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1. RESUMO

As células vegetais possuem a capacidade de responder a fatores bidticos
e abidticos. Us mecanismos de defesa dessas células incluem a producio de
fitoalexinas, lignina e proteases. Nesses processos existe a participacdo de varias
enzimas, dentre elas as perodidases (EC 1.11.1.7}, que participam de indmeros
processos metabdlicos e a fenilalaninamonialiase, PAL (EC 4.3.1.5). Além das
alteragbes bioguimicas que podem ser avaliadas guando as células vegetais
entram em coniantc com um eliciador, pode-se também avaliar as alteragbes
morfologicas dessas células. Devido a importancia do estudo do mecanismo de
defesa das células vegetais, foram utilizadas no presente trabalhc células de
Saccharum officinarum (cana-de-aglcar) e de Citrus awurantium (laranja)
cultivadas em suspensdo e submetidas ao hidmolisado de quitina. Para serem
avaliadas as resposias dessas células frente acs tratamentos, foram medidas as
atividades das peroxidases do meio e da PAL no interior do citoplasma.
Paralelamente, foram realizadas analises citoguimicas e ultraestruturais dos
materiais nos diferentes tempos de incubacdo utilizados. Nas células de laranja
as atividades da PAL e das peroxidases tiveram seu maior aumento apés 3 horas
de eliciacdo. Nessa espécie as peroxidases basicas foram induzidas
preferenciaimente pelos hidrolisados de quitina. As alteracBes de parede celular
foram identificadas através da coloragdo com o azul de toluidina {(AT), onde
ocorreu uma diminuigdo da metacromasia, e através da reacdo positiva com a
fiorogiucina,  identificando a2  presenga de  compostos  fendlicos.
Ultraestruturaimente foram observadas desagregacbes dos polissacarideos da

parede celular, além da presenca de vesiculas aufofdgicas no citoplasma dos
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materiais tratados. Nas células de cana a atividade da PAL e das peroxidases
foram maiores apds © horas de eliciagBo com o hidrolisado de guitina. Ao
contraric da laranja, nessa espécie as peroxidases acidas foram induzidas
preferencialmente. U material tratado com 6 horas de eliciacdo apresentou
alteracBes morfologicas identificadas através da coloragio com o AT, Essa
espécie apresentou diferenca no padrdo de coloragdo com esse corante guando
comparadc com €. aweniium. Como z cana & uma monocotileddnea, a
constituicdc de suas paredes celuiares é diferente daquela observada para
dicotiledbneas, como €& ¢ casoc da laranja. Essas células possuem maior
quantidade de compostos fendlicos, o que diminul a ligacdo do corante com as
paciinas, apresentando uma coloracBo menos metacromatica com o AT, Essa
resposta fol ainda mais acentuada apés o tratamento com gquitina, ¢ que sugere ©
aumento de compostos fendlicos, hipdtese reforcada pela resposia positiva 3
reagge com & floroglucina. Em  termos  ultraestruturais essas  cdlulas
apresentaram desagregacbes dos polissacarideos da parede celular e foi
observada a presenca de nlcleos com regides de cromatina mais compactadas e
nucléolos em processo de degeneragio. As alteragBes nucleares puderam ser
identificadas através da reacdc de Feulgen, fendo sido observade um aumento
significativc da area nuclear das células com 6 horas de eliciacdo. De acordo
com os resultados, pode-se concluir que o hidrolisado de quitina induziu resposta
de defesa nas duas espécies estudadas, através da producdo de compostos
fendiicos, estando envolvidas no processo as peroxidases basicas para a laranja,
e peroxidases acidas para a cana-de-aglicar.




The plant cells possess the capacity 1o respond to bictic and abiotic factors.
The defense mechanisms of these cells include fitoalexin, lignin and protease
production. Several enzymes pariicipate in this process, among them the
peroxidases (EC 1.11.1.7), which are involved in countiess metabolic processes
and the phenylalanineammonia-liase, PAL (EC 4.3.1.5). RBesides the biochemical
aspects, the morphologic alterations can also be appraised for plant cells in
contact with an elicitor. Due to the importance of the study of defense
mechanisms in plants, celis of Saccharum officinarum (sugarcane) and of Citrus
aurantium (orange) were cultivated in suspension and submitted to chitin
hydrolyzate. To appraise the response of these celis to the treatments, the
peroxidase acliviies of the medium and of PAL inside the cytoplasm were
measured. In parallel, cytochemical and ultrastructural analyses of the materials
with different incubation times were used. in orange cells, PAL and peroxidases
had the largest aclivity increase after 3 hours of elicitation. in the first species the
basic peroxidases were preferentially induced by the chitin hydrolyzate. The cell
wall alterations were identified with the toluidine blue stain, which showed a
decrease in metachromasy. The positive reaction of phloroglucinol, identified the
presence of phenolic compounds. Ultrastructurally, the discrganization of cell wall
polisaccharide, and the presence of cvioplasmic secretory vesicles were observed
in the materials treated. In the sugarcane cells, the activity of PAL and of the
peroxidases was highest after 6 hours of elicitation with the chitin hydrolyzate.

Unlike the orange cells, in sugarcane the acid peroxidases were preferentially




induced. The material treated with 6 hours of elicitation presented morphologic
aiterations determined with the use of BT. This species presented a differant
staining pattern in relation to that of C auwrentium. As the sugsrcane is a
monccotyledon, the constitution of their cell walls is different from that observed
for the dicotyledon, as in the case of the orange. These cells possess a3 larger
amount of phenclic compounds, which reduces the pectin stainability, presenting
a light metachromatic BT staining. That response was still more accentuated after
chitin treatment, which suggests the increase of phenolic compounds, =a
hypothesie reinforced by the positive answer to the phioroglucinol reaction.
Ultrastructurally, these cells presenied disorganization of the cell wall
polisaccharides while, in the nuclei, more compacted chromatin areas and
degenerating nuciecli were cbserved. The nuclear alterations could be identified
with the Feulgen reaction, where a significant increase of the nuclear area was
cbserved in cells with 8 hours of elicitation. In agreement with the resuits, it can
be concluded that the chitin hydrelyzate induces defense responses in the two
species studied, through the production of phenolic compounds, and involves the
action of basic peroxidases for the orange and acid peroxidases for the sugarcane

cells.




3. INTRODUGAQ

As células vegetais sfo envolvidas por uma parede celular. Essa estrutura
thes confere forma e protegio e é de importancia fundamental em PrOCessos
bicldgicos como o crescimento e desenvolvimento da planta, expansio de folhas
e adaptacdo ao meio.

Em piantas superiores sfc encontrados dois tipos de parede: parede
primaria e parede secundaria. As paredes primarias sfo produzidas quando as
células estao crescendo e desta forma elas podem se alongar efou aumentar em
tamanho. As paredes secunddrias quando presentes ndc possuem essa
capacidade.

As paredes primédrias s3c compostas de diversos polissacarideos
(aproximadamente 90%) e proteinas (10%)que podemo ser estruturais ou
enzimas (Cassab & Varner 1988). Essas moléculas interagem formando a parede
e sdo suas variacbes que possibilitam o crescimento da célula {Hayashi 19889).
Dentre os polissacarideos, a celulose {+ 30%) é o mais conhecido, servindo as
vezes para designar, ainda que erroneamente, o nome de parede celulésica para
as células vegetais. Outros polimeros, as hemiceluloses {= 30%), incluem
xiloglicanos (XG), xilancs, glicomananos, galactomananos e mananos, sendo os
primeiros normaimente mais abundantes. Finaimente, as pectinas (+ 30%]
também perfazem uma quantidade significativa da matéria seca das paredes.
Dentre  elas, ramnogalacturonancs | (RGl), arabinanos, galactanos,
arabinogalactanc |, ramnogalactoronanocs il (RGH) (Brett & Waldron 1990).

A celulose & um polimerc de D-glicose com ligagdes B(1—4). Essas




cadeias interagem formando longos arranjos cristalinos na forma de microfibrilas,
e a estrutura ¢ estabilizada por pontes de hidrogénio intra e intermoleculares
{Brett & Waldron 1890, Carpita & Gibeaut 1993; Delmer 1995). Na maioria das
paredes primarias, os elementos fibrilares de celulose interagem com os
xiloglicanos (Hayashi 1888).

Os xiloglicancs compreendem cerca de 20-30% da parede priméria de
dicotileddneas. S8c cadeias lineares de D-glicose B{1-—>4) mas, diferentemenie
da celulose, eles possuem numercsos residucs de xilcse adicionados z
ramificagbes na posic@o 6 das unidades de glicose (Joseleau & Chambat 1984).
Além disso, apreseniam com freqliéncia D-galactose e, em alguns casos, L-
fucose (Havashi 1988). Devido ao fato da parede priméria conter guantidades em
pesc aproximadamente iguais de xiloglicanos e celuiose, nem fodos os
¥iloglicanos podem estar localizados como uma monocamada de cobertura das
microfibrilas celulésicas, estando muitos deles formando uma rede entre as
mesmas {Carpita & Gibeaut 1883).

Acredita-se que os xiloglicanos possuem uma importante funcdo em
diversos processos associados a expansio das paredes celulares. Foi observado
gue um nonassacaridec (XXFG) produzido por celulase a partir de xiloglicanos de
Acer sp € um potente agente anti-auxina em concentragdes de 10°°M York et al.
1984). Entretanto, o XXFG aplicado em concentragbes mais altas (1 0" a 10’SM)
promove o alongamento de caules, mimetizando o papel das auxinas através da
ativacdo de celulases da parede de caule de ervilha (McDougall & Fry 1990).
Assim, até uma determinada concentracé@o, os oligossacarideos originados da
clivagem de xiloglicanos exerceriam um papel inibitério do alongamento e, a partir
dessa concentracdo, passariam a desempenhar um papel promotor do mesme
desenvolvimento.

Moléculas com © comportamento acima descritc sSo denominadas
genericamente de oligossacarinas, que podem ser carboidratos complexos e

capazes de induzir o crescimento e desenvolvimenio vegetal z baixas




concentragdes. Algumas oligossacarinas tais como oligogalacturonideos, atuam
como eliciadores e sstimulam resposta de defesa contra patégenos. O termo
eliciador fol originalmente empregado para moléculas & outros sstimulos que
induzem =z siniese e o acUmulo de fitoalexinas, inibidores de proteinas, lignina,
peroxidase, lipoxigenase e B-1,3 glicanases (Ryan 1988, Ebel & Cosio 1804}
sendo mais modemamente admilido como um grupe de moléculas que
estimulam gualguer mecanismo de defesa (Dixon 1986, Ebel 1986, Dixon & Lamb
1890)

A reserva de carboidratos mais comum € o amide intraceiular. Em
algumas plantas contudo, a reserva € encontrada na parede celular que se
apresenta espessada e coniendo grande guantidade de hemiceluloses (Fry
1988). Em sementes de plantas nfio endospérmicas, como por exemplo o jatoba,
essa reserva € formada basicamente por xiloglicanos (Buckeridge et al. 1997;
em sementes de plantas endospérmicas, como por exemplo Sesbania marginata
e Coffea arabica, os galactomananos predominam {Buckeridge & Dietrich 1996).

Os polissacarideos pécticos sio classificados em trés grandes classes:
homogalacturonanos (HGA), ramnogalacturonancs | (RG J &
ramnogalacturonanos !l (RG I} (McCann & Roberts 1994, Carpita e Gibeaut
1993). Acredita-se que os polimeros pécticos estejam envolvidos no crescimento
das plantas e tem sido demonstrade que o processc de alongamento esta
relacionado & presenga de pectinas altamente metiladas e sua interrupcdo, 2
presenca de pectinas acidicas (Kim & Carpita 1992, McCann & Roberts 1894)

Baron-Epel & colaboradores {1988) mostraram que o tamanho dos poros
das paredes ceiulares & controlado pela matriz péctica. A digestio enzimatica de
algumas pectinas aumenta o tamanho do poro para 10 am, um valor que altera o
limite de difusdo irrestrito para proteinas com pesoc molecular de 17 kg.mof ' para
100 kg.mol ™.

