Enzimas marcadoras de indugao de resisténcia diferencialmente
reguladas em soja resistente e suscetivel a ferrugem-asiatica-da-soja

Hebréia Oliveira Almeida®, Meire de Oliveira Barbosa”, Ana Ermelinda Marques(",
Tanus Henrique Abdalla Pereira™, Marcos Jorge Magalhaes Junior(", Nayara Gusmao Tessarollo,
Patricia Dias Games(", Everaldo Gongalves de Barros®, Renata Stolf-Moreira®,
Francismar Corréa Marcelino-Guimaraes®, Ricardo Vilela Abdelnoor®),
Paulo Roberto Gomes Pereira® e Maria Cristina Baracat-Pereira(”
(MUniversidade Federal de Vigosa (UFV), Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, Avenida P.H. Rolfs, s/ne,
CEP 36570 000 Vigosa, MG. E-mail: hebreia@yahoo.com.br, meirebgi@gmail.com, anaerme@gmail.com, tanusabdalla@hotmail.com,
marcosjorgejr@hotmail.com, nayaratessarollo@gmail.com, patriciadiasgames@yahoo.com.br, baracat@ufv.br @UFV, Departamento de

Biologia Geral. E-mail: ebarros@ufv.br ®Embrapa Soja, Caixa Postal 231, CEP 86001 970 Londrina, PR. E-mail: renatastolf@hotmail.com,
francm@cnpso.embrapa.br, ricardo@cnpso.embrapa.br @®UFV, Departamento de Fitotecnia. E-mail: ppereira@ufv.br

Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar, por meio de enzimas marcadoras, a inducdo de resisténcia a
ferrugem-asiatica-da-soja em gendtipos de soja contrastantes quanto a suscetibilidade a Phakopsora pachyrhizi.
A proteina total e as atividades de cinco enzimas marcadoras da indugéo de resisténcia (lipoxigenases, peroxidases,
fenilalanina amonia-liase, quitinases e -1,3-glucanases) foram avaliadas em extratos de folhas de plantas de
soja dos genotipos Embrapa 48 (suscetivel) e PI 561356 (resistente), submetidas a inoculagdo ou ndo com o
patdgeno. Foram observadas respostas de defesa discrepantes entre os dois genotipos e entre os tempos de coleta
(12, 72 e 168 horas apos inoculagdo). A resposta de indugdo dessas enzimas assemelha-se a defesa bifésica,
para Embrapa 48, ¢ é consistente com o observado para outros patossistemas. No entanto, o genotipo PI 561356
respondeu com diminuigdo da concentragdo de proteina total e das atividades enzimaticas, o que indica redugdo
do metabolismo geral das plantas infectadas. H4 um importante mecanismo de resisténcia do genotipo P1 561356,
ainda nao relatado, embasado em vias que envolvem essas enzimas marcadoras e em mecanismos que utilizam
menor concentragdo de proteinas, como os de via metabolica de resposta em cascata.

Termos para indexagdo: Glycine max, Phakopsora pachyrhizi, atividade enzimatica, mecanismos de defesa,
resisténcia sist€émica, resposta em cascata.

Differentially regulated induced resistance marker enzymes in soybean
genotypes resistant and susceptible to Asian soybean rust

Abstract — The objective of this work was to evaluate induced resistance to Asian soybean rust by means of enzyme
activities in soybean genotypes contrasting as to their susceptibility to Phakopsora pachyrhizi. Total protein and the
activities of five induced resistance marker enzymes (lipoxygenases, peroxidases, phenylalanine ammonia-lyase,
chitinases and B-1,3-glucanases) were evaluated in leaf extracts of soybean plants of the genotypes Embrapa 48
(susceptible) and PI 561356 (resistant), inoculated or not with the pathogen. Discrepant defense responses were
obtained between the two genotypes and among the leaf harvest times (12, 72, and 168 hours after inoculation).
The induction response of these enzymes resembles the biphasic defense in Embrapa 48 and is consistent with
that observed in other pathological systems. However, the genotype PI 561356 responded with a decrease in total
protein concentration and in enzymatic activities, indicating a general reduction in the metabolism of the infected
plants. There is an important mechanism of resistance for the genotype PI 561356, not yet reported, which is
grounded on the metabolic ways involving these induced resistance marker enzymes and on the mechanisms that
use lower concentrations of total protein, such as the ones with metabolic pathways in response cascade.

