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RESUMO

A soja ¢ uma cultura que estd em ascensao no Brasil devido ao seu alto valor nutricional e suas
diversas aplicagdes, porém, ha grandes perdas em sua produgdo por conta do ataque de
fitopatdgenos. Cercospora kikuchii ¢ um fungo que esta presente em todas as regides produtoras
de soja no Brasil e causa infeccdes de final de ciclo que geram perdas de 20% no rendimento
produtivo. Para combater fitopatégenos, as plantas possuem mecanismos de defesa
constitutivos, que ja estdo presentes na planta, e induzidos, que sdo ativados por sinais
moleculares oriundos do patégeno ou da propria planta, sendo estes reconhecidos pela mesma
quando atacada. Dentre os mecanismos induzidos, estdo a explosdo oxidativa, quando ha
geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS, do Inglés, Reactive Oxygen Species) em
quantidades acima da fisiologica, a resposta hipersensitiva (HR, do Inglés, Hypersensitive
Response), que leva, eventualmente, a morte celular programada (PCR, do Inglés, Programmed
Cell Death), a Resposta Sistémica Adquirida (SAR, do Inglés, Systemic Acquired Resistance),
e a indugdo de proteinas de defesa, ou PR-Proteinas (do Inglés, Pathogenesis Related proteins).
O presente estudo teve como objetivo avaliar respostas bioquimicas associadas as proteinas
constitutivas e induzidas em plantas de soja, em diferentes fases de seu ciclo de
desenvolvimento, quando desafiadas pelo fungo C. kikuchii. Analises comparativas foram
conduzidas em extratos proteicos de folhas oriundas tanto de plantas controles, ndo infectadas,
como desafiadas pelo fungo. Examinadas as proteinas constitutivas em plantas controles, na
fase jovem, superoxido dismutase, quitinase, -1,3-glucanase e proteases apresentaram as mais
altas atividades. Na fase adulta, catalase, ascorbato peroxidase, peroxidases de fenois,
fenilalanina amonia-liases e inibidores de proteases predominaram. Em relagdo as plantas
desafiadas com C. kikuchii, na fase jovem, houve rapida resposta da atividade de [-1,3-
glucanase, logo no inicio da infecc¢do, além de modulacdo da quantidade de proteases. Ja na
fase adulta, houve reducdo da atividade de B-1,3-glucanase, mas aumentos de atividade
inibitoria de proteases, de peroxidases e de fenilalanina amonia-liases. Estes resultados sugerem
que o mecanismo de defesa da soja contra o C. kikuchii, utilizado na fase jovem, estad
relacionado ao aumento da atividade de enzimas degradadoras de parede celular de fungos, na
atividade proteédsica e na indug¢do de respostas sistémicas. Na fase adulta, é possivel que o
declinio da atividade glucanasica esteja ligado a deposicdo de calose, enquanto o aumento
concomitante de peroxidases de fenois e fenilalanina amodnia-liases relacionado a lignificacao,
além do aumento de concentracdes de peroxido de hidrogénio. Em suma, este trabalho permitiu

verificar a ocorréncia de diferentes respostas bioquimicas da soja, em fases distintas de seu



desenvolvimento, quando desafiada pelo C. kikuchii. Tal fato pode estar associado ao
estabelecimento da relagdo de incompatibilidade com o fungo na fase jovem e de
compatibilidade na fase adulta, quando o patdégeno consegue se estabelecer e disseminar na

planta.

Palavras-chave: Soja, proteinas de defesa, Cercospora kikuchii.



ABSTRACT
Soybean is a crop that has been growing in importance in Brazil due to its high nutritional value
and various applications. However, its production is significantly impaired due to
phytopathogen attack. The fungus Cercospora kikuchii occurs in all soybean producing
Brazilian regions and leads to around 20% losses in yield after its attack and establishment in
adult plants. To cope with phytopathogens, plants have evolved both constitutive and induced
defense mechanisms. Among the mechanisms induced are the oxidative burst, when there is
generation of reactive oxygen species (ROS) above the physiological level, hypersensitive
response (HR), which leads, eventually, to the programmed cell death (PCD), the Systemic
Acquired Resistance (SAR), and the induction of defense proteins, or PR-Proteins
(Pathogenesis Related proteins). The present study aimed to evaluate the biochemical responses
associated with constitutive and induced proteins of soybean plants, at different stages of their
development cycle, when challenged by C. kikuchii. Comparative analyzes were conducted on
protein extracts from leaves from both control (uninfected) and plants challenged with the
fungus. Examining the constitutive proteins in young plants, superoxide dismutase, chitinase,
B-1,3-glucanase and proteases exhibited the highest activities. In the adult phase, catalase,
ascorbate peroxidase, phenol peroxidase, phenylalanine ammonia-lyases and protease
inhibitors predominated. In relation to the plants challenged with C. kikuchii, in the young
phase, there was a rapid response of -1,3-glucanase activity at the early stage of infection, as
well as a possible accumulation of hydrogen peroxide and modulation of the amount of
proteases. In the adult phase, there was a decrease in B-1,3-glucanase activity, but increases in
the inhibitory activity of proteases, peroxidases and phenylalanine ammonia-lyases. These
results suggest that the soybean defense mechanism used in the young phase against C. kikuchii
is related to the increases of chitinase and B-1,3-glucanase activity and SAR induction. In adult
plants, it is possible that the decline of glucanase activity is related to callose deposition, while
the concomitant increase of phenol peroxidases and phenylalanine ammonia-liases is related to
lignification. In short, this work allowed verifying the occurrence of different biochemical
responses of soybean, at different developmental stages, when it was challenged by C. kikuchii.
This fact might be associated to the establishment of the incompatible relationship of soybean
with the fungus in the young phase and compatibility in the adult phase, when the pathogen can

establish and disseminate.

Keywords: Soybean, defense proteins, Cercospora kikuchii.
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1. INTRODUCAO

A soja se tornou uma das principais monoculturas mundiais, sustentada por diferentes usos,
como a producdo de carnes, elaboragao de bebidas a base de soja, fabricacdo de o6leos
alimenticios e geracdo de biocombustiveis. Diante de tantas utilidades, essa leguminosa ¢
considerada a de maior importancia econdmica, além de ser a principal oleaginosa produzida e
consumida, sendo o Brasil o segundo maior produtor no cendrio mundial (BALBINOT
JUNIOR et al., 2017).

Porém, existem alguns fatores que afetam a producdo de graos, dentre eles os estresses
bidticos e abioticos. As doengas causadas por fitopatdgenos estao entre os fatores que diminuem
aprodutividade da soja. Os principais causadores dessas doengas sdo os fungos fitopatogénicos.
As infecgdes fungicas que ocasionam maiores perdas na producdo sdo aquelas de final de ciclo,
pois os sintomas se apresentam mais severos € ocasionam perdas drasticas na produgao de graos
(SUZUKI; YUYAMA; CAMACHO, 2006; BARROS, 2011).

O Cercospora kikuchii ¢ um fungo que infecta a soja no seu periodo de final de ciclo,
ocasionando crestamento foliar e mancha parpura na semente. Assim, esse fungo ¢ um grande
responsavel pela queda na producao de soja e pela desvalorizagdao de sementes por perda de
qualidade. A manifestagdo dos sintomas esté relacionada com a sintese de uma toxina produzida
pelo C. kikuchii, a cercosporina, um metabdlito secundario que se ¢ mais detectado em folhas
na fase adulta de desenvolvimento (CHANDA ef al.,, 2014). Esta toxina interage com
macromoléculas vegetais causando danos a membrana celular do hospedeiro, promovendo a
peroxidacdo de lipideos, perda de eletrolitos e formacao de espécies reativas de oxigénio na
presenca de luz (CARREGAL; WEGENER; SILVA, 2015; DAUB; BRIGGS, 1983).

Para combater estas infecgdes, a planta possui uma série de estratégias relacionadas a defesa
contra patdgenos, dentre elas a produgdo de espécies reativas de oxigénio, a resposta
hipersensitiva (HR), a resisténcia sistémica adquirida (SAR), a inducdo de proteinas
relacionadas a patogénese (PR-proteinas) e sintese de compostos sinalizadores de respostas de
defesa, como acido salicilico e perdxido de hidrogénio (VAN LOON; REP; PIETERSE, 2006).
O mecanismo de defesa pode ser tanto constitutivo, o qual ja estd presente nas plantas, quanto
induzido, o qual ¢ iniciado a partir do reconhecimento do fitopatdégeno pela planta, culminando
na ativacao das barreiras quimicas e fisicas de protecio (SCHWAN-ESTRADA et al., 2008).

Diante das informagdes citadas, surgiu a hipdtese de que em plantas de soja, na fase jovem,

as quantidades basais de proteinas de defesa estariam em quantidade suficientes para proteger
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a planta e impedir o desenvolvimento da doenga. Diante disso, o presente estudo foi proposto

com o intuito de responder ao seguinte questionamento:

- Quais proteinas de defesa estariam envolvidas nas estratégias de combate ao C. kikuchii?
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Soja

2.1.1 Importincia da soja

A soja [Glycine max (L.) Merrill] ¢ classificada como pertencente a familia
Leguminosae, classe Dicotyledoneae, subclasse Archichylamydae e ordem Rosales (DONG et
al., 2004). Os avancos cientificos e a disponibilizacdo de tecnologias ao setor produtivo, suas
aplicagdes tanto na industria de alimentos quanto na industria quimica e do seu uso como fonte
de biocombustiveis evidenciam a importancia dessa cultura (FREITAS, 2011). Esta entre as
espécies produtoras de grdos de maior importidncia socioecondmica devido a sua rica
composi¢ao nutricional e aos beneficios que fornece para a saude como um alimento funcional
(PENHA et al., 2007). Os graos de soja sao constituidos de 30 a 42% de proteinas, 30% de
carboidratos e 18 a 20% de 6leo (PARK et al., 2002). Por conta do seu elevado valor proteico,
mostra-se como uma grande substituta da carne na alimentagdo em dietas vegetarianas além de
sua composicao quimica mostrar-se superior a outros produtos de origem vegetal e equivalente
a alimentos de origem animal (CAMARA, 2011) (TABELA 1).

Tabela 1 - Composi¢do quimica do leite de vaca e do extrato soltivel de soja, ambos em

po
Composicao Extrato de Leite de

soja vaca
Calorias (kcal) 429,0 450,5
Carboidratos (%) 28,0 35,1
Proteinas (%) 41,8 28,7

Lipidios (%) 20,3 21,7

Ca (mg/g) 275 909

P (mg/g) 674 708

Fe (mg/g) 5,0 0,5

Retinol (vit. A) (ug/100 g) 4 270
Tiamina (vit. B1) (ug/100 g) 300 290
Rioboflavina (vit. B2 (ug/100 g) 250 1460
Niacina (mg/100 g) 0,400 0,700

Acido ascérbico (vit. C) (mg/100 g) 0,0 6,0

Fonte: Franco (1986).
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Quanto a sua produtividade, a soja enquadra-se como uma cultura em expansdo no
Brasil, o segundo maior produtor mundial, atras apenas dos Estados Unidos (CONAB, 2017).
Segundo o levantamento da safra brasileira de grdos 2016/17, divulgado em setembro pela
Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), as colheitas alcancaram a produgdo de
114.095,8 mil toneladas em 33.251,9 milhdes de hectares cultivados. Na safra 2017/18 a soja
pode vir a bater um novo recorde de produgdo no Brasil, com um crescimento de 2% no
percentual de 4rea plantada em relagdo a safra anterior atingindo uma area de,
aproximadamente, 33.903,4 mil hectares, com mais de 100 milhdes de toneladas de graos

(CONAB, 2017) (TABELA 2).

