideos e enzimas cuja atividade hidrolitica sobre a
parede celular do hospedeiro leva a liberacdo de eliciadores enddgenos (Shibuya & Minami,
2001). Muitos trabalhos exploram a atuacdo de moléculas doadoras de 6xido nitrico e beta-
glucanos de fungos como potentes eliciadores (Cheong et al, 1991; Modolo et al, 2002;
Floryszak-Wieczorek et al., 2006).

Os doadores de NO sdo compostos que liberam este radical quando aplicados em
sistemas bioldgicos e sdo capazes de imitar a resposta relacionada ao 6xido nitrico ou substituir
a deficiéncia endégena deste radical (Floryszak-Wieczorek et al., 2006). O NO pode existir em
trés estados de reduc¢do: NO, NO e NO', nos quais cada molécula possui capacidade de
interacdes especificas. Uma das acdes do NO é o ataque eletrofilico aos grupos tiol,
particularmente nos residuos de cisteina, resultando na S-nitrosilacdo de moléculas como as
glutationas (antioxidantes) ou proteinas. O 6xido nitrico também possui afinidade por metais de
transicdo, como o Fe®*/Fe’* para formar complexos ferro-nitrosil, ligacio que também parece
atuar na regulacdo de atividades bioldgicas (Mur et al., 2006).

O SNP (nitroprussiato de s6dio), molécula doadora de NO*, tem sido extensivamente

utilizada na terapia clinica (em animais) ha mais de 70 anos, embora o mecanismo pelo qual o
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NO ¢ liberado ainda ndo tenha sido completamente elucidado. O que se sabe até o momento €
que o SNP € uma molécula relativamente estavel e nao libera NO espontaneamente. A liberagao
deste radical requer redugdo elétrica unica, a qual, sob condi¢des fisiolégicas, dependerd de
agentes redutores, como por exemplo, ascorbatos, tidis, hemoproteinas, bem como NADH e
NADPH (Floryszak-Wieczorek et al., 2006; Miller & Megson, 2007).

A GSNO (S-nitrosoglutationa), outra molécula doadora de NO (eletricamente estdvel), é
estruturalmente diferente do SNP. Esta molécula pertence a classe dos s-nitrosotidis e é
caracterizada por apresentar o NO preso em sua estrutura por ligacdo tnica a um radical
sulfidrilico, enquanto que o nitroprussiato de sodio tem este radical ligado ao Fe, o qual esta

envolvido por 5 cianetos (Figura 3), indicando que seus potenciais de indu¢do em sistemas

bioldgicos sdo distintos (Miller & Megson, 2007).
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Figura 3. Estrutura molecular do nitroprussiato de s6dio (SNP) (A) e S-nitrosoglutationa

(GSNO) (B) (Miller & Megson, 2007).

O eliciador mais ativo ja descrito é o hepta--glucosideo, isolado de polissacarideos da
parede celular de Phytophthora megasperma (= P. sojae), por apresentar atividade eliciadora em
concentracdes muito baixas, da ordem de nM . A ramificacdo trissacaridica na por¢do terminal

ndo-redutora da molécula dos oligo-B-glucosideos é de extrema importancia para a sua maxima
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atividade eliciadora (Cheong et al., 1991):

GluB(l-6)IG1uB(1—6)G1uB(1-6)G1uB(1-6)-R
GluB(1-3) GluB(1-3)

A soja tem o potencial de reconhecer um padrdo molecular especifico contido nas

ramificagdes dos hepta-p-glucosideos presentes nas paredes celulares dos fungos Oomicetos,

como é o caso de P. megasperma. Esse reconhecimento deve-se a proteinas ligantes de -
glucanos presentes na superficie celular do vegetal, que desencadeiam uma série de reacdes
especificas, incluindo a ativacdo de uma cascata de proteinas-quinase ativadas por mitogénese

(MAPKS), até a transdugdo dos sinais para a sintese das fitoalexinas (Daxberger et al., 20006).

Cancro da haste da soja

O Brasil tem selecionado diversas variedades de soja altamente produtivas e com
diferentes graus de resisténcia a diferentes patogenos. Viarias doencas afetam as plantacoes,
dentre as quais se destaca o cancro da haste de soja, causado pelo fungo Diaporthe phaseolorum
f. sp. meridionalis (Dpm), doenga que causou e ainda causa grandes perdas nas safras desta
leguminosa no Brasil (Priolli ez al., 2004; Embrapa, 2007).

O cancro da haste da soja foi identificado no Brasil pela primeira vez na safra de 1988/89,
introduzido na lavoura através de sementes e residuos contaminados em maquinas e implementos
agricolas. Essa doenca € caracterizada pela presenca de lesdes escuras na haste, principalmente
proximas as inser¢des dos ramos laterais, € de clorose e necrose nas folhas. Os danos causados a

soja dependem das condi¢des climéticas, do estaddio do ciclo de desenvolvimento da planta e da
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suscetibilidade da cultivar (Tyler, 1996; Kimati, 1997; Vechiato et al., 2006).

No sentido de tornar a soja mais produtiva e resistente a doengas e pragas, o Instituto
Agrondmico de Campinas (IAC) vem selecionando e melhorando geneticamente esta espécie, o
que resultou na producdo de variedades como a IAC-18, resistente ao cancro da haste e a IAC-14,
resistente a doengas como pustula bacteriana, fogo selvagem e mosaico comum da soja, porém
suscetivel ao cancro da haste, dentre outras (IAC, 2000).

Braga et al. (2006) estudaram o efeito da alta disponibilidade de CO, atmosférico na
producido de fitoalexinas, pela indu¢do com [B-glucano, em plantulas de duas cultivares de soja,
TAC-14 e TAC-18, suscetivel e resistente, respectivamente, ao cancro da haste, e constataram que
somente a variedade resistente teve sua producdo de gliceolinas intensificada. Os autores
concluiram que o CO, atmosférico ndo afeta todos os metabdlitos secundarios analisados e que a

resposta na producdo de cada flavondide € varidvel e depende da resisténcia da cultivar.

Importancia farmacolégica dos flavonéides

Muitos flavondides t€m sido estudados com perspectivas de utilidade farmacoldgica e de
protecdo a satde, uma vez que atuam como moduladores de respostas imune e inflamatoria,
influenciam a atividade da musculatura lisa e ainda sdo agentes anticancerigenos, antivirais,
antitoxicos e hepatoprotetores (Croteau et al., 2000).

A soja € a fonte natural mais relevante de isoflavonas (Messina, 2003). O isoflavonéide de
soja genistefna possui diversas atividades biolégicas. E um potente antioxidante, atua como

inibidor especifico da enzima tirosina quinase e € considerado um fitoestrégeno (Wei et al.,

2003), uma vez que apresenta semelhancas estruturais com o potente estrogeno estradiol-17a
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(Dixon & Ferreira, 2002) e isto lhe confere a capacidade de se ligar aos receptores estrogénicos e
proteinas ligadas a hormonios sexuais. Tem sido demonstrado que problemas causados pela
deficiéncia de estrégeno em mulheres na pds-menopausa podem ser tratados com o uso da
genisteina (Dixon & Ferreira, 2002), que parece também estar envolvida na redugdo do colesterol
LDL em mulheres na pré- menopausa (MerzDemlow et al., 2000).

A daidzeina é outro dos principais isoflavondides da soja (Coward et al., 1993;
Adlercreutz, 1995). Esta isoflavona também € capaz de se ligar a receptores de estrégeno, induzir
transcricdo celular e eliciar atividades bioldgicas semelhantes aquelas de outros estrégenos

naturais (Setchell et al., 2002).
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2 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos avaliar os pardmetros de crescimento e de efici€éncia
fotossintética e analisar a producdo de fitoalexinas induzida por eliciadores fungicos e de
moléculas liberadoras de 6xido nitrico em plantulas de soja crescidas em duas concentragdes de

diéxido de carbono (380 umol molI' e 760 pmol mol").
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1. Material vegetal

Sementes de soja (Glycine max L. Merr) da cultivar IAC-18 (resistente ao fungo
Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis, agente causador do cancro da haste), fornecidas pelo
Instituto Agrondmico de Campinas - SP, foram semeadas em vasos de 6 L. Para tanto, os vasos
receberam uma camada de vermiculita (~3/5 do vaso) e uma de terra vegetal (~1/5 do vaso),
sobre a qual 50 sementes foram dispostas e cobertas por outra camada de vermiculita. Os vasos
foram mantidos por 9 dias em camaras de topo aberto (conforme descrito no item 3.2) sob duas
diferentes concentracdes de CO, atmosférico (380 e 760 umol moIl). Foram utilizados sete vasos
por tratamento, sendo as regas efetuadas sempre que o tensidmetro acoplado ao vaso atingia um
valor de pressio de —20 Kpa. O sistema de rotacio de vasos foi adotado para garantir a
homogeneidade do experimento. Trés experimentos foram realizados nos meses de

janeiro/fevereiro de 2006 e outros trés no mesmo periodo de 2007.

3.2.Tratamentos com CO,

As camaras de topo aberto (CTA), estruturas de aluminio envoltas em pléstico
transparente (didmetro e altura = 2 m), acopladas a um sistema de ventilacdo (Figura 4), foram
mantidas dentro da casa de vegetacao da Secao de Fisiologia e Bioquimica de Plantas do Instituto
de Botanica de Sdo Paulo, Sdo Paulo, SP. A primeira CTA recebeu injecdo de ar atmosférico e
foi mantida a 380 pmol mol! de CO, (ambiente); a segunda recebeu uma mistura de ar

atmosférico e injecdo de didxido de carbono industrial (99,9%), resultando em uma atmosfera de
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Figura 4. Camara de topo aberto (A); Esquema do sistema de enriquecimento de CO; (B): 1-
Cilindro de CO,, 2- Vdlvula de regulagem, 3- Mangueira de gds, 4 Entrada para ar atmosférico,
5- Ventilador, 6- Vasos. A camara ambiente 380 pwmo moIl) ndo possui os itens 1, 2 e 3. As

setas indicam a direcd@o do fluxo de gés ou de ar atmosférico.
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760 umol molI' de CO; (alta [CO,]). Os gases foram injetados através de ventilacio forcada na
parte inferior das cAmaras.

As concentragdes de CO, e a temperatura dentro das camaras foram monitoradas ao longo
de todo o experimento através de um medidor de concentracdo atmosférica de CO, (TESTO 535,

Germany) e de termdmetros de mdxima e minima.

3.3. Trocas gasosas

A fotossintese (A), transpiragdo, condutincia estomadtica (g) e eficiéncia do uso da dgua
(EUA) foram avaliadas através de medidas de trocas gasosas efetuadas nas folhas (n= 10) das
plantulas de soja com 9 dias de idade, através de um analisador de gases infravermelho (IRGA,
Li-Cor 6400), conforme descrito por Aidar et al. (2002). Foram realizadas 5 medidas em cada

folha no periodo da manha.

3.4. Fluorescéncia da clorofila “a”

A fluorescéncia da clorofila a foi avaliada nas folhas (n = 10) de soja com 9 dias de idade

no periodo da manha, através de um fluorometro Opti-Sciences OS5-FL.
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3.5. Emergéncia e crescimento de plantulas

A porcentagem de emergéncia das plantulas de soja foi avaliada em ambos os
tratamentos, atmosfera ambiente e enriquecida em CO,, no 9° dia de cultivo em todos os vasos
mantidos nas CTAs, cada vaso foi considerado como uma replicata.

Ap6s 9 dias de crescimento, as plantas de cada tratamento foram avaliadas quanto aos
seguintes parametros: darea cotiledonar e foliar (n = 20), comprimento do epicétilo, hipocétilo e
raiz, altura das plantas (n = 16) e massas frescas (n = 15) e secas (n= 20) da parte aérea e raiz.
Amostras das plantas também foram coletadas e congeladas em nitrogénio liquido para as

andlises bioquimicas (itens 3.7, 3.8, 3.9 e 3.11).

3.6. Atividade da nitrato redutase

A atividade da nitrato redutase, enzima envolvida no metabolismo do N, foi quantificada a
partir de 100 mg de tecido fresco de folhas e cotilédones de soja com 9 dias de idade. Aos tecidos
foram adicionados 2,5 ml de tampao fosfato de potdssio 50 mM pH = 7.5, contendo 100 mM de
KNOs e 1,5% de propan-1-ol. As amostras foram mantidas em dessecador a vacuo, por 30
minutos, e em seguida incubadas a 25°C por 1 hora no escuro. A uma aliquota de 1 ml desta
amostra foi adicionado 1 ml de 4cido sulfanilico 1% e 1 ml de NED (o-naphtyl ethylenediamine
dihidrochoric) 0,05%. A solucdo foi mantida por 30 minutos em temperatura ambiente e a
absorbancia medida a 540 nm em espectrofotometro. A atividade enzimdtica foi expressa em

pMol.NOz.s'] . g’1 de massa fresca de tecido (Stewart ef al., 1986).
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3.7. Conteuido total de carbono e nitrogénio

Cem mg de folhas e cotilédones (item 3.5) de 25 plantas dos dois tratamentos (~380 e
~760 pmol mol' de CO,) foram secas, pulverizadas e submetidas 2 espectrometria de massas
segundo o método de Stewart ef al. (1995) no Laboratério de Ecologia Isotopica CENA/USP —

Piracicaba — SP, para determinag@o do conteddo total de carbono e nitrogénio.

3.8. Carboidratos

Amostras de folhas e cotilédones congeladas (item 3.5) foram maceradas em nitrogénio
liquido, liofilizadas e os materiais resultantes extraidos 5 vezes com etanol 80% a 85°C por 15
minutos. Apos centrifugagdo a 8000 g por 10 minutos, os sobrenadantes foram reunidos para a
obtencdo dos acticares soliveis e para andlise dos teores de acucares totais e redutores pelos
métodos de fenolsulfirico (Dubois er al., 1956) e Somogyi-Nelson (Somogyi, 1945),
respectivamente, tendo glucose como padrio, os resultados foram expressos em mg glucose por g
de matéria seca. O residuo da extracdo etandlica foi submetido a extracdo de amido com KOH
0,2 M, incubado em banho-maria a 100 °C por 30 min. Apds resfriamento, foi acrescentada a
solucdo 0,2 ml de 4cido acético 1 M e a solugdo foi novamente incubada com 2 ml de acetato de
s6dio 100 mM pH = 4,6 contendo 6 unidades de amiloglucosidase a 55 °C por 1h. A reacdo foi
interrompida por 5 min a 100 °C e a quantidade de glucose produzida avaliada por GOD-POD
(Glicose PAP Liquiform 1) (Vu et al., 2001). O conteddo de carboidratos totais ndo estruturais
(CTN) foi calculado pela somatodria dos teores de acucares soliveis e amido, conforme descrito

por Rogers et al. (2004). Todas as andlises foram feitas em triplicata.
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3.9. Celulose de folhas e cotilédones

Amostras congeladas de folhas e cotilédones (item 3.5) foram maceradas em nitrogénio
liquido, liofilizadas e pulverizadas. Trezentos mg deste material foram lavados com 6 ml de dgua
destilada fria (2x), de cloroférmio:metanol (v/v) por duas vezes, de acetona (2x), de éter etilico
(3x) e novamente com 4gua destilada. A cada hvagem o material foi centrifugado a 10000 g
(Braga et al., 1998). Apds a tdltima lavagem com dgua destilada, foi realizada uma extracdo com
DMSO 90% (v/v) durante 24 horas, sob agitacdo constante. Apds remog¢do do DMSO, o residuo
foi submetido a trés lavagens com dgua destilada. O residuo foi congelado e seco em liofilizador.
O material seco foi extraido com NaOH 4M (12 horas) para a retirada das pectinas
metilesterificadas e das hemiceluloses, lavado por 3 vezes com dgua destilada, congelado e seco
em liofilizador. Para a digestdo dos residuos de polissacarideos ndo celulésicos foram
adicionados 5 ml de solugdao Updegraff (5% de é4cido nitrico e 15% de acido acético em agua); os
tubos foram levados a banho-maria por 90 minutos a 100° C e em seguida centrifugados a 10000
g. O precipitado foi lavado com dgua destilada por trés vezes, congelado e seco em liofilizador. O

peso seco final foi considerado como a quantidade de celulose presente no material.