Index terms: Glycine max, Phakopsora pachyrhizi, enzymatic activity, defense mechanisms, systemic resistance,
response cascade.

Introducio (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento,

2011). A ferrugem-asiatica-da-soja, causada pelo fungo

A soja [Glycine max (L.) Merr.] ¢ a cultura  Phakopsora pachyrhizi Syd. & P. Syd., foi registrada
agricola brasileira que mais cresceu nas ultimas trés  pela primeira vez no pais na safra de 2001/2002. Essa
décadas, com 49% da area plantada com graos do pais  doenga promove a desfolha precoce e compromete o
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enchimento de vagens e graos (Choi et al., 2008). Desde
2008, o Brasil ¢ membro do Consoércio Internacional do
Genoma da Soja e tem estudado meios de identificar,
em nivel proteico, genes envolvidos em respostas a
estresses.

As plantas, em geral, respondem a estresses abidticos
ou bioticos por mecanismos de defesa pré-formados
ou pos-formados, em sucessivos eventos ¢ sinais,
desde o reconhecimento do agressor até a ativagdo das
barreiras fisicas e quimicas de defesa. A resisténcia das
plantas a doencas envolve a ativacdo de mecanismos
latentes, frente a indutores externos, sem qualquer
alteracdo no genoma da planta (Baysal et al., 2003).
A indugdo de proteinas pode estar relacionada a
patogé€nese por infecgdes ou por agentes quimicos
ou ambientais. As alteracdes nas atividades dessas
enzimas-chave permitem acompanhar o estado de
inducao de resisténcia em plantas expostas a patdogenos
(Macagnan et al., 2008). Entre essas enzimas, estao
as lipoxigenases, as peroxidases, a fenilalanina
amonia-liase, as P-1,3-glucanases e as quitinases
(Baysal et al., 2003).

As lipoxigenases, EC 1.13.11.12 (Nomenclature
Committee of the International Union of Biochemistry
and Molecular Biology, 2011), catalisam a formacao de
hidroperoxidos de acidos graxos poliinsaturados, o que
origina compostos volateis e o regulador traumatina,
entre outros, envolvidos no crescimento, na maturagao,
na senescéncia ¢ em respostas de defesa das plantas
(Baysal & Demirdoven, 2007). As peroxidases
(EC 1.11.1.7) oxidam substratos organicos por meio da
eliminagdo do perdxido de hidrogénio, espécie reativa
de oxigénio e aceptora de elétrons. Além disso, essas
enzimas participam do crescimento e do desenvol-
vimento vegetais, da destoxificagdo celular e de
mecanismos de defesa como lignificagdo, cicatriza¢ao
de ferimentos e oxidacdo de compostos fenolicos
(Baysal et al., 2003). A fenilalanina amonia-liase
(EC 4.3.1.5) ¢ fundamental na biossintese de
fenilpropandis e participa da sintese de mondomeros
de lignina, acido salicilico, fitoalexinas e flavonoides
(Gerasimova et al., 2005). As quitinases (EC 3.2.1.14)
catalisam a hidrolise das ligagdes f-1,4 das
N-acetilglicosaminas, que constituem a quitina das
paredes celulares dos fungos. Ja as -1,3-glucanases
(EC 3.2.1.6) hidrolisam [B-1,3-glucanas das paredes
celulares e dos esporos de fungos (Wu & Bradford,
2003). Em plantas, as quitinases e as 3-1,3 glucanases
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s30 pouco expressas constitutivamente, mas
prontamente induzidas sob estresse (Wu & Bradford,
2003).

Para o patossistema soja-P. pachyrhizi, pouco se
conhece sobre os mecanismos de defesa das plantas a
infeccdo (Mortel et al., 2007; Schneider et al., 2011).

O objetivo deste trabalho foi avaliar, por meio
de enzimas marcadoras, a indu¢do de resisténcia
a ferrugem-asidtica-da-soja em genoétipos de soja
contrastantes quanto a suscetibilidade a P. pachyrhizi.

Material e Métodos

O genotipo PI 561356, que apresenta um gene
de resisténcia a ferrugem-asiatica-da-soja mapeado no
grupo de ligacdo G, proximo a Rpp1, desenvolve lesdes
marrom-avermelhadas (“reddish brown”, RB), com
nenhum ou poucos esporos apos infec¢do. Ja a cultivar
Embrapa 48, suscetivel a ferrugem-asiatica-da-soja,
desenvolve lesdes castanho-claro.