Tabela 2 - Comparativo de area, produtividade e producdo da Soja no Brasil

| AREA@Emmihy) |  PRODUTMIDADE(Emighs) | PRODUCAO Emmiy |

[ safra 16016 | Safra 17 | vAR% | satatsits | sammters7 | waR % | saatss | Samieny | vams |

@ ] o | ea | @ | @ ] @ | @ | o0 ]| e |
2423 081 26,3 1mae 45,0

NORTE 18783 1.800,0 148 8384
RR 24,0 30,0 25,0 3300 3.000 1) 70,2 90,0 138
RO 2528 2080 172 1028 3143 38 TES.0 30,3 718
AP . 189 . - 2878 - - B4.4
PA 4289 00,1 16,8 3,003 3270 B9 1.288,0 16363 70
TO BT08 8840 107 1937 28% B4 18887 2RIEA &T6

NORDESTE 28782 1098 8 T8 1774 118 78,8 L1071 08447 [T
MA 7863 B217 a5 1580 3010 89,3 12502 24733 7.8

] B850 Ea38 278 1143 2852 1683 8458 20481 2174

BA 1.626,9 1.580,3 a5 2103 3,242 B4,2 32111 51233 505
CENTRO-OESTE 14.928,1 181838 18 2831 330 12,8 43.TELE B0.148,3 14,6
MT 9.140,0 L3728 2,0 2848 3973 14,8 I6.030,7 30.513,5 17.2

MS 24300 26723 a8 2.080 3,400 14,1 72414 8.5TEE 184

GO 32851 17785 [0.2) 3120 1300 58 10.248.5 10.819,1 5.8

oF 70.0 70,0 - 3300 1450 45 231,0 2415 45
SUDESTE 23268 23614 1.1 1385 1487 68 T.574.9 81818 T8
MG 14883 1.458,1 (0.8} 3970 1480 a1 47311 5.0B7.2 7.1

&P BT 8353 a4 3318 3445 a8 28438 30843 BE

SUL 11.545.4 11.488,8 0.7) 1047 1842 182 38184, 408828 184

PR 54513 52495 37} 3000 373 07 16.844.5 10.588,3 183

sC 38,1 6404 0z 3341 1580 72 21352 22006 T4

RS 54550 5606 21 2870 1360 13,1 18.201 4 187138 165
NORTE/NORDESTE 44848 40048 10,1 2004 1,008 848 29280 15.181,1 70,1

CENTRO-SUL 28797 4 20,0046 or T.004 3410 13,8 65086 988542 143
IS (s ) I P ) M I I M

Fonte: Conab (2017).

2.1.2 Perdas no cultivo da soja

Os principais fatores que limitam a produtividade da soja sdo classificados em dois
grupos: estresses biodticos e abioticos. Os bidticos consistem em organismos (bactérias, insetos,

fungos etc.) que podem agir na cultura de modo a influenciar maleficamente ou beneficamente.
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J& os fatores ambientais, que ndo sdo causados por seres vivos, sao enquadrados como abidticos,
dentre eles os aspectos fisicos, quimicos e fisico-quimicos do ambiente, como inadequagdo de
aporte de nutrientes, clima, umidade, intensidade de luz solar e salinidade excessiva. Entretanto,
os principais fatores ambientais que determinam o rendimento maximo da producao da soja sdao
temperatura, radiagdo solar e d4gua, embora outros também estejam relacionados. Os estresses
abidticos reduzem, em média, de 10 a 20% da produtividade das culturas (BRAY, 2004).

As doencas estdo dentre os fatores que diminuem a produtividade da soja mais
importantes e dificeis de controlar. As praticas inadequadas de manejo, além do sistema de
monocultura e expansao para cultivo em novas areas, contribuem para o aumento de doengas
fitopatoldgicas causadas por bactérias, virus, fungos e nematoides (SUZUKI; YUYAMA;
CAMACHO, 20006).

2.1.3. Danos causados por fungos

Existem diversas espécies de fungos fitopatogénicos que afetam diretamente a
sojicultura. As doencas causadas por estes fungos sdo agrupadas pelas diferentes estruturas
vegetais que eles atacam: sementes, plantulas, raizes, hastes, colos e folhas. Existem diversas
espécies de fungos fitopatogénicos que afetam diretamente a sojicultura. As infecgdes mais
importantes para sua economia sao aquelas que afetam a planta em seu final de ciclo, quando
0s sintomas se apresentam mais severos a partir da fase final de enchimento dos graos,
refletindo de forma significativa na sua produtividade. As doengas de final de ciclo mais
importantes na sojicultura sdo a septoriose (Septoria glycines) e o crestamento foliar
(Cercospora kikuchii) (BARROS, 2011) (FIGURA 1). Estas duas doencas estdo presentes em
todas as regioes produtoras de soja do Brasil, podendo ocasionar maiores danos nas regides de
climas mais quentes e chuvosos, principalmente no cerrado. Em condi¢des que favorecem o
seu desenvolvimento, estas doengas podem causar perdas de mais de 20%, equivalendo a um

prejuizo anual de cerca de 20.000.000 toneladas de soja (CONAB, 2017; EMBRAPA, 2014).
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Figura 1 - Doencas da soja em relacdo ao seu estadio de desenvolvimento
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Fonte: Barros (2011).

2.1.4. Cercospora kikuchii

O fitopatogeno C. kikuchii ¢ um fungo necrotréfico e causador das doencgas crestamento
foliar e mancha purpura da semente, sendo responsavel por grandes redugdes na produtividade
da soja, visto que ataca todas os tecidos da planta (CARREGAL; WEGENER; SILVA, 2015).

A manifestacdo da doenga ¢ causada pela produgcdo de um metabdlico secundario
produzido pelo fungo, a cercosporina, que possui capacidade de interagir com macromoléculas
vegetais causando danos a membrana celular do hospedeiro, promovendo a peroxidacdo de
lipideos, perda de eletrdlitos e formacao de espécies reativas de oxigénio em presenca de luz.
Essa toxina ¢ um fator de viruléncia que aumenta, significativamente, a quantidade e gravidade
da doenga (DAUB; BRIGGS, 1983). Em um estudo realizado utilizando extratos aquosos de
folhas de soja como substrato de meio de cultura, foi observado que o fungo C. kikuchii
sintetizou maiores quantidades de cercosporina no meio suplementado com extratos de plantas
adultas. Esses dados indicam que nesta fase de desenvolvimento a planta ¢ mais suscetivel a
doenca (EHRENSHAFT; UPCHURCH, 1993). Alguns dos seus sintomas sdo o crestamento
foliar, desfolhamento prematuro, aparecimento de coloragdo arroxeada nas sementes, redugdo
da taxa de germinagdo e da qualidade dos graos (CARREGAL; WEGENER; SILVA, 2015).
Esses sintomas s3o mais evidentes quando a planta se encontra em sua fase adulta (WALTERS,

1980).
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O desenvolvimento da doenga ¢ favorecido pelas altas temperaturas ¢ umidade e,
também, pelo tipo de solo no qual a planta estd sendo cultivada, visto que solos de baixa

fertilidade propiciam ataques mais severos de fungos fitopatogénico (RODRIGUES, 2009).

2.2. Mecanismos de defesa em plantas

O mecanismo de defesa vegetal esta relacionado com a idade e grau nutricional da planta
hospedeira, bem como com as condi¢des ambientais nas quais estd inserida (STANGARLIN et
al.,2011). A fim de combater os patdogenos, as plantas possuem uma resisténcia natural, baseada
em moléculas relacionadas a sua defesa. Dentre as defesas utilizadas pelas plantas estdo a
produgdo de espécies reativas de oxigénio, especialmente o superdxido (O2) e perdxido de
oxigénio (H202), além da resposta hipersensitiva (HR) e da morte celular programada
(HELLER; TUDZYNSKI, 2011). Outros mecanismos de defesa sdo a resisténcia sist€émica
adquirida (SAR), inducdo de proteinas relacionadas a patogénese (PR-Proteinas) e a sintese de
compostos sinalizadores de respostas de defesa, como por exemplo, acido salicilico (VAN
LOON; REP; PIETERSE, 2006). A ativagao do mecanismo de defesa da planta ocorre por meio
de sucessivos sinais e eventos que se iniciam no reconhecimento pela planta do agente agressor
e culmina na ativa¢do das barreiras fisicas e bioquimicas envolvidas no processo de defesa
(SCHWAN-ESTRADA et al., 2008).

As barreiras fisicas compreendem os mecanismos estruturais que interferem na
penetragdo e na colonizag@o do patégeno na planta. Dentre as barreiras fisicas encontram-se as
ceras e as cuticulas que recobrem as células epidérmicas e tricomas. As barreiras quimicas sao
os mecanismos bioquimicos que envolvem as moléculas relacionadas a inibicdo do
desenvolvimento do patdégeno ou ainda que geram condicdes adversas para a sua sobrevivéncia
nos tecidos do hospedeiro. (SCHWAN-ESTRADA et al., 2008).

Nos mecanismos bioquimicos de defesa constitutivos, ou pré-formados, as substancias
ja estdo presentes na planta naturalmente. Por outro lado, nos mecanismos pds-formados, ou
induzidos, as substincias encontram-se ausentes ou presentes em baixos niveis antes da

infeccdo, sendo ativadas em resposta a presencga do patogeno (STANGARLIN et al., 2011).

2.3. Proteinas de defesa

As proteinas de defesa podem participar direta ou indiretamente na defesa da planta

contra estresses abioticos ou bidticos, alterando seu perfil de atividade. Além das proteinas



24

relacionadas a patogénese, existem outras proteinas que estdo envolvidas na defesa vegetal seja
de forma direta ou indireta, dentre elas: superoxido dismutase (SOD), fenilalanina amonia-
liases (PAL) e proteases.

As proteinas relacionadas a patogénese sao induzidas por infecgdes por agentes
patogénicos como fungos, bactérias e insetos ou por estresses abioticos. Essas proteinas
conferem resisténcia local e sistémica em resposta aos ataques de patogenos, apds o
reconhecimento dos elicitores por receptores da planta (VAN LOON; REP; PIETERSE, 2006).
Atualmente sdo conhecidas 17 familias de PRPs em vegetais (TABELA 3), com as mais
diferenciadas func¢des e, em cada familia, incluem-se classes com diferentes isoformas,

respectivamente acidas ou basicas (GORJANOVIC, 2009).

Tabela 3 - Familia de proteinas relacionadas a patogénese

Familia Propriedades

PR-1 Antifiingica

PR-2 p-1.3-glucanase

PR-3 Quitinase I-11, IV-VII

PR-4 Quitinase [-11

PR-5 Osmotina

PR-6 Inibidores de protease

PR-7 Endoproteinases

PR-8 Quitinase 11

PR-9 Peroxidases

PR-10 Proteinas semelhantes a nbonuclease
PR-11 Quitinase V

PR-12 Defensinas

PR-13 Tioninas

PR-14 Proteinas relacionadas com o transporte de lipidios
PR-15 Oxalato oxadases

PR-16 Proteinas semelhantes a oxalato oxidase
PR-17 Desconhecida

Fonte: Stangarlin et al. (2011).