3.10. Acicares soliveis

Os sobrenadantes obtidos pela extracdo etandlica (item 3.8) foram analisados quanto a
presenca de glucose, frutose e sacarose por cromatografia anidnica de alto desempenho com
detector de pulso amperométrico (HPAEC/PAD) em sistema Dx-300, utilizando uma coluna
Carbo-Pac PA1 eluida com 0,9 ml/min de NaOH 16 mM isocrético. A identificacdo dos acucares

foi feita por comparagdo com os tempos de reten¢do obtidos para padrdes comerciais disponiveis
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de glucose, frutose e sacarose.

3.11. Compostos fendlicos

Dez ml de metanol e dgua (1:1) foram adicionados a 50 mg de macerado de folhas e
cotilédones (item 3.5) de soja, removidos das plantas crescidas em atmosfera ambiente ou
enriquecida em CO;. A suspensdo obtida foi mantida em refluxo por 1 min, filtrada e o
sobrenadante submetido a quantificacio de fendis totais utilizando-se o método analitico de

Folin-Dennis (Swain & Hillis, 1959), tendo écido tanico como padrao.

3.12. Obtencio dos eliciadores

Para a indugdo da sintese de fitoalexinas foram utilizados dois eliciadores bidticos, dois
abidticos e 4gua deionizada como controle. Cepas de fungo Diaporthe phaseolorum var.
meridionalis (Dpm), o agente etiolégico do cancro da haste de soja, foram obtidas no Centro de
Fitossanidade do Instituto Agrondmico de Campinas-SP. Extratos derivados de esporos do fungo
(Dpm) foram obtidos segundo procedimento descrito por Modolo et al. (2002) e quantificados
em equivalentes de glucose por volume de solucdo, pelo método fenolsulfurico (Dubois et al.,
1956). A concentracdo foi ajustada para 13 mg em equivalentes de acticar por cotilédone
(Modolo et al., 2002). O eliciador derivado do B-glucano de Phytophthora megasperma (3-GLU)
foi fornecido pelo Dr. Michael G. Hahn (University of Georgia-USA) e utilizado na concentracdo
de 0,1 pg/ml.

Nitroprussiato de s6dio (SNP) foi fornecido aos cotilédones na forma de solucao aquosa a

10 mM. A solugdo de GSNO @-nitrosoglutationa) foi preparada poucos minutos antes do
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bioensaio utilizando-se glutationa reduzida e NaNO; em quantidades equimolares. A soluc¢do foi
ajustada para pH 2 e apds 15 minutos em temperatura ambiente, foi neutralizada (pH = 7,0) e
mantida em banho de gelo. O GSNO foi aplicado nos cotilédones na concentracdo de 10 mM,
condi¢do estabelecida em ensaios preliminares (Mathews & Kerr, 1993; Modolo et al., 2002 e

Dra. Ione Salgado, comunicagdo pessoal).

3.13. Bioensaio com cotilédones de soja e analise da producao de fitoalexinas

Os cotilédones destacados de plantulas de soja com 9 dias de idade foram lavados e
desinfestados com hipoclorito de sédio comercial a 10%. Um ferimento de 50,24 mm’ foi aberto
na face adaxial dos cotilédones com o auxilio de um furador de rolhas e um bisturi e nele
aplicados 50 pl de dgua deionizada ou dos eliciadores a serem testados. Em placa de Petri, sobre
papel de filtro umedecido com 4gua destilada foram colocados 8 cotilédones (Figura 5); todos os
tratamentos foram realizados em triplicata. As placas de Petri foram mantidas em estufa a 28 °C,
no escuro, por um periodo de 12 e 20 horas e entdo os cotilédones foram lavados com dgua
destilada (1 ml/cotilédone).

Porcoes de tecido dos cotilédones junto ao sitio de inoculagdo foram removidas com o
auxilio de um bisturi e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido para andlise da atividade
das enzimas fenilalanina amonia- liase (PAL) (item 3.15), B- glucosidase (item 3.16) e flavanona-
3-hidroxilase (F3H) (item 3.17), da via dos fenilpropandides, e envolvidas na hidrdlise de
conjugados glicosilados dos precursores de fitoalexinas, e na conversdo de naringenina em

flavonas, respectivamente, como mostra a Figura 2.
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Figura 5. Aspecto dos cotilédones de soja dispostos em placa de Petri apds injuria e aplicagio

dos eliciadores.
3.14. Analise de flavonéides por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Os exudatos oriundos dos tratamentos com os eliciadores ou com dgua (item 3.13.) foram
preparados para serem cromatografados em CLAE. As amostras foram extraidas trés vezes com
acetato de etila bi-destilado (Keen, 1978). As fracOes orgéanicas foram recolhidas, desidratadas
por filtracdo em sulfato de sédio anidro, secas, ressuspensas em metanol grau HPLC (50 pl/
cotilédone) e cromatografadas para identificacdo de daidzina (glucosil-daidzeina), daidzeina,
genistina (glucosil- genisteina), genisteina, coumestrol, gliceolinas, apigenina e luteolina. Padrdes
comerciais auténticos (Sigma) de daidzeina, genisteina, daidzina, genistina, coumestrol,
apigenina e luteolina foram utilizados para identificar e quantificar os metabdlitos presentes nas
amostras.

As flavonas foram analisadas em cromatégrafo Varian Pro-Star, coluna C-18 de 0,46 x
15,00 cm em gradiente linear de metanol (50 a 100%) e dgua contendo 1% de 4cido férmico (20 a

50%) a 1,2 ml/min, por 20 min, a 350 nm (Modolo et al., 2002); os demais metabdlitos foram
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analisados no mesmo cromatografo, segundo metodologia descrita por Pelicice ef al. (2000) em
gradiente linear de 20 a 100% de acetonitrila contendo 0,1% TFA (4cido trifluoracético) e dgua
contendo 0,1% de TFA em gradiente linear de 40 a 80%, por 65 min, a 0,8 ml/min a de 286 nm.
Para quantificagdo dos metabdlitos foi efetuada uma curva padrdo variando-se a concentracdo de
cada composto comercial puro e analisando-se a drea do pico correspondente a cada substancia.
Para quantificar gliceolinas foi utilizada a curva padrdo da daidzeina, sua molécula precursora,

por nao haver padrdao comercial disponivel.

3.15. Atividade da fenilalanina-amonia-liase (PAL)

A atividade da PAL foi realizada de acordo com o método descrito por Prusky et al.
(1996), com modificagdes. Dois ml de tampao tris-HCI 10 mM pH 7,0 foram adicionados a 0,4 g
de matéria fresca de cotilédones (previamente maceradas com nitrogénio liquido) dos ensaios de
12 e 20 horas, conforme descrito no item 3.13. O homogenato foi centrifugado a 10000 g por 10
minutos a 4°C e considerado como extrato enzimdtico contendo a PAL. O sobrenadante foi
reservado em banho de gelo para o ensaio enzimdtico e para a dosagem de proteinas totais
efetuada pelo método de Bradford (1976), tendo albumina de soro bovino como padrao. A 200 pl
do extrato enzimdtico (sobrenadante) foram adicionados 1,2 ml de tampao tris-HCl1 0,05 M pH
8,0 contendo 6,0 mM de I-fenilalanina. O extrato foi incubado a 37°C por 60 min. A reagdo foi
interrompida pela adicdo de 100 pl de HCl 0,5 M. O mesmo procedimento foi feito para &
amostras controle (branco), porém os sobrenadantes de cada amostra foram fervidos por 10 min.
As amostras foram analisadas em espectrofotdmetro a 290 nm e a atividade enzimatica especifica

expressa em pmoles dcido cindmico mg proteina™’ min.”'. Para maior facilidade de interpretacio,
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os valores obtidos nas amostras controle foram descontados.

3.16. Atividade da B-glucosidase (-gluc)

A medida da atividade das B-glucosidases foi realizada de acordo com o método descrito
por Hsieh & Graham (2001), com modificacdes. A 0,4 g de matéria fresca de cotilédones
(previamente maceradas com nitrogénio liquido), obtida conforme item 3.13, foram adicionados
0,5 ml de tampao fosfato de sédio 200 mM, pH = 6,0 e apés homegeiniza¢gdo manual utilizando
gral e pistilo, os extratos foram centrifugados a 10000 g a 4 °C por 10 min e o procedimento
repetido por 3 vezes. Os sobrenadantes foram combinados e reservados. O precipitado foi
extraido novamente com 0,5 ml de tampao fosfato de sédio pH 6,0 contendo 0,5 M de NaCl por 1
hora a 4°C. Os sobrenadantes foram combinados com os demais e considerados como extrato
enzimatico. Cem pl do extrato enzimdtico foram incubados com 500 pl de p-nitrofenil-fB-
glucopiranosideo (PNP) 50 mM em tampao citrato-fosfato pH 6,0 por 15 min a 40 °C. A reacdo
foi interrompida pela adicdo de 1 ml de carbonato de s6dio 0,1 N. O mesmo procedimento foi
feito para as amostras controle (branco), porém os sobrenadantes de cada amostra foram fervidos
por 10 min. As amostras foram analisadas em espectrofotometro a 495 nm e a atividade
enzimitica especifica expressa em pmoles de p-nitrofenol liberado por mg de protéina. min.™. As

medidas foram efetuadas em triplicatas.

3.17. Atividade da flavanona -3-hidroxilase (F-3H)

A atividade da F-3H foi realizada de acordo com o método descrito por Beno-Moualem et

al. (2001), com modificagdes. Um ml de tampao tris-HC1 0,1 M pH 7,3, contendo 0,2 g de PVP
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(poli vinil polipirrolidona) foi adicionado a 0,3 g de matéria fresca de cotilédones (previamente
maceradas com nitrogénio liquido) dos ensaios de 12 e 20 horas, obtidos conforme descrito no
item 3.13. O homogenato foi centrifugado a 10000 g por 20 minutos a 4°C e considerado como
extrato enzimatico contendo a E3H. O sobrenadante foi reservado em banho de gelo para o
ensaio enzimdtico e para a dosagem de proteinas totais pelo método de Bradford (1976). A 100 pl
do extrato enzimdtico (sobrenadante) foram adicionados 0,5 ml de tampao tris-HCI 50 mM, pH
7,3 contendo 0,03 mM de naringenina e 0,03 mM de NADPH. O extrato foi incubado a 37°C por
90 min. A reac¢do foi interrompida pela adicao de 50 ul de HCI1 2 M. O mesmo procedimento foi
feito para as amostras controle (branco), porém os sobrenadantes de cada amostra foram fervidos
por 10 min. As amostras foram extraidas trés vezes com acetato de etila bt+destilado (Keen,
1978). As fragdes organicas foram recolhidas, secas, ressuspensas com 200 ul de metanol grau
HPLC e cromatografadas (pelo método das flavonas, descrito no item 3.14) para identificacdo de
naringenina, apigenina e luteolina. Padrdes comerciais auténticos (Sigma) foram utilizados para
identificar e quantificar estes metabolitos presentes nas amostras. A atividade enzimdtica

especifica foi expressa pelo desaparecimento de naringenina (umoles por mg de proteina. min.™y

3.18. Analise estatistica

Todos os pardmetros bioquimicos, de crescimento e de fotossintese foram conduzidos
pelo menos em triplicatas e os dados obtidos submetidos a andlise de variancia ANOVA por

Tukey (p < 0,05) utilizando-se o Winstat como software.
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4 RESULTADOS

4.1. Crescimento das plantulas de soja ematmosfera ambiente e enriquecida em CO;

Os resultados de crescimento aqui apresentados referemrse a um dos 3 experimentos
realizados nos periodos de Jan/Fev de 2006, os quais subsidiaram os experimentos de indugdo
realizados nos mesmos meses do ano de 2007 com plantulas de 9 dias de idade. Apenas um
experimento de inducdo € apresentado neste trabalho, quando menor variagdo amostral foi
observada.

A temperatura maxima e minima e os valores de concentra¢do de CO, dentro das cAmaras
foram acompanhados durante todo o periodo, as 13:00 h (Tabela 1). A média da concentracdo de
diéxido de carbono obtida na cAmara ambiente foi de 379 + 9 umol mol' e para a cAmara
contento contendo alta [CO;] o valor médio foi de 760 = 11 umol mol!. Dados de temperatura
dos 9 dias de experimento do ano de 2006 foram gentilmente fornecidos pelo Instituto de
Astronomia Geofisica e Ciéncias Atmosféricas da USP, localizado préximo ao Instituto de

Botanica (Figura 6).

Tabela 1. Valores (média dos 9 dias do experimento) de concentracdo de CO, (umol moIl) e

temperatura (°C) dentro das camaras de topo aberto (CTAs).

Ano 380 wmol mol™” 760 wmol mol ™
Min. Max. Média Min. Max. Média
2006 CO, 370 388 379 749 771 760
(pmol mol")
Temp. °C 33 45 39 33 45 39
2007 CO, 375 385 380 751 769 760
(pmol mol")
Temp. °C 27 42 34,5 27 42 34,5
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Figura 6. Temperaturas (°C) referentes aos dias 30 de janeiro a 8 de fevereiro de 2006, periodo

do experimento.

Os dados de crescimento das plantulas de soja com 9 dias de idade estdo apresentados na
Tabela 2. Os valores de raizes foram desconsiderados por haver muita perda de material no
processo de separacdo do substrato (vermiculita), devido a grande fragilidade e facilidade de
rompimento destes tecidos.

As plantulas de soja apresentaram taxas de emergéncia significativamente maiores na
camara com elevada concentragdo de CO, (97%) quando comparadas com aquelas mantidas em
atmosfera ambiente, com 89% de plantulas emergidas (Tabela 2).