As sementes de ambos os genotipos foram
germinadas, e, com trés dias, as plantas foram
transferidas para casa de vegetagdo, onde foram
mantidas sob luz incandescente por dez dias. Uma
populagdo de P. pachyrhizi, coletada em lavouras de
soja no Estado do Mato Grosso (Yorinori et al., 2005),
foi mantida por mais de dez geragdes na cultivar de soja
BRSMS-Bacuri (suscetivel), em casa de vegetacdo, na
Embrapa Soja. Para o preparo do indculo, os esporos de
P. pachyrhizi foram coletados manualmente das folhas
desta cultivar, no dia da inoculagao. Em seguida, uma
suspensdo foi preparada em Tween 20 a 0,05%, em
agua destilada, e ajustada para 1,4x10° uredosporos
por mL.

Utilizou-se o delineamento experimental inteira-
mente casualizado, com seis tratamentos e quatro
repetigdes. Os tratamentos consistiram de: plantas de
cada genoétipo submetidas a inoculagdo, com folhas
coletadas as 12, 72 e 168 horas apos a inoculacdo; ¢
plantas de cada genotipo nao submetidas a inoculacao
(controle), com folhas coletadas nos mesmos tempos.
Cada repeti¢ao foi constituida por um vaso contendo
duas plantas.

Plantas com 27 dias, no estadio de desenvolvimento
V2, foram pulverizadas com a suspensdo de esporos
de P. pachyrhizi e mantidas isoladas em camara umida
por um dia. Nos tratamentos controle, as plantas foram
pulverizadas com Tween 20 a 0,05% em agua destilada.



Enzimas marcadoras de inducdo de resisténcia diferencialmente reguladas 165

Todas as folhas de cada planta foram coletadas, nos
tempos previstos dos tratamentos. Em seguida, as folhas
foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas
a -80°C, até o preparo de extratos vegetais.

Para o preparo dos extratos, 5,0 g de folhas de soja
de cada tratamento foram pulverizados separadamente
em nitrogénio liquido. O pd foi macerado com
polivinilpolipirrolidona a 2% e Tris-HCl a 50 mmol L,
pH 7,0 (1:3, g:mL), acrescido de 1,0 mmol L' de
fluoreto de fenilmetilsulfonila e de benzamidina.
Os extratos foram centrifugados a 20.100 g a 4°C, por
25 min, e os sobrenadantes foram recuperados.

A quantificacdo da proteina total foi realizada
segundo Bradford (1976), ajustada para micro-
quantidades. Placas de 96 pocos receberam 20 e
40 pL da amostra e 160 ulL do reagente concentrado
1,25 vezes. Apos 10 min a temperatura ambiente, fez-
se a leitura das microplacas a 595 nm. A curva-padrdo
foi preparada com albumina sérica bovina (BSA) entre
0 e 60 pg, através da equagdo: y = 0,0865x + 0,0843
(R2=10,9928), e os resultados corresponderam a média
de trés replicatas.

As lipoxigenases foram avaliadas pela absorbancia
a 234 nm em linoleato de sddio 10 mmol L', pH 9,0,
como substrato, em mistura de reagdo constituida
de 1.000 pL de fosfato de sddio 50 mmol L', pH
6,0, 20 puL do substrato e 10 pL do extrato vegetal,
conforme Silva et al. (2004). O coeficiente de extingao
molar (g) dos hidroperdxidos para o acido linoleico foi
25.000 mol L' cm™, a pH 6,0. A atividade especifica das
lipoxigenases foi expressa em pmol de hidroperoxido
do acido linoleico por minuto por pg de proteina.

As peroxidases foram avaliadas em 470 nm, a 30°C,
pela produgdo de tetraguaiacol, conforme Silva et al.
(2004). A mistura de reacao foi constituida de 1.019 pLb
de solucao de reacao (125 pL de guaiacol, 153 pL de
peroxido de hidrogénio e 50 mL de fosfato de sodio
10 mmol L, pH 6,0) ¢ 1,0 uL do extrato vegetal. Apos
incubagdo, os valores de absorbancia foram avaliados
em dois momentos da reagdo, e a atividade das
peroxidases foi expressa em variacao da absorbancia a
470 nm por minuto por pg de proteina.