A seguir, algumas caracteristicas das proteinas envolvidas na defesa vegetal contra

fungos sdo apresentadas.
2.3.1 Peroxidases

As enzimas peroxidases estdo presentes nos tecidos das plantas, em certas células

animais € em microrganismos € sao conhecidas por participarem de varios processos
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fisioldgicos de grande importancia. Essas enzimas catalisam a oxirreducdo entre moléculas de
peroxido de hidrogénio e diversos substratos organicos e inorganicos (HIRAGA et al., 2001).
As peroxidases participam da oxidagao de compostos fenolicos, que se acumulam em resposta
a infecgdo (FRY, 1986).

Devido a similaridade existente nas sequéncias de aminodcidos de diversas proteinas,
as peroxidades foram divididas em trés classes: classe I, referente as proteinas intracelulares,
que inclui peroxidases dependente de ascorbato, catalase, dentre outras; classe II, incluindo as
peroxidases de lignina extracelular e as fungicas dependentes de manganés (Mn); classe III,
onde estdo alocadas principalmente as peroxidases extracelulares, incluindo as peroxidases
dependentes de guaiacol (HIRAGA et al., 2001).

Alguns estudos indicam a ac¢do direta da peroxidase contra fungos, dentre eles aquele
realizado com uma peroxidase purificada do latex de Marsdenia megalantha, por nosso grupo
de pesquisa, que retardou e inibiu a germinagao de conidios de Fusarium oxysporium e F. solani

(OLIVEIRA et al., 2017).

2.3.2. Quitinases

As quitinases estdo amplamente distribuidas na natureza. Estas enzimas sdo
responsaveis pela clivagem das ligacdes glicosidicas da quitina, além de possuir outras fungdes
como de defesa contra fitopatogenos (UBHAY ASEKERA, 2011).

Em ac¢do contra fungos filamentosos, podem quebrar a quitina presente na parede
celular desprotegendo a membrana plasmaética, que pode, eventualmente, se romper, causando
morte do microrganismo. Por exemplo, uma quitinase recombinante de arroz expressa em
Pichia pastoris inibiu a germinacdo de esporos € o crescimento micelial de Penicillium herquei,

apos interagdo da enzima com a parede celular do fungo (LANDIM et al., 2017).

2.3.3 p-1,3-glucanases

As B-1-3-glucanases (GLUs) sdo enzimas que promovem a clivagem endo-hidrolitica
de ligagdes B-1,3-glucosidicas em B-1,3-glucanos. As GLUs das plantas, além do envolvimento
na defesa, desempenham vérias funcdes fisioldgicas e processos de desenvolvimento, como
divisdo celular, microsporogénese, germinagao de polen, crescimento de tubos, fertilizagao,
embriogénese, amadurecimento de frutos, germinagdo de sementes, mobilizacao de reservas de

armazenamento ¢ dorméncia de brotos (LEUBNER-METZGER; MEINS, 1999).
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Para defender a planta do ataque de fungos, as B-1-3-glucanases desempenham o
papel de degradar a parede celular desses patdgenos, visto que seu componente predominante
sao os B-1,3-glucanos. Diferentes gendtipos de Xanthosoma sagittifolium (taioba ou orelha-de-
elefante) foram inoculados com Pythium myriotylu para caracterizagdo de suas respostas de
defesa. Significante aumento na atividade de B-1-3-glucanases e de quitinases nas raizes da
cultivar resistente foi observado quando comparado com os genotipos susceptiveis, sugerindo
que a resisténcia esta associada ao aumento dessas proteinas de defesa, mostrando o potencial
de B-1-3-glucanases na defesa contra fungos fitopatogénicos (NYOCHEMBENG; BEYL,
2015).

2.3.4 Superoxido dismutases (SODs)

Sdo enzimas que catalisam a dismutagdo do superdxido em oxigénio e peroxido de
hidrogénio. No mecanismo de defesa de plantas, as SODs podem atuar no sistema de defesa
antioxidante conferindo tolerancia a estresse oxidativo causado por organismos patogénicos
(FAIZE et al., 2012). Representam, portanto, uma das mais importantes defesas antioxidantes
enzimaticas existentes em praticamente todas as células expostas ao oxigé€nio, visto que as
espécies reativas de oxigénio podem provocar danos nas células, ou em proteinas, acidos
nucleicos e outras moléculas importantes (MILLER, 2012).

Existem trés tipos principais de superdxido dismutases, segundo classificagdao de acordo
com o seu cofator enzimatico. As Cu-Zn SOD (SOD de cobre e zinco) estdo presentes no
citosol, no espaco extracelular, nos cloroplastos e nas membranas dos tilacoides. J& as Mn
SOD (SOD de manganés) estdo localizadas nas mitocondrias e nos peroxissomas das células
eucariotas (MILLER, 2012). Enquanto as Fe SOD (SOD de ferro) se encontram nos
cloroplastos das células vegetais (FOYER; NOCTOR, 2005).

Folhas de Vigna unguiculata de um gendtipo resistente infectadas pelo fungo
hemibiotréfico Colletotrichum  gloeosporioides mostraram maior atividade de SOD
comparadas com aquelas de um gendtipo suscetivel, além de apresentarem resposta mais rapida
ao ataque do fitopatdgeno, impedido sua proliferagao e estabelecimento de doenga nas plantas

(OLIVEIRA et al., 2014).
2.3.5 Fenilalanina amoénia-liase (PAL)

A fenilalanina amonia-liase ¢ detectada nos tecidos de fungos, de algas e,

principalmente, de plantas superiores. Sdo enzimas do metabolismo secundéario mais


http://knoow.net/ciencterravida/biologia/celula-vegetal/
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intensivamente estudadas em plantas, devido a sua importancia nas reacdes do metabolismo
dos compostos fenolicos (SCHWAN-ESTRADA et al., 2008). Elas sdo responsaveis pela
desaminacao da L-fenilalanina, transformando-a em acido trans-cindmico e amonia. O acido
trans-cinamico pode ser incorporado em diferentes compostos fenolicos (acido 4-coumarico,
acido cafeico, acido feralico e acido sindpico), que estdo presentes na formacdo de ésteres,
coumarinas, flavondides e ligninas, dentre outros compostos (SCHWAN-ESTRADA et al.,
2008). Portanto, a inibi¢ao ou reducgdo da atividade da PAL ira afetar, diretamente, a biossintese
de diversos compostos fendlicos essenciais para a defesa da planta (CHAMAN; COPAIJA;
ARGANDONA, 2003). Em espécies de plantas do género Brachypodium, que tiveram os genes
responsaveis pela sintese da fenilalanina amdnia-liase nocauteados, reducdo de mais de 40% da
quantidade total de lignina foi observada, o que acarretou em aumento na susceptibilidade aos
fungos F. culmorum e M. oryzae (CASS et al., 2015). Isso ocorreu, porque a PAL atua na
formagao dos precursores da lignina, que sdo sintetizados pela rota metabolica do acido trans-

cinamico (RAES et al., 2003).
2.3.6 Proteases

Sdo enzimas que hidrolisam ligagcdes peptidicas, ou seja, possuem atividade
proteolitica. A atividade proteolitica € essencial para o desenvolvimento de muitos processos
celulares (TREMACOLDI, 2008). As proteases podem ser classificadas com base em seus
residuos cataliticos do sitio ativo. Proteases asparticas catalisam a hidrélise através de uma
cadeia lateral de residuos de acido aspartico em complexo com uma molécula de agua. J4 as
metalo-proteases contém um cétion metalico, por exemplo, o zinco, que se complexa com uma
molécula de 4gua, tornando-a nucleofilica suficiente para realizar a hidrolise. As proteases
serinicas catalisam a hidrolise através da reacdo da fragdao hidroxil da cadeia lateral da serina
com o substrato carbonil. Enquanto a treonina e tirosina reagem de forma semelhante as
proteases serinicas. Por fim, as proteases cisteinicas catalisam a hidrélise da ligagao peptidica
através da reagdo nucleofilica do tiol da cisteina com o substrato carbonil (BRIDGES, 2008).

Em um estudo realizado com uma protease cisteinica isolada do latex de Cryprostegia
grandiflora houve inibicdo completa da germinac¢do de esporos do fungo Fusarium solani
quando estes foram postos em contato com o fungo (RAMOS et al., 2014). Ainda, evidéncias
do papel das proteases cisteinicas no desenvolvimento da resposta hipersensitiva contra fungos
foram relatadas por D’Silva, Poirier e Heath (1998). Eles detectaram um inibidor de proteases
cisteinicas capaz de impedir a resposta hipersensitiva em Vigna unguiculata contra o fungo

causador de ferrugem.
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2.3.7 Inibidores de proteases

Sao proteinas capazes de formar complexos com enzimas proteoliticas modificando
0 seu sitio ativo e, entdo, promovendo inibicao da acao dessas proteases (NEURATH, 1990).
Podem atuar como agentes regulatorios no controle endégeno de proteases, como proteinas de
reserva e como mecanismo de protecdo direta contra proteases de insetos e de microrganismos
patogénicos (KAPUR; TAN-WILSON; WILSON, 1989).

Os inibidores de proteases podem ser classificados de acordo com o mecanismo de
acdo das enzimas que eles inibem. Dessa forma, as classes de inibidores de proteases conhecidas
sdo: Inibidores de proteases serinicas, cisteinicas, asparticas, metalo-proteinases e treonina
proteases (FAN; WU, 2005).

A acgdo destes inibidores na defesa da planta pode estar associada a inibi¢ao da
protedlise das enzimas do patdégeno e consequente reducdo de aporte de aminoacidos
provenientes das proteinas do meio de cultura, necessarios para o desenvolvimento do
microrganismo (SHARMA, 2015). Por exemplo, o inibidor de tripsina proveniente de torta de
sementes de mamona inibiu a germinagdo de esporos do Colletotrichum gloeosporioides

(SILVA et al., 2015).
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3. PERGUNTAS DE PARTIDA

e Que proteinas poderiam estar envolvidas com a defesa da soja nas fases precoces de seu
crescimento?

e H4, de fato, diferengas significativas de teores de proteinas de defesa na soja
comparando plantas jovens com adultas?

e Serd, que, na fase jovem, ha indu¢cdo de SAR quando a planta ¢ desafiada com C.
kikuchii?

e Com quais fungdes estas proteinas estariam envolvidas na planta?
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4. HIPOTESE

Com base em informagcdes de estudos preliminares, sabe-se que o estagio de
desenvolvimento da soja ¢ crucial para o estabelecimento da doenca causada pelo fungo C.
kikuchii. Na fase jovem, o fungo ndo consegue se estabelecer, mas sim na fase adulta. Entao,
na fase jovem, a planta se defende deste fungo porque dispde de proteinas especificas, em
quantidades suficientes para evitar a proliferacdo do fungo e estabelecimento da doenca, ao
contrario das plantas adultas. Além disso, a inducdo de proteinas em plantas jovens confere

uma estratégia de defesa que as tornam mais tolerantes ao fungo em questao.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo Geral

Avaliar proteinas e suas fungdes envolvidas com a resisténcia de plantas jovens ao ataque

de C. kikuchii.