Em atmosfera enriquecida em CO, houve incremento significativo nas éareas foliares
(28%) (Figura 7 A) e cotiledonares (28,5%) das plantulas em comparagdao com aquelas crescidas

em atmosfera ambiente. Também foi observado aumento nos valores de matéria fresca de folhas e

cotilédones (Tabela 2).
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As plantas cultivadas em atmosfera contendo elevada [CO;] apresentaram-se mais altas
do que as plantas controle, diferenca estabelecida pelo comprimento dos epicétilos (Figuara 7 B),

os quais também apresentaram pequeno aumento de massa fresca (Tabela 2).

Tabela 2. Emergéncia e parametros de crescimento de plantulas de soja cultivadas em atmosfera
ambiente (~80 pmol moI') e no dobro da concentragio (760 pmol mol'). As letras comparam as

médias entre os dois tratamentos com CO; por Tukey (p < 0,05).

Matéria fresca  Matéria seca Area Comprimento ~ Emergéncia
() () (mm?) (cm) (%)
(n =15) (n =20) (n =20) (n =16) (n =200)
380 760 380 760 380 760 380 760 380 760
Hipocdtilo 0,40 041* 0,03* 0,03* - - 994 9594 . -
Epicétilo  0,14* 0,18% 0,01* 0,014 - - 5947 6678 - -

Cotilédone 0,33 0,37 0,03% 0,03* 219,54 2820 - - - -
Folha 021% 025% 003* 003* 7164% 9174% - - - -

Sementes - - - - - - . - g0A 978

Ambiente Alta [COz] : Ambiente g Alta [COz]

Figura 7. Plantulas de soja (Glycine max L. Merr) com 9 dias de idade mantidas em atmosfera
contendo 380 pwmol mol! de CO, (ambiente) e 760 wmol mol'! de CO, (alta [CO3]). Aspecto da
drea foliar (A); Aspecto da altura das plantulas (B).
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No 9° dia de desenvolvimento da plantula, os parametros fotossintéticos (Figura 8) e a
eficiéncia do fotossistema II das folhas de soja foram avaliados. Apesar do pequeno incremento
em carboidratos (Figura 9), a fotossintese apresentou um aumento de 97,7% em resposta ao
aumento do CO, atmosférico (Figura 8 A), embora ndo tenha havido diferencas entre os
tratamentos quanto a eficiéncia do fotossistema II (dados nao mostrados).

As plantulas de soja crescidas em atmosfera ambiente apresentaram maior perda de dgua
por transpiracdo (Figura 8 B) e maior condutancia estomadtica (Figura 8 C) do que as plantulas
crescidas em atmosfera enriquecida em CO, que como conseqii€éncia apresentaram incremento de
61,1% na eficiéncia no uso da dgua (Figura 8 D).

Os valores de amido, carboidratos totais nao-estruturais (CTN), celulose e agucares totais
e redutores encontramse na Figura 9. As folhas apresentaram maiores quantidades de amido
(Figura 9 A) e celulose (Figura 9 B) quando comparadas aos cotilédones em ambas as atmosferas.
Foi observado incremento de amido nos cotilédones (30,7%) e de celulose (22,5%) nas ©lhas de
plantulas crescidas sob alta [CO;] (Figura 9 A e B).

Os agucares totais (Figura 9 C) e os CTNs, representados pela soma dos agtcares soldveis
e do amido (Figura 9 D), apresentaram pequeno aumento nos cotilédones das plantulas de soja
com 9 dias de idade cultivadas sob atmosfera enriquecida em CO,. Os valores de actucares
redutores foram semelhantes entre as atmosferas, enriquecida em CO, e ambiente, porém com

valores muito mais altos nos cotilédones (Figura 9 E).
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Figura 8. Fotossintese (A), transpiracdao (B), condutancia estomaética (g) (C) e eficiéncia do uso
da dgua (EUA) (D) em folhas (n = 10) de plantulas de soja com 9 dias de idade crescidas em
atmosfera ambiente (380 wmol mol') ou enriquecida em CO, (760 umol mol') por 9 dias. As

letras indicam o grau de significincia entre os tratamentos por Tukey (p < 0,05).
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Figura 9. Teor de amido (A), celulose (B), acticares totais (C), carboidratos totais ndo estruturais

(CTN) (D) e acucares redutores (E) de folhas e cotilédones (n = 25) de plantulas crescidas em

atmosfera ambiente G380 umol moIl) ou enriquecida em CO, (760 pmol moIl) por 9 dias.

Valores expressos em pg glu g' por massa seca (MS), exceto para a celulose (mg g' MS). As

letras indicam o grau de significancia entre os tratamentos por Tukey (p < 0,05).
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Os dados de HPLC (Figura 10) indicam que a proporcdo e a qualidade dos agucares de
folhas e cotilédones sao semelhantes entre os tratamentos. Nas folhas, a sacarose € encontrada em

maior quantidade e os acucares redutores, glucose e frutose, em menor propor¢do, ambos por

volta de 4 mg g_1 de matéria seca (Figura 10 A). Os cotilédones, por possuirem a fun¢do de 6rgao
de reserva, apresentaram valores muito mais altos de acucares quando comparados as folhas
(Figura 10 B), e a quantidade de sacarose aumentou em relagdo aos cotilédones das plantulas
crescidas em atmosfera ambiente, dado que estd de acordo com o incremento de agucares totais

observado para estes o6rgaos (Figura 9 D).
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Figura 10. Glucose, frutose e sacarose de folhas (A) e cotilédones (B) (n = 25) de plantulas de
soja crescidas em atmosfera ambiente (380 umol moIl) e enriquecida em CO; (760 pmol moIl)
por 9 dias. Valores expressos em ug g por massa seca (MS). As letras indicam o grau de

significancia entre os tratamentos por Tukey (p < 0,05).

A relacdo e a porcentagem de carbono e nitrogénio em folhas e cotilédones das plantulas

de soja foram avaliadas por espectrometria de massa e sdo apresentadas na Tabela 3.
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Tabela 3. Relacdo de carbono e nitrogénio e porcentagem destes compostos em folhas e
cotilédones de plantulas de soja com 9 dias de idade crescidas em duas concentracdes de CO,

(wmol mor ™).

380 pmol mol™ 760 pmol mol™
Folha Cotilédone Folha Cotilédone
C (%) 40,09 39,59 40,60 41,02
N (%) 6,74 6,50 6,83 6,22
C/N (%) 5,95 6,09 5,95 6,59

A porcentagem de nitrogénio total nas plantulas em estddio de cotilédone (VC) é
bem alta, tipica de leguminosas. O nitrogénio e o carbono sdo compostos que parecem estar bem
distribuidos pela planta, pois houve pouca diferenca entre os tecidos analisados, porém essa
pequena diferenga resultou em um aumento de 0,5 na relacdo carbono/nitrogénio dos cotilédones
das plantas cultivadas em elevado CO,, enquanto as folhas de ambos os tratamentos apresentaram
valores semelhantes entre si (Tabela 3).

A enzima nitrato redutase, que reduz o nitrato, forma pela qual o N € transportado pelas
plantas, em nitrito, apresentou valores muito mais altos nas folhas do que nos cotilédones (Figura
11) e ndo foi influenciada pela atmosfera enriquecida em gas carbdnico.

Sabendo-se que o aumento do gds carbOnico atmosférico pode causar mudangas na
composi¢do quimica das plantas, como por exemplo, aumentar a concentracdo de fendis,
metabolitos secundarios de defesa (Pefiuelas & Estiarte, 1998; Hunter, 2001), foram feitas
andlises de compostos fendlicos totais em folhas e cotilédones de soja. Nas folhas de plantulas
crescidas em atmosfera enriquecida em CO, houve redu¢do no conteido de fendis, perfil inverso

ao obtido para os cotilédones (Figura 12).
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Figura 11. Atividade de nitrato redutase em folhas e cotilédones (n = 25) de plantulas de soja

crescidas em atmosfera ambiente (380 wmol moIl) e enriquecida em CO; (760 pmol moIl) por 9

dias. As letras indicam o grau de significancia entre os tratamentos por Tukey (p < 0,05).
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Figura 12. Compostos fendlicos totais em folhas e cotilédones (n = 25) de plantulas de soja

crescidas em atmosfera ambiente (380 wmol moI') ou enriquecida em CO, (760 pmol mol") por

9 dias. Valores expressos em pg fenol g' massa seca (MS). As letras indicam o grau de

significancia entre os tratamentos por Tukey (p < 0,05).
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4.2. Inducio de fitoalexinas em cotilédones de soja crescida em atmosfera ambiente e

enriquecida em CO;

As andlises por HPLC dos metabdlitos produzidos na eliciacdo dos cotilédones de soja por
12 e 20 horas indicam que a propor¢ao e a qualidade dos mesmos diferiram entre os tratamentos,
os periodos de indugdo e entre os tipos de eliciadores utilizados (Figuras 13 a 16).

A daidzina (daidzeina glicosilada) (Figura 2) foi produzida apenas pela eliciacao por SNP
e pelo B-glucano de Phytophthora megasperma (B-GLU) no periodo de 12 horas de incubagdo
(Figura 13 A), sendo o CO, um fator estimulante de sua produg¢do quando eliciada pelo 3-GLU.
No periodo de 20 horas de incubacdo, ndo foi observada sua producdo por nenhum dos
eliciadores em ambas as atmosferas de CO, utilizadas (Figura 13 B).

A daidzeina (Figura 2 e Figura 13 C e D), molécula precursora das gliceolinas, parece ter
o seu pico de producdo apés 20 horas de eliciagdo, principalmente por inducdo dos eliciadores
que possuem NO em sua constituicio, o SNP e GSNO (Figura 13 D). Essa producdo foi
incrementada pelo diéxido de carbono quando o SNP foi utilizado como eliciador.

O B-GLU apresentou-se como o melhor indutor de gliceolinas em atmosfera enriquecida
em CO; em ambos os periodos de incubacdo (Figura 13 E e F), embora seu maior efeito tenha
sido observado com 12 horas de inducdo (Figura 13 E). Nesse periodo, ndo foi possivel perceber
incremento na producdo de gliceolinas induzidas por SNP, indicando que o B-GLU induz o
acumulo desses metabdlitos mais rapidamente do que o SNP, considerando-se que a maior
indugdo pelo SNP ocorre ap6s 20 horas de incubacao (Figura 13 F). A producdo de gliceolinas
induzida por SNP, em ambos os periodos de incubacdo, ndo sofreu interferéncia da

disponibilidade maior de carbono promovida pela alta concentragdo de CO, (Figura 13 E e F).
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Figura 13. Producado de daidzina (A), daidzeina (B) e gliceolinas (C) em cotilédones (n= 21) de
plantulas de soja crescidas em atmosfera ambiente (~380 wmol mol') e enriquecida em CO,
(~760 pumol moIl) por 9 dias em resposta aos eliciadores DPM (Diaporthe phaseolorum), GSNO
(S-nitrosoglutationa), SNP (nitroprussiato de sodio) e B-GLU @-glucano de P. megasperma),
ap6s 12 e 20 horas de incubagio. Os valores do controle (dgua) foram descontados. Area

cotiledonar induzida = 50,24 mn?’. As barras representam o desvio padrdo da média.
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O GSNO nio induziu a producdo de daidzina, apenas de daidzeina, principalmente na
incubacao de 20 horas (Figura 13 D), porém em menor concentracdo quando comparado a
indugcdo por SNP. A alta |[CO;,] parece ndo influenciar producdo de daidzeina induzida por
GSNO, ao contrdrio do observado para o SNP (Figura 13 D). A producdo de gliceolinas €
estimulada por GSNO, principalmente em 12 horas de incubacdo, sendo essa producdo
influenciada pela atmosfera enriquecida em CO,, porém em menor escala quando comparada
com a indugdo pelo B-GLU (Figura 13 E). Com 20 horas de incubacdo, a indug¢do de gliceolinas
pelo GSNO resultou em valores inferiores aos de 12 horas, porém, em ambos os periodos de
incubacdo, quando se tem a atmosfera enriquecida em CO, estes valores foram superiores
quando comparados a atmosfera ambiente (Figura 13 E e F).

Conforme mostrado na Figura 14, o SNP foi o eliciador mais eficaz na inducdo da
produgdo de coumestrol (Figura 2) com 20 horas de incubacdo, seguido pelo GSNO, sendo
ambos influenciados pela alta concentragdo de CO, atmosférico (Figura 14 B). Os eliciadores
fungicos, Dpm e B-GLU, foram menos eficazes em induzir a produ¢cdo de coumestrol nos
periodos de incubacdo analisados.

A producdo de genistina (genisteina glicosilada) (Figura 2), semelhantemente a daidzina
(Figura 13 A e B), € melhor induzida pelo B-GLU e sofre influencia do diéxido de carbono no
periodo de incubacdo de 12 horas (Figura 15 A). Com 20 horas de incubagdo, o melhor indutor
parece ser 0 GSNO em condi¢des de CO, ambiente (Figura 15 B).

Doze horas de incubag¢do parecem nao ser suficientes para a producdo de genisteina e
genistina nos cotilédones eliciados com doadores de NO (Figura 15). As maiores respostas sao

encontradas com 20 horas de incubagdo, principalmente na inducido por SNP, seguida do GSNO
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na produgdo de genisteina (Figura 15 D).

Foi observado maior acimulo de daidzina quando comparada a genistina no periodo de 12
horas de incubagao por eliciagdo com o B-GLU (Figuras 13 A e 15 A). Houve também actimulo
preferencial de daidzeina em relagdo a genisteina com 20 horas de incubacio, quando a eliciacio
foi feita por SNP (Figuras 13 D e 15 D), sendo o CO, estimulante dessa produ¢do em ambos os
€asos.