A fenilalanina amdnia-liase foi avaliada conforme
Silva et al. (2004), com modificagdes, por meio da
conversdo de L-fenilalanina para acido cindmico a
290 nm e 37°C, em dois momentos da rea¢do. A mistura
dareacdo consistiu de 10 pL. do extrato foliare 1.000 uL
de solucdo a 0,2% de L-fenilalanina. A curva-padrdo

para o acido cindmico foi y = 0,3621x - 0,3891
(R*=0,9968) ¢ a atividade de fenilalanina amonia-liase
foi expressa em nanomol de acido cindmico por minuto
por pg de proteina.

As quitinases foram avaliadas a 25°C por 48 horas,
por meio da variagdo colorimétrica da reagdo sobre o
substrato Chitin Azure (Sigma-Aldrich Brasil Ltda.,
Sdo Paulo, SP), a partir de fragmentos insoluveis de
quitina carboximetilada marcada com remazol brilhante
violeta (CM-Chitin-RBV) (Hackman & Goldberg,
1964). Fragmentos (50 pg) do substrato insoluvel foram
acrescidos de 600 pL de tampao e 400 pL do extrato.
Em seguida, a mistura foi incubada, e os valores de
absorbancia a 575 nm da amostra e do controle foram
avaliados. Na reagdo-controle, o extrato foi substituido
por tampao. A atividade foi expressa em variacdo da
absorbancia a 575 nm por dia por g de quitina por pg
de proteina.

As pB-1,3-glucanases foram determinadas pela
variagdo da absorbanciaa410nm sobre laminarina, com
uso de hidrazida do acido p-hidroxibenzoico (HAPHB)
(Lever, 1972). A mistura de reagdo, contendo 220 uL
de acetato de sodio 100 mmol L', pH 5,0, 250 pL de
substrato (4,0 mg mL! de laminarina) e 30 uL do extrato
vegetal, foi incubada a 45°C por 1 hora. Em seguida, foi
acrescentado 1,5 mL de solucdo de desenvolvimento
de cor (0,5 g de HAPHB dissolvido em 10 mL de HCI
0,5 mol L', acrescido de 50 mL de NaOH 0,5 mol L™).
A mistura foi aquecida a 100°C, por 5 min, e resfriada
em gelo até 30°C, para determinacdo dos valores de
absorbancia. O controle correspondeu a mistura sem
incubacgdo. Os resultados foram expressos em unidades
de variacdo da absorbancia a 410 nm por minuto por
ug de proteina.

Todos os ensaios enzimaticos foram realizados em
triplicata. Os valores médios das observagdes foram
ajustados a equagdes de regressdo com maior R?, para
obter as tendéncias de resposta das caracteristicas
avaliadas em fun¢@o do tempo.

Resultados e Discussao

Os gendtipos de soja Embrapa 48 e PI 561356,
suscetivel e resistente a ferrugem-asiatica-da-soja,
respectivamente, apresentaram concentracao proteica e
atividades de cinco enzimas relacionadas a inducdo de
resisténcia com comportamentos muito discrepantes,
quando avaliados as 12, 72 e 168 horas apds a
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inoculag@o com P. pachyrhizi (Figuras 1,2 e 3). Apenas
as atividades de fenilalanina amonia-liase foram
mantidas altas durante todo o periodo de avaliagdo, em
ambos os gendtipos (Figura 2 E e F). A comparagio
das atividades dessas enzimas em plantas do mesmo
genoétipo, submetidas ou ndo a inoculagdo, e entre
plantas de diferentes genotipos, indica que a resposta
de indug¢do ou ativacdo dessas enzimas assemelha-se a
defesa bifasica para Embrapa 48, e é consistente com a
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Figura 1. Proteina total dos extratos de folhas de soja dos
genotipos Embrapa 48 (A) e P1 561356 (B) as 12, 72 e 168
horas apds inoculagdo (simbolos cheios) ou ndo (simbolos
vazios) com Phakopsora pachyrhizi. A determinacao foi
feita por meio do método de Bradford (1976), ajustado para
microquantidades. As barras indicam desvio-padrdo, para
trés replicatas, e as equacdes referem-se as regressdes para
os resultados das plantas que receberam inoculagdo.
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observada para outros patossistemas. Contudo, apds a
inoculacdo do fungo, as plantas do gendtipo P1 561356
responderam com diminui¢do da concentracdo da
proteina total e das atividades enzimaticas.

