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Resumo: Para determinar as enzimas de defesa, sementes de soja foram semeadas e os
cotilédones tratados com agua destilada estéril, Cryptococcus laurentii (AH03-1), Pichia
guilliermondii (AH16-2), Rhodotorula glutinis (AH 14-3), Sporidiobolus johnsonii (AH16-
1) e Zygoascus hellenicus (AH14-1). Sendo realizadas andlises bioquimicas de formacgao
de fitoalexinas e a atividade das enzimas peroxidase, polifenoloxidase, fenilalanina
amonia-liase e proteinas totais. Para fitoalexinas gliceolinas as leveduras C. laurentii
(AHO3-1) e Z hellenicus (AH14-1) promoveram aumento de 83,65% e 78,75% na
formagdao deste composto. Cryptococcus laurentii (AH 03-1) elevou a atividade de
peroxidase em 36,84%, enquanto que para polifenoloxidase, as leveduras P.
guilliermondii (AH16-2), R. glutinis (AH14-3), S. johnsonii (AH16-1) e Z. hellenicus (AH14-
1), elevaram em 33,33%, 28,00%, 33,33% e 33,33%, respectivamente, a atividade desta
enzima. Para fenilalanina aménia-liase, C. laurentii (AH03-1) e Z. hellenicus (AH14-1)
promoveram aumento de 75,57% e 78,86%, respectivamente, em sua atividade. Ha
potencial das leveduras nos estudos realizados.

Palavras-chave: Enzimas. Glycine max. Inducao de resisténcia.

Induction of phytoalexins glyceoline and defense-related proteins in cotyledons of
soybean treated with leveruras

Abstract: To determine the defense enzymes, soybean seeds were sown and the
cotyledons treated with sterile distilled water, Cryptococcus laurentii (AH03-1), Pichia
guilliermondii (AH16-2), Rhodotorula glutinis (AH14-3), Sporidiobolus johnsonii (AH16-1)
and Zygoascus hellenicus (AH14-1). Biochemical analyzes of the formation of phytoalexins
and the activity of the enzymes peroxidase, polyphenoloxidase, phenylalanine ammonia-
lyase and total proteins were performed. For phytoalexins glycerolins the yeasts C.
laurentii (AH03-1) and Z. hellenicus (AH14-1) promoted an increase of 83.65% and
78.75% in the formation of this compound. Cryptococcuslaurentii (AH03-1) increased
peroxidase activity by 36.84%, while for polyphenoloxidase, P. guilliermondii e yeasts (AH
16-2), R. glutinis (AH14-3), S. johnsonii (AH16-1) and Z. hellenicus (AH14-1), increased the
activity of this enzyme by 33.33%, 28.00%, 33.33% and 33.33%, respectively. For
phenylalanine ammonia-lyase, C. laurentii (AH03-1) and Z. hellenicus (AH14-1) promoted
an increase of 75.57% and 78.86%, respectively, in their activity. There is potential of
yeasts in the studies performed.
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Introduc¢ao

A soja (Glycine max (L.) Merrill),
¢ uma cultura muito importante
(Hirakuri e Lazzarotto, 2014),
hospedeira de diversos patégenos que
afetam tanto a produtividade quanto
qualidade do produto final (Juhasz et al,,
2013).

Buscando diminuir as perdas
por doencas utiliza-se os métodos de
controle, sendo alguns classificados
como alternativos (Carneiro et al,, 2011)
onde se enquadra a inducdo de
resisténcia (Schwan-Estrada et al., 2008)
responsavel pela ativacdo de
mecanismos latentes de defesa das
plantas contra patogenos por tratamento
com moléculas eliciadoras bidticas ou
abidticas (Pascholati, 2011).

Dentre inumeros indutores de
resisténcia, pode-se citar a utilizacdo de
fungos (Medeiros et al,, 2014) como as
leveduras (Mello et al., 2011).

Varios mecanismos de defesa
podem ser ativados como por exemplo as
enzimas, como peroxidase, importante
na lignificacdo celular, polifenoloxidase
responsavel por modificar fendis em
quinonas toéxicas e fenilalanina aménia-
liase, predecessora da sintese de
fenilpropandides, comprometidos com a
defesa das plantas, (Stangarlin et al,
2011) e uma das mais importantes na
biossintese de lignina e fitoalexinas
(Kalaiarasan, 2009).

Outro exemplo seria a producao
de fitoalexinas (Peiter-Beninca et al.,,

2008) que sao compostos
antimicrobianos (Paschoalati e Dalio,
2018) responsaveis por inibir a

germinacdao do tubo germinativo e o
crescimento micelial (Pascholati, 2011).

Diante do exposto, o objetivo
deste trabalho foi investigar o potencial
das leveduras na indugao de fitoalexinas
gliceolinas e sobre a atividade de
peroxidase, polifenoloxidase e
fenilalanina amonia-liase dos cotilédones

de soja tratados com diferentes

leveduras.
Material e métodos

O ensaio para avaliacdo da
inducdo de fitoalexinas gliceolinas e
atividade das enzimas em cotilédones de
soja foi conduzido no Laboratério de
Fitopatologia da Universidade Estadual
do Oeste do Parana (Unioeste), Campus
de Marechal Candido Rondon - PR, sendo
este mesmo laboratério o fornecedor das
leveduras utilizadas.

