VI CONGRESSO
BRASILEIRO DE

SUJA

CUIABA, MT - 2012

ENZIMAS INDICADORAS DO ESTADO DE INDU(;AAO DE RESISTENCIA EM
GENOTIPOS DE SOJA SUBMETIDOS A DEFICIENCIA DE POTASSIO

ENZYME ACTIVITY INDICATING THE STATE OF INDUCTION OF RESISTANCE IN
SOYBEAN GENOTYPES SUBMITTED TO POTASSIUM DEFICIENCY

MARQUES, AE.; BARACAT-PEREIRA, M.C*’, GAMES, P.D. FONTES, P.P7
MAGALHAES JUNIOR, M.J.% BARBOSA, M.0.% CARRIJO, L.C.% LIMA, P.H.F.% PEREIRA,
P.R.G.% MARCELINO-GUIMARAES, F.C.* ABDELNOOR, R.V.* BARROS, E.G.?

! Doutoranda do Programa de Pés-graduacdo em Bioquimica Agricola, Universidade Federal
de Vicosa (UFV), Vicosa, MG, Brasil. E-mail: anaerme@gmail.com ; *baracat@ufv.br

®Universidade Federal de Vicosa, Vicosa, MG, Brasil.

% Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG, Brasil.

* Embrapa Soja, Londrina, PR, Brasil.

Resumo

Dentre os macronutrientes, o potassio € um cation que exerce funcdes ndo estruturais, como a
ativacdo de mais de 50 enzimas e a atuacdo na sintese de proteinas. O estudo da expressao
proteica de plantas submetidas a deficiéncia de potassio pode auxiliar no entendimento das
respostas de defesa das plantas sob estresse por esse importante nutriente. Este trabalho teve
como objetivo determinar a atividade de enzimas indicadoras da inducdo de resisténcia,
incluindo-se lipoxigenases (LOX), peroxidases (PO) e fenilalanina amonia-liase (PAL), em dois
gendtipos de soja, Pl 561356 (PI) e Embrapa 48 (E48), em dois estadios de desenvolvimento
(V5 e V7), quando submetidos a estresse pela deficiéncia de potassio. O experimento foi
conduzido na Universidade Federal de Vicosa e as andlises foram realizadas no Laboratério de
Protedbmica e Bioquimica de Proteinas. Utilizou-se o delineamento em blocos casualizados em
esguema fatorial, tendo sido avaliados: solugcdo nutritiva com e sem potassio (a partir de V3),
estadios V5 e V7, e genétipos Pl e E48, que sdo resistente e susceptivel a ferrugem asiatica da
soja, respectivamente. Apds cultivo em hidroponia, as folhas foram coletadas e as atividades
das enzimas foram determinadas nos extratos sollveis. A deficiéncia de potassio promoveu
alteracBes nas atividades das enzimas nos dois genétipos analisados, quando comparados
com plantas ndo deficientes em potassio. A atividade das LOX apresentou variacdo
decrescente entre V5 e V7 para Pl sob deficiéncia, e variacdo crescente para a Pl controle e
para os dois tratamentos de E48. Nas plantas sob deficiéncia, as taxas de atividade de PO
(relativas ao tempo) foram menores entre V5 e V7, quando comparados com 0s controles.
Atividades de PAL foram inferiores em plantas de Pl e de E48 sob deficiéncia, quando
comparadas com o0s controles. Esses resultados sugerem que as vias metabdlicas que
envolvem essas enzimas diferem entre os gendtipos, e ndo correspondem ao principal
mecanismo de defesa dessas plantas a esse estresse (abibtico), nesses estadios de
desenvolvimento (entre V5 e V7), pois apenas LOX de E48 aumentou com o tempo. Esses
resultados ao estresse abibtico por deficiéncia de potassio foram semelhantes aos observado
por nosso grupo para plantas de soja desses gendtipos sob estresse bidtico, quando
inoculadas pelo fungo da ferrugem asiatica.