A proteina total nos extratos do genotipo
Embrapa 48, avaliada as 12, 72 e 168 horas apos a
inoculagdo, apresentou tendéncia de ajuste a modelo
exponencial, o que indica que aumentos na sintese de
proteinas podem ser requeridos para o processo de
defesa dessas plantas. No entanto, plantas do gendtipo
resistente PI 561356 apresentaram pouca alteragdo
na concentragdo proteica ao longo do tempo, com
tendéncia de decréscimo as 72 horas apos a inoculagao
(Figura 1), o que ¢ indicativo de eventos de defesa que
envolvem baixa concentrag@o proteica.

Plantas do gendtipo Embrapa 48, submetidas ou
ndo a inoculagdo, apresentaram alta atividade das
lipoxigenases durante todo o periodo avaliado (Figura 2
A), o que indica a presenga de formas constitutivas e
induzidas da enzima. A inoculagdo promoveu aumento
das lipoxigenases em plantas desse gendtipo ao longo
do tempo, com tendéncia a ajuste logaritmico positivo.
Em PI 561356, de forma inversa, as atividades de
lipoxigenases decresceram entre 12 ¢ 168 horas apos
a inoculagdo (Figura 2 B), o que ¢ indicativo da
desativacdo da via que envolve lipoxigenases ativas
a pH 6,0, condicao observada no presente trabalho.
Cabe ressaltar que formas ativas da enzima em outros
valores de pH poderiam estar presentes ¢ ndo terem
sido detectadas. O conjunto de lipoxigenases em folhas
de soja é pouco conhecido, envolve diversos genes ¢
varia com o genotipo e o estadio de desenvolvimento
das plantas (Baracat-Pereira et al., 2001; Baysal &
Demirdoven, 2007).

Plantas do gendtipo PI 561356 ndo submetidas a
inoculagdo podem ter desativado a via das lipoxigenases
ativas a pH 6,0, por meio da a¢ao de compostos volateis
produzidos por plantas submetidas a inoculagdo, como
resposta de defesa. De acordo com Liavonchanka &
Feussner (2006), os compostos volateis de plantas,
como alcoois, éteres e aldeidos de folhas, produzidos
por vérias enzimas, inclusive lipoxigenases, sao
considerados compostos de sinalizagdo para a defesa.
Porta & Rocha-Sosa (2002) relataram que diferentes
compostos volateis produzidos por folhas de plantas
infestadas ou plantas feridas podem ser detectados por
plantas vizinhas, que respondem de forma diferenciada
para sua defesa.
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Figura 2. Atividade especifica de lipoxigenases (umol de hidroperéxido do acido linoleico por minuto por micrograma de
proteina, A e B), peroxidases (AA470 por minuto por micrograma de proteina, C e D) e fenilalanina amonia-liase (nanomol
de acido cindmico por minuto por micrograma de proteina, E e F), em extratos de folhas de soja dos gendtipos Embrapa
48 (A, Ce E) e PI 561356 (B, D ¢ F), as 12, 72 e 168 horas apds inoculacdo (simbolos cheios) ou nio (simbolos vazios)
com Phakopsora pachyrhizi. As barras indicam desvio-padrio, para trés replicatas. Em A ¢ B, as equagdes referem-se as
regressoes para os resultados das plantas que receberam inoculagao.
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Os resultados obtidos no presente trabalho com o
gendtipo PI 561356 ndo corroboram os de Choi et al.
(2008), que relataram aumento da expressao dos genes
que codificam para lipoxigenases, em plantas de soja do
genotipo PI 200492, o que foi mantido as 1, 6, 12,24 e
48 horas apds a inoculagao com P. pachyrhizi. De modo
geral, plantas do genotipo PI 561356 possivelmente
desativaram os mecanismos de lipoxigenases apods
a inoculagdo para dar lugar a mecanismos de defesa
efetivos em menores concentragdes proteicas.