O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com seis
tratamentos (4agua destilada estéril,
Cryptococcus laurentii (AH 03-1), Pichia
guilliermondii (AH 16-2), Rhodotorula

glutinis  (AH  14-3), Sporidiobolus
johnsonii (AH 16-1) e Zygoascus
hellenicus (AH 14-1)), e quatro
repeticoes.

Sementes de soja do cultivar
M5947 IPRO foram desinfestadas em
alcool 70% e hipoclorito (3:1), em
seguida, lavadas com agua destilada
corrente e semeadas em bandejas
plasticas contendo areia autoclavada a
120 °C por 2 h. Foram realizadas regas
diarias com agua destilada e manteve-se,
as bandejas, em camara de crescimento
por aproximadamente 10 dias.

Quando recém abertos, os
cotilédones totalmente sadios foram
destacados, lavados com agua destilada,
secos e na regiao abaxial foi realizada
uma secc¢do utilizando bisturi. Os
cotilédones cortados foram dispostos
dentro de placas de Petri contendo papel
de filtro umedecido com agua destilada
estéril sendo  distribuidos cinco
cotilédones por placa com os cortes
voltados para cima. Sobre cada corte,
aplicou-se uma aliquota de 20 pL dos
tratamentos.

As placas de Petri foram
mantidas no escuro, em BOD, a 25 ¢C
durante 20 h. Apos, os cotilédones foram
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transferidos para frascos plasticos
contendo 10 mL de agua destilada estéril.
Os frascos permaneceram a 150 rpm em
agitador orbital por 1h para extragao da
fitoalexina gliceolina.

As leituras do sobrenadante
foram realizadas a 285 nm em
espectrofotometro e os cinco cotilédones
de cada repeticido foram pesados em
balanca analitica.

Estes mesmos cotilédones foram
triturados utilizando 4 mL de tampao
fosfato de sédio 0,01 M (pH 6,0) e
nitrogénio liquido em almofariz de
porcelana, sendo o homogeneizado
centrifugado a 6.000 g por 20 minutos a
4 °C e o sobrenadante armazenado a -20
°C para realizacdo das analises
bioquimicas.

Para a atividade de peroxidase
utilizou-se a metodologia descrita por
Hammerschmidt et al. (1982) através da
mistura de 100 pL do sobrenadante e 900
puL do substrato para enzima, com
leituras realizadas em
espectrofotdmetro durante 2 minutos a
470 nm.

Para determinar a atividade da
polifenoloxidase, utilizou-se o método de
Duangmal e Apenten (1999), misturando
900 pL do substrato para a enzima e 100
uL do sobrenadante. As leituras foram
realizadas em espectrofotometro a 420
nm por 2 minutos. Tanto para peroxidase
quanto para polifenoloxidase, os
resultados foram  expressos em
absorbancia min-1 mg-1 de proteina.

Para a atividade da fenilalanina
amonia-liase realizou-se o método da
quantificacdo colorimétrica do 4&cido
trans-cindmico liberado do substrato,
conforme Umesha (2006), onde
misturou-se 50 puL do sobrenadante a
450 pL de tampao Tris-HCl 0,025 M pH
8,8 e 500 pL de solucao de L-fenilalanina
0,05 M sendo a mistura incubada em
banho maria a 40 °C por 2 h, e em seguida
adicionado 60 pL de HCl 5 M para cessar
a reagdo. A leitura foi realizada em

espectrofotometro a 290 nm. Os valores
foram obtidos pela diferenca da amostra
e do controle.

Utilizou-se a metodologia de
Bradford (1976), para determinagao das
proteinas totais importantes no calculo
das enzimas. Foram utilizados 200 pL do
sobrenadante, 600 pL de tampao fosfato
0,01 M (pH 6,0) e 200 pL de reagente de
Bradford, sendo este ultimo adicionado
sob agitacdo. Apds agitadas as amostras
foram incubadas por 10 minutos e
realizada a leitura a 595 nm em
espectrofotometro. As absorbancias
obtidas foram plotadas em curva padrao
de albumina de soro bovino.

Os dados foram submetidos a
andlise de varidancia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro utilizando o
software livre Genes (Cruz, 2013).