Através de varios estudos sobre os constituinies das paredes celulares

pbde-se elaborar modelos de organizacdo dessas moléculas na parede. Carpita




& Gibeaut (1993) descreveram o modelo de parede Tipo | para & maioria das
plantas, principaimente as dicotileddneas como um emaranhado de microfibrilas
de celulose se entrelacando com xiloglicanos, os quais est8o embebidos em um
gel de pectina rico em acido urbnico e com ligacdes cruzadas com glicoproteinas
ricas em hidroxiprolina,

Todos esses componentes da parede celular vegetal estdo organizados de
maneira a eslabilizar a estrutura e quando z célula estd em crescimento, as
alteragbes que ocorrem nesse arranjo s@o o principal interesse das pesquisas
sobre parede celular. |

Entre as proleinas estruturais que estdo presentes na parede celular, a
extensina € provavelmente a melhor sstudada. Proteinas n3o estruturais sio
também encontradas. Muitas sdo hidrolases, iransferases, esterases,
peroxidases e varias outras enzimas que atuam na modificacio dos polimeros da
parede celular em vérios estagios do seu desenvolvimento e diferenciacio
{Cassab & Varner 1988).

A parede celular de monocotiledéneas & conhecida como sendo do Tipo 1.
Suas microfibrilas de celulose, semelhantes as do Tipo |, estdo interligadas por
glicoronoarabinoxilanas (GAX). Os xiloglicanos também encontram-se presentes,
mas em menor propergdo. O mesmo ocorre com as pectinas, em menor
guantidade & que podem se apresentar metilesterificadas e nio esterificadas. A
maior caracteristica das paredes das Poaceas & a presenca de substinciss
aromaticas em paredes ndo lignificadas. Dentre essas substancias aromaticas,
os ésteres de hidroxicinamatos, ferulato e p-coumarato sdo os encontrados em
maior proporg&o. As GAX enconfram-se ligadas nas paredes através de
hidroxicinamatos tanto esterificados quanto eterificados e por outras substancias
fenodlicas (Carpita 1896).

Durante o0 crescimento das células vegetais, a parede celular sofre um
processc de afrouxamento. Neste processo a deposicio de microfibrilas de

celulose e dos polimeros da matriz sdo altamente controlados e isso pode ser




verificado  através da andlise de constituintes da parede celular conforme
mostrado por Chambat e colaboradores {1987) em células de Rubus fruticosus
cultivadas em suspensio. Muitos pesquisadores acreditam que este
afrouxamento seja devido a aglic de endo e sxoglicanases, que atuam nas
hemiceluloses. Oulras proteinas, principalmente enzimas, vém tendo seu papel
estudado durante © crescimento da célula vegetal como por exemplo =
xiloglicano-glicosil-transferase (XET) (Fanuli et al. 1896, Fry 1993, Nishitani 1085)
e a proteina expansina (McQueen-Mason & Cosgrove 1895).

A XET atua cortande uma cadeia de xiloglicano (substratc doador) e
provavelmente forma um complexe transitéric enzima-polissacarides. A porcdo
ligada & enzima do polissacarideo & entdo transferida para uma extremidade de
um subsirato receptor. O recepior pode ser uma outra molécula de xiloglicano ou
um cligémero de xloglicano (Fry 1983).

A expansina n&o tem atividade catalitica. Durante o processe de expansio
da parede, essa proteina rompe as pontes de Hidrogénio entre as microfibrilas de
celulose, facilitando o deslizamento direcionado pelo turgor entre as microfibrilas
e 0s outros compenentes da parede celular (McQueen-Mason & Cosgrove 1895,
Cosgrove 1988).

Além dos mecanismos de crescimenio da célula vegetal muitos cutros
eventos contam com a participagdo das enzimas presentes na parede celular.
Dentre eles, pode ser citada a biossintese de lignina, envolvendo peroxidases (EC
1.11.1.7), enzimas que participam de inGmeros processos metabélicos. Elas
catalisam as interligagbes entre macromoléculas envolvendo lignina,
hemicelulose e glicoproteinas (Whitmore 1978, Fry 1986, Gottahard & Grambow
1992, Talbott & Ray 1992).

Apesar de alguns estudos sobre a participagdo de peroxidases no
processo de lignificacéo (Bruce & West 1989, McDougall 1991, Melo et al. 1995),
pouco & conhecido sobre sua acdo na via metabdlica desse polifenol.

Através de eletroforese, cromatografia de troca ibnica e focalizacdo
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isoelétrica de extratos de diferentes plantas contendo peroxidases, tém-se obtido
dois grupos distintos dessas enzimas: um acido e um bésico. As proporgbes com
gue estes grupos aparecem sfo bastantes diferenies e dependem ainda das
técnicas utilizadas para a sua separacio (Gaspar et al. 1985). Estes dois grupos
de peroxidases sdo muite semsthantes, mas o local celular onde ocorrem ainda é
muito discutido. Muitas peroxidases catiénicas ocorrem no meio de cultura e no
citoplasma de células cultivadas em suspensdo (Cortelazzo et al. 1906, Joseleau
et al. 1896), assim como na parede celular e em vaclolos (Morales & Fos
Barcelé 1997). Melc e colaboradores (1997) observaram a atfividade de
peroxidases catibnicas na oxidacfo de dlcool coniferilico. Os autores sugerem o
envolvimento dessas isoenzimas no processo de lignificagio.

Nags plantas adulfas toda a forca ténsil deriva principaimente a partir de
uma parede secundaria muito grossa carateristica de muites tipos celulares de
tecidos maduros. A celulose constitui cerca de 30% do peso seco dessas
paredes e & de grande importancia a montagem de camadas alternadas das
microfibrilas. Desta forma, a celulose da parede secundéria pode certamente ser
considerada como a maior responsavel pela sustentacdo das forcas mecanicas
exercidas scbre a planta (Delmer 1995).

A lignina € um polimero com subunidades aromaticas derivadas da
fenilalanina que aparece como uma matriz ac redor dos polissacaridecs de
algumas paredes celulares, principaimente de crescimento secundéric. Um
primeirc passo da via de formacide da lignina € a desaminagdo do aminoacido
fenilalanina a acide transcindmico pela enzima fenilalaninamonialiase, PAL (EC
4.3.1.5). Essa enzima tem sido muilc estudada e & considerada z chave
regulatoria no metabolismo dos fenilpropanocides.

A atividade da PAL pode ser induzida por infecgdo (Jones 1984; Hahlbrock
& Scheel 1889), ferimento (Tanaka & Uritani 1977, Jones 1984, Hahlbrock &
Scheel 1989, Tanaka et al. 1989) e iluminacic (Mavir & Hanson 1968, Jones
1984, Hahibrock & Scheel 1888, Parvez et al. 1997). Em dicotiledéneas a PAL
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usa como substraio a fenilalanina (Koukol & Conn 1981, Tanaka & Uritani 1977,
Gupta & Acton 1978, Havir 1981) enquanto gue em gramineas sfio usadas a
fenilalanina e em algumas ocasides a firosina, também ulilizada pela
tirosinamonialiase (Havir et al. 1871, Camm & Towers 1973, Jones 1984). As
razdes para diferentes especificidades de substrato ainda ndo foram totalmente
esclarecidas.

A PAL tem sido purificada a partir de vérios vegetais e esta presente na
forma de uma simples iscenzima em algumas espécies e com formas muitiplas
em cutras. O aumento da stividade da PAL foi observado também em cultura de
células de pinheiro, apds eliciaco com fungo (Campbell & Ellis 1992), culturas
de Nicotiana fabacum tratadas com pectinase {(Negrel & Javelle 1995) & culturas
ermn suspensao de cevada tratadas com quitina (Pelionen et al. 1887).

Yariagbes na composicdo da lignina ocorrem dentro de espécies vegetais,
tecidos, tipos celulares e com o estagic de desenvolvimento da planta (Campbell
& Sederoff 1996). A diversidade molecuiar das ligninas é freglientemente
expressa em termos do contetdo reiativo de irés unidades estruturais de
feniipropano, originadas a partir da polimerizacdo desidrogenativa de trés lcoois
hidroxicinamilicos (Higuchi 1990): p-coumarilico, coniferilicc e sinapilico. A
polimerizagéo desses trés monoligndis da origem as ligninas, com unidades de
p-hidroxifenilpropano, guaiacil e siringil (Higuchi 1990).

Apesar da grande heterogeneidade nos tecidos e paredes celulares, as
ligninas de gimnospermas s@c predominantemente compostas de unidades
guaiacil, enquanic que as ligninas de angiospermas sdo constituidas
principaimente de uma mistura do tipo guaiacil-siringil, sendo notadas grandes
variacbes na proporgéo dos mesmos entre diferentes espécies. Em gramineas e
cereais contudo, os rés tipos de unidades sac encontrados, com uma propergdo
de p-hidroxifenilpropanc menor que guaiacil, por sua vez menor que siringil
{Lewis & Yamamotc 1920}

Outrc nivel de complexidade na biogénese da lignina das paredes
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celulares esta na distribuicBo ultraestrutural desse polimero. Existe ainda muita
incerieza a respeito dos aspectos temporais da lignificac8o no desenvolvimento
do tecido e a relag@o enlre a localizacdo uliraestrutural e a natureza quimica da
lignina depositada. Como demonstrade em milhe, o processo de lignificaco dos
tecidos n@&c ocorre de maneira simultdnea e na mesma proporgio, indicando ser
este um fendmeno temporal e espacial, que varia de acordo com o tipo de tecido
e parede celular (Joseleau & Ruel 1897). Essas diferengas nos tipos de lignina
também podem ser observadas quando do ataque de fungo branco em raizes de
trigo, onde a morfologia de degradacdoc da lignina pelc patégeno ndoc segue o
mesmo padrao (Burlat et al. 1887

As arvores apresentam necessidade de suporte estrutural para o fransporte
de agua. Devido a isso as plantas sintetizam altos niveis de lignina gue variam de
15 a 36% do peso seco das madeiras. Poucos tipos celulares acumulam lignina
durante © seu desenvolvimento. Os elementos do xilema e esclerénguima
acumulam lignina e também ocorrem outras modificacdes na parede celular, tais
como espessamento da parede celular secundaria o que contribui para dar
rigidez & célula (Whetten & Sederoff 1985).

No enianto, recentes estudos sobre interagdo planta-patégeno tém
demonstradc que a parede celular de tecidos jovens pode sofrer lignificacdc se
as células forem danificadas por ferimentos ou sofrerem ataque por fungos. E
portanto aceitavel que também a parede celular primaria de tecidos imaturos
contenham normaimente pouca lignina, gue pode nio ser detectada por métodos
convencionais de analise e de coloragdo histoldgica como por exemplo a
coloracic peio azul de astra e safranina (Bukatsch 1972) e a reagdo da
floroglucina (Vallet et al. 1996). Foi observada a presenca de lignina em tecidos
ndo vasculares de coleoptile de milho, onde se considera particularmente a
funcdo da lignina como um regulador potencial do crescimento, ziravés do
endurecimento da parede celular (Misel et al. 1987). A deposicio de lignina pode

ser induzida em muifos tipos celulares por doenca ou ferimento, indicando que os
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genes envolvidos na sua biossintese respondem tanto a estimulos do
desenvolvitmenio como do meio ambiente. Além disso, a lignificacdo pode ser um
processo de defesa gue a célula vegetal recorre ante o ataque de patdgenos
{Vance et al. 1880].

Existe um grande interesse em modificar os conteldos efou componentes
dos polimeros de lignina da parede celular como um meio para melhorar a
eficiéncia do processo de produgdo de papel ou o aumento da digestibilidade de
forragens para animais ruminantes (Boudet & Grima-Psattenati 1896, Campbell &
Sederof 1996).