As 12 horas apos a inoculagdo, a atividade de
peroxidases foi maior nas plantas submetidas a
inoculagdo em ambos os genotipos, em comparagao ao
controle (Figura 2 C e D), o que indica a participagdo
de peroxidases em respostas de defesa iniciais, rapidas
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e transientes. As 168 horas apés a inoculagio, a
atividade de peroxidases foi cerca de quatro vezes a
do controle para Embrapa 48 (Figura 2 C), mas similar
a do controle para PI 561356 (Figura 2 D). Em ambos
os gendtipos, esses resultados estdo de acordo com
os de proteina total (Figura 1) e também com os de
atividade de lipoxigenases (Figura 2 A e B). A funcédo
bioldgica desempenhada pelas peroxidases corrobora
essa observagdo, pois a via das lipoxigenases da
origem a radicais reativos, ¢ a presenca simultanea
de lipoxigenases e peroxidases auxilia na protegdo da
célula contra possiveis danos pelos radicais formados.

Os resultados observados para Embrapa 48 estio
em concordancia com os de Choi et al. (2008),
que verificaram que lipoxigenases e peroxidases

00213
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Figura 3. Atividade especifica de quitinases (AA575 por dia por grama de quitina por micrograma de proteina, A e B) e
B-1,3-glucanases (AA410 por minuto por micrograma por proteina, C e D), em extratos de folhas de soja dos gendtipos
Embrapa 48 (Ae C) e P1 561356 (B e D), as 12, 72 e 168 horas apds inoculacdo (simbolos cheios) ou ndo (simbolos vazios)
com Phakopsora pachyrhizi. As barras indicam desvio-padrao, para trés replicatas.
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desempenham papéis importantes na capacidade da
célula hospedeira em resistir a infecgdes. Atividades
aumentadas e simultineas dessas enzimas foram
descritas apds desafios em diversos patossistemas,
como em parede celular de raizes de plantas de soja
infectadas ou ndo por Phytophthora sojae, em que
lipoxigenases e peroxidases foram identificadas por
espectrometria de massa (Mithofer et al., 2002); em
plantas de tomates submetidas a inoculagdo com
Pseudomonas syringae pv. tomato (Silva et al., 2004);
e em plantas de soja submetidas a inoculacdo de
bactérias antagonistas e com o fungo fitopatogé€nico
Macrophomina phaseolina (Choudhary, 2011).

A atividade das peroxidases frequentemente aumenta
em resposta a estresses (Resende et al., 2003), pois elas
sdo glicoproteinas antioxidantes, capazes de catalisar
grande nimero de reagdes, como a produgdo ou a
catalise de H,0,, a formacao de lignina, o catabolismo
de auxinas e a cicatrizacdao de ferimentos. Choi et al.
(2008), em estudos transcriptdmicos de plantas de soja
do gendtipo PI 200492, verificaram maior expressao
dos genes que codificam para peroxidases ao longo
das 48 horas apos inoculagdo de P pachyrhizi,
semelhantemente ao observado no presente trabalho
para Embrapa 48. Entretanto, os resultados obtidos
para o genotipo PI 561356 indicam a presenga de
outros mecanismos de defesa alternativos a atividade
de peroxidases.

A alta atividade de fenilalanina amonia-liase
observada nos dois genotipos e em todos os tempos
avaliados (Figura 2 E e F) ¢ indicativa da expressdo
constitutiva de metabolitos secundérios de origem
fendlica, essenciais a estrutura celular. O gendtipo
Embrapa 48 ndo submetido a inoculag@o e o P1 561356
submetido a inoculagdo apresentaram atividade
constante de fenilalanina amoénia-liase ao longo do
periodo avaliado, o que indica que as plantas de
PI 561356 nao responderam ao desafio pelo fungo
nos tempos avaliados. Para as plantas do genotipo
Embrapa 48 submetidas a inoculagdo, a maior
atividade de fenilalanina amonia-liase em 168 horas
apos inoculacdo (Figura 2 E) ¢ indicativo de resposta
de inducdo de resisténcia, conforme Pregelj et al.
(2011). A fenilalanina amdnia-liase gera precursores de
compostos fenodlicos que se acumulam em resposta a
infecgdo, como alignina. Porém, em plantas do genotipo
PI 561356 nao submetidas a inoculagdo (Figura 2 F),
as maiores atividades de fenilalanina amdnia-liase

observadas as 12 e¢ 168 horas ap6s a inoculagdo
poderiam ser decorrentes da ativagdo por compostos
volateis originados inicialmente das reacdes de defesa
iniciais ou da ativacdo pelos proprios metabdlitos da
fenilalanina amonia-liase (Pregelj et al., 2011). Essa
enzima esta envolvida no primeiro passo da sintese
dos fenilpropanoides, com a conversdo de fenilalanina
em acido-trans-cindmico, o que resulta em compostos
como as fitoalexinas e, principalmente, lignina, que
conferem resisténcia a parede celular e atuam como
sinalizadores e em respostas de defesa. A fenilalanina
amonia-liase atua na biossintese, na regulacdo da
sintese de compostos fendlicos (Gerasimova et al.,
2005) e em respostas a estresses bidticos e abioticos.

