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Resumo

A ferrugem asiatica da soja (FAS), causada por Phakopsora pachyrhizi, € uma grande ameaca
a sojicultura brasileira. A avaliacdo das atividades de enzimas marcadoras de inducdo de
resisténcia pode auxiliar na elucidacdo de mecanismos envolvidos em respostas de defesa das
plantas. Proteina total e atividades de enzimas marcadoras da inducéo de resisténcia foram
determinadas em extratos de folhas de plantas dos genétipos P1561356 (resistente, Pl) e
Embrapa 48 (susceptivel, E48), inoculadas ou ndo com P. pachyrhizi. Respostas muito
discrepantes entre os dois gendtipos e entre os tempos de coleta (12, 72 e 168 h apds
inoculacdo) foram observadas, em especial para lipoxigenases e [-1,3-glucanases.
Diferentemente de E48, plantas de Pl responderam tardiamente a inoculacéo pelo fungo com a
reducdo da concentracdo da proteina total e de atividades enziméticas. Os dados indicam que
as vias que envolvem acéo dessas duas enzimas devem participar ativamente da defesa das
plantas de soja de E48, mas ndo de Pl. Uma hipétese para explicar a resisténcia de Pl é que
volateis produzidos por plantas inoculadas atuam como moduladores da resposta de defesa.

Introducéo

A soja [Glycine max (L.) Merr.] € a cultura agricola brasileira que mais cresceu nas Ultimas trés
décadas, com 49% da area plantada do pais (MAPA, 2011). A ferrugem asiatica da soja (FAS),
causada por Phakopsora pachyrhizi, promove a desfolha precoce e compromete vagens e
grados (Godoy et al.,, 2009). Desde 2008, pesquisadores brasileiros membros do Consércio
Internacional do Genoma da Soja buscam identificar genes envolvidos nas respostas a
estresses. Plantas respondem a estresses abidticos ou bidticos por mecanismos pré-existentes
e/ou induzidos. Pode haver a inducdo de proteinas relacionadas a patogénese (PR) por
infecgBes ou agentes quimicos ou ambientais (Seo et al., 2008). Alteracdes nas atividades de
enzimas-chave permitem acompanhar o estado de indugéo de resisténcia em plantas expostas
a patégenos (Silva et al.,, 2004; Macagnan et al., 2008). Dentre essas enzimas estdo as
lipoxigenases (LOX) e as beta-1,3-glucanases (Baysal et al., 2003). As LOX (EC 1.13.11.12)
catalisam a formacdo de hidroperéxidos de &cidos graxos poliinsaturados, originando
compostos volateis e o regulador traumatina, dentre outros, envolvidos em crescimento,
maturacdo, senescéncia e respostas de defesa das plantas (Baysal & Demirdoven, 2007). As
beta-1,3 glucanases (EC 3.2.1.6) hidrolisam [3-1,3-glucanas das paredes celulares e esporos
de fungos (Wu & Bradford, 2003). Em plantas, as B-1,3 glucanases S0 pouco expressas
constitutivamente, mas prontamente induzidas sob estresses (Wu & Bradford, 2003). Para o
patossistema soja-P. pachyrhizi, pouco se conhece sobre os mecanismos de defesa das
plantas. Este trabalho visou avaliar as respostas de defesa apdés inoculagdo de plantas de dois
gendtipos de soja, Pl 561356, resistente a FAS, e Embrapa 48, susceptivel, por meio da
avaliacdo das atividades de cinco enzimas de inducéo de resisténcia, incluindo as LOX e as 3-
1,3-glucanases, reconhecidas como representativas do estado de defesa das plantas a
patégenos.
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Material e Métodos

Material biolégico — Foi utilizada uma populagdo de campo de Phakopsora pachyrhizi,
coletada em lavouras de soja no estado do Mato Grosso, mantida por mais de 10 geragdes no
cv. BRSMS-Bacuri (suscetivel) por pesquisadores da Embrapa Soja - CNPSo, Londrina-PR.
Sementes de soja da Pl 561356 (resistente, Pl) e Embrapa 48 (susceptivel, E48) foram obtidas
do Banco Ativo de Germoplasma (BAG/CNPS0). Pl carrega o gene Rppl de resisténcia a FAS
ja mapeado no genoma da soja. Apés germinacgdo, plantulas de ambos os genétipos foram
transferidas para casa-de-vegetacdo, onde permaneceram sob luz incandescente por 10 dias.
Foram utilizados delineamento inteiramente casualizado e quatro repeticdes, sendo cada
repeticdo constituida por trés vasos com duas plantas por vaso. Plantas com 27 dias, no
estadio V2, foram inoculadas com esporos do fungo P. pachyrhizi por pulverizacdo com uma
suspensdo ajustada para 1,4 x 10° uredésporos/mL e mantidas isoladamente em camara
Uumida por um dia apds a inoculacédo. Todas as folhas das plantas foram coletadas em 12, 72
ou 168 horas apos inoculagéo (h.a.i.). A inoculagdo foi simulada em plantas-controle, com o
mesmo procedimento na auséncia de esporos. As folhas foram congeladas (nitrogénio liquido)
e mantidas a -80 °C até o preparo de extratos proteicos.