O processo de lignificacdo pode ser analisado através do emprego de
culturas de células vegelais onde se estimulam as células a produzirem
determinadas substéncias, colocando-se no meic de cultura estruturas indutoras
deste mecanismo.

O emprego de culturas de células vegetais oferece ainda as vantagens de
produzir um tecido asséptico, possibilitando uma inoculagdo de células uniforme
em um ponto definido de tempo e a produgio de grande quantidade de material
para andlises bioquimicas.

A quitina & um polissacaridec composto de residuos de N-acetil-D-
glicosamina ligados por ligagdo B(1->4). Este polissacaridec & componente
estrutural de muitos fungos e exoesquelsto de invertebrados (Barlinicki-Garcia
19868). Os oligossacaridecs formados a partir desse polimero gliciam respostas
relacionadas com ¢ sistema de defesa de varias plantas e, via de regra, a
lignificac@o da parede celular, como ocorre em células de pinheiro cultivadas em
suspensao {Lesney 1988, 1800).

A exposicdo de céiulas vegetais a oligossacarideos de quitina e quitosana
faz com que haia a producio de quitinases pelas mesmas (Molano et al. 1979).
Embora a atividade dessas enzimas em tecidos vegetais seja tao baixa que ndo
possa ser detectada em plantas sadias, elas sdo altamente expressadas apds

infeccdo por patégencs ou tratamento com eliciadores (Nichols et al. 1880}
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Pearce & Ride (1982) observaram a presenca de lignificacdc nas paredes
celulares de folhas de trige tratadas com oligbmeros de guitina de diversos
tamanhos e concluiram que os oligbmeros de menor lamanho ndc induziam a
lignificacdo, por serem rapidamente metabolizados pelas céluias. Barber e
colaboradores (1888) separaram e identificaram os oligbmeros de quitina gue
induziram lignificag8o em folhas de ftrigo, demonstrando que apenas os
tetrameros, pentdmeros e hexdmeros possuiam atividade eliciadora.

Cultura de tecidos vegetais tem sido ufilizada para estudos da atividade
biossintética de plantas desde 1802 Alguns sistemas in vitro permitem a
produco em larga escala de metabdlitos secundérios imporiantes produzidos
pelas células. A possibilidade de se estudar as vias metabélicas dos produtos de
defesa sinietizados frente a um determinado estresse & uma vantagem muito
grande para 0 desenvolvimento de estudos nessa area.

Pensando nas vantagens apontadas e nas diferencas entre as paredes
celulares <e monocotiledéneas e dicotiledbneas, o presente trabalho foi
desenvolvido utilizando cuituras de células vegetais de cana-de-aclcar e laranja
cultivadas em meio liquido ou sélido, visando contribuir para o conhecimente das
respostas morfoldgicas e bioquimicas dessas plantas quandc submetidas a
hidrolisados de quitina.

Alteracdes celulares decorrentes da adicio dos hidrolisados de quitina em
diferentes periodos de tempo, em dose suficiente para provocar alteracdes
morfofisiolégicas detectdveis ¢ nfo letais a planta, foram determinadas
preliminarmente em células de Rubus fruticosus, espécie cultivada no laboratdrio
de bioclogia celular vegetal do Departamento de Biologia Celular da Unicamp.

Pelas diferencas de composicéo das paredes celulares e diversidade das
culturas, foram usadas linhagens bem estabelecidas de cana-de-acicar

(Saccharum officinarum ..., Poaceae) e de laranja {Cifrus aurantium L. Rutaceae).
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Summary

Suspension-cultured citrus cells responded 1o treatment with chitin oligosaccharide
{final concentration, 10° M) for up to 8h. Control cultures received sterile distilied
water as an elicitor. These oligomers induced peroxidase {(EC.1.11.1.7) and L-
phenylalanine ammonia-lyase (PAL, EC.4.3.1.5) activities 1-3 h after the initial
stimulation. Peroxidases and PAL have important roles in protecting plants from
damage by biotic and abiotic factors, possibly through the production of lignin and
phytoalexin. Extraceliular peroxidase activity, detected by the oxidation of guaiacol,
increased from 0.20 U mi™ after 1 h to 0.45 U m!" at 3 h followed by a gradual
decrease up to 8 h later. A similar behavior was seen with PAL (0.020 U g of th and
0.028 U g’ at 3 h with a decrease thereafter). The peroxidase isoenzyme pattern
based on isoelectric focusing revealed predominantly basic isoenzymes in these

cells, suggesting that these iscenzymes participate in the stress response C.

aurantium.

Keywords: chitin, elicitation, peroxidase, PAL, Citrus aurantium, tissue culture
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1= Introduction

Several plant cell defence reactions are induced by bictic slicitors derived from
the cell walls of pathogens. Chitin is an important component in insects and fungi and
is widely used as an eliciting agent experimentally. When fragmented, chitin (8-1,4-N-
acetylglucosamine) can also elicit defensive responses in plants, including
phyloalexin production [1], localised deposition of lignin and an increase in
peroxidase activity [2]. Xvloglucan oligosaccharides [3, 4] and chitosan [5] are other
polysaccharides used as elicitors.

Lignification is an important antimicrobial defence strategy in many systems
[6]. The last step of lignin biosynthesis is the polymerisation of cinnamoy! alcohol
catalysed by peroxidase using HxO: as an electron acceptor. Peroxidases (EC
1.11.1.7) are heme-containing enzymes that are widespread among plants [7]. These
enzymes are involved in indole-3-acetic acid (JAA) metabolism [8] and in pathogen
resistance Sl

Phenylalanine ammonia-lyase (PAL) (EC 4.3.1.5) cccurs as multiple isozymes
in plants and its activity is highly regulated during development and during responses
o different environmental cues [10]. Several studies in simplified model systems have

shown the rapid accumulation of specific classes of phenolic compounds in response

to abictic and biotic stimuli [11-14].
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There is increasing interest in the use of cultured cells i study the mechanism
of host-pathogen interactions. Since these interactions are very complex, an
experimental system allowing the simultanecus analysis of rapid and long-term
responses is clearly of great advantage.

Considering the importance of peroxidases and PAL in the defence
mechanisms of plant celis, we have investigated the changes in the activities of these
two enzymes in Citrus aurantium cells cultivated in suspension and exposed to chitin

oligosaccharides.
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2- Materials and Methods

Flant material

CiHrus aurantium celis derived from calluses were sub-cultured every 2-3 weeks into

Murashige and Tucker medium [15] containing malt extract (0.5 gL ) at 25 + 1 °C.

Cell suspensions were initiated by transferring a portion of a calius to 20 mL of liquid

medium in the dark, followed by incubation in a shaker at 120 rpm.

Elicitation assay

The chitin sciution was prepared as described by Villegas and Brodelius [16] and was
added to the C. aurantium cultures, o a final concentration of 10° M for 1, 2, 3, 4,8
and 8 h. Control cultures received sterile distilled water as an elicitor. The

experiments were repeated three times.

Proteins
The protein content of the culture medium (ug mL™") and cell extracts (mg g’ dry

weight) was determined using the Bradford dye-binding technique [17] with bovine

serum albumin {Sigma) as a standard.
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Peroxidase activity

Peroxidase activily was assayed spectrophotometrically based on the oxidation of
guaiacol. The reaclion mixiure contained 5 mM guaiacol and 0.5 mM hydrogen

peroxide in 25 mM phosphate buffer (pH 6.5). The activity was expressed in L mL™,

using Ssronm=26.8 for tetraguaiacol [18].

Phenvialanineg ammonia-ivase (PAL)Y activity

Lyophilized material {0.3 ¢) was homogenized in liquid nitrogen and then mixed with 6
ml of ice-cold 0.5 M borax-borate buffer {pH 8.8}, followed by a 30 min centrifugation
at 17,000 g and 4 °C. The resulting supernatant was filtered (5 pum) and used in the
enzyme assays. Five hundred microliters of the extract were added to 1900 ul of
borax-borate and 600 pl of a 0.1 M L-phenylalanine solution, and then incubated at

37 °C. The change in absorbance at 200 nm between 15 and 75 min after the addition

of enzyme was used o calculate PAL activity [12].

Isoelectric focusing of the peroxidases from culture medium

Isoelectric focusing was performed using a Phast System system and Phast Gel IEF
3-9 (Pharmacia). The protein bands were detected by silver staining. Peroxidases

were detected by incubating the gels in 0.1 M acetate buffer (pH 5.0} containing 25

mM guaiacol in the presence of 1 mM H,0; [181.
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3= Resulis

Pergxidase activity

Chitin fragments enhanced the activity of extracellular peroxidase in cell
suspension cultures of C. aurantium by five-fold after 1-3 h followed by a decrease
back to the initial value at 4h. There was no change in the control culture during the

experiment ime {fig. 1a}.

PAL activity

PAL activity increased in the first 3 h. The increase, from 0.020 U g”‘ ati hio
0.028 U g at 3 h, was followed by a decrease at 4 h {0.004 U g"). PAL activity also
increased in the control experiments, though less markedly, from 0.010Ug'at1 hio
0.020 U g at 3 h. Thereafter, the activity decreased reaching a final value similar to

that of the chitin-treatment sampie {fig. 1b).

Froteins

After the addition of chitin, the protein ievels in the medium increased from 30
ug mL" at 1 h to 40 pg mL" at 3 h, but decreased 10 5 ug mL " after 4 h. The control
cultures showed a similar behaviour (fig. 1¢). The cytoplasmic protein levels varied

from 10 to 20 mg g in the treated cultures and from 5 to 25 mg g’ in the control
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cultures. There were no significant differences (9<0.05) between the control and

chitin-treated cultures {fig. 1d).

lsnelectric focusing

The C. aurantium peroxidase iscenzyme patterns showed the presence
of basic isoenzymes in the conirol and chitin-treated cultures. Elicited cultures
showed an increased intensity in bands with pl 845 and 885 after 1-3 h of
stimulation with chitin (fig. 2a). Iscenzymes with pl 6.85, 7.35, 8.15 and 9.30 ffig. 2a)
were also present. After 4 h, isoenzymes with pl 8.15, 8.45 and 8.30 were datected.
From 1 h to 4 h, the bands were more strongly marked in the chitin-treated material

whereas at 6 h and 8 h, the controls had bands with a higher intensity (fig. 2b).
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4- Discussion

The biotic elicitor effect has been observed in species such as Vicia faba [20],
potato [12], soybean [21], pea [4] and pine cell suspension cultures [22].

Peroxidases catalyze the cross-linking of pre-formed cell wall phenols and are
involved in lignin polymerization [23]. These enzymes play an important role in the
defence against pathogens, with an increase in their activity being related to
mechanical stress ofr 1o exposure 1o a fungal elicitor [24-26].

The increase in the peroxidase activily of C, aurantium celis treated with chitin
fragments indicates that these fragments are capable of inducing a stress response in
these cells. As many authors have observed, chitin has the capacity o elicit
suspension-cultured celis from species such as slash pine [27], potato [12], wheat
128] and sugarcane (unpublished data}.

PAL catalyses the first step of the biosynthesis of defence-related
phenylpropanoids by synthesizing antimicrobial metabolites {e.g. phyloalexins and
lignin}. In cultured celis of C. aurantium, an increase in this enzyme activity is related
to the fluorogiucinol reaction {data not shown) in which the higher deposition of red
precipitate occurs after 3 h. Increased PAL activity in response fo bictic and abictic
factors has been reported in many species, including maize coleoptiles [11], potato

{Solanum tuberosum) suspension cultures [12], hop cell suspension cultures [29] and

Citrus limeon seediings [30].
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Eiicited and non-glicited cultures express basic isoenzymes. Many attempts
have been made to define the functions of anionic or cationic peroxidase ISOenZymes.
Anionic iscenzymes have been suggested 1o be involved in the cross-linking of cell
wall polymers and in lignification [31], although cationic peroxidases have alsc been
implicated in the latter process (32, 33]. Our resulfs show that the basic peroxidase
isoenzymes of C. aurantium participate in the response to stress.