Introducéo

O potassio é um macronutriente envolvido em fung¢Bes ndo estruturais das plantas, e sua
deficiéncia pode causar a perda do turgor celular, alterar a abertura e fechamento dos
estdmatos, interferir na sintese de enzimas e proteinas, reduzindo a sintese de compostos de
alta massa molecular, como proteinas e celulose, favorecendo os de baixa massa, como
aminodcidos e aguUcares solUveis. Embora a defesa das plantas seja dependente de uma
nutricdo mineral equilibrada, poucos estudos no assunto estdo disponiveis em nivel molecular.
Enzimas de defesa como as lipoxigenases (LOX) sdo encontradas em partes distintas das
plantas como cotilédones, frutos e folhas, sendo que a elas atribui-se a funcéo de resposta
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contra patoégenos e ferimentos (FEUSSNER e WASTERNACK, 2002). De igual forma, a
peroxidase (PO) estd associada a mecanismos de defesa como lignificacdo, cicatrizacdo de
ferimentos e oxidagdo de compostos fendlicos (BAYSAL et al., 2003). A fenilalanina aménia-
liase (PAL) é a enzima reguladora da sintese de compostos fendlicos, sendo estes,
precursores da lignina e do acido salicilico, que atuam na defesa estrutural e no processo de
sinalizagdo da resposta sistémica (BONAS e LAHAYE, 2002). Assim, este trabalho teve como
objetivo investigar a influéncia do estresse pela deficiéncia de potassio nas atividades das
enzimas LOX, PO e PAL em dois gendtipos de soja, um resistente e um susceptivel a ferrugem
da soja, visando obter informag¢fes que auxiliem no entendimento dos mecanismos de defesa
dessas plantas sob esse estresse e, assim, permitam melhores programas de adubac&o.

Material e Métodos

Sementes de soja dos genétipos Pl 561356 (PI, resistente ao fungo da ferrugem asiatica) e
Embrapa 48 (E48, susceptivel) foram cedidas pelo Banco Ativo de Germoplasma de Soja
(BAG) da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa - CNPSoja). As sementes
foram deixadas germinar em papel Germtest sob temperatura e umidade controladas. As
plantas foram cultivadas em sistema hidropdnico, em solucdo nutritiva de Clark, na casa-de-
vegetacdo do Departamento de Fitotecnia/UFV. O delineamento foi em blocos casualizados em
esquema fatorial, com 5 repeticées: um gendtipo resistente e um susceptivel, solucdo nutritiva
com potdssio (K) (controle) e sem potassio (estresse), e nos estadios de desenvolvimento V5 e
V7. Para analise enzimatica, as folhas de cada genétipo foram coletadas, imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em ultrafreezer a -80°C. As folhas foram
maceradas em presenca de inibidores de proteases e obteve-se o extrato foliar onde foram
determinadas as atividades das enzimas LOX, PO e PAL. Para as LOX, a velocidade de
formacdo do produto (M.min™) foi avaliada conforme AXELROD et al. (1981) e a atividade
especifica foi expressa em pmol de hidroperéxido do &cido linoleico.min™.ug proteina™. Na
determinacdo da atividade da PO, adotou-se o0 método espectrofotométrico de
HAMMERSCHMIDT et al. (1982), no qual mensurou-se a oxidacdo do guaiacol na presenca de
perdxido de hidrogénio e a atividade especifica da peroxidase foi expressa em A unidades de
absorvancia.min™.ug proteina™. A PAL foi determinada de acordo com PASCHOLATI et al.
(1986) e avaliou-se a conversdo da L-fenilalanina em &cido cindmico. A leitura da variacdo da
absorvancia foi feita em espectrofotdmetro, a 290 nm, e, os resultados foram expressos como
atividade especifica em pmol acido cindmico.min™.ug proteina™. As proteinas totais foram
guantificadas pelo método de BRADFORD (1976) com modifica¢des.

Resultados e Discussao

Dados ndo apresentados indicaram que o periodo entre V5 e V7 caracterizou um inicio de
estresse das plantas causado pela deficiéncia de potassio como nutriente. Entre V5 e V7, as
atividades de LOX foram decrescentes para Pl e crescentes para E48 (Figura 1 - A e B). As
plantas afetadas por patdgenos ou por estresse abiético tém seus lipideos degradados pela
LOX que produzem os hidroperoxidos de acidos graxos, e, estes seguirdo para as vias de
defesa. Assim, verificou-se que a deficiéncia de potassio parece reduzir a defesa que envolve
as LOX em PI e incrementar positivamente em E48. Essa resposta que esta de acordo com as
respostas obtidas para plantas desses gendtipos sob estresse bibtico (por inoculagdo com o
fungo da ferrugem asiatica), anteriormente observadas por nosso grupo.