5.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a presenca constitutiva e induzida de proteinas de defesa vegetal em folhas de
plantas de soja jovens e adultas inoculadas e ndo-inoculadas com C. kikuchii,

e Avaliar se ha indu¢do de SAR em plantas de soja jovens e adultas inoculadas com C.

kikuchii.
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6.METODOLOGIA
6.1. Sementes de soja

Sementes de soja (cultivar BRS-Pala) ndo tratadas com fungicida foram obtidas na
Embrapa - Fundacao Pro-sementes (Passo Fundo - RS). As sementes de BRS-Pala apresentam
como caracteristicas resisténcia as doengas cancro da haste, mancha do olho-de-ra, mosaico
comum, oidio, podriddo parda da haste, podridao radicular de fitoftora e pustula bacteriana e
ao acamamento. Além disso, esta cultivar apresenta um teor proteico de 38,8%, um ciclo
semitardio e desenvolvimento determinado (EMBRAPA, 2012). O habito de crescimento
determinado caracteriza-se pela finalizagdo do crescimento vegetativo a partir do inicio do
florescimento. Nao existem estudos acerca de sua resisténcia contra o fungo Cercospora

kikuchii.

6.2. Fungo

O fungo Cercospora kikuchii (Matsumoto & Tomoyasu) M. W. Gardner (GARDNER
1925; MATSUMOTO & TOMOYASU 1925) foi obtido na Embrapa - Soja (Londrina - PR).
O fungo foi mantido em meio de cultura Agar-tomate, em condicdes estéreis e apropriadas para

o crescimento do microrganismo.

6.3. Plantio

Sementes de BRS-Pala foram germinadas em vasos plasticos de 1,0 L contendo areia
autoclavada duas vezes a 121 °C, 1,5 x 10° Pa por 30 min cada lavagem. Na primeira semana
de germinagdo, os vasos foram regados com agua destilada. Apos 7 dias, com o surgimento das
plantulas, estas foram regadas com solu¢ao nutritiva de Hoagland (HOAGLAND; ARNON,
1950). Esta solugao foi usada a 25%, 50% e 75% de concentragdo, em relagao a solucao original
ndo diluida (100%), cada uma por 3 dias, seguida da aplicacdo da solugdo 100%, durante todo
o restante do periodo experimental. Foram coletados os primeiros e segundos trifolios de cada
planta, tanto na fase jovem (estddio V2) quanto na fase adulta (estadio Rs). O estadio V; ¢
descrito como periodo vegetativo da soja onde ha a primeira folha trifoliolada completamente
desenvolvida. Ja o estadio Rz ¢ caracterizado como periodo reprodutivo da soja em que se inicia

o enchimento dos graos.
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6.4. Extracio de proteinas

Para obtenc¢ao do extrato total das folhas coletadas, as folhas foram maceradas utilizando
nitrogénio liquido e o tampao Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, contendo NaCl 0,15 M, na propor¢ao
de 1:3 (m/v), com auxilio de almofariz e pistilo. A mistura obtida foi, entdo, agitada durante 4
h (4°C) e, em seguida, centrifugada a 12.000 x g, 30 min, 4 °C. O sobrenadante obtido foi
dialisado contra o respectivo tampao, na propor¢ao de 1:20 (v/v). As trocas foram realizadas

quatro vezes ao dia durante trés dias, entdo obteve-se o extrato total.

6.5. Quantificacao de proteinas

O método desenvolvido por Bradford (1976) foi utilizado para  quantificagdo  de
proteinas presentes nos extratos das folhas. Este ensaio foi conduzido em triplicata, utilizando
100 uL da amostra e adicionando 2500 uL do reagente de Bradford. As leituras das absorbancias
(A) foram feitas e a concentragdo estimada usando a equagdo abaixo e um fator (F) obtido pelo
calculo da cotangente da curva padrdo [absorbancia (A) versus concentracdo| construida usando

albumina sérica bovina (BSA) como proteina padrao:

A(média) X diluicao X F
100

=mg/ml

6.6. Eletroforese (SDS-PAGE)

Para avaliacao da diversidade de proteinas presentes nos extratos proteicos das folhas
de soja, eletroforese em condigdes desnaturantes (SDS-PAGE) foram realizadas (LAEMMLI,
1970). Apds aplicagdo das amostras, os géis foram submetidos a uma corrente de 20 mA,
durante 1 h. Ao fim da corrida, os géis foram submersos em solu¢do de acido fosforico (5%,
v/v) por, no minimo, 40 min, sendo as bandas proteicas visualizadas e analisadas apds revelagao

com Comassie Coloidal (NEUHOFF et al., 1988).

6.7. Obtencao da suspensido de micélios do fungo C. kikuchii

Para obtencao da suspensao de micélios a ser utilizada como elicitor biodtico, o fungo C.
kikuchii foi repicado em placas de Petri contendo 20 mL do meio dgar-tomate (200 mL de polpa

de tomate puro, 3 g de cloreto de calcio, 5 g de dextrose, 20 g de dgar-agar, agua q.s.p. 1000
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mL). A suspensdo foi preparada de acordo com Xue, Upchurch e Kwanyuen (2006), com as
seguintes modificagdes: as hifas retiradas da placa (2g) foram maceradas com agua destilada
estéril em almofariz e pistilo, em seguida, transferidas para um borrifador estéril contendo ao

final 100 ml de suspensao micelial.
6.8. Inoculacio com a suspensdo de micélios de C. kikuchii e coleta das folhas

A inoculagdo das folhas de soja com a suspensdo micelial de C. kikuchii se deu da
seguinte maneira: assim que as plantas atingiram os estadios de desenvolvimento esperados (V2
e Rs), o primeiro trifélio de cada planta foi borrifado trés vezes em ambas as faces (adaxial e
abaxial). O grupo controle foi borrifado apenas com agua destilada estéril.

As folhas tratadas e aquelas correspondentes a resposta sist€émica (segundo trifélio)
foram excisadas das plantas jovens e adultas nos tempos de 0, 2, 6, 12, 24, 48 h apos a
inoculagdo (HAI) e 10 e 15 dias ap6s inoculagdo (DAI). Imediatamente apos a coleta, as folhas

foram submersas em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer para analises posteriores.

6.9. Deteccio de proteinas envolvidas na defesa vegetal

6.9.1. Detecgao de superoxido dismutase (SOD)

Para determinar a atividade da SOD (VAN ROSSUM; ALBERDA; VAN DER PLAS,
1997) nas folhas coletadas, placas de micropogos, para ensaios de ELISA, foram utilizadas. O
ensaio foi conduzido a temperatura ambiente (23 + 3 °C) e, em cada pogo, 10 pL de tampao
fosfato de potassio 1 M, pH 7,8, 20 uL de EDTA 1 mM, 10 pL de Triton X-100 0,25% (v/v),
20 pL de L-Metionina 130 mM, 100 uLL da amostra, 20 pL de nitro azul de tetrazolio 750 uM e
20 pL de riboflavina 10 mM foram adicionados. Apos a adigdo do ultimo reagente, as placas
foram cobertas com papel aluminio para, posteriormente, realizar-se a leitura de absorbéncia a
630 nm, ap6s 5 min de repouso. Em seguida, as microplacas foram postas em uma camara com
luz florescente de 32 W sendo feitas leituras a 630 nm, a intervalos de 1 min, até completar o
tempo de 5 min de reagdo. Uma unidade de atividade SOD (1 UA) foi definida como a
quantidade de amostra necessaria para inibir 50% da fotoredu¢do NBT. A atividade enzimatica

foi expressa em unidades de atividade por grama de massa fresca de folhas.



35

6.9.2. Detecgio de catalase (CAT)

A atividade da CAT foi medida segundo Havir e Mchale (1987). Inicialmente, em tudos
de ensaio, 600 puL de tampao fosfato de potassio 75 mM, pH 7,0, foram colocados para incubar
a 30 °C por 10 min. Em seguida, 300 pL da amostra e, imediatamente, 100 puL de perdxido de
hidrogénio 112,5 mM foram adicionados. As leituras foram feitas em intervalos de 10 s, durante
60 s, ap6s o inicio da reagdo. A atividade catalasica foi estimada utilizando-se o coeficiente de
absorvitividade molar de 36 x 10° mMecm™ e expressa em mM de H20> consumido/grama de

massa fresca de folhas por minuto. O ensaio foi realizado em triplicata.

6.9.3. Detecgao de peroxidase ascorbato dependente (APX)

A atividade de APX foi determinada, em triplicata, usando a metodologia descrita por
Koshiba (1993). Em tubos de ensaio, 800 pl de tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 6,0,
contendo 0,5 mM de 4cido L-ascorbico foram adicionados e, em seguida, 100 pl da amostra.
A mistura reacional foi incubada a 30 °C, por 10 min, seguido da adi¢do de 100 pl de perdxido
de hidrogénio 2 mM. Imediatamente apds a incubagdo, as leituras de absorbancias, a 290 nm,
foram realizadas a intervalos de 30 s durante 180 s. A atividade de APX foi expressa em pmol

de ascorbato oxidado/grama de massa fresca de folhas por minuto.

6.9.4. Detecgdo de peroxidase guaiacol dependente (POX)

A atividade peroxidasica foi determinada com base na metodologia descrita por
Urbanek, Kuzniak-Gebarowska e Herka (1991). Nos tubos de ensaio, em triplicata, foram
adicionados: 600 puL de tampao acetato de sédio 50 mM, pH 5,2; 500 ul de guaiacol 20 mM e
500 ul de peroxido de hidrogénio 60 mM. Os tubos foram, entdo, incubados a 30 °C por 10 min.
Em seguida, 200 pl da amostra foram adicionados e, imediatamente, foram feitas as leituras de
absorbancia, a 480nm, em intervalos de 30 s, durante 180 s, ap6s o inicio da reagdo. O resultado
da atividade peroxidasica foi expresso em pmol de H>O> consumido/grama de massa fresca de
folhas por minuto. O perdxido de hidrogénio consumido foi quantificado a partir da formagao

do tetraguaiacol, detectado a 480 nm.
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6.9.5. Detecgao de fenilalanina amoénia liase (PAL)

Esta atividade foi determinada segundo a metodologia descrita por El-Shora (2002). A
velocidade da producdo do 4cido trans-cindmico foi determinada usando-se fenilalanina como
substrato. Primeiramente, uma curva padrao usando concentra¢des conhecidas de acido trans-
cinamico foi construida. Para isso, em tubos tipo eppendorf, foram adicionados, a temperatura
de 30 °C, os seguintes reagentes: 0 a 900 puL de acido trans-cinamico 1 mM; 0 a 900 pL de
tampao Tris-HCI 100 mM pH 8,8 (de forma que a adi¢do de 4cido trans-cindmico e tampao
juntos encerrem 900 pulL) e 100 uL. de HC1 600 mM. Depois disso, leituras das absorbancias a
290 nm foram tomadas e, entdo, calculado o fator de calibrag¢ao da curva. Para determinacao da
atividade enzimatica, 20 puL de B-mercaptoetanol 50 mM, 100 pL da amostra diluida e 580 pL
do tampao descrito acima e 200 pL de solucdo de L-Fenilalanina 40 mM foram adicionados
nesta ordem descrita. Estes tubos foram incubados a 30 °C, por 60 min, e entdo foram
adicionados 100 uL de HC1 6 x 10> mM. Os tubos foram centrifugados a 10.000 x g por 10 min
e leituras de absorbancia a 290 nm registradas. O resultado do ensaio foi expresso em pmol

acido trans-cinamico gerado/grama de massa fresca de folhas.