The increased PAL and peroxidase activities observed in &, ayrantium cells in
the first hours showed that these cells quickly respond to the chitin elicitor. The
subsequent decrease 1o lower vaiues for both enzyme activities indicates the capacity
of this culture to produce non-lignified cells and to consequently restore their normal
metabolism. A similar behaviour has been observed in barley [5], carrot [34] and

tobacco [14].
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Legends

Fig. 1. a) Peroxidase aciivity in the culture medium from suspension-culiured .
aurantium celis treated with chitin (8) or water (). b} PAL activity in the celis of the
C. aurantium treated with chitin () or water (00). ¢} Protein leveis in the cuiture
medium from C. aurantium cell suspension treated with chitin (&) or sterile distilled
water {controls ). d) Protein levels in extract of celis treated with chitin (B) or waler

(0). The columns represent the mean + 5.0,

Fig. 2a and b. Effects of chitin on the activity of extraceliular peroxidase isoforms in

suspension-cultured Citrus aurantium cells.
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Resumo

Diversos oligossacarideos apresentam atlividade Dbioldgica quando
adicionados 3 suspensies celulares. No presente trabalhe foram acompanhadas
as sliteragctes morfoldgicas causadas pela adicio de solugtes de 200 ug mL™" de

hidrolisado de quitinag em células de Citrus aurantium cultivadas em suspensio.

Os resultadios revelaram uma acio rapida, detectada z partir de 1h apés a adicée
dessas molécuias, atingindo seu efeilc maximo apds 3h de incubagio e
retornando gradativaments s suas condicbes iniciais, o que fol verificado apds 8h
de incubac8c. As principais alteracdes ocorreram nas paredes celulares, que
sofrem processo de lignificagdc detectado através de coloragbes com azul de
toluidina e florogiucina/HCL Além disso, ¢ material protéico disperso pelo
citoplasma das células se torna menos reativo a corantes anidnicos, indicando
uma diminuic&o na disponibilidade de radicais catibnicos nas proteinas, seja pela
degradacdo das mesmas, seja pela sua complexacdo e conseqlente diminuicac
do acesso ao corante. Os graos de amido tornam-se menores e s8o notados
inimeros vaclolos autofagicos e secrecdes de material para 0 espaco periceiular
no material tratado. Além da lignificag@o para as células mais periféricas dos
aglomerados celulares da suspenséio, pdde ser notada uma desagregacdo dos
polissacarideos formadores das paredes celulares, confirmando o efeito ja

ochservado para outros experimentos uilizando diferentes oligossacarideos.

Palavras chaves: Eliciag8o; quiting; Citrus; lignificagao



37

introducaoc

As reacbes de defesa da célula vegetal frente a2 um patdgenc incluem a
lignificacBo (Vance et al, 1880}, producio de peroxidase (McGhie et al., 1897,
Trevisan et al., 19897) e §8-1,3 glicanase (Boller, 1891, Graham and Graham, 1891)
dependem do tempo de invas@o e da localizacdo dessas respostas de defesa
individuais.

A lignificacdo é considerada um evento tardio na diferenciacéo da pareds
celular (livama et al, 1983} e esta resitrita 2 tecidos que pararam de crescer.
Assim, ao contrario de outros tipos de compostos fendlicos {Fry, 1886}, a lignina
ndo & considerada um constituinte das paredes primérias de tecidos em
crescimento (Carpita & Gibeaut, 1893; livama et al,, 1993). Coniudo, recentes
estudos sobre a inferagdo planta/patégeno tém demonstrado que os tecidos
jovens quando invadidos por fungos, parasitas ou ferimentos podem apresentar
lignificacdo de suas paredes celulares (Walter, 1992), com grandes conseqgléncias
para a resisiéncia da planta ac patégeno (Wallace & Fry, 1994; Boudet et al,
1885).

A quitina € um polissacarideo sem ramificagbes composto por mondmeros
de 2-acetamido-2-deoxi-B-D-glicopiranose, ¢ qual forma um composto fibrilar,
componente das paredes celulares de fungos. Tem sido mostrado que a quitina &

um eliciador ativo na inducéo da lignificac@o em diferentes tipos celulares, como
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por exemplo em células de trigo cultivadas em suspensio (Gotthard & Grambow,
1862; Vander st al., 1898).

As alteracles decorentes de um determinado estresse podem ser
detectadas morfologicamente alravés de coloragdes citoouimicas, altamente
especificas. A reacdo do PAS (acido periddico seguido do reative de Schiff} por
exemplo, se presta a detecgdo de polissacarideos contendo hidroxilas vicinais
ivies (Cortelazzo, 18992) enquanio a reacfo da floroglucina & especifica para
compostos fendlicos {Clifford, 1974}, Do mesmo modo, o uso de corantes acidos e
basicos tem sevido para a detecc&o microscopica de grupos ionizados (Begnami
& Corelazzo, 1906, Siva et zl, 1987). Essas informacgbes podem ser
complementadas com uma andlise ultraestrutural e dosagens bioguimicas,
contribuindo assim para a compreensio das respostas geradas pela planta a partir
do ataque de patdgencs ou da adigdo de compostos com inequivoca atividade
biologica.

Assim, no presente trabalho foram estudadas as alteragBes provocadas

pela adicdo de oligdbmeros de guitina em células de Citrus aurantium L. cultivadas

em suspensaoc, através de métodos citoguimicos e ultraestruturais de analise.
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Material e Métodos

Material Vegetal - Células de Citrus aurantium criginadas a partir de calos foram
sub-cultivadas por 2-3 semanas em meio de culiura Murashige & Tucker (1969)
suplementado com exirato de malte (0.5 g/l). As suspensdes celulares foram
iniciadas atraves de porghes de calo transferidos para 20 mil de meio de cultura

liquido, mantidos no escuro, 2 25 + 1°C e agitag3o constante de 120 rpm.

Ensaio de eliciacao —~ 1g de quitina, obtida de casca de carangugjo, fol dissolvida

em 3% ml de agua destilada. Essa mistura foi aguecida a 90°C por 30 minuios e
em seguida o pH foi ajustado para 5,0 com HCI concentrado, o volume final da
solugdo foi ajustado para 50 mi. e autoclavado a 121°C por 30 minutos (Villegas &
Brodelius, 1980). Esse hidrolisado foi adicionado nas culturas de C. aurantium a
uma concentracdo final de 200 ug/mi.. Aos controles foi adicionada agua desltilada
estéril ao invés do eliciador. Os periodos de fratemento foramde 1, 2, 3,4, 6, e 8
horas com seus respectivos coniroles. Todas as amositras foram feitas em

friplicata.

Analises estruturais e uitra-estruturais

Métodos cifoquimicos - As suspenstes foram filtradas em um funil de vidro

{porosidade 40-80 um) e as amostras foram fixadas em solugio de
paraformaldeido 2% e glutaraideide 0,1% em tampé&o fosfato S0mM, pH 7,0 por 4

horas a 4° C. O material foi entdo desidratado, embebido em parafina e cortado
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com 7 um de espessura. Parle dos cortes fol corada com Xylidine FPonceau (X} a
pH 2,5 para a detecglo de radicais catidnicos totals (Cortelazzo & Vidal, 1981),
enguanio outra parte foi corada com Azul de Toluidina (AT) 0,025% [funax = 625
nmy em tampdoc Mciivaine pH 4,0 para detecglo de radicais anidnicos e
metacromasia {Ane < 580 nm) (Vidal, 1877). Para a detecgdio de polissacaridecs
neutros, foi realizada 2 reacdo do PAS, segundo Cortelazzo (1992}, Finalmente,

para a detec¢fo de ligning, foi ulilizada a reagie da floroglucina/HC! (Vallet et al.,
1998).

Foram ainda realizadas 40 medidas do diametro dos grios de amido do
material coniroie e apds 3 horas de tratamenio com os oligbmeros de quiting, para
o material corado pela reacfo do PAS (Cortelazzo, 1982). O tamanho dos gréos

foi calculado com um limite de confianga de 5%.

Microscopia Eletrénica de Transmiss8o (MET) - As células foram fixadas por 18

horas em solucio contendo glutaraideido 2,5%, sacarose 3% e Cally 5mM em
tampéo fosfato pH 7.2, 2 4 °C, seguindo-se pds-fixacdo com tetrdxido de dsmio
1% noc mesmo tampio. A desidratacdo foi feila em aceiona, seguida de
embebicdc em resina Spurr (1969). Os cortes ultrafinos foram contrastados com
acetaio de uranila 2 2% e citrato de chumbo a 0.2% e as cbservacdes foram feitas
em Microscopio Eietrdnico de Transmissio (Zeiss, Leo 906), operandoem 60 ¢ 80

kV.
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Anédlises bioguimicas

Exiracic e dosagem de amido - Realizaram-se em friplicata, a parlir de 25 mg de
células liofilizadas. Para 2 extracBo de amido colocou-se ¢ material em & mL de
metanol, clorofémmio e dgua (MCA) 1253 viviv, submetendo-o a duas
centrifugacdes de 4000 g durante 10 minulos. O sobrenadante, contendo os
acucares livres, foi guardado e ao precipitado ol acrescentado & mlb de etanol
10% e feita nova centrifugacdo. A seguir o sobrenadante foi guardado e ao
precipitado fol adicionade £ ml. dcido percldrico 20% (PCA) e centrifugado duas
vezes a 4.000 g durante 10 minutos. Com os scbrenadantes realizaram-se
dosagens de amido, segundo o método de antrona (McCready et al., 1830). OUs
valores foram expressos em mg de amido por grama de pesoc seco. As andlises

foram realizadas em friplicata.

Proteinas totais — 25 mg de células liofilizadas foram exiraidas com NaOH 01N e

centrifugadas. O sobrenadante foi usado para a determinacéo das proteinas pelo
método de Bradford (Bradford, 1978) usando Soro Albumina Bovina como padrao.
Os valores foram expressos em myg de proteinas por grama de peso seco. As

analises foram realizadas em triplicata.

Estatistica - Os resultados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA)
seguida do teste de Tukey, sendc calculada a diferenca minima significativa

(DMS) a 5%.
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Resultados

Os resultados das diversas coloracdes enconfram-se descritos na Tabela 1.
Pode ser notada uma maior presenca de aglicares acidos e de proteinas para o
material controle e nos tempos finais de observacdo. Esses valores decrescem até
3h de tratamento, voltando as resposias iniciais graduaimente. Em termos de
acucares neutros, seja na parede celular, seja no citoplasma, as respostas foram
semelhantes para fode o pericdo analisade. Finalmente, houve um aumenio de
resposta & reacdo com floroglucina a partir de tempo 0, alingindo intensidade
maxima apds 3h de incubagBo e retornando em seguida ao perfil inicial, com
resposta negativa ao método (Tabela 1, Fig. 1A e 1B).

No citoplasma, os grics de amido corados pelo méledo do FPAS sdo
intensamente corados. Entretanto, observa-se gue no material apds 3h de
incubacdo esses grios parecem estar mais agregados & possuirem menor
tamanho quando comparados ac material controle (Fig. 1C e 1D).

As células de . aurantium observadas ac microscopio eletrdnico
apresentaram nicieos eucromaticos e com um proeminente nuciéolo, tanto para o
material controle quanto para o tratado nos diferentes tempos observados (Fig. 1E
e 1F). Pode ainda ser notada cromatina condensada na regido do envoltorio
nuclear em muitas células do material tratado apés 2 a 4 horas (Fig. 1E}, mas ndo
para os tempos mais lengos (Fig. 1F).

As paredes celulares primarias do material se mosiraram espessas e no

citoplasma foi notada a presenca de grande quantidade de amido e vacuolos (fig.
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1F e 2A). Tanto no material controle quantc no tratado, ndo foram observadas
diferencas no tamanho e guantidade de vacuolos, mitocdndrias e outras organelas
citoplasmaticas (Fig. 2A). Entretanto, o material traiado apresentou inUmeras
vesiculas autofagicas, parz iodos os tempos analisados (Fig. 2B-D). Presencga de
vesiculas contendo no seu interior material citoplasmatico sendo secretado para o
espaco pericelular (Fig. 2E}.