Preparo dos extratos vegetais - Para a determinacdo de proteina total e das atividades das
enzimas, 5 g de folhas de soja Pl e E48 congeladas, de cada tempo de coleta, e os respectivos
controles, foram separadamente pulverizadas em nitrogénio liquido. O p6 obtido foi macerado
com polivinilpolipirrolidona (PVPP) 2% e Tris-HCI 50 mM, pH 7,0, (1:3, g:mL), acrescido de
fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) e benzamidina a 1 mM cada. Cada extrato foi
centrifugado a 20.100 g, 4 °C, por 25 min, e os sobrenadantes utilizados nas determinacdes.
Determinacédo da proteina total - A quantificacdo protéica foi por Bradford (1976), ajustado
para micro-quantidades pelo nosso grupo (dados ndo apresentados). A proteina-padrao foi a
BSA (0 a 60 pg, y=0,0865x+0,0843, R°=0,9928).

Atividade de Lipoxigenases (LOX) e de B-1,3-Glucanases - As LOX (Axelrod et al., 1981)
foram avaliadas pela AAys, em linoleato de sédio 10 mM, pH 9,0 (substrato), em reacdo
constituida de 1000 pL de fosfato de sd6dio 50 mM, pH 6,0, 20 uL do substrato e 10 pL do
extrato vegetal O coeficiente de extingdo molar (¢) dos hidroperéxidos para o &cido linoléico foi
25.000 M cm A at|V|dade das LOX foi expressa em pmol de hidroperéxido do acido linoleico
formado.min™.ug proteina™. As beta-1,3-glucanases foram determinadas pela AAs, Sob
laminarina, usando hidrazida do &acido p-hidroxibenzoico (HAPHB) (Lever, 1972). A mistura de
reacao, contendo 220 pL de acetato de s6dio 100 mM, pH 5,0, 250 uL de substrato (laminarina
4 mg.mL") e 30 uL do extrato vegetal, foi incubada a 45 °C por 1 h. Em seguida, foi
acrescentado 1,5 mL de solu¢do de desenvolvimento de cor (0,5 g da HAPHB em 10 mL de
HCI 0,5 M e de 50 mL de NaOH 0,5 M), a mistura foi aquecida (100 °C, 5 min), resfriada em
gelo até 30 °C, e a A4 foi determinada. O controle correspondeu a m|stura sem incubacéo. Os
resultados foram expressos em unidades de AAyi. min™ .Mg protema Todos os ensaios foram
em tr|pl|cata Os valores médios das observacgdes foram ajustados a equacdes de regressao
com maior R? para obter as tendéncias de resposta das caracteristicas em funcéo do tempo.

Resultados e Discusséo

A proteina total e as atividades das enzimas de defesa avaliadas variaram entre Pl e E48 nos
diferentes tempos ap6és inoculacdo do patdégeno. Os padrbes de resposta de defesa de E48
(susceptivel) em plantas inoculadas e ndo inoculadas, sdo semelhantes aos observados em
outros patossistemas descritos, o que néo foi observado para PI (resistente).

Proteina total: Para E48, a proteina total ao longo de 168 h.a.i. apresentou tendéncia a um
ajuste exponencial positivo e crescente (y=12,439 “°®* R®=0,9756), indicando que aumentos
na sintese de proteinas podem auxiliar no processo de defesa De forma diferente, plantas do
gendtipo Pl apresentaram baixa vana(;ao na concentragdo protéica, com decréscimo na
proteina total ap6s 72 h.a.i. (y=-0,0004x°+0,0652x+10,482, R2=1) (Figura 1), indicando que a
defesa em PI ndo depende da sintese de novo de proteinas.