Mozzetti et al. (1995) também nao observaram
diferengas nas atividades de fenilalanina amdnia-liase
em folhas de pimenta inoculadas ou ndo com P, capsici
e P. parasitica. De acordo com estes autores, algumas
poucas células infectadas estariam circundadas por
tecido saudavel, o que poderia ndo levar a ativagao de
enzimas relacionadas a resisténcia a patdogenos.

A semelhanca de peroxidases (Figura 2 C)
¢ fenilalanina amonia-liase (Figura 2 E), as
maiores atividades de quitinases (Figura 3 A) e
de B-1,3-glucanases (Figura 3 C) em Embrapa 48
ocorreram as 12 e 168 horas apos a inoculagao, quando
comparadas aos controles. Isso indica resposta inicial
e transiente ao fungo as 12 horas e resposta tardia as
168 horas, o que poderia ser atribuido a compostos
volateis ou a metabolitos gerados anteriormente. Esses
resultados estdo de acordo com o mecanismo de defesa
bifasica proposto por Mortel et al. (2007) e com os
resultados de Schneider et al. (2011). Nos controles
do gendtipo Embrapa 48, a alta atividade de quitinases
(Figura 3 A) e a baixa atividade de B-1,3-glucanases
(Figura 3 C) ao longo do periodo avaliado indicaram
sintese constitutiva de quitinase, com maior inducao
dessa enzima as 72 horas, possivelmente por volateis
sintetizados preliminarmente. Para plantas do genétipo
PI 561356 inoculadas, as atividades de quitinases
(Figura 3 B) e de B-1,3-glucanases (Figura 3 D) foram
menores do que as do controle apenas as 168 horas
apods a inoculagdo, o que reforga a ocorréncia de menor
atividade de enzimas de defesa nesse periodo.

A superexpressdo de genes de quitinases ¢
B-1,3-glucanases em plantas tem aumentado a
resisténcia das plantas a patdégenos (van Loon et al.,
2006). As quitinases hidrolisam a quitina da parede
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celular de fungos e prejudicam o desenvolvimento
dos microrganismos e, consequentemente, atuam
na defesa contra patdogenos e a estresses abidticos.
Ja as pB-1,3-glucanases degradam [-glucanas,
componente abundante da parede celular de muitos
patogenos (Wu & Bradford, 2003). Aumentos nos
niveis de quitinases por agentes abioticos (etileno,
acido salicilico, luz ultravioleta) e bidticos (fungos,
bactérias, virus, componentes de parede celular de
fungos e oligossacarideos) também t€m provado sua
fung¢do na defesa de plantas, inclusive em soja (Graham
et al., 2003). A infeccdo de plantulas de soja por
P.  megasperma f. sp. glycinea aumentou
significativamente a sintese e o acumulo de
B-1,3-glucanases e quitinases (Yi & Hwang, 1996).

Campos et al. (2009) observaram maiores atividades
de B-1,3-glucanases e quitinases em plantas de feijao
de quatro cultivares, trés dias apds aspersdo de esporos
de Colletotrichum lindemuthianum avirulento. Houve
correlagdo significativa entre o indice de severidade
da doenca causada por um patoétipo virulento e a
atividade das enzimas B-1,3-glucanases e quitinases,
cinco dias apés a inoculagdo. A severidade da doenca
foi reduzida em plantas previamente tratadas com
C. lindemuthianum avirulenta. Em mamoeiros,
a inducdo de resisténcia a podridao radicular por
indutores bidticos e abidticos também foi constatada
pelos incrementos nas atividades de peroxidases e
B-1,3-glucanases, e pela maior concentragdo de lignina
em comparagdo a testemunha, apos pulverizagdo das
plantas com fungicidas com indutores abidticos nao
fungicidas e com o indutor bidtico Saccharomyces
cerevisiae, trés e seis dias antes da pulverizagdo de
zoosporos de P. palmivora (Tavares et al., 2009).