6.9.6. Detecgao de quitinase (QUI)

A avaliagdo da atividade quitindsica teve como parametro utilizado a liberagdo de N-
acetil-D-glucosamina (NAG) a partir da acdo hidrolitica da enzima (BOLLER, 1992) sobre
quitina coloidal. Primeiramente, para obtencdo da curva padrdo, em tubos tipo eppendorff
(tampa rosqueada), foram adicionados, na seguinte ordem: 100 pL. de NAG 1 mM; 400 pL de
tampao acetato de sodio 50 mM, pH 5,2 e 100 pL de tetraborato de potassio 600 mM. Os tubos
foram incubados a 100 °C, por 5 min, imediatamente resfriados em banho de gelo e 1000 puL
de p-dimetilaminobenzaldeido (DMAB) adicionados. Os tubos foram homogeneizados em
vortex e incubados a 37 °C, por 20 min. Imediatamente apds a incubagdo, absorbancias a 585
nm foram lidas, sendo o fator de conversao calculado.

Para avaliacdo da atividade enzimatica de QUI nas folhas de soja, 250 uL da amostra
previamente diluida e 250 pL de quitina coloidal (10 mg/mL) foram misturados. Os tubos, tipo
eppendorff, foram homogeneizados e incubados a 37 °C por 60 min, sob leve agitacdo. Em
seguida, esta mistura foi incubada a 100 °C por 5 min e, imediatamente, resfriada em banho de
gelo. Apos centrifugacgdo (10.000 x g por 10 min), 300 pL. do sobrenadante foram colocados em

novos tubos tipo eppendorf (tampa rosqueada) e 10 pL de uma solucdo da enzima [3-
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glucuronidase (EC 3.2.1.31) adicionados. Essa solu¢ao de glucuronidase, de Helix pomatia, foi
preparada por dilui¢do (10x) de uma solu¢dao estoque, adquirida comercialmente (Sigma
Chemical Company). Estes tubos foram incubados a 37 °C por 60 min, sob leve agitagao,
incubados, novamente, a 100 °C, por 5 min, e resfriados, imediatamente, em banho de gelo.
Para determinacdo da NAG liberada no ensaio, 190 pL. de tampao acetato de sodio 50 mM, pH
5,2 e 100 pL de tetraborato de potassio 600 mM foram adicionados aos tubos, sendo, depois,
incubados a 100 °C e resfriados em banho de gelo, por 5 min, respectivamente. Por fim, 1000
pL de DMAB (0,05 g/mL), preparado em solucao de 4cido acético glacial contendo 12,5 %
(v/v) de 4cido cloridrico 11,5 x 10> mM foram adicionados nos tubos. Imediatamente apds
homogeneizagado e incubagdo a 37 °C, por 2 min, leituras de absorbancia a 585 nm foram feitas
para permitir o calculo do teor de agtcar liberado no ensaio, com base numa curva padrao
construida a partir de solugdes de glucose, com concentracdes variando de 0,1 a 0,5 mM em
tampao acetato de sodio 50 mM, pH 5,2 (REISSIG; STROMINGER; LELOIR, 1955). A
atividade quitinasica foi expressa em nKat/grama de massa fresca de folhas, 1 nKat equivale a

1 nmol de NAG liberado por segundo.

6.9.7. Deteccao de proteases

A atividade proteolitica foi avaliada segundo metodologia descrita por Xavier Filho e
colaboradores (1989). Em tubos tipo eppendorf, 200 pL da solucdo de azocaseina 1% (m/v,
dissolvida em tampdo fosfato de sodio 25 mM, pH 6,0), 300 pL deste mesmo tampao, 21 pL
de DTT 3 mM e 200 pL da amostra teste (1 mg/mL) foram misturados. Para o controle, em vez
da amostra teste, 200 uL do tampao mencionado foram adicionados. A mistura reacional foi
incubada em banho-maria a 37 °C, por 1 h, seguida da adi¢ao de 300 uL de TCA 20% (v/v),
para interromper a reagdo. Apos centrifugacao a 10.000 x g, por 10 min, 400 pL do sobrenadante
foram retirados e, a ele, 400 L de NaOH 2 M adicionados. A variagdo de 0,01 da absorbancia
a 420 nm por min foi assumida como sendo 1 unidade de atividade proteolitica (1 UA). A
atividade proteolitica foi expressa em unidades de atividade por grama de massa fresca

(UA/gMF).
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6.9.8. Detecgao de inibidores de proteases serinicas

A determinagao da presenca de inibidores de proteases serinicas (tripsina) nas folhas da
soja foi realizada de acordo com a metodologia empregada por Erlanger, Kolowsky e Cohen
(1961). O primeiro passo foi construir uma curva padrao utilizando aliquotas de 10 a 30 pL de
tripsina (0,3 mg/mL). Em seguida, o tampao Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, contendo CaCl; 20 mM,
foi adicionado até completar o volume de 800 pL. Os tubos foram incubados a 37 °C, em banho-
maria, por 10 min e, posteriormente, 500 uL da solugdo de BApNA 1,25 mM (substrato)
adicionados. Os tubos foram novamente colocados em banho-maria a 37 °C, por 15 min e, em
seguida, 120 pL de acido acético 30% (v/v) adicionados para interromper a reagdo. Apos
centrifugacdo a 10.000 x g, por 10 min, a 25 °C, leituras de absorbancia a 410 nm foram feitas
e a curva de calibragao construida plotando estas leituras contra o tempo (minutos).

No ensaio de determinacdo da atividade inibitoria de tripsina, inicialmente, uma aliquota
de 10 pL da enzima foi incubada a 37 °C por 10 min, com 100 uL da amostra de folhas soja (1
mg/mL) e 690 pL do tampao Tris-HCl 50 mM, pH 7.5, contendo CaCl, 20 mM. Em seguida, o
ensaio foi conduzido conforme descrito acima. Para a amostra em branco, a mistura reacional
continha tanto a tripsina como a amostra a ser testada, mas a reacdo foi parada antes da adicao
do substrato. Uma unidade de atividade inibitéria de tripsina (UI) foi definida como sendo a
diminui¢do de 0,01 na absorbancia (corrigida) do controle positivo (100% atividade da tripsina),
por 1 mL de volume da amostra, na auséncia do inibidor a 410 nm. A atividade inibitoria foi
expressa como unidade inibitdria em relacdo a grama de massa fresca de folhas (Ul/gMF). O

ensaio foi realizado em triplicata.

6.9.9. Deteccao de inibidores de proteases cisteinicas

Para determinagdo da atividade inibitoria de proteases cisteinicas (papaina) foi utilizada
a metodologia descrita por Abe e colaboradores (1992). A 60 pL de uma solugdo de papaina (1
mg de papaina dissolvida em agua grau Milli-Q, diluida 50x em tampao fosfato de sodio 250
mM, pH 6,0) 40 uL da solucao ativadora [tampao fosfato de sodio 250 mM, pH 6,0, contendo
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 2 mM e ditiotreitol (DTT) 3 mM] e 200 pL da
amostra teste (1 mg/mL) foram adicionados em tubos de ensaio mantidos em banho de gelo. Os
tubos foram, entdo, imediatamente incubados em banho-maria a 37 °C, por 10 min.
Posteriormente, 200 uL. do substrato N-o-benzoil-D-arginina-f-naftilamida (BANA) 1 mM
(dissolvido em 1 mL de dimetilsulfoxido e tampao fosfato de sédio 250 mM, pH 6,0) foram
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acrescidos. Apos 20 min, a reacdo foi parada com 500 pL de HCI 2% (v/v) diluido em etanol e
os tubos mantidos em temperatura ambiente por mais 5 min. Decorrido esse tempo, 500 uL do
cromoégeno p-dimetilaminocinamaldeido (DMACA) 0,06% (m/v), dissolvido em etanol, foram
adicionados. Para a amostra em branco, na mistura reacional havia tanto a papaina como a
amostra a ser testada, mas a reagdo foi parada antes da adi¢do do substrato. Uma unidade de
atividade inibitoria de papaina (UI) foi definida como sendo a diminui¢do de 0,01 na
absorbancia (corrigida) do controle positivo (100% atividade da papaina), por 1 mL de volume

da amostra, na auséncia do inibidor a 540 nm. O ensaio foi realizado em triplicata.

6.9.10. Detecgdo de p-1,3-glucanase

A atividade B-1,3-glucanésica foi determinada de acordo com a metodologia proposta
por Boller (1992), medida em fun¢do da velocidade de degradacdo da laminarina (substrato) e
formac¢ao de glucose. Inicialmente, foi preparada uma solu¢do de laminarina (2 mg/mL) em
agua grau Milli-Q, aquecida a 60 °C, por 10 min e, em seguida, dialisada exaustivamente contra
agua destilada para remocao de glucose livre. Nesse experimento, trés solucdes principais foram
utilizadas: Solugdo A (25 g de carbonato de sodio, 25 g de tartarato de sodio e potéssio, 20 g de
bicarbonato de sodio, 200 g de sulfato de sodio anidro e dgua grau Milli-Q q.s.p 100 mL);
Solugdo B (15 g de sulfato de cobre pentahidratado, 2 gotas de acido sulfirrico concentrado e
agua grau Milli-Q qg.s.p 100 mL) e Solugdo C (25 g de molibdato de amonio dissolvidos em 21
mL de acido sulfurico e 450 mL de 4gua grau Milli-Q e 3 g de arseniato de s6dio heptahidratado
dissolvidos em 25 mL de agua grau Milli-Q). Uma aliquota de 100 pL. da amostra teste (1
mg/mL) foi incubada com 900 pL da solugdo de laminarina a 50 °C, em banho-maria, durante
30 min. Em seguida, 1 mL da Solu¢ao D (mistura da solucdo B com a solu¢do A, na propor¢ao
de 1:25 (v/v), preparada no momento do ensaio) e a mistura reacional incubada a 100 °C, em
banho-maria, durante 20 min. Apds o periodo de incubagado, as amostras foram resfriadas a 25
°C, por 5 min, apos o que 1 mL da solugado C foi adicionado. Os tubos foram agitados em vortex
para remogao dos gases formados durante a reag@o e deixados em repouso por 5 min. As leituras
de absorbancia foram realizadas a 520 nm. Para o célculo da quantidade de actcar liberado,
uma curva construida a partir de concentragdes variadas de glucose (7 a 240 pg/mL, preparada
em tampao acetato de sodio 50 mM, pH 5,2), foi utilizada. A atividade B-1,3-glucanésica foi
expressa em nanokatal por grama de massa fresca de folhas (nKat/gMF), onde 1 nKat equivale

a 1 nmol/mL de glucose liberado por segundo.
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6.10. Analise estatistica

Uma unidade amostral equivale a trés vasos contendo trés plantas em cada um (n=9),
distribuidos de acordo com o delineamento inteiramente casualizado. Os dados foram
submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e ao teste de t de Student e as diferengas

significativas das médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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7. RESULTADOS

Para melhor compreensao dos dados, os resultados foram divididos em dois topicos (I e

1), abordados no presente trabalho.

TOPICO I —- TEOR DE PROTEINAS E ATIVIDADES ASSOCIADAS AS PROTEINAS
DE DEFESA CONSTITUTIVAS DA SOJA NAS FASES JOVEM E ADULTA DE SEU
DESENVOLVIMENTO

7.1 Desenvolvimento e teor de proteina de plantas jovens (V2) e adultas (Rs)
As plantas jovens (V2) e adultas (Rs) de soja apresentaram caracteristicas morfologicas

condizentes com um desenvolvimento normal e saudavel. As folhas de soja foram coletadas

nos periodos de 21 e 45 dias apos o plantio (FIGURA 2).