As paredes das células do material controle apresentaram-se integras, com
um aspecto fibrilar caracteristice {(Fig. 2F). O tratamento com o hidrolisado de
quitina provocou uma desagregacio dos polissacaridecs na superficie externa das
mesmas, para todos os tempos analisados (Fig. 2G-J). Esse comportamento se
deu também para os ifempos mais longos, principaimente na periferia dos
agregados celulares formados na suspenséoc. As fibrilas que se desprendem da
estrutura da parede apresentaram-se mais elétron-densas do que o restante da
parede celular (Fig. 2G e 2).

A analise do tamanho dos grios de amido das céluias coradas pelo PAS
revelou uma diminuic8o significativa no diametro meédioc desses grios de 3,51 £
0,88 um para o material controle para 2,43 + 0,57 um para o material apés 3h de
incubacédo (Fig. 3).

Os resultados obtidos nas dosagens de amido e proteinas totais nas células
de C. aurantium encontram-se descritos na Tabela 2.

Nas células sem a adicdo do hidrolisado de quitina o amido sofre uma

reducdo significativa a partir de 1h {de 358 para 204 mgfg) de incubacdo




aumentando a seguir para valores menores do gque no nicio do experimento e
mantendo-se constante {(~300 mgfg). Para o matenal tratado, ha um
comportamento inverse, com aumente da quantidade de amido a partir de fh e
estabilizacBo nos mesmos niveis do controle. Entretanto, ndo foram notadas
diferencas significativas entre o material controle e o tratado para cada tempo
utilizade & partir de 1h de incubacdo. A guaniidade de amide dosada
correspondeu a cerca de 28 a 30% da matéria seca.

Nas dosagens de proteinas ndo foram noladas diferencas significativas
entre o material controle e o material tratado. O conte(ido protéico dosado foi da

ordem de 2% em relacio 2 massa de malérnia seca (Tabela 2)
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Discussao

Como descritc em varios ftrabsthos, ¢ tempo de eliciacio com
oligossacarideos de guilina se situa entre 6-24 horas de incubagdo (Pearce &
Ride, 1882; Ren & West, 1892} podendo entretanio variar muitoc com a espécie
vegetal utilizada. Funk & Brodelius (1980) por exemplo, observaram em células de
Vanilla planifolia cultivadas em suspens8o, um pico maximo de atividade
enzimatica por volte de 40 horas. No presente trabalho, as modificacdes mais
contundentes foram obsemvadas apds 3 h de tratamenio. Esses resuliados
morfolégicos confirmam aqueles obtidos para as alividades enzimaticas de
peroxidases e fenilalaninaménialiase, cujo pico de atividades também ocorreu
apés 3h de eliciagdo {(Galldo et al., submetido).

A mudanca de resposta apos coloragcdo pele AT, sugere uma forie
diminuicdo de radicais anibnicos disponiveis nas substancias pécticas (Cortelazzo
et al., 1998), e/ou de uma deposigio de lignina como resposta ao estresse
provocado pela quitina. A diferenca de comportamento se deve ac empilhamente
de moiéculas planares do corante no primeiro caso {coloragdc arroxeada), em
contraposicdo & grande distdncia de radicais negativos existentes no material
lignificado, com consequente distanciamente das moléculas do corante (coloragéo
esverdeada).

A hipétese de que essa alteragic do padrio de coloragio identificado pelo

AT seia devida & deposicdo de compostos fendlicos foi confirmada analisando os
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resultados apresentados pela reagdo com a florogiucing, um método especifico
para identificacao de lignina /n sils. Os resultados apresentados podem ainda ser
reforcados pelas andlises realizadas com as enzimas fenilalaninamonialiase e
peroxidase, gue s8c snzimas chave da via metabdlica para a obtencdo de
fenilpropandides e cuja alividade € aumentada apds 3h de tratamento com quitina
{Galigo et al., submetido). A adicio de oligossacarideos com atividade bioldgica
em suspensdes celulares tém revelado uma ativacdo de peroxidases e outras
enzimas associadas g paredes celulares {Joseleau ef al, 18895; Boudart et al,
1998).

Os polissacarideos neulros presenies as paredes celulares nfo
apreseniaram alleracdo entre controle & material iratado, indicando que o
hidrolisado de quitina ndo afetam esses aclcares de parede. Enfretanio, o
tratamentc zfetou o tamanho dos graos de amido presentes no citoplasma das
células, significativamente menorss do gque agueles presentes no material
controle. Apesar disso, ndo foram notadas diferengas significativas nas dosagens
de amido, demonstrando a ocorréncia de grios menores & em maior quantidade.
Resultados semelhantes foram obtidos por Begnami & Corielazzo (1996) para
células cotiledonares de sementes de feijac submelidas ac envelhecimento
acelerado. Esses autores sugerem que o fendmeno seja decorrente da acdo
enzimatica e ¢ relacionam com a perda de viabilidade dessas sementes.

{Os vacuoclos auiofagicos observados no citoplasma das células tratadas
com quitina, confirmam outros resuitados obtidos para células de Citrus limon

submetidas ac estresse (FPigueras et zal, 1994). Nesse trabalho, os autores
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sugerem que © fendmeno estaria relacionado com um aumento da atividade do
metabolismo celular decorrido da resposia de defesa dessas células.

Células mantidas em suspensio t8m uma fendéneia natural a formar
agregados com até uma centena de células, como decorréncia das confinuas
divisBes celulares por que passam. Com o envelhecimenio, esses agregados
tendem a se dissociar (Street ef al, 19720 Uma série de alteracles
uitraestruturais séo observadas na superficie das paredes celulares quando ocorre
essa desagregacio decorrente do envelhecimento (Ruel & Joseleau, 1983) e
essas alleraches podem ser aceleradas quando oligossacarideos biciogicamente
ativos s30 adicionados ac meio de cultura (Havashi st al,, 1980, Ruel etal., 1885},

As alteracbes na superficie das paredes celulares em coniato direto com o
meio de cultura podem ser consideradas como conseqliéncia da solubilizacdo do
material n&o celuldsico da parede, formando progressivamente uma rede fibrilar
gue acaba se separando em elementos fibrilares livres (McDougall & Fry, 1991).
Essa hipdtese é reforgada pela maior reatividade do material fibrilar com o acetato
de uranila, sugerindo uma interacio mais facil do metal pesadc com os grupcs
acidos das pectinas, ¢ que foi confirmado através da imunomarcacic de pectinas
nao metiladas {(Ruel et al., 1985).

Assim, os resultados obtidos nc presente trabalho sugerem que os
hidrolisados de quitina utilizados apresentam © mesmo efeito observado
anteriormente para outros oligossacarideos, antecipandc um comportamentc gue

ocorre com o envelhecimento. Isso pode ainda ser reforgado com o©
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comportamento sofride pelos grdos de amido, também relacionados ao
envelhecimento celular.

Outro fato a ser destacado se refere 3 rapidez com que a resposta é oblida
(alteracBes s80 cbservaveis em microscopia fotdnica a partir de 1h de incubacio)
e que apods essa resposta rapida, a cultura adguire = capacidade de retormar as
suas condicdes iniciais {8h de incubacglo), possivelmente pelo isclamento das

células afetadas pelo oligossacarideo, através de suz lignificagio.
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Legendas

Figura 1: Cortes de células de Citrus aurantium culiivadas em suspenséo. 1A e

1B: Reacdo com floroglucina. TA: material controle; 1B: células apds 3h de
incubacdo. Nota-se uma resposta positiva ac método nas paredes celulares. 1C e
1D: Reacdo do PAS. As paredes celulares e os graos de amido { < | apresentam-
se intensamente corados. 10 controle; 1D células apds 3h de incubacio. 1E &
iF: Micrografias eletrbnicas de células tratadas com solugdo de quitina. Pode ser
visuglizada a eucromatina e o nucliéolo bem evidentes, 1E: material apds 2 horas
de incubacdo, mostrando cromatina mais condensada préxima a regi@o do
envoltdrio nuclear; 1F: material com 6 horas de incubacéo; além do nlcleo {n) e
nucléolo (nu) mais frouxo, notam-se inUmeros vaclolos {v), mitocondrias (m) e
grios de amido { =@ ) no citoplasma das células. Barras: A, B: 47 pm; C, D14 pm;

E F 4um

Figura 2. Micrografias eletrbnicas de cories de células de Citrus aurantium
cultivadas em suspensio. Paredes celulares {ocw), mitocdndrias {m); vactoclos {v)
ribossomos { » ). 2A; material controle. 2B: material apds 2 horas de incubagéo.
2C e 2D: material com 8 h de incubacgo, mostrando vaclolos autofagicos (av). 2E:
material tratado com 8 horas de incubacgéo, mostrando vesicuia de secrecdo (sv).

2F: material controle mostrando parede celular integra e com aspecto fibrilar




caracteristico. 2G-J. material tratado, apresentando parede celular com diferentes
graus de desagregacéo de suas fibrilas ( =P ). 2G-2H: material com 2 horas de

incubacdo. 2 material com 3 horas de incubagfo.2J: material tratado com 8 horas

de incubac@o. Bamas: A 2um B, C. E G L 203 um D F H 05 pm.

Figura 3: Diagrama esquematico mostrando a quantidade de gracs de amido por
célula de C. aurantium controle e tratada com hidrolisado de quitina. Para 3 horas

de eliciacBo e seu respectivo conirole, foram contadas 40 células de cada

material.
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Tabeln 1. Métodos de coloragfic utilizados e estruturas coradas nas células de Citrus aurantium

Estrutura Controle Trat. (1b)  Trat. (2hy  Trat. 3h)  Trat. (4h)  Trat.(6h)  Trat (8k)
Paredes celulares
Agticares 4cidos AT+ AT: 44+ AT ++ AT+ AT ++ AT +++ AT+t
Metacromasia AT A+ AT ++ AT+ AT: - AT+ AT: ++ AT+t
Agiicares neutrog PAS: +++  PAS: -+ PAS: -+ PAS:+H+ PASi R PAS:+H PAS:
Citoplasma
Corpos protelcos KP: A+ XP; + KB+ Xp:+ XP:+ XP: ++ XP;++
PAS: +++  PAS: +++  PAS +H+  PASiHH PASiHH PASi+++  PASIHH
AT - AT - AT - AT: - AT: - AT: - AT -
Cirios de amido PAS: +++  PAS:+++  PAS:+++  PAS:-+++ PAS:+++ PAS:+HH+ PASI++t
AT - AT - AT AT - AT:- AT - AT:-
+ A+ +H+ ++ + -

Reaciio para a Floroglicina -

AT Azol de Toluiding em pH 4,0; PAS: método do PAS {dcido peribdies, reativo de Schiffy; XP: xylidine ponceau em pH 2,5, ~ nflo corado; + pouco corado;

++ corado; -+ - + infensamente corado,
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Tabela 2. Resultados das dosagens de proteina ¢ amido em C. auranbium expressos em
mg/g de células Hofilizadas

Amido Proteina
time (h) Controle Cuitma Controle {nnting
1 359 & 3%a% 231+ 5b 184 3a 11+ 4a
2 204+ 29 249 4 202 19+ 6a 19+ 3a
3 297+ 6a 324+ 16a 6+ 352 13+ 52
4 370 % 11a 271 1= 290 23+ 4a 20+ 5b
6 279+ 3b 301 = 9b 20+ 3a 19+ 6a
8 285+ 3b 277 + 61b 25+ 4a 18+ 5a

*Letras iguais emn uma mesma linha para amido e proteina indicam resultados sem diferenga
significativa a P < 0,05.
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Abstract

Peroxidases (EC.1.11.1.7) and phenylalanine ammonia-iyase (PAL} (EC.4.3.1.5)
are involved in the synthesis phenyipropancid and have an important role in
protecting plants from damage by biotic and abiotic factors, possibly through the
production of lignin and phytoalexin. Chitin fragments (final conc. of 107° M) were
added to cell suspension cultures of sugarcane and extracellular peroxidases and
PAL were analyzed 1, 2, 3, 4, 6 and 8 h later. Peroxidase activity was maximal
after 4 h and then decreased progressively in the remainder after experiment. Acid
peroxidases were elicited more strongly than basic peroxidases. in contrast, PAL
activity increased throughout the whole incubation period. These results show that

chitin oligomers can stimulate a defense response in sugarcane celis

Keywords: chitin, elicitation, peroxidase, PAL, sugarcane, tissue cuiture.



introduction

Plant cells can respond to pathogenic aflacks by activating a series of defense
reactions {(Ride 1992, Boller 1888). The defense system of plants includes
biochemical mechanisms such as the accumulation of phenolic compounds linked
to the cell wall, the synthesis of phvicalexin, the activation of enzymes involved in
lignification, the synthesis of hydrolytic enzymes as chilinases and B-1,3-
glucanases, and the formation of the cell wall structural proteins, including
hydroxyproline-rich glvcoproteins {Dixon et al. 1884). Phenyipropanoids, whose
metabolism may be initiated by the activation of enzymes that participale in initial
defense reactions, are imporiant for the survival of cells under stress (Dixon and
Paiva 1995).