Na analise das enzimas de inducao de resisténcia
expressas, de modo geral, os resultados obtidos para
o gendtipo Embrapa 48 corroboram os relatados na
literatura, quando a inducdo de resisténcia envolve
a ativagdo de genes que codificam um conjunto de
enzimas que sao membros das proteinas PR (van Loon,
1997). Essas proteinas PR englobam familias com
caracteristicas variadas, mas apresentam, em comum,
o fato de estarem relacionadas a defesa durante
a patogénese. Assim, essas proteinas apresentam
potencial para exploragdo em programas de indugado de
protecdo em plantas (van Loon, 1997).

Para o genoétipo PI 561356, em geral, ndo foram
observados aumentos de atividade pela inoculacdo
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com o fungo, como comumente relatado na literatura.
Deve-se considerar a hipotese de que o gendtipo
PI 561356 pode apresentar alteracdes em isoformas
dessas enzimas, ndo detectaveis ou mensuraveis
sob as condi¢des analisadas. Sabe-se que a sintese
e a atividade das isoformas de enzimas presentes
nas plantas variam quantitativa e qualitativamente
de acordo com a espécie, o tecido vegetal, o estadio
fisiolégico e a influéncia do ambiente, por fatores como
incidéncia de luz, temperatura, pH ou qualquer outro
tipo de estresse. Entretanto, é importante ressaltar que
houve cultivo simultaneo e sob condi¢des homogéneas
de todas as plantas analisadas no presente trabalho, em
ambos 0s genotipos.

Uma hipotese para as menores atividades dessas
enzimas apos a inoculacdo das plantas, no genotipo
PI 561356, diferentemente do observado para
Embrapa 48, pode estar relacionada a sinalizagdo
desencadeada por compostos volateis previamente
produzidos por respostas de defesa nas plantas
inoculadas, antes de 12 horas. Esses compostos volateis
sdo descritos como sinais de defesa reconhecidos por
receptores de membranas, que respondem por meio
de amplificacdo de sinais. Esses mecanismos de
amplificacdo de respostas geralmente requerem baixas
concentragdes proteicas € podem gerar respostas
mais efetivas e menos transitérias do que a sintese de
enzimas de inducdo de resisténcia. Relatos diversos
apontam para similaridades entre rotas de sinalizagdo
que iniciam as respostas de defesa em plantas e animais,
quando mecanismos como cascatas de resposta sdo
ativados. Embora nao haja conhecimento de nenhum
relato para esse patossistema ou similar, em estudos
de infecgdo por Ralstonia solanacearum em tomate
(Chen etal., 2009), observou-se que o silenciamento de
proteinas-quinase ativadas por mitéogenos (MAPKS),
que participam em cascatas de respostas, promoveu
aumento significativo na proliferacdo bacteriana e da
doenga, o que confirmou o envolvimento da quinase na
cascata de resposta. Do mesmo modo, o silenciamento
das vias de transdugao de sinal pelo etileno e pelo acido
salicilico também favoreceu a doenca.

Conclusoes

1. Os mecanismos de defesa dos gendtipos de soja
PI 561356 (resistente) e Embrapa 48 (suscetivel)
contra a ferrugem-asiatica-da-soja diferem em resposta
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a inoculacdo das plantas com o fungo Phakopsora
pachyrhizi, quando avaliados as 12, 72 e¢ 168 horas
apos inoculagdo, por meio das atividades de enzimas
marcadoras de indugdo de resisténcia.

2. O genotipo Embrapa 48 apresenta aumento nas
atividades das cinco enzimas marcadoras de indugdo
de resisténcia avaliadas como resposta de defesa
induzida pelo fungo P. pachyrhizi, enquanto o genotipo
PI 561356, em geral, apresenta decréscimos nas
atividades dessas enzimas.

3. H& um importante mecanismo de resisténcia
utilizado pelo genodtipo PI 561356, ainda nao
relatado, que estd embasado nas atividades das cinco
enzimas avaliadas e em mecanismos que nio alterem
expressivamente a concentragdo de proteina total,
como os de respostas geradas por vias de sinalizagdo
em cascata.
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