Figura 2 - Plantas representativas de soja em diferentes estagios de desenvolvimento
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i
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Fonte: propria autora.

(A) planta jovem no estadio V»; (B) planta adulta no estadio Rs.
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Na Figura 3 estdo os teores proteicos dos extratos das folhas nos dois estadios de
desenvolvimento (V2 e Rs). Os extratos obtidos com folhas jovens e adultas renderam,
respectivamente, 6,65 £ 1,07 e 11,65 £ 0,98 mgP/gMF. Na Figura 4 ¢ apresentado o perfil
eletroforético do extrato de folhas jovens, onde se vé€ (raia V) proteinas de massas moleculares
distribuidas acima de 14 kDa e abaixo de 66 kDa, enquanto que aquele do extrato de folhas

adultas (raia Rs) possui proteinas com massas moleculares distribuidas acima de 20 kDa e
abaixo de 90 kDa.

Figura 3 - Teor de proteina dos extratos das folhas de plantas jovens (V2) e adultas (Rs) de soja
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Fonte: Propria autora.

Letras distintas denotam diferencas significativos (p < 0,05) entre as médias em diferentes fases de

desenvolvimento da soja, de acordo com teste t de Student.
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Figura 4 — Perfis de distribui¢do de proteinas de folhas de plantas jovens e adultas de soja, em relagdo

a massa molecular, apos PAGE-SDS (12,5%, m/v)
MM V2 R5
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Fonte: propria autora.
Nas raias estdo os marcadores de massa molecular (MM) e os extratos proteicos das folhas de plantas de soja

jovens (V2) e adultas (R5). Quantidade de proteina aplicada por raia: 10 pg,
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7.2. Atividades associadas as proteinas de defesa em folhas de plantas jovens e adultas de

soja

7.2.1. Atividade de enzimas envolvidas no estresse oxidativo

A atividade de SOD (FIGURA 5A) em plantas jovens de soja foi menor 1,4 vezes que
em plantas adultas, enquanto que para APX (FIGURA 5B), CAT (FIGURA 5C) e POX
(FIGURA 5D) aconteceu o inverso, com valores de atividade 3, 2 e 37 vezes maiores,

respectivamente, em plantas adultas quando comparadas com plantas jovens.

Figura 5 - Atividade das enzimas envolvidas no estresse oxidativo em folhas de plantas jovens

e adultas de soja
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Fonte: Propria autora.

Barras indicam desvio padrdo entre as repetigdes. Letras distintas denotam diferengas significativas (p < 0,05)

entre as médias em diferentes fases de desenvolvimento da soja, de acordo com teste t de Student.
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7.2.2. Atividade da fenilalanina amoénia-liase (PAL)

A atividade da PAL (FIGURA 6) foi cerca de 3,4 vezes maior em folhas adultas, em

relagdo aquela de folhas jovens.

Figura 6 - Atividade da fenilalanina amonia-liase em folhas de plantas jovens e adultas de soja

FAL
47 b
T-: 3-
=
=
'TNJ
v 27
=
=< a
B
£ - ——
= 1
0 T

Fonte: Propria autora.

Barras indicam desvio padrdo entre as repeti¢des. Letras distintas denotam diferengas significativas (p < 0,05)

entre as médias em diferentes fases de desenvolvimento da soja, de acordo com teste t de Student.



46

7.2.3. Atividade quitindsica

A atividade quitindsica (FIGURA 7) em folhas de plantas jovens foi, aproximadamente,

2 vezes superior em relacdo aquela observada para folhas adultas.

Figura 7 - Atividade quitinasica em folhas de plantas jovens e adulta de soja
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Fonte: Propria autora.

Barras indicam desvio padrdo entre as repetigdes. Letras distintas denotam diferencas significativas (p < 0,05)

entre as médias em diferentes fases de desenvolvimento da soja, de acordo com teste t de Student.
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7.2.4. Atividade da f-1,3-glucanase
Esta atividade (FIGURA 8) foi, aproximadamente, 10 vezes maior em folhas de plantas

jovens de soja do que aquela de folhas de plantas adultas.

Figura 8 - Atividade B-1,3-glucandsica em folhas de plantas jovens e adultas de soja
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Fonte: Propria autora.
Barras indicam desvio padrdo entre as repetigdes. Letras distintas denotam diferencas significativas (p < 0,05)

entre as médias em diferentes fases de desenvolvimento da soja, de acordo com teste t de Student.
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7.2.5. Atividade proteolitica

Apenas os extratos proteicos de folhas jovens apresentaram atividade proteolitica,

enquanto a mesma nao foi detectada em plantas de soja adultas (FIGURA 9).

Figura 9 - Atividade proteolitica em folhas de plantas jovens e adultas de soja
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Fonte: Propria autora.

Barras indicam desvio padrdo entre as repetigdes. Letras distintas denotam diferengas significativas (p < 0,05)

entre as médias em diferentes fases de desenvolvimento da soja, de acordo com teste t de Student.
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7.2.6. Atividade de inibidores de proteases

Nao foi detectada atividade inibitéria de tripsina nem de papaina no extrato proteico

de folhas jovens, diferente do que foi observado no extrato de folhas adultas da soja.

Figura 10 - Atividade inibitdria de proteases em folhas de plantas jovens e adultas de soja
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Fonte: prépria autora.

Barras indicam desvio padrdo entre as repeticdes. Letras distintas denotam diferengas significativas (p < 0,05)

entre as médias em diferentes fases de desenvolvimento da soja, de acordo com teste t de Student.
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TOPICO II-TEOR DE PROTEINAS E ATIVIDADES ASSOCIADAS AS PROTEINAS
DE DEFESA EM FOLHAS DE PLANTAS JOVENS E ADULTAS DE SOJA DURANTE
SEU DESENVOLVIMENTO INOCULADAS COM C. kikuchii

7.3 Desenvolvimento e teores de proteinas de plantas jovens e adultas de soja inoculadas

com C. kikuchii

Os teores de proteinas dos extratos das folhas infectadas de plantas jovens e adultas de
soja estdo apresentados na Figura 11. No estadio V2, no periodo de 10 dias apds inoculagdo
(DALI), altos teores de proteina (dobro ou acima) nos extratos de folhas inoculadas e nas folhas
distantes do local de aplicagdo dos esporos do fungo (resposta sistémica), foram encontrados,
em comparagao aos respectivos controles. Ja no estadio Rs, maiores quantidades de proteina 12
horas apds inoculagdo (HAI), tanto para folhas infectadas com C. kikuchii quanto para a
resposta sist€émica, quando comparados com os seus respectivos controles, foram evidenciadas.
Em relagdo aos outros tempos, os valores permaneceram abaixo do controle, havendo leve

aumento apenas no periodo de 15 DAL



Figura 11 - Teores de proteinas dos extratos de folhas de plantas jovens e adultas de soja

inoculadas com C. kikuchii
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Letras distintas denotam diferengas significativas (p < 0,05) entre as médias em diferentes fases de
desenvolvimento da soja, de acordo com teste t de Student. Controle Local (CL), Controle Sistémico (CS),

Cercospora kikuchii Local (CKL), Cercospora kikuchii Sistémico (CKS).
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Eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida sob condi¢des redutoras (SDS-
PAGE) revelou a presenca de varias proteinas com massas moleculares variando entre 97 kDa
e 14 kDa (FIGURA 12), além de diferencas em seus perfis, quando comparado com seus
respectivos controles, pois hd o aparecimento de outras bandas entre 66 e 45 kDa e entre 45 e
30 kDa. Na Figura 13 observa-se proteinas menores com duas bandas proteicas mais evidentes
com massas moleculares acima de 45 kDa e proxima de 30 kDa nos controles e massas
moleculares proximas de 30 kDa, 45 kDa e 14 kDa nos extratos inoculados. Também,
diferengas nas intensidades das bandas quando comparados os perfis dos extratos proteicos

oriundos de plantas inoculadas com o fungo com aqueles oriundos de plantas nao-inoculadas

(controles) foram observadas.

Figura 12 - Perfis de distribui¢do de proteinas de folhas de plantas jovens de soja, controles e
inoculadas com C. kikuchii, em relacdo a massa molecular, ap6s PAGE-SDS (12,5%, m/v)
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Fonte: propria autora.

Nas raias estdo os marcadores de massa molecular (MM) e os extratos de folhas jovens em seus respectivos tempos
apos infecgdo com Cercospora kikuchii: 0, 2, 6, 12, 24, 48 horas- 10 e 15 dias. (A) extratos referentes ao controle
local. (B) extratos referentes ao controle sistémico. (C) extratos referentes a infeccdo local com Cercospora

kikuchii. (D) extratos referentes a resposta sist€mica da infec¢do. Quantidade de proteina aplicada por raia: 10 pg.
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Figura 13 - Perfis de distribuicdo de proteinas de folhas de plantas adulta de soja, controles e
inoculadas com C. kikuchii, em relacdo a massa molecular, ap6s PAGE-SDS (12,5%, m/v)
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Fonte: propria autora. Nas raias estdo os marcadores de massa molecular (MM) e os extratos de folhas adultas em
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seus respectivos tempos apés infeccdo com Cercospora kikuchii: 0, 2, 6, 12, 24, 48 horas ¢ 10 ¢ 15 dias. (A)
extratos referentes ao controle. (B) extratos referentes ao controle sistémico. (C) extratos referentes a infec¢do com
Cercospora kikuchii. (D) extratos referentes a resposta sist€mica da infec¢ao. Quantidade de proteina aplicada por

raia: 10 pg.
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7.4 Atividade de proteinas associadas a defesa
7.4.1 Atividade de SOD

A Figura 14 mostra a atividade enzimatica da SOD presente nos diferentes extratos de
folhas nas duas fases de desenvolvimento da soja. Nao houve diferencas significativas entre as
atividades detectadas para as respostas local e sistémica para a fase adulta (Vs). Ja nas plantas
jovens infectadas, diminui¢ao imediata de 1,7 e 2,4 vezes para as respostas local e sistémica
(V2), respectivamente, foi observada em 2 HAI. Ainda nas plantas jovens, um aumento de 2,3
vezes para a resposta local foi observado para a atividade dismutasica, aos 10 DAL Quanto a
resposta sistémica, a atividade da SOD foi 2 vezes maior nas plantas inoculadas em relagdo as

plantas controles aos 15 DAL
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Figura 14 - Atividade da SOD em folhas de plantas jovens e adultas de soja inoculadas com C.

kikuchii
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Fonte: Propria autora.

Barras indicam desvio padrdo entre as repeti¢des. Letras distintas denotam diferengas significativas (p < 0,05)
entre as médias em diferentes fases de desenvolvimento da soja, de acordo com o teste ANOVA seguido de teste
de comparacao multipla de Turkey. Controle Local (CL), Controle Sist€émico (CS), Cercospora kikuchii Local
(CKL), Cercospora kikuchii Sistémico (CKS).
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7.4.2 Atividade cataldsica

Plantas de soja no estddio V2, quando inoculadas com C. kikuchii, ndo apresentou
diferencas significativas para a resposta local em relagdao ao controle em nenhum dos tempos
analisados. Contudo, foi detectada resposta sist€émica, na qual a atividade de CAT foi cerca de
3,6 vezes maior do que o seu respectivo controle no periodo de 24 HAL

No estadio Rs, a atividade de CAT foi 2 vezes maior em 2 HAI e de 1,7 em 24 HAI para
resposta local em relagdo ao controle. Ja para a resposta sistémica, a atividade de CAT teve um
pico maximo (2,6 vezes) em 2 HAI, e manteve valores acima dos respectivos controles até 10

DAI (FIGURA 15).
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Figura 15 - Atividade cataldsica em folhas de plantas jovens e adultas de soja inoculadas com
C. kikuchii
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Fonte: Propria autora.