Chitin, a cell wall polysaccharide from fungi, is an active elicitor of
lignification in wounded wheat leaves and wheat suspension-cultured celis
{Gotthardt and Grambow 1992).

Peroxidases (EC.1.11.1.7) and phenylaianine ammonia-lyase (PAL) (EC.
4.3.1.5) are among the enzymes activated in response 1o a siress caused by
fungi. Peroxidases are widely distributed in the plant kingdom and are associated
with several physiological processes, inciuding growth regulation and celluiar
elongation {Goldberg et al. 1886}, auxin metabolism {Grambow and Langenbeck-
Schwich 1883} and lignification {(Meilo st al. 1995). Electrophoresis, ion exchange
chromatography and iscelectric focusing were applied to different plant exiracts

and revealed the presence of acid and basic peroxidases. Each different in



proporiions, depending on the techniques used for their separation (Gaspar et al.
1985).

PAL is a key enzvme in phenvipropanoid metabolism and its synthesis can
be induced in response to elicitors such as infeclions, wounds and illumination
(Dixon et al. 1882, Parvez et al. 1997). PAL catalyzes the first reactions of the
phenyipropanoid biosynthstic pathway involving the conversion of L-phenylalanine
into frans-cinamic acid through a non-oxidative deamination reaction.

{ ignin deposition can be induced in many cell types by diseases or wounds,
indicating that the genes involved in their biosynthesis respond to developmental
and environmental stimuli (Dixon et al. 1894}, This process can be analysed using
plant cell cultures in which the cells are stimulated by substances known fo induce
lignin deposition.

in this work, we investigated the changes in peroxidase and PAL activities in

Saccharum officinarum cells cultivated in suspension and exposed to chitin

oligosaccharides.
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Materiails and Methods

Plant material

S, officinarum cells derived from calluses were sub-cultured every 2-3 weeks into
Murashige and Skoog medium (MS) (Murashige and Skoog 1962) containing 3 mg
L' of 2 4-dichiorophenociacetic acid (2,4-D) (MSs), at 25 = 1°C. Cell suspensions
were initiated by transferring portions of callus fo 20 miL of liguid medium in the

dark followed by incubation in 2 shaker at 120 rpm.

Elicitation assay

The chitin solufion was prepared as described by Villegas and Brodelius (1980)
and added to the S. officinarum cultures, to a final concentration of 10° M for 1, 2,
3. 4, 6 and 8 hours. The control cultures received sterile distilled water as the

elicitor. These experiments were repeated three times.

Proteins
The protein content of the culture medium {(ug mL™"} and the cell extracts (mg g™

dry weight) was determined by the Bradford dye-binding technique (Bradford 1976}

using Bovine Serum Albumim (Sigmaj as standard.
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Peroxidase activity

The peroxidase activity was assaved spectrophotometrically through the oxddation
of guaiacol. The reaction mixture contained 5 mM guaiacol and 0.5 mM hydrogen
veroxide in 25 mM phosphate buffer {pH 6.5) and the activilty was expressed in U

mb", using and s47om = 26.6 for tetraguaiaco! (George 1853).

Phenvialanine ammonia-lvase (PAL)Y activity

Lyophilized material (0.3 g} was homogenized in liguid nitfrogen and then mixed
with 8 mL of ice-coid 0.5 M borax-borate buffer {pH 8.8) followed by centrifugation
for 30 min at 17000 g and 4° C. The resulting supernatant was filtered (5 um) and
used in the enzyme assay. Five hundred microliters of extract were added to 1900
uL of borax-borate buiffer and 600 ul of 0.1 M L-phenylalanine sclution, and then
incubated at 37° C. The change of absorbance at 290 nm between 15 min and 75
min after enzyme addition was used {o calculate the PAL activity (Ddrmenburg and

Knorr 1887).
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isoelectric focusing of the peroxidases from culture medium

isoelectric focusing was done using a Phast System system and Phast Gel IEF 3-8
{Pharmacia). The prolein bands were detected by silver staining. Peroxidass
bands were delected by incubsting the gels in 0.1 M sodium aceiate buffer (pH

5.0) containing 25 mM guaiacol in the presence of 1 mM HxO, (Melo et al. 1985).



&4

Resulis and discussion

Chitin and chitosan occur in the cell walls of many fungi (Bartnicki-Garcia
1968} and oligosaccharide fragments of both compounds elicit defense-related
responses in various plants. Fragments of chitosan and chitin induce defense-
related lignification of the cell walls in suspension-cuitured slash pine (Lesney
1990}, potato suspension cultures (Dorenbrug and Knorr 1997) and whest leaves
{Vander et al. 1998]. As a result, elicitation can produce different cell alterations
through protein synthesis.

The conceniration of soluble protein in the culiure medium increased from
12 mg.mL™". From the beginning of the experiment to 30 mg.mL™" after 8 h, no
significant differences were found between the control and chitin-treated (Fig. 1a).
The protein levels in the cellular extracts were around 30-40 mg.g”' of dry matter
(Fig. 1b), indicating no alterations in the iotal amount of those molecules,
regardiess of chitin addition.

Peroxidases are able to modify cell wall properties (Fry 19886) since they can
catalyse the cross-linking of extensin and pectin (Brett and Waldron 1990). The
accumulation of H;0; from an elicitor-induced oxidative burst directs the cross-
linking of cell wall structural proteins {Levine et al. 1984).

The activity of the peroxidase isozymes in the culture medium increased

with the length of exposure (Fig.1c), in 2 manner similar to that reported for Rubus
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fruticosus suspension-cuitured cells in the growth phase (Corielazzo et al. 1986).
The addition of water (control} produced a similar response to that seen with chitin
oligosaccharide fragments, and may indicate a stress response of the cells 1o
culture manipulation, io change in gas phase or to dilution of the medium (Trevisan
gt al. 1997},

A significant difference between the peroxidase activities in the control and
chitin-treated cultures was seen only at 4 h after stimulation {Fig. 1c). In some
species, such as spruces, extraceliular peroxidase activity is not enhanced by
elicitor compounds (Messner and Boll 1884). Increases in peroxidase aclivity may
confer resistance to fungal attack by increasing cell wall lignification, by producing
biotoxic hydrogen peroxide and by contributing to the propagation of stress signals,
thus leading to an increased intensity of the plant defense (McGhie et al. 1997).

Figure 1d shows the increase in PAL activity in suspension cultures of
sugarcane cells 4, 6 and 8 h after exposure fo chitin. A similar increase also
occurred in the conirol cells. The biosynthesis of the phenylpropanoid precursers is
controlled partly by PAL The activity of this enzyme increased dramatically in
sugarcane cell cultures treated with chitin oligomers. An increase in PAL activity is
related to lignification in elicited pine cell cultures (Campbell and Ellis, 1992} and in
notato cell cultures treated with chitosan (Dérnenburg and Knorr 1897).

Figure 2 shows the peroxidase isoenzyme patterns for suspension-cultured
sugarcane cells after 4, 6 and 8 h of cultivation. Elicited and non-elicited cultures
nhad acidic isoenzymes. All elicited and non-elicited cultures showed an increased

intensity in a band with a pl of 6.55. Changes in the activities of peroxidase
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isoenzyme as a consequence of varicus types of stress or variations in the
physiclogical conditions are well documented, and sequential relationships
hetween cationic and anionic isoenzymes have been demonstrated (Gaspar et al,
1991). The main iscenzyme present in the culture medium of tomato cells adapted
to grow in the presence of NaCl was acidic (Sancho et al., 1986}, as was also

reported for cell suspensions of Acer pseudoplatanus (Sterjiades et al.,1893) and

tobacce (Schiob et al, 1987).

Anionic peroxidases are often associated with lignification and suberization
{Goldberg et al., 18988), and we have observed lignin deposition in suspesion
cultures of sugarcane celis (unpublished observations). The increased PAL activity
detected here reinforces these observations, since this enzyme is important in

lignin biosynthesis.

Acknowledgementis

We wish to thank to Coopersucar for caliuses of Saccharum officinarum and

Capes/PICDT-Brazil for supporting M.1. Galldo.



72

References

Barnicki-Garcia S {1968) Cell wall chemistry, morphogenesis and faxonomy of

fungl. Annu Rev Microbiol 22:87-108

Boller T {1995} Chemoperception of microbial signals in plant cells. Annu Rev

Plant Physiol Plant Mol Biol 46.189-214

Bradford MM (1876} A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram

guantities of protein ulilizing the principle of protein-dye binding. Anal Biochem

72:248-254

Brett C and Waldron K (1880} In: Black M, Chapman J {(eds} Physiology and

biochemistry of plant cell walls. Unwin Hyman London. pp 183

Campbell MM, Ellis BE {1992) Fungal elicitor-mediated responses in pine cell

culiures. 1. induction of phenvipropancid metabolism. Planta 186:408-417

Cortelazze AL, Marais MF, Joseleau JP (1996) Changes in peroxidases in the

suspension culture of Rubus fruticosus during growth. Plant Cell Tissue & Organ

Cult. 46 27-33.