O actimulo de apigenina e luteolina (Figura 16) foi favorecido pela atmosfera enriquecida
em CO, apenas quando induzido por SNP no periodo de 20 horas de incubagdo, porém a indugdo

da flavona apigenina (Figura 16 D) foi muito maior em relagdo a luteolina (Figura 16 B).
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Figura 14. Producdo de coumestrol em cotilédones (n = 21) de plantulas de soja crescidas em
atmosfera ambiente 380 pmol moIl) e enriquecida em CO, (760 pumol moIl) por 9 dias em
resposta aos eliciadores Dpm (Diaporthe phaseolorum), GSNO (S-nitrosoglutationa), SNP
(nitroprussiato de sédio) e B-GLU @-glucano de P. megasperma), apés 12 e 2) horas de

incubacdo. Os valores do controle (dgua) foram descontados. Area cotiledonar induzida = 50,24

mm’. As barras representam o desvio padrdo da média.
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Figura 16. Producio de (A) luteolina e (B) apigenina em cotilédones (n= 21) de plantulas de
soja crescidas em atmosfera ambiente (380 pmol mol') e enriquecida em CO, (760 pmol mol')
por 9 dias em resposta aos eliciadores Dpm (Diaporthe phaseolorum), GSNO (§-
nitrosoglutationa ), SNP (nitroprussiato de sédio) e B-GLU (B-glucano de P. megasperma), apds
12 e 20 horas de incubacdo. Os valores do controle (d4gua) foram descontados. Area cotiledonar

induzida = 50,24 mm®. As barras representam o desvio padrido da média.
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4.3. Atividade das enzimas PAL, B-gluc e F-3H nos cotilédones eliciados

A atividade da fenilalanina-amonia-liase (PAL), enzima que atua no inicio da via dos
fenilpropandides, transformando a fenilalanina em 4cido cindmico, foi diferente entre os

tratamentos com os eliciadores e também entre os periodos de incubagdo de 12 e 20 horas, como

apresentado na Figura 17.
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Figura 17. Atividade da fenilalanina-amonia-liase (PAL) medida em cotilédones (n = 15) de
plantulas de soja crescidas em atmosfera ambiente (380 pmol mol') e enriquecida em CO; (760
umol mol') por 9 dias em resposta aos eliciadores Dpm (Diaporthe phaseolorum), GSNO (S-
nitrosoglutationa), SNP (nitroprussiato de s6dio) e B-GLU (B-glucano de P. megasperma).
Incubacdo por 12 h (A) e incubacdo por 20 h (B). Os valores do controle (4gua) foram

descontados. As barras representam o desvio padrao da média.
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A PAL apresentou atividade em ambos os periodos de incubacio pela indu¢do com todos
os eliciadores utilizados, sendo o CO, um fator estimulante da atividade desta enzima, com
diferencgas significativas apenas na eliciagdo com SNP e -GLU (Figura 17). A atividade da PAL
foi mais pronunciada, no periodo de 12 horas de incubacdo, na inducdo pelo B-GLU naquelas
plantas cultivadas em atmosfera enriquecida em CO; em relacdo ao SNP neste mesmo periodo
(Figura 17 A). No periodo de 20 horas a inducdo desta enzima por SNP foi bastante estimulada
pela alta disponibilidade de CO;, enquanto que para o GSNO a resposta foi oposta, tendo sido a
atividade da enzima diminuida com o aumento CO, (Figura 17 B).

A atividade da B-glucosidase @-gluc), enzima que faz a clivagem das ligacdes beta-
glicosidicas de compostos conjugados com glucose, no caso, a glucosil-daidzeina (daidzina) e
glucosil- genisteina (genistina), formando respectivamente daidzeina e genisteina (Figura 2), é
mostrada na Figura 18. A incubac@o dos cotilédones de soja com GSNO, SNP e 3-GLU mostrou
eliciac@o varidvel na atividade da enzima [- glucosidase em ambos os periodos de incubagdo. Foi
notdvel o fator estimulante da atmosfera enriquecida em CO; na induc¢ido por SNP com 12 e 20
horas de incubacgdo (Figura 18 A e B) e por B-GLU apenas no periodo de 20 horas (Figura 18 B).

A atividade da enzima flavanona-3-hidroxilase (F-3H) foi quantificada pelo consumo de
naringenina (Figura 19), substrato necessario para a formagao das flavonas apigenina e luteolina
(Figura 2). Embora seja também possivel visualizar a formagdo dessas duas flavonas nos
cromatogramas obtidos (Figura 20), estes dados ndo foram utilizados para a quantificacdo da
atividade da enzima devido a formagdo de outros produtos, por acio da K3H, que podem ndo

aparecer nos perfis cromatograficos obtidos pelo sistema de eluicao utilizado.
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Figura 18. Atividade da B-glucosidase (B-gluc) medida em cotilédones (n = 15) de plantulas de
soja crescidas em atmosfera ambiente (380 pmol mol 1) e enriquecida em CO; (760 umol moIl)
por 9 dias em resposta aos eliciadores Dpm (Diaporthe phaseolorum), GSNO (S-
nitrosoglutationa), SNP (nitroprussiato de sédio) e B-GLU (B-glucano de P. megasperma).
Incubagdo por 12 h (A) e incubacdo por 20 h (B). Os valores do controle (dgua) foram

descontados. As barras representam o desvio padrao da média.

O consumo de naringenina nos cotilédones induzidos por GSNO foi maior no periodo de
incubagdo por 12 horas (Figura 19 A), embora para este periodo ndo tenha sido observada a
producdo de nenhuma das flavonas analisadas (Figura 16) por nenhum dos eliciadores. O SNP
induziu o consumo de naringenina pela F-3H em ambos os periodos de incubagao, porém com 20
horas € possivel perceber a influéncia da atmosfera enriquecida em CO; nesta atividade (Figura
19 B). O consumo de naringenina dos extratos induzidos por SNP estdo apresentados na Figura
20.

O B-GLU foi o melhor indutor da atividade da E3H para o periodo de 20 horas, porém

esta inducdo ndo sofreu influéncia significativa da atmosfera enriquecida em CO; (Figura 19 B).
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Figura 19. Atividade da flavanona-3-hidroxilase (F-3H) medida em cotilédones (n = 9) de
plantulas de soja crescidas em atmosfera ambiente (380 wmol mol') e enriquecida em CO, (760
umol moI') por 9 dias em resposta aos eliciadores Dpm (Diaporthe phaseolorum), GSNO
(nitrosoglutationa), SNP (nitroprussiato de sddio) e B-GLU @-glucano de P. megasperma).
Incubacdo por 12 h (A) e incubacdo por 20 h (B). Os valores do controle (dgua) foram

descontados. As barras representam o desvio padrao da média.
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Figura 20. Perfil cromatografico dos padrdes de naringenina (A) luteolina e apigenina (B) e do
consumo de naringenina pela F-3H nos extratos de cotilédones induzidos por SNP no periodo de
20 horas de incubag@o em atmosfera ambiente (~380 wmol mol HhCeD)e enriquecida em CO,

(E e F). N, naringenina; L, luteolina; A, apigenina.
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5 DISCUSSAO

5.1. CO; e parametros fisiologicos

Para que a soja apresente crescimento homogéneo e boa resposta a inducgado de fitoalexinas
por eliciadores, a temperatura deve ser superior a 25 °C durante os 9 dias de manutengao dos
vasos dentro das cAmaras, uma vez que a soja apresenta melhor desenvolvimento e produtividade
de graos no verdao (Marchiori et al., 1999; Braga et al., 2006). As altas temperaturas do verdo de
2006 favoreceram os bons resultados obtidos para emergé ncia de plantulas e crescimento (Tabela
2 e Figura 7), sendo a atmosfera enriquecida em diéxido de carbono um fator estimulante do
desenvolvimento das plantulas de soja. Braga et al., (2006), estudando a mesma cultivar (IAC-
18), obteve o mesmo perfil de plantas emergidas e 0 mesmo valor (97%) sob altas concentra¢des
de dioxido de carbono, indicando que este gds atua significativamente ja no inicio do processo
germinativo.

Os valores de incremento obtidos para drea foliar e cotiledonar (28%) das plantulas de
soja com 9 dias de idade (Tabela 2) apresentaram-se acima da média de acordo com dados de
Ainsworth et al. (2002). Estes autores, através de meta-andlise, constataram que a drea foliar total
de soja em ambiente enriquecido em géds carbonico € maior nas fases de floracao e de enchimento
de graos com incremento de 25% e 18% respectivamente, quando comparadas com a soja
cultivada em atmosfera ambiente; as dreas das plantas em estddio vegetativo apresentaram apenas
10% de incremento. Essas diferencas podem estar relacionadas a cultivar de soja utilizada e as
suas condi¢des de cultivo, especialmente a temperatura. Embora somente os valores do peso de
matéria fresca de folhas, cotilédones e de epicétilos tenham apresentado diferencas significativas

entre as plantas cultivadas em atmosfera ambiente e enriquecida em CO; (Tabela 2), pode-se
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constatar uma tendéncia positiva quanto ao incremento em biomassa, uma vez que as plantulas
foram cultivadas por apenas nove dias.

Diversos trabalhos apontam incremento na biomassa de plantas crescidas sob atmosfera
enriquecida em CO,. Castells ef al. (2002) descrevem que duas espécies de gramineas perenes do
Mediterraneo tiveram sua biomassa aumentada em até 86,9% quando crescidas em atmosfera
enriquecida de CO,. Deepak & Agrawal (2001) concluiram que o aumento do crescimento e de
biomassa nas plantas de soja sob alta [CO;] € resultado de uma quantia extra de assimilados
particionados entre as diferentes estruturas das plantas, em conseqiiéncia de uma maior taxa
fotossintética. Muitos trabalhos relatam grande incremento em biomassa, porém ha muitas
contradi¢des na literatura em relacdo a biomassa de soja e produgdo de sementes em resposta ao
aumento da concentracdo de CO, atmosférico. Tem sido sugerido que essas variagdes podem
depender do gendtipo, da espécie e como ela aloca seu carbono; diferentes cultivares utilizam
diferentes estratégias (Ainsworth et al., 2002; Ziska & Bunce, 2000).

As plantas C3, como a soja, apresentam correlacdo positiva entre aumento da
concentracdo de CO, atmosférico, temperatura e incremento em biomassa com a fotossintese. O
aumento de CO, atmosférico estimula a fotossintese nas plantas G uma vez que este gas, na
concentragio que se encontra hoje na atmosfera (~380 wmol mol'), ndo é suficiente para saturar a
Rubisco, enzima que capta a molécula de CO, do ar e leva a formacgdo de esqueletos de carbono
(acucares), forma pela qual a energia € estocada nas células (Rogers et al., 2004; Kim et al.,
2005). Além disso, em atmosfera rica em CO; ha uma inibi¢do da atividade da oxigenase da
Rubisco, reduzindo a fotorrespiracdo nas plantas (Teramura et al., 1990).

As plantulas de soja cultivadas sob atmosfera enriquecida em CO, apresentaram

incremento de 97,7% na fotossintese em relacdo as cultivadas em atmosfera ambiente (Figura 8
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A), valores muito mais altos do que os obtidos por Ainsworth et al. (2007). Estes autores
estudaram folhas expandidas de soja em estddio vegetativo do desenvolvimento e constataram
um incremento de apenas 24% na fotossintese das folhas crescidas em atmosfera enriquecida em
CO,, embora a concentragio deste gés utilizada pelos autores tenha sido de 550 pmol mol' em
sistema FACE (free-air CO, enrichment), indicando que provavelmente essa diferenca esta
relacionada ao tipo de fumigacdo de CO; e a sua concentracao.

A menor perda de dgua por transpiracao (Figura 8 B) das plantas crescidas em atmosfera
enriquecida em CO, parece estar relacionada a um fendmeno conhecido e relatado por Ro gers et
al. (1984) da diminuicdo da condutancia estomatica (Figura 8 C). Este fendmeno também foi
constatado por Ainsworth et al. (2007) em folhas de soja, acarretando em maior eficiéncia do uso
da 4gua pelas plantulas cultivadas em atmosfera enriquecida em CO, (Figura 8 D).

Os dados relativos a eficiéncia do fotossistema II (dados ndo mostrados) ndo apresentaram
diferengas significativas entre as plantas cultivadas sob atmosfera ambiente e enriquecida em
CO; e podem indicar que o aumento do didxido de carbono na atmosfera ndo atuou como agente
estressante, uma vez que a eficiéncia do fotossistema II € utilizada como parametro indicador de
estresse ambiental (Costa, 2004).

A atmosfera enriquecida em CO; estimulou o maior acimulo de amido nos cotilédones e
de celulose nas folhas de soja (Figura 9 A e B). O incremento de 22,5 % de celulose nas folhas
provavelmente esta relacionado as maiores taxas fotossintéticas obtidas nestes tecidos das plantas
crescidas em atmosfera enriquecida (Figura 8 A). E possivel sugerir que, pelo incremento da
fotossintese, houve diminuicdo do efeito dreno das outras partes da planta em relacdo aos
cotilédones, com conseqiiente acimulo de amido nestes 6rgaos.

Os dados de acticares obtidos por HPLC (Figura 10) estao de acordo com os obtidos por
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Ainsworth et al. (2007), que ndo constataram diferencas significativas nas proporgdes de sacarose
e hexoses, embora tenha havido um pequeno aumento nos niveis destes acticares, no tratamento
contendo alta [CO;], em folhas expandidas de soja. O pequeno incremento em carboidratos das
plantulas de soja com nove dias de idade cultivadas sob atmosfera enriquecida em CO, esta
localizado nos cotilédones, constatado pelo aumento da sacarose (Figura 10 B) e dos CTNs
(Figura 9 D), indicando uma possivel redugdo do efeito dreno pelas outras partes da planta em
relacdo aos cotilédones, conforme ja mencionado.

As plantas possuem um mecanismo chamado de “sugar-sensing” pelo qual podem
reconhecer e controlar as concentragdes internas de carbono e nitrogénio, por exemplo, através da
diminuicdo da fotossintese, quando esqueletos de carbono encontram-se em abundancia nas
células ou aumentando a captacdo de nitrogénio quando este estd escasso nos tecidos. Este
mecanismo permite as plantas utilizarem eficientemente a energia necessdria para controlar o
transporte e o metabolismo de C e N entre os diferentes tecidos que atuam como fonte ou dreno
(Coruzzi & Zhou, 2001). A soja, aos nove dias de idade, ndo apresentou diferencas na relacdo
carbono:nitrogénio nas folhas das plantas cultivadas em ~380 pmol mol' e ~760 pmol mol' de
CO», ja os cotilédones das plantulas crescidas em atmosfera enriquecida em CO, apontam uma
tendéncia no aumento da razao C/N (Tabela 3), indicando que, nestas condicdes, hd um aumento
do estoque de carbono nos cotilédones, corroborando com sua funcao de 6rgado fonte. Curtis et al.
(1990) estudaram a dinamica de carbono e nitrogénio em plantas adultas C; e Cy4 cultivadas sob
elevado CO; e constataram incremento de 20-40% na razdo C/N nas folhas de Scirpus olneyi (C3)
ao longo do crescimento da planta sob atmosfera enriquecida em CO,.

Os valores muito menores de atividade nitrato redutase nos cotilédones em relacdo as

folhas (Figura 11) ja eram esperados, uma vez que estes 6rgdaos servem como fonte de reservas
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para o desenvolvimento inicial da plantula, sendo descartados com cerca de 15 dias apds a
germinacdo das sementes, e aos 9 dias de idade ainda ndo foi possivel constatar influéncia da

atmosfera enriquecida em CO; na atividade desta enzima.

5.2. Efeito do CO; e do é6xido nitrico na ativacao do metabolismo de defesa em soja

O Dpm, molécula que tem sido descrita como forte indutora de respostas de defesa em
soja (Modolo et al. 2002), ndo induziu significativamente a producio de nenhum dos metabdlitos
analisados. Esse aparente conflito com os resultados obtidos no presente trabalho, poderia ser
explicado pelo fato de que o composto ativo do material utilizado estivesse degradado. Assim, os
dados referentes a este eliciador devem ser considerados com reservas e novas andlises com
compostos de diferentes origens e tempos de estocagem merecem ser realizados.