Barras indicam desvio padrao entre as repeticdes. Letras distintas denotam diferengas significativas (p < 0,05)
entre as médias em diferentes fases de desenvolvimento da soja, de acordo com o teste ANOV A seguido de teste
de comparagdo multipla de Turkey. Controle Local (CL), Controle Sistémico (CS), Cercospora kikuchii Local
(CKL), Cercospora kikuchii Sistémico (CKS).
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7.4.3 Atividade da APX

Os dados experimentais obtidos (FIGURA 16) mostraram que em plantas jovens a
resposta local se caracterizou pela redugdo da atividade da APX em 1,8 e 1,3 vezes em 2 e 48
HALI, respectivamente, em relagdo aos respectivos controles. Porém, a APX aumentou 2 vezes
em relacdo ao seu controle, aos 15 DAL Em relagdo a resposta sistémica, a atividade de APX
diminuiu 2 vezes em 2 HAI, mas aumentou 1,3 vezes em 24 HAI, em comparagao aos controles
correspondentes.

Nas plantas adultas, houve diminui¢ao da atividade de APX nos tempos de 2, 6, 12, ¢
24 HAI, bem como 15 DAI Porém, a maior taxa de reducao (1,4 vezes menor) ocorreu 6 HAI.
Na resposta sistémica, houve reducdo de 2,1 vezes na atividade de APX 2 HAI, mas houve

aumento de 1,4 vezes em 10 DAI, quando comparado com os respectivos controles.
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Figura 16 - Atividade da APX em folhas de plantas jovens e adultas de soja inoculadas com C.
kikuchii
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Fonte: Propria autora.

Barras indicam desvio padrao entre as repeticdes Letras distintas denotam diferengas significativas (p < 0,05) entre
as médias em diferentes fases de desenvolvimento da soja, de acordo com o teste ANOVA seguido de teste de

comparagdo multipla de Turkey. Controle Local (CL), Controle Sistémico (CS), Cercospora kikuchii Local (CKL),
Cercospora kikuchii Sistémico (CKS).
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7.4.4 Atividade da POX

Em relagdo a atividade da POX (FIGURA 17), nas plantas jovens houve aumento de
2,5 para resposta local 48 HAI Ainda para a resposta local foram verificados decréscimos na
atividade peroxidasica nos tempos 2, 24 HAI e 15 DAI, sendo a maior taxa de redugdo (1,5
vezes) detectada em 2 HAI. J4 na resposta sistémica houve redugdes na atividade nos tempos
de 2, 6 HAI e 10 DAL

Em plantas adultas, de forma similar ao encontrado em plantas jovens, detectou-se
aumento na atividade 48 HAI, porém com uma taxa de aumento de 1,7 vezes. Também, resposta
local com decréscimo de 1,3 vezes na atividade de POX foi observada 6 HAIL. Nao houve

diferengas significativas na resposta sistémica em relacdo ao seu controle.
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Figura 17 — Atividade da POX em folhas de plantas jovens e adultas de soja inoculadas com C.
kikuchii
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Fonte: Propria autora.

Barras indicam desvio padrao entre as repeticdes Letras distintas denotam diferengas significativas (p < 0,05) entre
as médias em diferentes fases de desenvolvimento da soja, de acordo com o teste ANOVA seguido de teste de

comparag¢do multipla de Turkey. Controle Local (CL), Controle Sistémico (CS), Cercospora kikuchii Local (CKL),
Cercospora kikuchii Sistémico (CKS).
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7.4.5 Atividade da PAL

Para a resposta local, houve redu¢do na atividade da PAL 2, 6, 12 ¢ 24 HAI com
reducdo mais intensa (4 vezes) logo ap6s a inoculagdo com o fungo (2 HAI) em comparagao
aos respectivos controles. Quanto a resposta sistémica redugdes nos tempos iniciais da infecgao,
nos periodos de 2, 12 e 24 HAI, também foram observadas, havendo decréscimo mais
acentuado (3,3 vezes) 2 HAI, quando comparado ao controle.

Ja para as plantas adultas, aumentos significativos da atividade da PAL, em relagdo
aos respectivos controles, foram detectados 2, 48 HAI bem como 10 DAL, para a resposta local.
Para a resposta sistémica, a atividade da PAL reduziu (de cerca de 4 vezes) apenas 48 HAI,

quando comparado com seu respectivo controle.
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Figura 18 - Atividade da PAL em folhas de plantas jovens e adultas de soja inoculadas com C.

kikuchii
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Fonte: Propria autora.

Barras indicam desvio padrao entre as repeticdes Letras distintas denotam diferengas significativas (p < 0,05) entre
as médias em diferentes fases de desenvolvimento da soja, de acordo com o teste ANOVA seguido de teste de
comparag¢do multipla de Turkey. Controle Local (CL), Controle Sistémico (CS), Cercospora kikuchii Local (CKL),
Cercospora kikuchii Sistémico (CKS).
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7.4.6 Atividade quitindsica

A atividade quitindsica apresentou valores que ndo diferiram significativamente
comparados com aqueles dos respectivos controles em plantas jovens (FIGURA 19), com
excegdo, apenas, nos tempos de 12 HAI, quando foi observado aumento de 1,4 vezes em relagao
a resposta local e 6 HAI, quando houve aumento de 3,1 vezes para a resposta sistémica.

Em plantas adultas, altos valores da atividade quitinasica foram observados na resposta
local nos tempos de 2, 6, 12, 24 HAI e 10 DAIL com aumento destacado de atividade (12,8
vezes maior) em relacdo ao seu respectivo controle, no tempo de 2 HAIL Para a resposta
sistémica, houve aumento da atividade nos tempos de 2, 6, 24 HAI e 10 DAI, sendo o maior

aumento observado no tempo de 2 HAI ou seja, 5,8 vezes maior que o seu controle.
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Figura 19 - Atividade quitinasica em folhas de plantas jovens e adultas de soja inoculadas com

C. kikuchii
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Fonte: Propria autora.

Barras indicam desvio padrio entre as repeti¢des Letras distintas denotam diferencas significativas (p < 0,05) entre
as médias em diferentes fases de desenvolvimento da soja, de acordo com o teste ANOVA seguido de teste de
comparag¢do multipla de Turkey. Controle Local (CL), Controle Sistémico (CS), Cercospora kikuchii Local (CKL),
Cercospora kikuchii Sistémico (CKS).
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7.4.7 Atividade glucandsica

Em plantas jovens, em sua resposta local, houve aumento de 7,8 vezes na atividade
glucanasica no tempo de 2 HAI e um declinio de 2,2 vezes em 24 HAI (FIGURA 20). Para a
resposta sist€émica, houve aumento de 3,5 vezes 2 HAI e redugdes em 24 ¢ 48 HAI de 3,1 e 14
vezes, respectivamente.

Em plantas adultas, para a resposta local, os valores de atividade permanecem abaixo
dos respectivos controles a partir de 12 HAI at¢ 10 DAI, com maior taxa de redugdo, de 2,6

vezes, 2 HAL J4 na resposta sistémica, a atividade foi reduzida em 1,7, aos 10 DAL
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Figura 20 - Atividade glucanésica em folhas de plantas jovens e adultas de soja inoculadas com

C. kikuchii
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Barras indicam desvio padrao entre as repeticdes Letras distintas denotam diferengas significativas (p < 0,05) entre
as médias em diferentes fases de desenvolvimento da soja, de acordo com o teste ANOVA seguido de teste de
comparagdo multipla de Turkey. Controle Local (CL), Controle Sistémico (CS), Cercospora kikuchii Local (CKL),
Cercospora kikuchii Sistémico (CKS).
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7.4.8 Atividade protedsica

A Figura 21 destaca os valores referentes a atividade protedsica apenas nas plantas
jovens, visto que nao foi detectada atividade nas plantas adultas. Durante os tempos de
inoculagdo, a atividade proteolitica para a resposta local manteve-se similar aos seus respectivos
controles, com exce¢do de um aumento de 2,7 vezes na atividade proteolitica-aos 15 DAI. Para
a resposta sist€émica, houve aumento da atividade nos tempos de 24 HAI e 15 DAI, quando

ocorreu o maior aumento (cerca de 7,5 vezes) em relagdo ao controle.
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Figura 21 — Atividade proteasica em folhas de plantas jovens de soja inoculadas com C. kikuchii
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Barras indicam desvio padrdo entre as repeti¢des Letras distintas denotam diferengas significativas (p < 0,05) entre
as médias em diferentes fases de desenvolvimento da soja, de acordo com o teste ANOVA seguido de teste de
comparagdo multipla de Turkey. Controle Local (CL), Controle Sistémico (CS), Cercospora kikuchii Local (CKL),
Cercospora kikuchii Sistémico (CKS).
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7.4.8 Atividade de inibidores de proteases

As atividades inibitorias de tripsina e papaina s6 foram detectadas em plantas adultas.
Para inibi¢do de tripsina, aumentos foram detectados somente com 2 HAI, tanto para resposta

local quanto para a resposta sistémica, sendo 2 e 4,3 vezes maior que os respectivos controles.

Para inibi¢do de papaina na folha local da inoculagdo do fungo, a atividade inibitoria
aumentou nos tempos de 2 HAI (2,2 vezes) e 12 HAI (2,7 vezes) e, também, aos 15 DAI (1,9
vezes em relagdo aos respectivos controles. Para as respostas sistémicas, houve aumento da

atividade de 2,7 vezes 24 HAI (FIGURA 22).
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Figura 22 - Atividade de inibidores de proteases em folhas de plantas adultas de soja inoculadas

com C. kikuchii
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Fonte: Propria autora.

Barras indicam desvio padrio entre as repeti¢des Letras distintas denotam diferencas significativas (p < 0,05) entre
as médias em diferentes fases de desenvolvimento da soja, de acordo com o teste ANOVA seguido de teste de
comparag¢do multipla de Turkey. Controle Local (CL), Controle Sistémico (CS), Cercospora kikuchii Local (CKL),
Cercospora kikuchii Sistémico (CKS).
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8. DISCUSSAO

A literatura pertinente relata que o fungo C. kikuchii se desenvolve apenas em folhas
no estagio reprodutivo da soja (CHANDA et al., 2014). Porém, nao existem dados acerca das
proteinas envolvidas no mecanismo de defesa da soja em diferentes fases de seu
desenvolvimento contra o fungo C. kikuchii. Com o objetivo de gerar dados acerca de quais
proteinas estariam envolvidas na resisténcia da planta jovem contra este fungo, fez-se,
inicialmente, detec¢des das principais proteinas de defesa constitutivas na soja nos estadios V>
(jovem) e Rs (adulta).