Dixon RA, Choudhary AD, Dalkin A, Edwards R, Fahrendorf T, Gowri G, Harrison
MJ, Lamb CJ, Loake GJ, Maxwsll CA, Orr J, Paiva NL (1992) Molecular biology of

stress-induced phenyipropanoid and isoflavonoid biosynthesis in alfaifa. In:



Stafford HA, tbrahim RK {ed) Phenolic metabclism in plants. Plenum Press, New

York, pp 81-138

Dixon RA, Harrison MJ, Lamb CJ (1894) Early events in the activation of plant

defense responses. Annu Rev Phyiopathol 32:478-501

Dixon RA, Paiva NL (1985 Stress-induced phenylpropancid metabolism. Plant
Cell 7:1085-1097

Dérnenburg H, Knorr D {1997) Evaluation of elicitor- and high-pressure-induced

enzymatic browning utilizing potato (Sclanum tubsrosum) suspensioncullures as a

model system for plant tissues. J Agric Food Chem 45:4173-4177

Fry SC (1986) Cross linking of matrix pelymers in the growing cell walls of

Angiosperms. Annu Rev Plant Physiol 37:165-166

Gaspar T, Penel C, Castillo FJ and Greppin H (1885) A two-step control of basic

and acidic peroxidases and its significance for growth and development. Physiol

Plant 84:418-423

Gaspar TH, Pene! C, Hagege D and Greppin H (1991} Peroxidases in plant
growth, differentiation, and development processes. in: Lobarzewski J, Greppin H,
Penel C, Gaspar TH {eds) Biochemical, molecular and physiologicai aspects of

plant peroxidases. University of Geneva, pp 249-280

George P {1953) Intermediate compound formation with peroxidase and strong

oxidizing agents. J Biol Chem 201:413-457



74

Goldberg R, imberty A, Chu-Ba J (1986) Development of isoperoxidases along the

growth gradient in the mung bean hypocotyl. Phytochemistry 25:1271.1274

Gotthard U, Grambow HJ (1882} Near-isogenic wheat suspension culiures:
sstablishment, elicitor induced peroxidase activily and potential use in the study of

host/pathogen-interactions. J Plant Physiol 138:658-665

Grambow HJ and Langenbeck-Schwich (1883) The relationship between

oxidaseactivity, peroxidase activity, hydrogen peroxidase and phenolic compounds

in the degradation of indole-3-acetic acid in vifro. Plant 157:131-137

Lesney MS (1980} Effect of 'elicitors’ on extracellular peroxidase aclivity in

suspension-cultured slash pine (Pinus elliottli Engeim.} Plant Cell Tiss Org Cult

201173175

| evine A, Tenhaken R, Dixon RA and Lamb CJ (1984) H.0, from the oxidative

burst orchestrates the plant hypersensitive disease response. Cell 79:583-593

McGhie TK, Masel NP, Maclean D, Croft BJ, Smith GR {1997} Biochemical
responses of suspension-cultured sugarcane cells to an elicitor derived from the

root pathogen Pachymetra chaunorhiza Aust. J Plant Physiol 24:143-149

Melo NS, Cabral JMS, Fevereiro MP (1995) Exracellular peroxidases from cell

suspension cultures of Vaccinium mytillus. Purification and characterization of two

cationic enzymes. Plant Sci 106:177-184



75

Messner B and Boll M (1894) Cell suspension cultures of spruce (Piceg abies):
inactivation of extracellular enzymes by fungal elicitor-induced fransient release of

hydrogen peroxide {(oxidative burst). Plant Cell Tiss Org Cult 38:68-78

Murashige T and Skoog F {18982} A revised medium for rapld growth and

bicassays with fobacco tissue cultures. Physiol Plant 15:473-487

Parvez MM, Wakabayashi K, Hoson T, Kamisaka S {1897) White light promotes
the formation of diferulic acid in maize coleoptile cell walls by enhancing PAL

activity. Physiol Plant 89:39-48

Ride JP (1992) Recognition signals and inilialion of host responses controlling

basic incompatibility fungi and plants. Soc Exp Biol Semen Sci 48:213-237

Sancho MA, Forchetli SM, Pliege F, Valpuesta V, Quesada MA (1896) Peroxidase
activity and iscenzymes in the culture medium of NaCl adapted tomato suspension

cells. Plant Cell Tissue Org Cuit 44:161-167

Schioh P, Walter C, Mader M (1987) Basic peroxidases in isolated vacuoles of

Nicotiana tabacum L. Planta 170:225-229

Sterjiades R, Dean JFD, Gambie G, Hemmelsbach DS, Eriksson KEL (1583)
Extraceliular laccases and peroxidases from sycamore maple (Acer

pseudoplatanus} cell-suspension cultures. Planta 190:75-87

Trevisan MTS, Scheffer JJC, Verpoorte R (1987) Effect of eliciialion on the

peroxidase activity in some cell suspension cultures of hop, Humulus lupulus. Plant

Cell Tis & Crg Cult 48:121-126.



76

Vander P, Yarum KM, Domard A, Gueddari NEE and Mourschbacher BM (1968)
Comparisonn  of the ability of partially N-acetylated chitosans and
chitcoligosaccharides to elicit resistance reactions in wheat leaves. Plant Physiol

11813531359

Villegas M, Brodelius PE (1990) Elicitor-induced hydroxycinnamoyl-CoA: tyramine

hydroxycinnamoyltransferase in plant cell suspension cultures. Physiol Plant

78:414-420



77

Legends

Fig. 1. a) Protein levels in the culture medium from Saccharum officinarum cell

suspensions treated with chitin (s} or sterile distilled water {controis 3. bl Protein
lavels in extract of cells treated with chitin (@) or water (o). ¢} Peroxidase actlivily in
the culture medium from suspension-cultured S, officinarum cells treated with chitin
{m) or water {o). d} PAL activity in the culture medium from suspension-cultured
cells S, officinarum freated with chitin(e) or water (o). The columns represent the

mean = S.0.

Fig. 2. Effects of chitin on the activity of isoforms of extracellular peroxidase from in

suspension-cultured sugarcane celis
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7. TRABALHO A SER SUBMETIDO A PUBLICACAOD:

“induc@o de alteragdes morfolégicas provocadas
por hidrolisado de quitina em células de cana-de-

aclcar cultivadas em suspensao”
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Resumo

Células de Saccharum officinarum quando submetidas a hidrolisades de

guitina responderam produzindo material fendlico. Essas alteragSes puderam ser
observadas através de coloracdes citoquimicas para conslituintes da parede
celular, como o azul de toluidina & a floroglucina. O primeiro corante detecta
aclcares acidos & o segundo compostos fendlicos. Além das alteragdes de parede
foram observadas mudancgas no padrido nuclear das células tratadas, visualizadas
através da microscopia de iuz ou eletrbnica. A reacio de Feulgen possibililou uma
medicdc da area nuclear que teve um aumenio de 96% no material incubado
durante 8h em solucdo de aquitina, em relacdo ac conlrole. Em termos
ultraestruturais, foram cbservadas regibes com cromatina mais compaciada e com
nuciéolos em processo de degeneracdo para as células tratadas. Finaimente,
foram observadas desagregacZo de polissacarideos nas regibes mais exiernas
das paredes celulares, confirmando resultados obtidos com a utilizac@o de outros

cligossacarideos em diferenies materiais vegetais.

Palavras chave: Eliciacdo; quitina; suspensdes celulares; cana-de-aglcar;
lignificacdo.
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introducao

& célula vegetal possui mecanismos de defesa contra fatores abidticos e
bidticos {Hawkins & goﬁdet 1998). Urmna das respostas ao ataque de patdégenos &
a lignificacdc (Vance et al. 1880), evenio que conta com a participacéc da
fenilalaninamonialiase (PAL) e das peroxidases (Pox), cujas atividades servem
como indicadores das respostas celulares das plantas ao estresse (McGhie st al.
1997).

A lignina & um polimero polifenidlico heterogéneo complexo que resuita da
copolimerizagBo desidrogenativa dos  alcoois  p-coumarilico {hidroxibenzoil},
coniferilico {guaiacil) e sinapilico (siringil) em proporgbes diversas (Grima-Pettenali
& Goffner 1999)

Além da lignificagcdo, outras alteracdes celulares, como por exemplo a
producdo de fitoalexinas, vém sendo observadas quande substancias com
atividade bioldgica s8o adicionadas a suspensdes de células em desenvolvimento.
Dentre as substancias mais estudadas, aiguns oligossacarideos tém demonstrado
atividade eliciadora de diferentes respostas pelas células sendo denominados
oligossacarinas. Esses oligossacarideocs podem ser obtidos a partir de xiloglicanos
(Joseleau et al. 1898, McDougall & Fry 1990), de pectinas (Aldington etal. 1981} e
de quitina e quitosana, polimeros presentes no excesqueleto de insetos, culros
invertebrados e parede celular de fungos {Peltonen et al. 1997).

Os efeitos das oligossacarinas tém sido detectados nas atividades de
enzimas associadas ao metabolismo da lignina (Peltonen et al. 1997, Joseleau et

al 1998) ou das paredes celulares. Entrefanto, os trabalhos referenies as
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alteragbes morfolégicas provocadas pelos mesmos ainda s8o escassos,
principalmente agueles reiativos acs aspectos ultra-estruturais.

Assim, © presente irabalho teve como cbietive estudar as alieraches
morfoldgicas gue ocorreram em células de S, officinarum guando cultivadas em

suspensio, na presenca de hidrolisado de quitina.



Material e Métodos

Material Vegetal - Foram ulilizadas suspensfes celulares de Saccharum

officinarum L., originadas a parlir de calos transferidos para 20 mbL de meic de
cultura Murashige e Skoog (1962) contendo 3 mg L7 de acide 24-
Diclorofencxiacético (2,4-D) & 25 + 1° C, no escuro e sob agitac8o constante de

120 rom.

Ensaic de eliciac@o - 1g de quiling, obtida de casca de caranguejo, foi dissolvida

em 35 mL de agua destilada. Essa mistura foi aquecida a 80°C por 30 minutos e
em seguida o pH foi ajustade para 5,0 com HCI concentrado, o volume final da
solucdo foi ajustado para 50 mL e autoclavado a 121°C por 30 minutos (Villegas &
Brodelius, 1980). Esse hidrolisado foi adicionado nas culturas de S. officinarum a
uma concentragdo final de 200 ug/mbL. Aocs controles foi adicionada agua destilada
estéril ac invés do eliciador. Os periodos de tratamenio foram de 4, 6, ¢ 8 horas

com seus respectivos controles. Todas as amostras foram feitas em triplicata.

Analises estruturais e ultra-estruturais

Métodos citoguimiceos - As suspensfes foram filtradas em funil de vidro

(porosidade 40-90 um)} e fixadas em solucBo de paraformaldeide 2% e
glutaraideido 0,1% em tampéo fosfato 50mM, pH 7.0 por 4 horas & 4 ’c. A

desidratacdo foi feita em solucBes de etancl e a diafanizagdo em xilol por 30
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minutos, seguindo-se ambebiciio em parafina e cortes seriados com 7 um de
espessura. Apos remogio da parafina e reidratacéo, parte do material foi corado
com Azul de Toluidina (AT) 0,025% (Amax = 620-630 nm) em tampéo Mcllvaine, pH
4.0 para deteccdo de radicais anidnicos e metacromasia (Ama < 580-590 nm)
(Vidal 1877). Para a detecco de polissacarideos neutros fol realizada 2 reacho do
PAS, segundo Cortelazzo (1982). Finalmente, para a detecgdo de lignina, Toi

utilizada a reaco da floroglucina/HCI (Vallet et al. 1896},

Reacio de Feulgen - A reacdo de Feulgen foi realizada segunde Mello & Vidal
(1978). No material corado foram realizadas 40 medidas do digmetro dos nicleos
do material controle e tratade com quitina apés 8 horas (Cortelazze 1992}, O

tamanho dos nicleos foi calculado com um limite de confianca de 5%.

Microscopia Eletrénica de Transmissgo (MET) - As células foram fixadas por 18

horas em solucdo contendo glutaraldeido 2,5%, sacarose 3% e CaCl 5 mM em
tampéo fosfato pH 7,2, 2 4 °C. seguindo-se diversas lavagens em tampao e pos-
fixacdo com teirdxido de dsmioc 1% tamponado. A desidratacdo foi feita em
acetona e a inclusdo em resina Spurr (1969). Os cortes ultrafinos foram corados
com acetato de uranila 2 2% e citrato de chumbo a 0,2% ¢ as observacdes foram

feitas em Microscépic Eletrdnico de Transmisséo (Zeiss, Leo 906), a 80 kV.
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Andlises bioguimicas

Extracéc e dosagem de carboidratos - Realizaram-se em triplicata, a partir de 25

mg de células liofllizadas. Para g exdracio do amido colocou-se o material em §
ml. de metano!, clorofdrmioc e agua (MCA) 12:5:3 vilv, submetendo-o a duas
centrifugacBes =@ 4.000 g durante 10 minuios. O sobrenadante, contendo os
acticares livres, fol guardado e ao precipitado foi acrescentado 5 ml de etanol
10% e feita nova centrifugacdo. A seguir o sobrenadante fol guardado e ao
precipitado foi adicionade 5 ml de acido perclérico 30% {(PCA) e centrifugado
duas vezes a 4.000 g durante 10 minutos. As dosagens de acicares livres,
polissacarideos solUveis em agua e amido foram feitas segundo o método da
antrona (McCready et al. 1850). Os valores foram expressos em mg de amido por

grama de pessc $eco. As andlises foram realizadas em triplicata.