A hipétese do balango de carbono-nutriente de Bryant et al. (1983) propde que a
expressdo fenotipica dos metabdlitos secundarios € determinada primariamente pela
disponibilidade de carbono e nutrientes e € inversamente proporcional as concentragdes de
nitrogénio nos tecidos, embora haja uma grande variagdo na producdo € nos compostos
produzidos nos diferentes estudos (Lindroth et al., 1995; Pefiuelas et al., 1997). Nas plantulas de
soja com nove dias de idade foi possivel perceber uma tendéncia nessa relacdo inversa, pois,
embora os valores da porcentagem de nitrogénio dos cotilédones tenham diminuido apenas
0,28% (Tabela 3), os fendis totais aumentaram nos cotilédones e diminuiram nas folhas das
plantulas cultivadas em atmosfera enriquecida em CO, (Figura 12). Ainda, a qualidade dos
metabodlitos secundérios produzidos pelas plantas de soja mostrou diferencas entre os

tratamentos, entre os tipos de eliciadores utilizados e entre os tempos de incubacdo (Figuras 13,
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14, 15 e 16) fortalecendo a proposi¢do de Braga et al. (2006), na qual este trabalho foi baseado,
de que o CO, atmosférico ndo afeta igualmente os metabdlitos secundarios de defesa, e sim a
resposta distinta e individual dos componentes.

O resultado diferencial na producdo de metabdlitos secunddrios de defesa induzidos pelo
excesso de carbono e pelos diferentes eliciadores nas plantulas de soja confirmam, mais uma vez
(Lindroth et al., 1993; Chakraborty & Datta, 2003; Ghini, 2005), as previsdes de que as
mudancas climdticas globais causadas pelas atividades antropicas podem alterar os padroes de
distribuicdo geografica de doencas de plantas, favorecendo uma espécie em detrimento de outras.
Embora a soja apresente bom desenvolvimento sob atmosfera enriquecida em CO;, ndo €
possivel afirmar que ela serd uma das espécies favorecidas. Porém, os resultados obtidos com as
plantulas indicam que hd incremento de alguns metabolitos secundérios de defesa, que conferem
protecdo a espécie e que sao importantes para o estabelecimento da planta no ambiente.

Neste trabalho foi constatado que além da producdo diferencial dos metabdlitos
secunddrios, em resposta a elevada disponibilidade de CO; e aos eliciadores, as enzimas
analisadas (PAL, B-gluc e F-3H) também apresentaram variacdo de atividade. Pruski et al. (1996)
em estudo da biossintese de epicatequina em suspensdes celulares de abacate cultivadas sob
atmosfera enriquecida em CO;, demonstraram que o aumento dos fenilpropandides se deve ao
incremento da atividade das enzimas que participam da biossintese desses compostos e que foram
influenciadas pelo ambiente, no caso, a atmosfera enriquecida em COs,.

Na natureza ndo € fécil definir quais componentes sdo necessdrios e suficientes para
conferir protecio a uma determinada espécie, devido as respostas de defesa serem
invariavelmente dependentes de multiplos componentes. Por exemplo, sabe-se que muitos

isoflavondides sdo produzidos sinergisticamente em resposta a herbivoria, porém sio detectadas
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taxas muito altas de cumarina e coumestrol em relagdo aos outros compostos produzidos. Estes
metabolitos sdo toxicos para os herbivoros e estdo relacionados com efeitos estrogé€nicos e anti-
coagulantes nos tecidos de leguminosas (Dixon & Paiva, 1995).

No presente trabalho, o B-glucano de P. megasperma (3-GLU) ndo foi eficaz na indugdo
de gliceolinas em atmosfera ambiente (Figura 13 E e F), porém quando a soja foi cultivada sob
excesso de carbono (~760 wmol mol' de CO,) houve grande incremento na produgio desses
metabolitos (Figura 21), principalmente com 12 horas de incubag¢do, bem como incremento nas
concentragdes de daidzina (daidzeina glicosilada) e daidzeina (Figura 13 Ae C; Figura 21). A
daidzina é convertida em daidzeina e esta € a precursora das gliceolinas (Figura 2) de modo que €
possivel sugerir que o excesso de carbono disponivel para a planta quando cultivada em
atmosfera enriquecida em CO; parece ativar a rota que leva a producdo de gliceolinas, ja com 12
horas de incubacao quando o B-GLU ¢€ o eliciador (Figura 21).

O B-GLU, conhecido como o eliciador mais ativo ja descrito (Hahn, 1996), é capaz de
induzir a sintese de uma grande variedade de fenilpropandides em soja, incluindo aqueles
produzidos apds a hidrélise de conjugados de isoflavonas e as gliceolinas (Graham, 1995). Os
dados obtidos com as plantulas de soja neste trabalho corroboram com os resultados de Braga et
al. (2006), que, estudando a mesma cultivar dessa planta (IAC-18) em atmosfera enriquecida em
CO,, constataram um grande incremento na produgado de gliceolinas apds 20h de eliciacdo com -
GLU, entretanto, pode-se observar que o melhor tempo de incubagdo para a produgdo de
gliceolinas induzidas por B-GLU sob atmosfera enriquecida em diéxido de carbono é de 12 horas
(Figura 13 E).

A produciao de daidzeina (Figura 13 C e D), metabdlito que ainda nao estd em sua forma

ativa de defesa na planta, em relacdo as gliceolinas, tem como melhor eliciador a molécula
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liberadora de NO, o nitroprussiato de s6dio (SNP), no periodo de 20 horas de incubacio, sendo a
atmosfera enriquecida em diéxido de carbono agente maximizante do efeito desta eliciacdo
(Figura 13 Dy Figura 21). Modolo et al. (2002) ja haviam constatado que o SNP pode elevar a
concentracdo de daidzeina e também de genisteina, a niveis muito mais altos do que aqueles pré-
existentes na soja cultivadas sob atmosfera ambiente.

O SNP também foi o melhor indutor na producao de coumestrol (Figura 14 B), genisteina
(Figura 15 D), apigenina e luteolina (Figura 16 B e D) no periodo de 20 horas, indicando que 12
horas de incubacdo ainda ndo sdo suficientes para sua atividade maxima. Ainda, a producdo
destes metabdlitos foi significativamente estimulada em atmosfera enriquecida de diéxido de
carbono (Figura 21).

O perfil da producdo de coumestrol observado pela indug@o por SNP e GSNO no periodo
de 20 horas (Figura 14 B) é semelhante ao encontrado para estes mesmos tratamentos na
producdo de daidzeina (20 horas- Figura 13 D), embora o CO; ndo tenha influenciado o GSNO,
portanto parece que uma parte da daidzeina produzida por 20 horas de incubagdo € direcionada
para a produgdo de coumestrol (Figura 21).

Na indug@o por SNP, provavelmente também hd um desvio na rota de producdo de
genisteina (Figura 15 D) para a producao da flavona apigenina (Figura 16 D, Figura 21), ja que
ambos apresentam o mesmo precursor, a naringenina (Figura 2), e os niveis desta flavona
apresentaram-se elevados quando comparados a produgdo de outros metabdétitos, resposta que foi
significativamente favorecida com o enriquecimento de CO; atmosférico. Assim, os dados de
produgdo de apigenina e luteolina indicam haver uma sinalizagdo mediada por NO na resposta de
defesa contra patégenos, que € influenciada pelo ambiente, no caso, a atmosfera enriquecida em

di6éxido de carbono, e que o SNP se confirma como um 6timo eliciador, como ja constatado
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anteriormente por Modolo et al. (2002).

Modolo et al. (2002), através de aplicacdo de inibidores da enzima 6xido nitrico sintase
(NOS) em cotilédones de soja cultivados em atmosfera ambiente, constataram que a produgao de
fitolexinas foi comprometida quando a inducao foi feita por Dpm, porém ndo quando se tinha o
SNP como eliciador. Através deste estudo os autores verificaram que a produgdo de fitoalexinas
(incluindo a daidzeina e a genisteina) ndo € dependente da NOS, ou seja, ndo requer a formacao
de NO endégeno quando este radical € fornecido exogenamente pelo eliciador, no caso o SNP.
Estes resultados levaram a proposicdo de que as plantas de soja apresentam uma resposta de
defesa contra ao ataque de patégenos mediada por NO (Modolo et al., 2002) e os presentes
resultados sugerem que a atmosfera enriquecida em CO, pode influenciar, positiva ou
negativamente, essa resposta.

Desta forma, a contribui¢do deste trabalho parece ir além do previsto inicialmente, uma
vez que o NO fornecido aos tecidos cotiledonares das plantulas de soja, através dos eliciadores,
pode simular o efeito do 6xido nitrico atmosférico, gds que vem aumentado globalmente por
consequéncia de atividades antrépicas (Beligni & Lamattina, 2001; Ghini, 2005).

O estado de reducdo pelo qual a molécula de NO € fornecida aos tecidos das plantulas de
soja parece influenciar a intensidade da resposta de defesa. O GSNO, molécula doadora de NO
(eletricamente estdvel) induz a producdo de metabdlitos secunddrios de defesa em niveis muito
menores quando comparados aos produzidos pela indu¢io por SNP, molécula doadora de NO™.
Portanto, a utilizagdo do nitroprussiato de sédio combinado com a atmosfera enriquecida em CO;,
pode simular uma situacdo atmosférica prevista para um futuro préximo, importante para se
estudar os efeitos fisioldgicos nos vegetais e também, por outro lado, pode ser uma ferramenta

importante para a biotecnologia, no sentido de incrementar a producdo de isoflavondides de
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interesse econdmico. Os resultados de indug@o obtidos nos cotilédones de plantulas de soja
podem ser extrapolados para as outras partes da planta, uma vez que os flavondides estudados
estdo presentes nas sementes, raizes, hipocétilos e folhas (Dixon & Paiva, 1995), podendo assim
potencializar sua producio. Desse modo, a observacdo ji patenteada (Salgado & Modolo, 2003),
de que o SNP pode ser utilizado para incrementar em soja a produ¢do de metabdlitos de interesse
econdmico, acrescenta-se a descoberta de que esse efeito do NO pode ser potencializado se a
planta crescer em ambiente que leve a um incremento da fotossintese, como € o caso da alta
disponibilidade de carbono por aumento da concentragdao de CO; na atmosfera.

Outro grande foco de interesse biotecnologico € superexpressar enzimas da via de
biossintese de flavondides para se obter quantidades maiores de metabdlitos de interesse (Yu &
Mcgonigle, 2005). A eliciacdo por B-GLU, no periodo de 12 horas de incubacdo, induziu a
atividade da PAL, primeira enzima da via de biossintese dos flavondides, e a atmosfera
enriquecida em CO; influenciou positivamente a resposta (Figura 17 A; Figura 21), corroborando
com os dados de inducdo para este periodo, observados na Figura 13.

A atividade da F-3H no periodo de 20 horas de incubagao foi influenciada pela atmosfera
enriquecida em dioxido de carbono na eliciacdo por SNP, embora a maior atividade neste periodo
tenha sido constatada na indugdo por B-GLU (Figura 19 B), portanto pode-se sugerir que a
naringenina tenha sido substrato para a formacdo de metabdlitos diferentes das flavonas
apigenina e luteolina quando a indugao foi feita por -GLU.

A conversdo das isoflavonas glicosiladas em seus produtos € feita pela B-glucosidase,
enzima que tem alta afinidade por isoflavonas e que estd amplamente distribuida em todos os
tecidos da soja (Hsieh & Graham, 2001). Neste trabalho a enzima B-glucosidase apresentou alta

atividade no periodo de 20 horas quando induzida por SNP (Figura 18 B) e sofreu influéncia da

61



atmosfera enriquecida em CO, (Figura 21), indicando sua acdo na conversdao de daidzina em
daidzeina (Figura 13 A e C) e genistina em genisteina (Figura 15 A e C). Esta enzima também foi
induzida por B-GLU no periodo de 12 horas, porém ndao houve influéncia da atmosfera
enriquecida em dioxido de carbono em sua atividade (Figura 18 A), apesar de ter ocorrido essa
influéncia na producdo de daidzeina por este eliciador (Figura 13 C), pode-se inferir essa
diferenca devido as altas taxas de conversdo de daidzina em daidzeina no periodo de 20 horas
(por SNP) (Figura 13 B e D) em relacdo ao periodo de 12 horas (por B-GLU) (Figura 13 A e C).
Pelos resultados obtidos foi possivel confirmar os dados anteriormente obtidos por
Modolo et al. (2002) e Braga et al. (2006) que indicam a inducdo diferencial das rotas de
biossintese de flavondides dependendo do agente eliciador utilizado. O 6xido nitrico leva ao
actimulo de precursores como daidzeina e genisteina possivelmente pelo incremento na atividade
da beta-gludosidase, enzima responsdvel para desglucosilacdo de dadzina e genistina
constitutivamente encontrados em soja (Graham, 1995). O beta-glucano, por sua vez, parece
estimular a conversdo de daidzeina em gliceolinas, fitoalexinas diretamente relacionadas as
respostas de resisténcia de soja a patdégenos, conforme relatado por Braga et al. (2006). Esses
achados indicam claramente mecanismos de sinaliza¢do celular diferencial, dependendo se um
eliciador bidtico ou abidtico € utilizado. Além disso, os dados obtidos sugerem que o excesso de
carbono leva a um aumento no acimulo de metabdlitos de defesa, induzido por diferentes

eliciadores (Figura 21).
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Figura 21. Influéncia da atmosfera enriquecida em CO; na biossintese de isoflavondides em soja.

PAL, fenilalanina amoénia liase; CHS, CHR, CHI, chalcona sintase, redutase e isomerase,
respectivamente; IFS, isoflavona sintase; B-Gluc: - glucosidase e F-3H, flavanona-3-hidroxilase.