Para a PO, verificou-se que as plantas que estavam equilibradas nutricionalmente foram
capazes de manter a atividade da PO crescente em taxas maiores com o tempo entre V5 e V7
do que as plantas sob estresse (Figura 1 - C e D). Sugere-se que a deficiéncia de potéssio
reduziu a acdo de PO, e pode afetar o mecanismo de defesa em ambos os gendtipos.

A PAL apresentou taxas de atividade decrescentes com o tempo (entre V5 e V7), que foram
semelhantes para ambos os gendétipos (Figura 1 - E e F). Observou-se, entretanto, valores
menores de atividade desta enzima para as plantas sob estresse nos dois gendtipos
analisados. Como esta enzima catalisa a desaminacdo da fenilalanina formando o &cido
transcindmico, que é responsavel pela sintese dos compostos fendlicos que sdo capazes de
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agir diretamente contra alguns patégenos, essas atividades menores de PAL poderiam afetar
negativamente a defesa das plantas por essa via.
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Figura 1: Atividade especifica de lipoxigenases (LOX) (umol de produto formado.min™.ug
proteina™) (A e B), de peroxidases (PO) (AAszo.min™.ug proteina™) (C e D) e de fenilalanina
amonia-liase (PAL) (umol acido cinamico.min™.ug proteina™) (E e F) em extratos de folhas de
soja dos genétipos Pl 561356 (A, C e E) e Embrapa 48 (B, D e F) submetidos a estresse pela
deficiéncia de potassio. As folhas dos dois genétipos foram coletadas nos estadios de
desenvolvimento V5 e V7. Os simbolos vazios (o) representam o controle (com K) e os

simbolos cheios (e), plantas sob estresse (sem K). Os simbolos correspondem a média +
desvio padréo

Agradecimentos: CNPq (GenoSoja, PIBIC e PQ); FAPEMIG (projetos); FINEP (CT-Infra);
CAPES (Bolsa DS, PNPD), MEC/UFV (Bolsa Reuni) e NuBioMol/UFV (parceria em pesquisa).

Conclusoes

. Plantas de soja sob deficiéncia de potéssio apresentam alteragcfes nas atividades das
enzimas marcadoras de defesa, podendo ter comprometimento de seus mecanismos de defesa
ao longo do desenvolvimento;

o A desativagdo das vias de defesa que envolvem LOX em plantas de soja do gendtipo
Pl e a ativagdo em E48 estdo de acordo com as respostas obtidas em plantas dos mesmos
gendtipos quando submetidas ao estresse bidtico pela inoculagdo com o fungo da ferrugem

asiatica, anteriormente observadas por nosso grupo de pesquisa (dados recentes, nao
publicados).



VI CONGRESSO
BRASILEIRO DE

S(UJA

CUIABA, MT - 2012

Referéncias

AXELROD, B.; CHEESBROUGH, T. M.; LAAKSO, S.; JOHN, M. L. Lipoxygenase from
soybeans: EC 1.13.11.12 Linoleate:oxygen oxidoreductase. Methods in Enzymology, v. 71, p.
441-451, 1981.

BAYSAL, O.; SOYLU, E. M.; SOYLU, S. Induction of defence-related enzymes and resistance
by the plant activator acibenzolar-S-methyl in tomato seedlings against bacterial canker caused
by Clavibacter michiganensis ssp. Michiganensis. Plant Pathology, v. 52, p. 747-753, 2003.
BONAS, U.; LAHAYE, T. Plant disease resistance triggered by pathogen-derived molecules:
refined models of specific recognition. Current Opinion in Microbiology, v.5, n. 1, p. 44-50,
2002.

BRADFORD, M. M. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities of
protein utilizing the principle of protein-dye binding. Annual Biochemistry, v. 7, n. 72, p. 248-
254, 1976.

FEUSSNER, I.; WASTERNACK, C. The lipoxygenase pathway. Annual Review of Plant
Biology, v. 53, p. 275-297, 2002.

HAMMERSCHMIDT, R.; NUCKLES, E. M.; KUC, J. Association of enhanced peroxidase activity
with induced systemic resistance of cucumber to Colletotrichum lagenarium. Physiological
Plant Pathology, v. 20, n. 1, p. 73-82, 1982.

PASCHOLATI, S. F.; NICHOLSON, R. L.; BUTLER, L. G. Phenylalanine ammonia-lyase activity
and anthocyanin accumulation in wounded maize mesocotyls. Journal of Phytopathology, v.
115, n. 2, p. 165-172, 1986.


http://www.sciencedirect.com/science/journal/13695274