Estatistica - Os resuftados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
seguida do teste de Tukey, sendo calculada a diferenga minima significativa

(DMS) a 5%.
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Resuitados

Os resultados obtidos nas diversas coloracbes sdo apresentados na tabela
1. A presenga de aclcares neutros no material controle e tratado apresentou 2
mesma intensidade de coloracio. A reacdo do PAE revelou no material controle
uma forma mais regular das céiulas (fig. 1A) enquanio que em & horas foi
observada uma maior heterogeneidade, com muitas células alongadas {fig. 18).

A coloracio pelo AT apresentou-se constante para os diferentes materiais,
4 excecéo daguele com 6 horas de incubagdo, onde ela fol menor (Tabela 1}, com
uma maior guantidade de material oriocromatice (corado em verde). Nao foi
ocbservada reac8o positiva para a floroglucina (fig. 1C) no material controle,
seguindoc-se uma progressiva resposta positiva ao métodc até 8 horas de
incubacio {fig. 1D) gue voltou a diminuir apds 8 horas.

As células controle quando coradas pela reaggo de Feulgen revelaram a
presenca de nucleos significativamente menores, com 9,18 + 1,5 um {fig. 1) em
relacio as células tratadas pela quitina. Essas células, apds 4 horas de incubagio,
apresentaram nucleos com 11,2 + 2,5 um de didmetro, passando para 11,3 £ 2.2
um apods 6 horas (fig. 1F). Apds 8 horas de incubagdo, as areas obtidas
retornaram a valores estatisticamente iguais aos do material controle 8,69 + 1,9
um (Tabeia 2}.

Os cortes oblidos para a microscopia eletrdnica ndo apresentaram

praticamente nenhuma estrutura citoplasmatica. Os nicleos do material controle
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submetido ao hidrolisado de quitina, foram cbservadas regides com a cromating
mals condensada & nuciéolos em degeneracio (figs. 2B-C).

As paredes das células do material controle apresentaram-se infegras, com
aspectc fibrilar caracteristico {fig. 2D). No material tratado foi notada
desagregac@co dos polissacaridecs da superficie externa da parede. Esse
comportamenic pdde também ser observado nos tempos mais longos de culiura,
As fibrilas que se desprenderam da estrutura da parede apresentaram-se mais
elétron-densas do que o restante da parede celular (fig. 2E}.

Os resuliados oblidos nas dosagens de carboidratos enconiram-se
descritos na tabela 2. Os ac¢lcares livres apareceram em maior guantidade,
representando cerca de 11% no material conirole & apés 4 horas de incubacg3o.
Esses valores praticamente dobraram apdés 6 e 8 horas. A quantidade de
polissacaridecs sollveis foi constante e préxima a 0,5% enquanto que o amido,
representou 3% no material controle, aumentando significativamente para 8,5% no

material tratade com 6 horas de incubagéo e deczindo novamente apds esse

tempo (Tabela 3.
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Discussio

No presente trabalho, o material tratado com quitina foi menos corade pelo
AT do gue o conirole, indicando que as células de cana responderam aocs
hidrolisados utilizados produzindo lignina, menos reativa ao corante, ou que
ocorreram aiteragdes nas pectinas presentes, tendo em vista o carater catidnico
do AT (Silva et al. 1997). Entretanto, como as células apresentaram reacio
positiva & floroglucina, pbde-se confirmar 2 hipdiese da producio de material
polifendlico.

Essa producdo pdde ainda ser confirmada pelos resultados obtidos com as
determina¢des das atividades de percoxidases e fenilalaninamonialiase (PAL), que
aumentaram em células iratadas nas mesmas condicdes {Galldo et al,
submetido). A relagao da producdc de compostos fendlicos e aumenio na
atividade da PAL ja foi anleriormente observada em células de cevada cuitivadas
em suspens&o em presenca de varios eliciadores, inclusive quitina (Peltonen et al
1997). Esses auiores fizeram uma correlacio entre o aumento da atividade dessa
enzima e a producéo de polifendis detectados pela reagdo da florogiucina {(Cahill &
McComb 1982).

A floroglucina ndo € um corante mas produz uma substéncia colorida ac
contato com lignina ou suberina em presenca do acido cloridrico. Os compostos
da lighina colocados em evidéncia por essa reagio foram identificados como

aldeidos coniferilicos (Clifford 1874). A reac#o da florogiucina com hemiceluioses



21

também & possivel tendo em vista gue ela forma precipitados de diversas cores
guando em presenca de arabinose, glicose, manose, galactose e frutose em meio
scido {Lewis & Yamamoto 1890).

A reagdo de Feulgen é especifica para DNA. Nesse método, é realizada
uma hidrélise inicial com HCl gue elimina proteinas e RNA, desnatura e remove
bases plricas do DNA. Com issc, o grupamenio aldeidico da desoxiribose &
restabelecido e se liga ac Reativo de Schiff produzindo uma coloragdo magenta
{Mello 1997). Devido a essa especificidade, o método foi utilizado para a medicdo
dos didmetros nucleares que revelaram um aumento significativo até & horas de
incubacio com a solugc de quitina, demonstrando ter havido alteraches no
complexc DNP {DNA-proteinas) decorrentes da acao dos hidrolisados.

As micrografias eletrbnicas confirmam esses resuitados, através da
morfologia dos nlclecs do material controle que apresentaram cromatina bastante
frouxa, sugerindo intensa atividade de transcrigio. As células mais periféricas dos
agregados celulares da suspens&o sofreram agfo mais intensa da solucdo. Com
isso, muitos nlcleos passaram a apresentar cromatina mais compactada e, em
alguns casos, degeneracic dos nucléolos, o que indica uma baixa atividade
metabolica dessas células e até morie celular. Resultados semelhantes foram
obtidos para embriSes de alface e para sementes de feijdo durante o
envelhecimento (Villiers 1983, Begnami & Cortelazzo 1996). Foram ainda
descritas alteracBes nucleares associadas & resposta de defesa de envilha ac
atague de fungos sendo uma das conseqiéncias, a producdo da fitoalexina

pisatina {Hadwiger & Adams 1978,
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A desagregacio dos polissacarideos das paredes das células de cana-de-
acucar em resposta ao hidrolisado de quitina fol semelhante ac ja observado em
células submetlidas a oligossacarideos biclogicamente ativos (Havashi el al 1880,
Joseleau et al 1984). Ela pode ser uma consegiéncia do afrouxamento dos
constituinies da parede, devido a ruplura de ligaches covalentes entre as cadeias
de polissacarideos, pela ativacBo de enzimas hidroliticas associadas & parede.
Como decorréncia dessa agic enzimatica, ocorre a ruptura de polimercs ndo
celulésicos (McDougall & Fry 1891), formando assim, uma rede fibrilar que vai
progressivamente se desprendende da parede celular. O fato do material ser mais
reativec a0 acetato de uranila, reforgca este resuitado sugerindo uma predominancia
de grupamentos acidos gue terlam maior afinidade pelo metal Além disso,
resultados de marcacdo com anticorpos para pectinas, revelam resposta positiva
no material fibrilar desprendido da parede celular para Rubus fruticosus apds
tratamento com © nonassacarides XXFG (Ruel et al. 1995).

Apesar da guantidade de amido nas células de cana ser relativamente
baixa, o hidrolisado de quitina estimulou a sintese desse polissacarideo. Ao

conirério do que foi observado em células de Citrus aurantium cullivadas em

suspensao (dados nio publicados) e células cotiledonares de feljao submetidas ac
envelhecimento (Begnani & Cortelazzo 1996},

Dessa maneira podemos concluir que as células de cana-de-agucar
cultivadas em suspensao respondem ao hidrolisado de quitina produzinde lignina
nas primeiras 6 horas de eliciagdo, mas possuem a capacidade de refornar a

valores e condicBes normais de cultivo apds 8 horas de tratamento.
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Legendas

Figura 1. Cortes de celulas de Saccharum officinarum cultivadas em suspensao.

A& e B Reac8o do PAE. As paredes apresentam-se intensamente coradas. A)
matetial controle; B} material tratado com 6h de incubacdo. C & D Reacdc com
floroglucina T} material controle; D) Material fratado com 6h de incubacio. Nota-se
uma resposta positiva ao mélodo nas paredes celulares. E e F: Reacgdo de
Feulgen. Nicleos s&o intensamente corados. E) material controle; F) material

tratado com Bh de incubagdo. Barras: AeB: 14um; C, D E eF: 47 um

Figura 2. Micrografias eletronicas de células de Saccharum officinarum cultivadas
em suspensac, com visualizacdc dos nicleos, regides de cromatina condensada
{#) nucléole (*). A} material controle. B e C) material apds 8 horas de incubacio
com o hidrolisado de quitina D} material controle mostrando parede celular integra
e com aspecto fibrilar caracteristico. E} material tratado com 6 horas de incubacgio.
Nota-se uma desagregacio dos polissacarideos na forma de fibrilas mais elétron-
densas na superficie das paredes celulares { % ). Barras: A, Be E: 1um; C: 0,2

um D: 0,6 um.
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Tabela 1. Métodos de coloragio utiizados e estrufuras coradas nas células de Saccharun
officinarum.
Estrufura Controle Trat. (4h) Trat. (6h) Trat. (8h)

Paredes celiuiares

Aghicares neulros PAS: +++ PAS: +++ PAS: A4+ PAS: ++r

Aglicares dcidos AT 4+ AT: ++ AT+ AT+

Metacromasia AT ++ AT ++ AT+ AT ++

Citoplasma

Corpos proteicos PAS: +++ PAS: +++ PAS: +++ PAS: +—+
AT - AT:- AT: - AT -

Reagdo com Floroglucina - + ++ +

AT: Azul de Toluidina em pH 4,0; PAS: métode do PAS (acido periddico, reativo de Schiff). - ndio corado; +
pouco corado; -+ corado; +++ intensamente corado.
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Tabela 2. Medidas das areas nucleares (paumn) das células de 8. officinarum

Horas Controle Quitina
4 S+ 1aB* 11+38A
6 6+1bRB i1+2aA
g 9+2aA S+2bA

*Letras mintisculas ¢ iguais em uma mesma coluna indicam resultados sem diferenca siginificativa a P<0,03,
Letras mailigcuslas € iguais em uma mesma linha indicam resuitados sem diferenga siginificativa a2 P<0,05.
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Tabela 3. Dosagens de carboidratos (mg/g) nas céhilas licfilizadas de Saccharum
officinarum

Tratamento Acgheares livres Achcares soldveis Amido

Controle 117 £ 48a* 51+02b 29+ 03
4 horas 110+ 88a 43+ 1,8ab 35+3a
§ horas 215+ 9b 23+04a 63+7b
8 horas 192 + 20ab 32+ 13ab 51+ 5¢

*Letras ignais em uma mesma coluna indicam resultados sem diferenca
significativa a P < 0,05,
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8. Conclusdes

Os resultados oblidos no presente trabalho demonstram gue os hidrolisados
de quitina s80 capazes de induzir respostas de defesa fanto na cana-de-aglcar
guanto na larania, sendo estas mais rapidas na segunda espécie (2h) do que na
primeira (Bh). Além disso, as células demonstraram capacidade de refornar ao seu
metabolismo normal.

O hidrolisade de gquitina induz azumento nz alividade peroxidasics,
predominando na laranja as isoformas basicas e na cana, as acidas. Devido a
reacio positiva para a floroglucina pode-se sugerir que essas peroxidases estejam
envolvidas no processc de lignificacdo. Além disso, ocorre aumentc na atividade
da fenilalaninamonialiase durante ¢ processo.

As alteracbes morfolégicas obtidas foram semelhantes dquelas observadas
durante o envelhecimenio celular em outras espécies, demonstrando assim a
capacidade do hidrolisado em acelerar ¢ processo de envelhecimento e morte

celulares tanto na mono quanic na dicotileddnea utilizadas.
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