As setas e estrelas pretas indicam inducao por SNP; em cinza, indugdo por 3-GLU.
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6 CONCLUSOES

v" A soja é influenciada pela atmosfera enriquecida em CO, no inicio de seu desenvolvimento,

apresentando maiores taxas de emergéncia, crescimento e fotossintese;

v" Sob altas concentragdes de CO,, os metabdlitos secundérios de defesa e as enzimas PAL,
B—gluc e E3H sdo ativados diferentemente quando comparados a atmosfera ambiente, sendo

observada varia¢des com o tempo de incubagdo e o eliciador utilizado;

v" O beta glucano de Phytophthora megasperma em combinagdo com a atmosfera enriquecida em
CO; é o melhor indutor das gliceolinas e das isoflavonas glicosiladas (daidzina e genistina) com

12 horas incubagio.

v'O melhor indutor da sintese de coumestrol, genisteina, luteolina e principalmente de daidzeina
e apigenina ¢ o SNP, molécula doadora de 6xido nitrico, no periodo de 20 horas de incubacao; a

producdo desses metabdlitos € incrementada pelo ambiente enriquecido em COp;

v O efeito combinado de CO;, e 6xido nitrico pode servir de ferramenta importante para a
biotecnologia no sentido de incrementar a sintese de isoflavonéides de importancia econdmica e
de se compreender melhor a fisiologia dos vegetais frente a potenciais agentes patogénicos. Mais
relevantemente, pode também ajudar a simular o efeito da atmosfera prevista para um futuro

proximo e alertar para possiveis extensoes destes efeitos no equilibrio ecolégico.
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Abstract

Increased atmospheric pollutants have large impacts on vegetation, with detrimental or beneficial
influence on plant growth and metabolism. In the present work we evaluated the combined effect
of two air pollutants, elevated CO, atmosphere and nitric oxide (NO), on the production of
soybean defensive secondary chemicals. Soybean plants Glycine max [L.] Merr.) were kept
under 380 and 760 pmol mol' of atmospheric CO, in open top chambers, from germination up to
9 days (cotyledon stage), when biochemical and physiological parameters were measured.
Defense-related flavonoids were evaluated in detached cotyledon diffusates elicited with two
different NO donors (sodium nitroprusside and S-nitrosoglutathione) and with -glucan elicitor
from mycelial walls of Phythophytora sojae. CO,-enriched atmosphere stimulated initial growth,
photosynthetic efficiency and altered C/N ratio in soybean plantlets resulting in allocation of
precursors into different branches of the phenylpropanoid pathway in the cotyledons. Under
elevated concentration of atmospheric CO, the biotic elicitor caused the accumulation of
phytoalexins (glyceollins) as the natural end products of the phenylpropanoid pathway.
Differently, elevated CO, combined with NO resulted in increase of intermediates and diverted
end products (daidzein, coumestrol, genistein, luteolin and apigenin) with concomitant increment
in the activity of enzymes related to their biosynthetic routes. These observations point out to
changes in the pool of defense-related flavonoids in soybean due to increased carbon availability
and indicate the pressure on the responsiveness of plants to pathogens in an ambient of elevated

CO; combined with increased NO-derived species in the atmosphere.
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Introduction

Anthropogenic activities are the major source of the increase in the atmospheric concentrations of
gaseous, particulate and photochemical pollutants, which are known to contribute to the
greenhouse effect. Increased atmospheric pollutants have large impacts on vegetation, with
detrimental or beneficial influence on plant growth and metabolism, depending on the
contaminant, its concentration, and interaction with other pollutants and environmental factors
(Deepak & Agrawal, 2001; Vu et al., 2001; Gregg et al., 2003).

Elevated CO, atmospheric concentrations as those predicted for next decades alter plant
growth, biomass allocation patterns, and accumulation of carbon-based secondary compounds
(CBSC) (Koricheva et al., 1998; Penuelas et al., 2002; Gregg et al., 2003; Mattson et al., 2005).
COgs-enriched atmospheres under nonlimiting nutrient conditions have been shown to enhance
plant growth and productivity in many species, including soybean, mainly through stimulation of
the photosynthesis (Bowes, 1993; Ainsworth efr al, 2002; 2007). Changes in the chemical
composition are also common to many plants grown under elevated CO, conditions (Julkunen-
Tiitto et al., 1993; Pefiuelas & Estiarte, 1998; Kim et al., 2005).

A number of source-sink hypotheses proposed in the last 20 years predict a larger
accumulation of total non-structural carbohydrates (TNC) and CBSC in plant tissues when the
provided carbon and nutrient amounts exceed growth requirements (e.g. Bryant er al., 1983;
Herms & Mattson, 1992; Peiiuelas & Estiarte, 1998). Experimentally, studies with crop plants
and trees have indicated that allocation to CBSC in response to increased CO, show enormous
inter- and mntraspecific variations (e.g. Lindroth er al,, 1993; Penuelas & Estiarte, 1998) and

dependence on the other environmental variables (Hartley ez al., 2000).
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Allocation of carbon to secondary metabolites in plants is linked to primary metabolism
by the rates at which substrates are diverted from primary pathways and funnelled into secondary
biosynthetic routes. Therefore, several factors affecting growth, photosynthesis and other parts of
primary metabolism such as increased CO, and other air pollutants will also affect the
accumulation of CBSC (Lavola et al, 2000). Such changes can significantly affect plant
performance in altered atmospheres to herbivores and microbial pathogens (Lindroth et al., 1993;
Mcelrone et al., 2005).

Studies have shown that phenylpropanoid metabolism can be stimulated by air pollutants
(Booker & Miller, 1998; Kim et al., 2005). Among distinct groups of CBSC, flavonoids have
shown to be more sensitive to CO,_increasing in some species in response to a metabolic excess
of carbon (Lindroth et al., 1993; Estiarte et al., 1999). According to Koricheva et al. (1998), high
responsiveness of phenylpropanoids to an increase in carbon supply could be due to the fact that
these compounds and proteins share a common precursor, phenylalanine. Therefore, changes in
growth and protein synthesis are expected to affect the availability of this amino acid for the
phenylpropanoid biosynthetic pathway.

Isoflavonoids constitute a group of natural products derived from the phenylpropanoid
pathway abundant in soybean. These compounds have diverse biological activities and play
numerous roles in the interaction between the plant and the environment. The inducible
accumulation of low molecular weight antimicrobial pterocarpan phytoalexins, the glyceollins, is
one of the major defence mechanisms implicated in providing resistance to soybean. Rapid and
large accumulation of glyceollins has been observed in incompatible interactions between
soybean and Phytophthora sojae (Abbasi & Graham, 2001). Expression and activity of

phenylalanine ammonia-lyase (PAL), the first enzyme of the phenylpropanoid pathway, have also
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shown to increase in response to pathogen attack (Delledonne er al., 1998). The isoflavone
daidzein is the first committed metabolite in the biosynthetic pathway to the phytoalexin
glyceollin. Genistein is also an antifungal isoflavone involved in the pathway leading to the
phytoalexin response of soybean cells. Both daidzein and genistein are present as large pools of
pre-formed conjugates in soybean tissues (e.g. daidizin and genistin), being released by
hydrolysis by B-glucosidases in response to incompatible interaction with pathogens or treatment
with fungal or plant elicitors (Graham et al., 1990; Hsieh & Graham, 2001). Apigenin and
luteolin are flavones also found in soybean tissues (Modolo et al., 2002) but their role in plant
defense against pathogen remains to be established.

Remarkable differences in the phytoalexin production in soybean were observed, between
susceptible and resistant cultivars, in response to a biotic elicitor when the plants were previously
exposed to a COs-enriched atmosphere. High levels of CO, caused significant improvement of
glyceollin production only in the soybean resistant cultivar (IAC-18). This increase was not
followed by an increment of daidzein, meaning that increased carbon supply seem to affect more
specifically the biosynthetic steps leading to conversion of this precursor into glyceollins rather

than equally stimulate the whole phenylpropanoid pathway (Braga et al., 2006).

Recently, convincing evidences of the involvement of nitric oxide (NO) in the induction
of phytoalexins in soybean were also obtained. We have demonstrated that NO is implicated in
the activation of phenylpropanoid biosynthesis as part of the defense mechanism of soybean
plants against attack by the fungus Diaporthe phaseolorum. f. sp. meridionalis (Dpm), the causal

agent of stem canker disease (Modolo et al., 2002).
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The gas NO is a common air pollutant generated by traffic and industrial combustion and
can exert a number of diverse effects in plant metabolism, being toxic or beneficial depending on
its concentration. Substantial amounts of NO can also be emitted by plants into the atmosphere,
as a result of different mechanisms of endogenous biosynthesis, related to nitrate assimilation and
reduction of nitrite (Betke et al., 2004; Salgado et al., 2006).

Produced endogenously or reaching from the atmosphere, there is compelling evidence
that plant metabolism is highly influenced by NO. As a developmental regulator it promotes root
growth and seed germination, controls stomata movement and delay flowering and senescence
(Lamattina et al., 2003; del Rio et al, 2004; Crawford, 2006). As a modulator of disease
resistance NO induces localized cell death in host tissue, and the expression of several defence
genes, resulting in the activation of biosynthetic pathways leading to accumulation of
antimicrobial compounds, such as phenylpropanoids in soybean, preventing pathogen spread
(Delledonne et al., 1998; Modolo et al., 2002; 2006).

Anthropogenic activities is bringing up pollutant concentration in the troposphere,
generating a natural pressure on plant processes controlled or dependent of CO, and NO that may
cause unexpected site-effects. Recently, Gregg et al. (2003) observed an increase in plant growth
in New York's Central park and a reduced growth in the neighbouring country areas. These
differences were attributed to NO-derived species (NOy) scavenging reactions, which resulted in
lower cumulative urban Oz exposures compared to country sites. In some plants, including wheat
and soybean, some reports reveal that CO, enrichment mitigates the toxic effects of various air
pollutants, including SO, (Deepak & Agrawal, 2001) and O3 (McKee et al., 1997).

In the present work we studied the responsiveness of soybean grown under increased CO,

concentration to the induction of defensive responses when activated by exogenous NO. A very
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active fungal elicitor was used for comparison. Besides physiological parameters, we assessed the
flavonoid metabolism in soybean related to its defensive response examining changes in the
production of phytoalexins and some of their precursors, and in the activity of three enzymes

related to their biosynthetic pathways.
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Materials and methods

Species

Soybean (Glycine max [L.] Merr.) seeds of the cultivar IAC-18, resistant to the fungus Diaporthe
phaseolorum (Cooke & Ellis) Sacc. f. sp. meridionalis Morgan-Jones (Dpm) were provided by
Instituto Agrondmico de Campinas, Campinas, Sdo Paulo, Brazil. Seeds were sown in a bed of
soil and vermiculite (1 layer of vermiculite at the bottom, 1 of soil on top of which the seeds were
placed, and 1 layer of vermiculite on top) into large pots (6L) and watered daily with tap water.
Water tension in the soil was monitored using a tensiometer and kept above - 10 KPa, as
recommended for soybean (Doorenbos & Pruitt, 1984). Leaves and/or cotyledons of 9-day-old
plantlets, corresponding to the VC stage (cotyledon stage, Fehr et al., 1971), were used for all

determinations described below.

Open-top chamber experiments

Seven pots containing 50 seeds each were held in open top chambers - OTCs (1.53 m? each)
located inside the glasshouse at Secdo de Fisiologia e Bioquimica de Plantas, Instituto de
Botanica, Sdo Paulo - SP, Brazil. Details of chambers construction and CO; injection and
monitoring were already described by Braga et al. (2006). Two OTCs were kept with 760 + 11
pmol mol ' of atmospheric CO, and other two in normal CO, atmospheric concentration (380 + 9
pwmol mol'). Six independent experiments were conducted during summer of 2005-2007
(December — February) with natural photoperiod (13.5 h) and photosynthetic flux density at the
pot surface of 400 pumol m® s'. Air temperature in the chambers varied from 32 to 18 °C

day/night) and relative humidity from 51 to 69%.
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Gas exchange measurements

Net carbon assimilation rate (A), stomatal conductance ;) and transpiration rate ) under
saturating photosynthetic photon flux (500 pmol ni* s') were measured using a portable, oper
system infrared gas analyzer (LI-6400, L+Cor, USA). Measurements were made between 08:00 —
11:00 h in ten attached leaves for each treatment (ambient and elevated CO, concentrations)
before sampling for elicitation assay. Five measurements were performed in each of the ten
selected leaves per treatment. Instantaneous water use efficiency (WUE) was calculated as the

ratio of A to E (A/E).

Chlorophyll a fluorescence measurements

Chlorophyll a fluorescence was measured in the morning (between 9:00 — 11:00 am) using a
Modulated Chlorophyll Fluorometer (Opti-sciences, model OS5-FL). Ten leaves and cotyledons,
dark-adapted for 30 min, were illuminated with a weak modulated measuring beam to obtain the

initial fluorescence (Fy). A saturating white light pulse of 3000 pmol m” s™

was applied for 1 s to
ensure maximum fluorescence emission (Fy). From this measurements the maximum

photochemical efficiency of PSII (F,/Fp, = Fn-Fo/Fr,) was estimated.

Growth parameters

The percentage of seed germination and growth parameters were evaluated after nine days of
sowing, each pot being considered as a replicate. The plantlets were evaluated for epicotyl and
hypocotyl length. Leaf and cotyledon area was measured through a Portable Area neter (LI-
3000A, LiCor, USA). Dry mass was obtained after oven drying plant material at 80 °C. From

these data, specific area (mm? g 'of dry mass) of leaf and cotyledons were also calculated.
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Carbohydrate Analysis

Samples for carbohydrate analyses were tken just before the gas exchange measurements.
Leaves and cotyledons were harvested and immediately immersed in liquid nitrogen and stored at
80 °C. Soluble carbohydrates were extracted as described by Rogers et al. (2004). Total and
reducing sugar contents were evaluated by the phenolsulphuric acid (Dubois et al., 1956) and
Somogyi-Nelson (Somogyi 1945) procedures, using glucose as standard. Glucose, fructose and
sucrose in the extracts were determined by High Perfomance Anion Exchange Chromatography
with Pulse Amperometric Detection (HPAEC/PAD) in a Dionex DX-300 using a Carbo-Pac PA1
column eluted with 0.9 mL min"' of 16 mM NaOH.

Starch was extracted according to Vu et al. (2001) and quantified by the glucose oxidase-
peroxidase (GOD-POD)/2-2"-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) assay
(Bergmeyer, 1974), using glucose as standard. The total non-structural carbohydrate content
(TNC) was considered as the sum of starch and soluble carbohydrate yields. Cellulose was

quantified as described by Updegraff (1969).

Phenolic Content

Leaves and cotyledons were powdered in liquid nitrogen and 50 mg were extracted five times
with boilling methanol:water (1:1 v/v) under reflux for 1 min. After filtration, the total phenolic
content was estimated by the Folin-Dennis procedure (Swain & Hillis, 1959), using tannic acid

Sigma (St. Louis, MO) as standard.

Nitrate Reductase Activity

A hundred mg of fresh leaves and cotyledons were blade-cut into pieces and analyzed for nitrate
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reductase activity as described in Stewart et al. (1986). The measures of absorbance were

performed at 540 nm. Enzyme activity is expressed in pmol NO, s g fresh weight.

Carbon and nitrogen contents

Leaves and cotyledons were oven-dried at 60 °C, ground to a fine powder and analyzed by
elemental analyzer (Carlo Erba EA 1110 CHNS, CE Instruments, UK) and mass spectrometry
(Delta Plus, ThermoQuest-Finnigan; Thermo Fisher Scientific, Inc. MA USA) by the Laboratério

de Ecologia Isotépica, CENA/USP, Sao Paulo, Brazil.

Elicitation Assay

The production of phytoalexins was evaluated using the soybean cotyledon assay (Ayers et al.,
1976). Detached cotyledons were soaked in 10% commercial sodium hypochloride for 15 min
and subsequently washed thoroughly with distilled water. A sterilized cork borer of 8 mm
diameter was used to delimitate the area of the Imm-deep well performed with a scalpel. The
wounded surface (50.2 mmz) was treated with either 50 pl of water (control) or the biotic and
abiotic elicitors. The B-glucan elicitor from mycelial walls of Phythophthora sojae (1 pg mL™")
was kindly provided by Dr M. G. Hahn (University of Georgia —USA). This elicitor was chosen
since it is the most active elicitor described so far (Hahn, 1996). S-nitrosoglutathione (GSNO)
was synthesized according to Matheus & Kerr (1993), few minutes before the cotyledon assay.
GSNO and sodium nitroprusside (SNP, Sigma) were applied on the cotyledon wound area as 10
mM aqueous solutions (Modolo et al., 2002).