LOX: A inoculagao promoveu aumento das LOXs em E48 ao longo do tempo, com tendéncia a
um ajuste logaritmico positivo (y=0,5616.In(x)+0,6208, R2=0,9997). De forma inversa, as
atividades de LOX na Pl decresceram nas 168 h.a.i. nas plantas inoculadas (y=-
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0,977In(x)+3,9681, R2=0,9832) (Figura 2B), sugerindo desativacdo da via das LOX que atuam
em torno de pH 6,0. As plantas de Pl ndo inoculadas apresentaram padréo semelhante ao das
inoculadas, sugerindo que essa resposta pode ser devida a presenca de volateis produzidos
pelas plantas inoculadas. Ha relatos que corroboram essa sugestdo: Liavonchanka & Feussner
(2006) descreveram diversos volateis de plantas, incluindo-se alcoois, éteres e aldeidos de
folhas, como compostos de sinalizacdo para a defesa de plantas; Porta & Rocha-Sosa (2002)
apontaram diferentes volateis produzidos por folhas de plantas infectadas ou feridas, relatando
gue plantas vizinhas podem identificar esses estimulos e responder de forma diferenciada para
sua defesa. Estudos transcriptdmicos de plantas de soja do gendtipo Pl 200492 inoculadas
com P. pachyrhizi corroboram os resultados de E48, mas ndo os de PIl, pois mostraram
aumentos da expresséo de LOX entre 1 e 48 h.a.i. (Choi et al., 2008).

Beta-1,3-glucanases: As maiores atividades de beta-1,3-glucanases em E48 (Figura 2C) foram
em 12 e 168 h.a.i., quando comparadas com os controles, o que sugere resposta ao fungo
(inicial e transiente) em 12 h.a.i. frente ao desafio, e resposta tardia a compostos volateis ou
metabolitos em 168 h.a.i. Para a PI, as atividades de beta-1,3-glucanases em fungéo do tempo
foram maiores apenas no controle para 168 h.a.i. (Figura 2D). Estudos mostraram que a
superexpressao de genes para glucanases em plantas aumenta a resisténcia a patégenos (van
Loon et al., 2006). A infeccdo de plantulas de soja por Phytophthora megasperma f.sp. glycinea
aumentou a sintese e o acumulo de 3-1,3-glucanase (Yi & Hwang, 1996).

40 i
A 04 L
I oar
oy 30 A A 30
2 20 4 < 2
2 20
g Sk ™ ®-
) Ar/ e
Z 0y B 10 e
0 e ,
U 0 T T T T T
0 48 96 144 0 48 06 144

Tempo apos inoculagéio (h) Tempo apos inoculagéo (h)

Figura 1. Proteina total dos extratos de folhas de soja Embrapa 48 (E48, A) e P1561356 (PI, B)
apés inoculacdo com Phakopsora pachyrhizi. As folhas das plantas inoculadas (simbolos
cheios) e dos controles (simbolos vazios) foram coletadas em 12, 72 e 168 h.a.i. Os simbolos
correspondem a média * desvio padrao.
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Figura 2 - Atividade especifica de LOX (A e B) e de beta-1,3-glucanases (C e D) de soja
Embrapa 48 (A e C) e Pl 561356 (Pl — B e D) ap6s inocula¢do com Phakopsora pachyrhizi.
As folhas das plantas dos tratamentos (simbolos cheios) e dos controles (simbolos vazios)
foram coletadas em 12, 72 e 168 hai. Os simbolos correspondem & média + desvio padrao.

Os resultados de E48 corroboram o comumente relatado pela literatura, qguando a inducéo de
resisténcia envolve a ativagdo de genes que codificam um conjunto de enzimas PR (Resende
et al., 2002). Para PI, em que os resultados ndo estéo de acordo com os de E48, uma hipétese
para a reducdo das atividades de LOX e beta-1,3-glucanases em plantas inoculadas e néo

inoculadas pode estar relacionada a sinalizagdo por volateis produzidos pelas plantas
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inoculadas, ja& que as plantas foram cultivadas no mesmo ambiente em casa-de-vegetacéo.
Compostos volateis sdo descritos como sinais de defesa reconhecidos por receptores de
membranas, e que podem desencadear respostas por meio de amplificacdo de sinais. Embora
nenhum estudo tenha sido localizado especificamente para esse patossistema ou outro similar,
vale relatar que estudos de infec¢do por Ralstonia solanacearum em tomate observaram que o
silenciamento de proteinas-cinase ativadas por mitdgenos (MAPKSs), que participam em
cascatas de respostas, promoveu aumento significativo na proliferacdo bacteriana e doenca,
confirmando o envolvimento da cinase na cascata de resposta (Yong-Yi et al.,, 2009).
Mecanismos de amplificacdo de respostas por sinais volateis requerem possivelmente baixas
concentracdes protéicas.

Conclusodes

e As atividades de LOX e de beta-1,3-glucanases ndo explicam eventos de resisténcia
diferentes apresentados por Pl 561356 (resistente & FAS) e Embrapa 48 (susceptivel);

¢ Mecanismos de amplificacdo de respostas por sinais volateis podem estar envolvidos na
resposta de resisténcia de Pl 561356 a ferrugem.
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