Em relagdo as proteinas relacionadas ao estresse oxidativo foi observado que a SOD
apresentou maior atividade nas plantas jovens (FIGURA 5A). Esta enzima catalisa a dismutacao
de moléculas de superoxido em moléculas de oxigénio (Oz) e peroxido de hidrogénio (H20,).
Os ions superdxidos sdo gerados como resultado de reagdes fisioldgicas das plantas e estresses
abidticos ou bidticos (LESHEM, 1988; GAO et al., 2010). J& em plantas adultas foram
detectadas maiores atividades de enzimas peroxidases sugerindo maior necessidade de redugao
de moléculas de H>O; nessa fase de desenvolvimento da planta.

As enzimas PAL e POX catalisam a conversao de moléculas vegetais em precursores
da lignina. A PAL catalisa a desaminacdo da fenilalanina transformando em dacido
transcindmico, enquanto a POX catalisa a oxidacdo e a eventual polimerizacdo de alcool
hidroxicinamico, em presenca de perdxido de hidrogénio, originando a lignina (NAKAZAWA;
NOZUE; YASUDA, 2001; VAN LOON; STRIEN, 1999). Maiores atividades dessas enzimas
foram observadas para as plantas na fase adulta, inferindo-se que nessa fase hajam maiores
concentragoes de lignina (FIGURAS 5 e 6). Esses dados vao de acordo com o estudo realizado
para avaliacdo quantitativa de lignina em diferentes espécies vegetais como aveia (4vena
sativa), capim-marandu (Brachiaria brizantha), capim setaria (Setaria anceps), siratro
(Macroptilium atropurpureum) e soja perene (Neonotonia wightii), as quais obtiveram maiores
concentragdes de lignina em paredes celulares na fase adulta quando comparada com a fase
jovem (FUKUSHIMA; SAVIOLI, 2001).

Na defesa vegetal as enzimas quitinase e 3-1-3-glucanase possuem fun¢do de degradar
a parade celular de fungos fitopatogénicos. Em estudos realizados com linhagens de cevada,
uva e batata foram observadas maiores quantidades de quitinases e -1-3-glucanases para os
cultivares resistentes ao ataque de fungos quando comparados aos seus cultivares susceptiveis
(IGNATIUS; CHOPRA; MUTHUKRISHNAN, 1994; BUSAM, KASSEMEYER, MATERN,
1997, WEGENER et al., 1996). Esses dados sugerem que um dos motivos que tornariam as
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plantas adultas de soja menos tolerantes ao ataque de Cercospora kikuchii seriam as baixas
atividades detectadas para estas enzimas constitutivamente.

A atividade proteolitica nao foi detectada em plantas adultas, sendo observada apenas
em plantas jovens. Diante disso, esse resultado pode estar associado as suas diversas fungdes
nas fases iniciais de desenvolvimento da planta. Van der Hoorn (2008) citou algumas proteases
que estdo envolvidas no desenvolvimento de estruturas vegetais e também no crescimento da
planta.

Inibidores de proteases vegetais possuem diversas fungdes no metabolismo vegetal,
dentre elas o papel de regular proteases endoégenas (RICHARDSON, 1977). Nao foi detectado
a presenga de inibidores de proteases na fase jovem da soja, estando, provavelmente,
relacionado de forma inversa com a grande quantidade de proteases detectadas nessa mesma
fase de desenvolvimento.

Ja ¢ relatado na literatura a diferenca de graus de susceptibilidade da soja contra
Colletotrichum truncatum em diferentes fases de seu desenvolvimento (COSTA et al., 2006).
Logo, esse trabalho buscou também avaliar as principais diferencas encontradas em proteinas
de defesa induzidas em resposta ao ataque de C. kikuchii em plantas de soja jovens e adultas.

No que se refere a SOD, foram observados aumentos na atividade dismutéasica em
relagdo ao controle apenas na fase jovem nas respostas local e sistémica. Em um estudo
realizado com folhas de Vigna unguiculata infectadas por Colletotrichum gloeosporioides,
atividade de SOD foi maior para o genotipo resistente quando comparado ao susceptivel apos
inoculagdo de ambos com o patdogeno (OLIVEIRA et al., 2014).

As enzimas CAT e APX possuem fungao de catalisar a decomposi¢do do perdxido de
hidrogénio (H202). Nas respostas locais aumentos da atividade catalasica foram observados
apenas em plantas adultas (FIGURA 15). Quanto a atividade da APX, em plantas jovens maior
taxa de reducdo da resposta local em relagdo ao controle foi observada quando comparado com
as plantas adultas (FIGURA 16). A redugao da atividade de SOD e os aumentos das atividades
de APX e CAT sugerem o aumento de H,O2 quando a planta estd na fase adulta, tais dados
obtidos estdo de acordo com Varela e colaboradores (2017) que relataram a importancia do
acimulo de H>O; na defesa de Vigna unguiculata contra o Virus do mosaico severo do caupi
(CPSMYV), porque esta molécula seria toxica para patdogenos, por atacar componentes celulares
por meio de radicais livres, e poderia, também, ocasionar morte celular programada em células
da planta, evitando, assim, a propagagdo do virus. Porém, como se trata de um fungo
necrotrofico a morte celular programada pode ser prejudicial a planta por desencadear o

desenvolvimento do fungo.
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A defesa das plantas pode se dar pelo fortalecimento de suas barreiras fisicas através
da produgdo de compostos fenolicos que, posteriormente, sdo convertidos a lignina. Dentre as
enzimas responsaveis pela producao de precursores da lignina encontram-se a PAL e POX, que
foram encontradas em maiores quantidades em plantas de soja adultas inoculadas. Esses
resultados apontam que nessa fase, ocorrem reagdes de lignificagdo da parede celular, processo
que além de impedir a invasdo de patdogenos, também reduz o transporte de nutrientes da planta
para o fungo e diminui a difusdo de toxinas do fungo para as células da planta, que ¢
extremamente importante em fungos que possuem fatores de viruléncia, como ¢ o caso do C.
kikuchii que produz a cercosporina (NILCHOLSON; HAMMERSCHMIDT, 1992).

A reducgdo da atividade da B-1,3-glucanase observada em plantas adultas pode estar
associada a um possivel acaimulo de calose no espago entre a membrana plasmatica e a parede
celular vegetal. A calose trata-se de uma estrutura fisica formada por B-1,3-glucanos que tem
funcdo de dificultar e/ou impedir a penetragdo dos patégenos nas plantas (CHEN; KIM, 2009;
CLETUS et al., 2013). Essa relagdo entre a redugdo da atividade glucanasica com a deposi¢ao
de calose na célula vegetal também foi relatada por Varela e colaboradores (2017).

A alta atividade quitindsica em folhas ja ¢ descrito na literatura em respostas de defesa
contra fungos do género Cercospora. Nascimento e colaboradores (2014) afirmaram que
quitinase seria mais importante em plantas de soja do que a B-1,3-glucanase no combate as
manchas foliares causadas por Cercospora sojina. Roulin e Buchala (1995) reportaram que
somente a quitinase seria essencial na resisténcia de Arachis hypogaea contra infecgdes de
Cercospora arachidiola. No presente trabalho, visto que em folhas adultas menores teores de
quitinase constitutiva foram encontrados, tornou necessario sua sintese ao longo da resposta de
defesa, o que explica o aumento da atividade. J4 em plantas jovens, a reposta constitutiva dessa
enzima ja era alta e manteve-se alta em sua resposta induzida nos periodos iniciais da infecgao.

Alguns trabalhos relacionam a atividade das proteases vegetais em processos de
inibicdo de germinacdo de esporos e de tubos germinativos, além da sua atuagcdo no
reconhecimento de fitopatdogenos pela planta no intuito de controlar e eliminar ataques de
patégenos (ROJO et al., 2004; BANANI et al., 2014; MISAS-VILLAMIL; VAN DER
HOORN; DOEHLEMANN, 2016). No presente trabalho, foi verificado atividade protedsica
durante o processo de infeccao da soja com o C. kikuchii.

Os inibidores de proteases possuem funcdao de bloquear a catdlise de proteases
especificas as impedindo de realizar suas fungdes. Em alguns casos, os inibidores podem causar
desajustes no metabolismo impedindo que proteases realizem suas fun¢des benéficas paras as

plantas. Kriiger e colaboradores (2002) relataram em tomate a a¢do de inibidores de proteases
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cisteinicas que causariam bloqueio do reconhecimento do fungo pela planta. Assim, a indugao
de inibidores de proteases na fase adulta da soja ao longo do desenvolvimento da doenga pode
ter impedindo a atuacao dessas proteases.

Sabendo-se que uma infeccdo local pode desencadear a produgdao de moléculas
sinalizadoras para outras partes da planta, também foi avaliada uma possivel resposta sistémica
em plantas de soja inoculadas com o C. kikuchii. Tanto em plantas jovens quanto em plantas
adultas respostas sistémicas com diferencas em relagao ao controle para todas as proteinas de
defesa detectadas foram constatadas, com exce¢do das enzimas SOD e POX em plantas adultas.

A resposta sistémica estd relacionada com as respostas de defesa da planta em areas
préximas de onde estd havendo o contato com o patéogeno. O desencadeamento da resposta
sistémica ¢ sinalizado pelo 4cido salicilico entre outras moléculas. Um estudo recente mostrou
a relagdo de moléculas de oOxido nitrico (NO) e de espécies reativas de oxigénio no
desencadeamento da resisténcia sistémica (WENDEHENNE et al., 2014). Diante disso, as
enzimas antioxidantes, como CAT e APX, teriam participa¢do na regula¢do de concentragdes
de H>O; e também estariam envolvidas na expressdo de respostas sist€émicas (ROMERO-
PUERTAS; SANDALIO, 2016). Quando em contato com o local de infec¢ao, a molécula de
H>0; funciona como um sinalizador local para os eventos de morte celular programada, além
de estimular respostas de genes de defesa em locais adjacentes, a resposta sistémica adquirida.
(OROZCO-CARDENAS; NARVAEZ-VASQUEZ; RYAN, 2001).

Sendo assim, estudos posteriores para averiguacdo de teores enddogenos de H>O> em
folhas de soja inoculadas com C. kikuchii se fazem necessarios a fim de se avaliar o seu papel
ao longo da defesa da planta na fases jovem e adulta. Além de estudos para quantificacdo da
toxina cercosporina, a fim de avaliar sua importancia no processo de infec¢do pelo fungo e
relacionar com as atividades enzimdticas em questdo. Estudos para detec¢ao de calose e

quantifica¢do de lignina também se fazem necessarios.
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9. CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram a regulagao dos teores de proteinas de defesa em
plantas de soja quando inoculadas com C.kikuchii e a potencial estratégia de defesa utilizada
pelas plantas jovens que as tornam resistentes ao referido fungo. Os dados apresentados
mostram a indu¢ao de resisténcia sistémica adquirida em todas as enzimas avaliadas em plantas
jovens. As atividades das proteinas de defesa detectadas, tanto constitutivas quanto induzidas
sugerem condigdes propicias ao desencadeamento do evento de morte celular programada em
plantas adultas de soja quando estas se encontram infectadas com o fungo C.kikuchii, o que
torna a planta susceptivel por se tratar de um fungo necrotrofico. Além de indicarem uma
estratégia de defesa da planta voltada para a resisténcia estrutural, devido a possivel formagao
de calose e indicios do aumento da sintese de lignina. Enquanto que em plantas jovens as
atividades avaliadas indicam a a¢do de enzimas degradadoras de paredes celulares de fungos,

além de atividades protedsicas importantes no combate ao fitopatogeno.
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