Groups of eight cotyledons in triplicate were used per each treatment. The cotyledons
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were kept in a Petri dish containing water-absorbed filter paper in the dark at 26 °C for 12 or 20
h. The cotyledons were washed with deionized water (I mL per cotyledon) and isoflavonoid
production was estimated in the diffusates by the HPLC analysis. Tissue samples of the
cotyledons just under the wound inoculated area were removed with a scalpel and immersed

immediately in liquid nitrogen and stored at 80 °C for enzyme assays.

Flavonoid Analysis

Diffusates from the soybean cotyledon assay (24 cotyledons) underwent liquid-liquid extraction
with ethyl acetate (Keen, 1978). Organic fractions were evaporated to dryness, and the residues
then dissolved in methanol and analyzed by HPLC in a Shimadzu chromatograph fitted with a
UV-VIS detector. Samples were run on a 4.6 mm x 250 mm Shimadzu CLS ODS C18 column
with a linear gradient from 20% to 60% acetonitrile in 0.1% trifluoroacetic acid (0.8 mL min™")
and monitored at 286 nm (Pelicice et al., 2000).

For apigenin and luteolin analysis samples were run in methanol in 10% formic acid
(Modolo et al., 2002). Elution was done at a flow rate of 1 mL min™' using a gradient that started
with 50% methanol and increased to 60% at 10 min, followed by 100% methanol for 3 min and
then by holding at 50% methanol for 4 min. The runs were monitored at 350 nm.

Peak area versus compound concentration was plotted for various concentrations of
available authentic standards of daidzin (glucosyl-daidzein), daidzein, genistin (glucosyl-
genistein), genistein, coumestrol, apigenin and luteolin (Sigma). Diffusates from the Williams 82
soybean cultivar from Illinois Foundation Seeds, Inc., USA (kindly supplied by Dr. M. G. Hahn,

University of Georgia, USA) were used as the glyceollin standard.
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PAL, B-Glucosidase and Flavanone-3- hydroxylase activities

The activity of PAL was assayed by the modified procedure of Prusky et al. (1996). Four
hundred mg of cotyledon tissues were ground with 2 mL of 10 mM Tris-HCI buffer, pH 7.0
containing 2% Triton X-100 and centrifuged at 10000 g for 10 min at 4°C, and the supernatant
used to measure PAL activity. The reaction mixture consisted of 200 pl of the extract and 1.2
mL of 50 mM Tris-HCl buffer pH 8.0, containing 6 mM de L-phenylalanine (Sigma). The
incubation was performed at 37°C for 60 min and the reaction stopped by adding 100 puL of 500
mM HCI. PAL was assayed by measuring the amount of trans-cinnamic acid formed at 290 nm
and the specific enzyme activity expressed in pmol cinnamic acid min™' mg" protein.

B-Glucosidase activity was determined as described by Hsieh & Graham (2001). A
hundred pL of the extract were incubated with 500 pL of 50 mM p-nitrophenyl-[3-
glucopiranoside (PNP, Sigma) in 100 mM citrate-phosphate buffer pH 6.0 for 15 min at 40 °C.
The reaction was stopped by alkalinization of the assay with 1 mL of 0.1 N sodium carbonate.
The incubations were measured at 495 nm and the specific enzyme activity expressed as umol p-
nitrophenol min’ mg'1 protein.

Flavanone-3-hydroxylase (F-3H) extraction was performed according to the modified
method of Beno-Moualem et al. (2001). E3H activity was measured in a reaction mixture
consisting of 100 uL of the extract, 0.5 mL of 50 mM Tris-HCI buffer pH 7.3 containing 30 mM
naringenin (Sigma) and 3 mM NADPH (Sigma). The reaction was incubated for 90 min at 37°C
and stopped by adding 50 puL of 2 M HCI. The incubation mixtures were then extracted

according to Keen (1978). The organic fraction was recovered, evaporated under N, flux, and the
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dry extracts dissolved in 200 pL of methanol and analysed by HPLC as described above for
apigenin and luteolin. F-3H specific activity was measured by the disappearance of naringenin in
wmoles min™' mg ! protein.

All enzymatic determinations were performed in triplicates. For all enzyme assays,
controls were performed using pre-boiled extracts (10 min, 100°C). Protein content in the extracts
was quantified by the Bradford (1976) method with bovine serum albumin (BSA) (Sigma) as

standard.

Statistical Analysis
All growth, photosynthetic and biochemical parameters were subjected to ANOVA and, when
test F was significant, the means were compared using Student’s ¢-test at 5% or 1% of

probability.
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Results

Although soybean was submitted to a short-term elevated CO, exposition, considerable
alterations in physiological and biochemical parameters were observed (Tables 1-4). CO»-
enriched atmosphere was effective in stimulating germination (97%) and increased significantly
leaf and cotyledon fresh weight (19 and 12%, respectively) and area (28%) (Tables 1, 4). As dry
weight showed no difference between treatments, specific area (area/dry mass) was higher for
both tissues under high CO, exposition. Soybean plants grown under elevated CO, were also
higher, and the difference was established by the plantlet epicotyl length (12% longer).

The photosynthetic parameters indicate a general increment in Ay for soybean leaves
under CO;-enriched atmosphere (Table 2), showing increment of 97% in leaf area basis. When
based on leaf mass, assimilation increment was even higher (154%) (Table 4). Fluorescence of
chlorophyll a showed non-significant differences between CO, treatments for leaves indicating
no changes in the photochemical efficiency of the Photosystem II. Probably resulting from a high
CO; availability to Rubisco, plants submitted to a higher atmospheric CO, concentration showed
a decrease in both stomatal conductance (gs) and transpiration (E) and, consequently, an increase
in the water use efficiency (61.1%).

Elevated CO, concentration resulted in a significant increase in the levels of cotyledon
total non-structural carbohydrate (Table 3). Starch was the principal carbohydrate stored,
followed by total soluble sugars. As shown by Fig. 1, increased total soluble carbohydrates was
due the accumulation of sucrose since no effect of elevated CO, was observed on the content of
reducing sugars in the cotyledons (Table 3). There was also a significantly lower ratio of hexose-

carbon to sucrose-carbon at elevated CO;, concentration (~2.5) in cotyledons when compared to
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ambient CO;, atmosphere (~1.8) (Fig. 1). In leaves, significant effect of increased CO
concentration was only observed in the cellulose content (22.5%).

Cultivation of soybean plants at elevated CO; led to increased C/N ratios n cotyledons
due to higher content of carbon and a decrease in the content of total nitrogen. Nitrate reductase
activity was barely detected in cotyledons and did not change in leaves when soybean was
cultivated under CO;-enriched atmosphere (Table 3).

The average concentration of soluble total phenolics increased in the cotyledons (8%) and
decreased in leaves (25%) of plantlets grown under elevated CO, (Tables 3, 4).

In the elicitation assays, the flavonoid contents measured in the controls (water instead of
NO or B-glucan) revealed that elevated CO, atmosphere had effects only in the amount of the
constitutive isoflavone daidzein and in the content of the flavone apigenin, which doubled their
concentrations (data not shown). Data presented in their respective figures had these values
discounted.

Significant effect of the NO donor SNP was observed only after 20 h of incubation
through the enhancement of daidzein and coumestrol contents in response to doubled CO,
atmosphere (Fig. 2 D, H). In contrast, in soybean cotyledons elicited with B-glucan a significant
increase in daidzin, daidzein, and glyceollins was observed after 12 h of incubation. Glyceollins
increased more than 10 times in response to doubled CO, and were the only metabolites still
detected in high amounts after 20 h of elicitation (Fig. 2C, D). These results indicate an intense
effect of elevated CO, on the conversion of daidzin into daidzein and then glyceollins, what
resulted in no accumulation of the intermediate metabolite daidzein and the phytoalexin

coumestrol, in B-glucan-elicited soybean cotyledons. Differently, the enriched CO, atmosphere
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stimulated a delayed response to SNP leading to a significant accumulation of daidzein and
coumestrol, suggesting that the synthesis of the final metabolites, glyceollins, was inhibited. The
NO donor, GSNO, was not effective as B-glucan and SNP in activating the phenylpropanoid
pathway. Cotyledons treated with GSNO accumulated reduced amounts of glyceollins and

coumestrol after 12 and 20 h of incubation, respectively, in elevated CO, atmosphere (Fig. 2 E,

H).

The glycosylated isoflavone genistin increased in response to fungal elicitor in the high
CO; concentration after 12 h of incubation, but genistein only when cotyledons were treated with
SNP for 20 h. Thus, as observed in Fig. 2, response to elevated CO, was faster in B-glucan- than
in SNP-elicited cotyledons and conversion of genistin into genistein seems to be inhibited in the
latter treatment. Under ambiente atmospheric CO, accumulation of genistein induced by GSNO
or SNP were almost equivalent. However, the treatment with GSNO led to a reduction in the
amounts of genistein produced by cotyledons maintained under elevated CO, atmosphere (Fig. 3

D), an opposite response when compared to that observed for SNP.

NO, supplied to the cotyledons as SNP, was the only inducer to promote significant
accumulation of the flavones apigenin and luteolin and this response was very stimulated in
doubled CO, atmosphere (Fig. 4). The amount of luteolin was twice and the apigenin four times
higher in the elevated CO, than at ambient CO, atmosphere. Accordingly, prominent increase in
3-FH activity at elevated CO; condition was observed only in cotyledons treated with SNP for 20
h (Fig. 5 E). This enzyme is committed with the pathway leading to the accumulation of the

flavones apigenin and luteolin.
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PAL activity was stimulated after 12 h of treatment with SNP or [B-glucan (Fig. 5A) in
plants maintained under elevated CO,, this effect being more acute after 20 h of treatment with
the NO donor (Fig. 5B). These results are in accordance with the levels of the phenylpropanoid
metabolites detected under enriched CO, atmosphere, where the higher amounts of daidzin (Fig.
2A), glyceollins (Fig. 2E) and genistin (Fig. 3A) were detected after 12 h of elicitation with -
glucan while in SNP-elicited tissues the amounts of daidzein (Fig. 2D), coumestrol (Fig. 2H),
genistein (Fig. 3D), luteolin (Fig. 4B) and apigenin (Fig. 4D) were very increased only after 20 h
of elicitation. PAL activity was slightly inhibited after 20 h treatment of the cotyledons with
GSNO under enriched CO, atmosphere. Although this inhibitory effect was not statistically
significant, it could at least partially account for the very low effectiveness of GSNO in inducing
the phenylpropanoid metabolites (Figs. 2-4) under high CO, atmosphere.

Under enriched CO, atmosphere, 3-glucosidases showed increased activity mainly after
incubation with SNP (Fig. 5 C, D), corroborating the high accumulation of daidzein (Fig. 2D) and
genistein (Fig. 3D) under this treatment. The fungal elicitor also evoked [-glucosidase activity
under elevated CO, concentration but only after 20 h of incubation. This delayed activation of -
glucosidases did not result in an accumulation of the aglycone isoflavones probably because most
of the flavonoid precursors were rapidly converted into glyceollins after 12 h of elicitation with
B-glucan under enriched CO, atmosphere (Fig. 2E). GSNO significantly reduced the f-
glucosidase activity in the doubled CO, atmosphere after 20 h of elicitation what may explain

the decreased levels of genistein observed at this time (Fig. 3D).
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Discussion

Research on the effects of elevated CO, on soybean is of particular relevance as this crop
is one of the most important worldwide. There are a vast numbers of studies documenting
soybean responses to elevated CO; (Ainsworth et al., 2002; Rogers et al., 2004; Ainsworth et al.,
2007 and refs therein), but few studies have assessed how flavonoid metabolism related to
defence will change under predicted future climate conditions (Kim et al., 2005 and refs therein,
Braga et al., 2006). Moreover, the combined effect of raised CO, atmosphere and NO is only
now being investigated.

NO has been claimed as bioactive molecule able to modulate several physiological
processes in plants, being implicated in defensive response of plants to pathogens (Delledonne et
al., 1998; Modolo et al., 2006: Salgado et al., 2006). Its activity can result of variations in the
endogenous levels or supply from exogenous sources as polluted atmosphere. Recently, it has
been reported that NO from polluted areas can mitigate the inhibitory effect caused by ozone on
plant growth (Gregg et al., 2003), indicating that its interaction with other air pollutants affect
plant performance.

Here we document the prominent increase of some induced-defensive flavonoids in
soybean cotyledons by the combined effect of elevated CO, concentration and NO. A potent
fungal elicitor, to which the effect on soybean grown in high CO, is already known, was used to
simulate the challenge by a pathogen. Raised CO; seemed to provide excess of carbon under high
nitrogen availability that was allocated to secondary metabolism. Responses of soybean plants to
CO; in combination with NO and a fungal elicitor resembled those induced by pathogens that
result in increased levels of phenylpropanoid metabolism. This increase was related to changes in

the concentration of available substrates and precursors, and enhanced enzyme activity (Fig. Figs
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2-5). How CO; in combination with NO and fungal elicitor interfered in phenylpropanoid
metabolism is presented in Fig. 6.

Elevated CO, is widely reported to change photosynthetic efficiency, plant growth and
biomass allocation and the balance of carbon and nitrogen in several species, including tobacco
and soybean (Nielsen & Stitt, 2001; Ainsworth et al., 2002; Rogers et al., 2004; Braga et al.,
2006; Aisnworth et al., 2007). In the present work, experiments conducted with soybean
corroborated these previous findings showing that enriched-CO, atmosphere increases
photosynthesis and growth, excepting that plantlets analyzed during very early developmental
stage (9 days old) presented higher responses to elevated CO, than those already described (Table
2). These increased values may be explained by the high responsiveness of young expanding

leaves to elevated CO, and the growth of soybean at 720 umol mol' in OTCs in our study

compared to 550 pmol moI' in FACE (free-air CO, enrichment) system in the experiments
performed by Ainsworth et al. (2007). Moreover, differences in air temperature inside the
chambers, which had higher day/night range during summer of 2005-2007 when compared to
previous experiments carried out in 2003/2004 could also have contributed to divergent values
from that reported by Braga et al. (2006).

The higher assimilation under CO, treatment lead to higher availability of carbon for sink
tissues (like expanding leaves) resulting in lower sink strength for use of cotyledon reserves (Fig.
1, Table 3). This could explain the higher content of carbon (starch and TNC) in cotyledons
under CO, treatment (Tables 3, 4). Total carbon content and reduced N for cotyledons support
this hypothesis. Also, with more carbon available and lower sink strength for growth, carbon in

the cotyledons can be partitioned to other metabolic pathways, as secondary compounds
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(phenolics) for defense. These findings are in agreement with the Carbon Nutrient Balance
hypothesis (Bryant et al., 1983) that proposes that concentration of CBSC is positively correlated
with the C/N ratio, a parameter indicative of the existence of excess carbon that can be invested
in CBSC.

The decline in concentrations of low-molecular phenolic compounds in leaves in elevated
CO; as we observed in the present work (Table 3) is well documented (e.g. Hartley et al., 2000;
Veteli et al., 2002 and refs therein) and can be explained by a simple dilution effect since leaves
of plants grown under elevated CO; contained more structural carbohydrates (cellulose) and
higher total and specific area (Tables 1, 3). It appears that the extra resources gained by the plants
grown in these circumstances were allocated mainly to foliar expansion and not to production of
foliar phenolic compounds. In contrast, in soybean cotyledons increased carbon supply enhanced
biosynthetic steps leading to accumulation of phenolics (Table 3).

The altered C/N ratio in soybean cotyledons allowed an increased allocation of precursors
into different branches of the phenylpropanoid pathway when tissues were exposed to elicitors.
The differential activation of flavonoid routes observed by a combined effect of elevated CO,
with NO or a fungal elicitor (Fig. 6) confirms and extends our previous results. We found that
although NO was effective in stimulating the initial steps of the phenylpropanoid pathway in
soybean cotyledons under ambient CO, atmosphere, this radical seems not to be a signalling
molecule implicated in the late conversion of daidzein into glyceollins (Modolo et al., 2002). The
B-glucan elicitor, in turn, led to a remarkable increment in the amounts of glyceollins in high

levels of CO,, but this increase was not followed by an increment in daidzein (Braga et al., 2006).
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In soybean, an early response to pathogens and their elicitors includes the rapid hydrolytic
release of the isoflavones genistein and daidzein from pre-formed conjugates (genistin and
daidzin) and the subsequent large accumulation of glyceollins (Graham et al., 1990). Genistein,
glyceollins, and coumestrol are key defence-related end products found in soybean elicited-
cotyledons while daidzin and daidzein act as precursors (Fig. 6). As shown in Figs. 2 and 3, the
NO donor SNP supplied to the cotyledons for 20 h was very effective in promoting the
accumulation of the aglycones daidzein and genistein and the phytoalexin coumestrol, but not
glyceollins. This effect was strongly enhanced by the CO,-enriched atmosphere. The presence of
the aglycones daidzein and genistein in soybean is related to the activity of vacuole- or cell-wall
associated isoflavone specific -glucosidases (Hsiech & Graham, 2001). Therefore, the increased
amounts of daidzein and genistein induced by SNP seem to have resulted from the increase in the
B-glucosidase activity stimulated by NO under high CO; concentration (Fig. 5) and could explain
the absence or low amounts of the [-glucosides (daidzin and genistin) in the SNP-treated
cotyledons (Fig. 2A, 3B).

Hsieh & Graham (2001) reported that aglycones released through B-glucosidase action
can be used for further incorporation in other biosynthetic pathways, such as for the synthesis of
the phytoalexins glyceollin or coumestrol. Although both phytoalexins are end products in their
metabolic pathways, SNP seems to cause efficient soflavone aglycone incorporation into the
branch leading only to coumestrol production, this effect being enhanced by the higher carbon
availability provided by the elevated CO, concentration (Fig. 2H). Additionally, under enriched
CO; atmosphere SNP was the only inducer to divert the phenylpropanoid route for the synthesis

of the flavones apigenin and luteolin (Fig. 4), by stimulating the F-3H activity (Fig. 5).
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Effects of the elevated CO; on the phytoalexin biosynthesis were also observed when NO
was supplied as GSNO. However, they were distinct and much lower than those caused by SNP
and B-glucan. No induction of the precursors daidzin, daidzein, or genistin was observed by
higher carbon availability (Fig. 2, 3), what was consistent with the lack of activation of PAL and
B-glucosidase activities (Fig. 5). Actually, GSNO showed inhibitory effect on [B-glucosidase
activity in high CO, atmosphere after 20 h of incubation (Fig. 5D), what is in agreement with a
significant reduction in genistein content detected after 20 h (Fig. 3D). Therefore, it seems that
the weak effect of NO provided by GSNO on phytoalexin induction in soybean grown in high
CO; is related to late steps in the biosyntethic pathway leading to phytoalexin production. This
distinct effect between the two NO donors may be related to the fact that GSNO is thought to
function as a mobile reservoir of NO in plants. GSNO can be formed through the S-nitrosylation
reaction of NO with glutathione, an antioxidant molecule that is normally present in millimolar
concentrations in plant cells. Thus, in a cellular reductive environment NO would be rapidly
trapped as GSNO, not reaching toxic concentrations, but instead being released in amounts
enough to participate in physiological processes that normally are activated at low levels of NO
(Lamattina et al., 2003; del Rio et al., 2004). Differently, NO released from SNP, depending on
the redox state of the cell, can lead to the formation of other harmful N-oxides. In this way, SNP
would more likely resemble NO-derived species (NOy) that reach the plant cell from polluted
atmosphere or is endogenously produced at high cellular levels with defensive purposes.

The above suggestion is reinforced by the differential PAL activation observed when NO
was supplied as SNP or GSNO (Fig. 5). Increased PAL activity is a common response of soybean

and many other species to abiotic and biotic stresses (Delledonne et al., 1998). Here, PAL
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activation was only observed when SNP and the B-glucan were used as elicitors (Fig. 5) despite
of the cotyledons had increased carbon supply and less availability of nitrogen caused by CO»-
enriched atmosphere (Table 3), conditions expected to increase the responsiveness of
phenylpropanoid biosynthetic pathway (Koricheva et al., 1998).

The B-glucan elicitor also caused a significant increase in B-glucosidase activity and was
very effective in stimulating the accumulation daidzin and genistin with 12 h of incubation under
high CO; concentration (Fig. 2A), indicating that these isoflavone conjugates were newly formed
in cotyledons. The daidzein-glucosyl conjugate was then diverted to the synthesis of the
phytoalexins glyceollins, as previously reported by Braga et al. (2006), but not to coumestrol
(Fig. 2 G, H).

In conclusion, the increase in the content of specific defense-related flavonoids in soybean
cotyledons stimulated by NO or the fungal elicitor under CO, enrichment may be explained in
terms of higher availability of carbon to be invested in CBSC as predicted for a number of
source-sink hypotheses (Bryant ef al., 1983; Herms & Mattson, 1992; Penuelas & Estiarte, 1998).
However, the most important finding of this study is that high concentration of atmospheric CO,
combined with NO generated some differences in the flavonoid composition induced in soybean
cotyledons due to a shift in branches of the phenylpropanoid pathway (Fig. 6). Differently from
the biotic elicitor, in which phytoalexins are accumulated as the natural end products of the
phenylpropanoid pathway, NO caused accumulation of intermediates and diverted end products,
under enriched CO, atmosphere. These observations point out to changes in the pool of defence-

related flavonoids in soybean due to increased carbon availability and indicate the pressure on the
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responsiveness of plants to pathogens in an ambient of elevated CO, combined with increased

NOx in the atmosphere.
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Table 1 Growth parameters (standard deviation in parenthesis) of soybean grown in ambient (380 + 9 wmol moI') and doubled

CO; concentrations (760 = 11 pmol moIl); letters indicate significance for each parameter between the treatments ( P < 0.05)

[CO;] (Lmol mol'l)
380 760
Variable Leaf Cotyledon Hipocotyl Cotyledon Hipocotyl Epicotyl
Dry Weight (g)  0.03 (0.010)" 0.03 (0.00H)* 0.03 (0.002)* 0.01 (0.002)* 0.03(0.010)*  0.03 (0.004)*  0.03 (0.002)*  0.01 (0.002
(N =20)
Fresh Weight (g) 0.21 (0.04)* 0.33 (0.02)* 040 (0.05* 0.14 (0.03)* 0.25 (0.04)® 0.37 (0.04)® 0.41 (0.08)* 0.18 (0.02)
(N = 15)
Area (mm’) 716.4 (104.2)*  219.5 (20.90)* - 917.4 (82.80)® 282.0(14.77)® - -
(N = 20)
Length (cm) - - 9.90 (1.3D*  5.94(1.38)* - 9.59 (1.69)* 6.67 (1.20)
(N = 16)
Specific leaf area 23,9 7.3 - 94 - -
(mm’ mg")
Germination (%) 89* 97"
(N = 200)

— not measured
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Table 2 Net carbon assimilation rate under saturating light conditions @Ag,), stomatal

conductance (gs), transpiration rate (E) photochemical efficiency of PSII (Fv/Fm) and

water use efficiency (WUE) of leaves of soybean grown under ambient (380 £ 9 umol mol

1) and doubled CO; concentrations (760 = 11 pmol moIl); standard deviation in

parenthesis; letters indicate significance for each parameter between the treatments (P <

0.05)
[CO,] (umol mol")
Variable (N = 10) 380 760
Asat 9.78 (1.51)* 19.34 (2.10)°
(umol CO, m™> s™)
Fv/Fm 0.82 (0.003)* 0.82 (0.003)*
Asat 233.0 591.8
(umol CO, kg” s™)
E 3.41 (0.54)* 2.76 (0.49)°
(mmol H,O m” s™)
Gs 0.39 (0.10)* 0.27 (0.07)®
(mol m” s™)
WUE 2.87* 7.01°
(umol CO,/ mmol H,0)
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Table 3 Biochemical parameters (standard deviation in parenthesis) of soybean gown in ambient (380 + 9 pmol mol') and doubled

CO; concentrations (760 £ 11 wmol mol!); letters indicate significance for each parameter between the treatments (P < 0.05)

[CO;] (wmol mol ™)
Variable (N = 10) 380
Leaf Cotyledon Leaf Cotyledon
Total Sugar 13.61 (1.4)* 27.84 (121)"° 13.74 (0.83)" 30.21 (0.29)°
(mg gle g' DW)
Reducing Sugar 3.52 (0.30)* 25.0 (4.02)" 4.29 (0.33)* 25.31 (4.56)"
(mg glc g’ DW)
Starch 2475 23D)* 6.02 (1.11)" 19.49 (6.27)* 7.86 (0.22)¢
(mg gle g' DW)
TNC 38.36* 33.86° 33.23% 38.07*
(mg gle g' DW)
Cellulose 133.33 (5.23)* 120.0 (6.37)® 163.33 (7.28)€ 123.7 (2.73)®
(mg g' DW)
Phenolics 14.10 (0.25)* 10.82 (0.14)® 11.28 (0.25)¢ 11.77 (0.11)"

(ug phenol g' DW)

Nitrate Reductase  8226.08 (1379.3)*  113.08 (39.94)® 8659.72 (519.3)* 100.23 (37.13)®
(?mol NO, s g' FW)
Carbon 40.09 39.59 40.60 41.02
(%)
Nitrogen 6.74 6.50 6.83 6.22
(%)
C/N ratio 5.95 6.09 5.95 6.59

DW, dry weight; TNC, total non-structural carbohydrate; FW, fresh weight
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Table 4 Effects of enriched-CO, atmosphere (760 + 11 pmol mol!) on growth, photosynthesis

and biochemical parameters of nine-day-old soybean

Variable Leaf Cotyledon
(%) (%)
Dry Weight 0 0
Fresh Weight +19.0 +12.1
Area +28.1 +28.5
Specific area +28.0 +28.9
A, area basis +97.7 -
A,,, mass basis +154.0 -
Fv/Fm 0 -
Transpiration -23.5 -
Stomatic Condutance -44.4 -
Water Use Efficiency +144.2 -
Total Sugars 0 +8.5
Reducing Sugars 0 0
Starch 0 +30.6
TNC -154 +12.4
Cellulose +22.5 0
Phenolics -25.0 +8.8
Nitrate Reductase +5.3 0
Carbon +1.3 +3.6
Nitrogen +1.3 -4.5
C/N 0 -8.2

TNC, total non-structural carbohydrate ; — not measured
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Legend to the Figures

Fig. 1 Glucose (®), fructose (J), and sucrose (M) contents (ug g' dry weight) in leaves and
cotyledons of soybean grown under ambient atmosphere (380 + 9 umol mol') and enriched in

CO> (760 % 11 pmol mor ")

Figure 2 Production of A-B daidzin, C-D daidzein, E-F glyceollin and G-H coumestrol in
cotyledons (N = 24) of soybean grown under ambient atmosphere (380 + 9 wmol mol') (O) and
enriched in CO; (760 £ 11 pmol mol!) (W) in response to 12 and 20 h of elicitation with GSNO
(S-nitrosoglutathione), SNP (sodium nitroprussiate) and B-GLU (@-glucan of P. megasperma).
Induced cotyledon area = 50.24 mm’* Bars indicate standard deviation. Significance levels are

indicated by *P<0.05 or **P<0.01

Fig. 3 Production of A-B genistin and C-D genistein in cotyledons (N = 24) of soybean grown
under ambient atmosphere (380 £ 9 umol moIl) (Od) and enriched in CO, (760 = 11 pumol moIl)
(M) in response to 12 and 20 h of elicitation with GSNO (S-nitrosoglutathione), SNP (sodium
nitroprussiate) and B-GLU (B-glucan of P. megasperma). Induced cotyledon area = 50.24 mm’

Bars indicate standard deviation. Significance levels are indicated by *P<0.05 or **P<0.01

Fig. 4 Production of A-B luteolin and C-D apigenin in cotyledons (N = 24) of soybean grown
under ambient atmosphere (380 = 9 umol moIl) (Od) and enriched in CO, (760 = 11 pumol moIl)
(M) in response to 12 and 20 h of elicitation with GSNO (S-nitrosoglutathione), SNP (sodium
nitroprussiate) and B-GLU (@-glucan of P. megasperma). Induced cotyledon area =50.24 mm’

Bars indicate standard deviation. Significance levels are indicated by *P<0.05 or **P<0.01

Fig. 5 Activity of A-B phenylalanine ammonialyase (PAL), C-D B-glucosidase (3-Gluc), and E-
F flavanone-3-hydroxylase (F-3H) measured in cotyledons (N = 24) of soybean grown under
ambient atmosphere (380 £ 9 umol mol!) (O) and enriched in CO, (760 = 11 pumol mol!) (M) in
response 12 and 20 h of elicitation with GSNO (S-nitrosoglutathione), SNP (sodium
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nitroprussiate) and B-GLU (B-glucan of P. megasperma). Bars indicate standard deviation.

Significance levels are indicated by *P<0.05 or **P<0.01

Fig. 6 Biosynthetic pathways enhanced in soybean by elevated NO and the fungal elicitor (-
glucan) in soybean cultivated in elevated CO,. PAL phenylalanine ammonia-lyase; CHS, CHR,
CHI chalcone synthase, reductase and isomerase respectively; IFS isoflavone synthase; B-Gluc
B-glucosidase; F-3H flavanone-3-hydroxylase.Grey arrows and stars indicate induction by f-

glucan and dark ones by SNP
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