Resultado e discussao

Para fitoalexinas, conforme Figura
1, as leveduras Cryptococcus laurentii
(AH 03-1) e Zygoascus hellenicus (AH 14-
1) apresentaram-se diferentes
estatisticamente da agua, com valores de
fitoalexinas gliceolinas respectivos ao

aumento de 83,65% e 78,75%
comparado a agua.
Em estudo realizado por

Stangarlin et al. (2010) utilizando as
leveduras S. cerevisiae e S. boulardii em
cotilédones de soja, os autores
encontraram valores de inducao de
fitoalexinas gliceolinas superiores para S.
boulardii, concluindo ser um indutor,
porém, de acordo com 0S mesmos
autores, isso ndo descarta a atividade
eliciadora da S. cerevisiae, pois esta
levedura apresenta componentes da
parede celular que podem ser inativados
com a autoclavagem, o que pode
justificar a menor inducdo verificada.
Trabalhando com mesocotilos de
sorgo, Stangarlin et al. (2010) também
verificaram efeito indutor pela levedura
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S. boulardii, supostamente devido a
metabolitos liberados por elas. Wulff e
Pascholati, (1998) estudando
fitoalexinas em mesocotilos de sorgo

observaram aumento da quantidade

deste

composto utilizando como

tratamento a levedura S. cerevisiae.
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Figura 1. Inducao de fitoalexina gliceolina em cotilédones de soja (Glycine max) tratadas
com diferentes leveduras (Cryptococcus laurentii (AH 03-1), Pichia guilliermondii (AH 16-
2), Rhodotorula glutinis (AH 14-3), Sporidiobolus johnsonii (AH 16-1) e Zygoascus
hellenicus (AH 14-1)). *Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna nao diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05). CV=18,37.

Em relagdo a atividade de
peroxidase nos cotilédones de soja
apenas a levedura Cryptococcus laurentii
(AH 03-1) mostrou-se diferente
estatisticamente da agua, apresentando
aumento de 36,84% comparado a ela,
conforme a Figura 2.

De acordo com Viecelli et al.
(2010), mudanca na atividade da enzima
peroxidase é referente a suscetibilidade
ou resposta de resisténcia para indmeros
patossistemas. Resende et al. (2007)
complementa a afirmacdo dizendo que
esta enzima é incumbida de catalisar a
oxidacdo de alcoois fendlicos a lignina, o

que provoca alteragdes na parede celular
e promove maior resisténcia contra
toxinas liberadas por patogenos.

Em estudo realizado por
Formentini (2012), a atividade inicial
desta enzima, pode estar relacionada
com a pré-disposicao a resisténcia. Este
mesmo autor afirma que a atividade
inicial desta enzima, pode estar
relacionada com a pré-disposicio a
resisténcia e segundo Stangarlin et al.
(2011) a modificagdo da atividade desta
enzima pode indicar inducdo de
resisténcia visto que as enzimas atuam
preventivamente em prol da saude da
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planta, ou seja, impossibilitando que o
patogeno transponha a parede celular.
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Figura 2. Atividade de peroxidase em cotilédones de soja tratados com diferentes
leveduras (Cryptococcus laurentii (AH 03-1), Pichia guilliermondii (AH 16-2), Rhodotorula
glutinis (AH 14-3), Sporidiobolus johnsonii (AH 16-1) e Zygoascus hellenicus (AH 14-1)).
*Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna nao diferem estatisticamente pelo

teste de Tukey (p<0,05). CV=14,92.

Para polifenoloxidase, a atividade
foi mais expressiva nos cotilédones
tratados com as leveduras Pichia
guilliermondii (AH 16-2), Rhodotorula
glutinis ~ (AH  14-3),  Sporidiobolus
johnsonii (AH 16-1) e Zygoascus
hellenicus (AH 14-1), os quais
apresentaram aumento de 33,33%,
28,00%, 33,33% e 33,33%),
respectivamente, na atividade desta

enzima comparado ao tratamento agua
(Figura 3).

Em trabalho realizado por Khalid
(2013), utilizando a levedura S.
cereviseae em plantas de feijao
acometidas por S. rolfsii foi observado
aumento de peroxidase e
polifenoloxidase e consequentemente a
reducdo da doenca devido a indugdo de
mecanismos de resisténcia.

Acta Iguazu, Cascavel, v.10, n.2, p. 48-57, 2021

52



Tartaro et al.

3.0
a
225 ab
3
220 b
(@)]
£
<+ 1.5
£
=
=10
o)
©
§S 0.5
0.0
AN - -
é‘e}\ 6&\ QQ&\
» & &
A o> W
> o S
¥ Sy $ ©
> & Ny P
W < o <
Nad Q@ N

Figura 3. Atividade de polifenoloxidase em cotilédones de soja tratados com diferentes
leveduras (Cryptococcus laurentii (AH 03-1), Pichia guilliermondii (AH 16-2), Rhodotorula
glutinis (AH 14-3), Sporidiobolus johnsonii (AH 16-1) e Zygoascus hellenicus (AH 14-1)).
*Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna nao diferem estatisticamente pelo

teste de Tukey (p<0,05). CV=12,33.

De acordo com a Figura 4, para a
atividade de fenilalanina amoénia-liase as
leveduras Pichia guilliermondii (AH 16-
2), Rhodotorula glutinis (AH 14-3) e

Sporidiobolus  johnsonii (AH 16-1)
mostraram-se iguais a agua
estatisticamente, enquanto que as

leveduras Cryptococcus laurentii (AH 03-
1) e Zygoascus hellenicus (AH 14-1)
apresentaram aumento de 75,57% e
78,86%, respectivamente, comprado ao

tratamento 4agua, sendo diferentes
estatisticamente.

Klessig e Malamy (1994) dizem
que a atividade da enzima fenilalanina
amonia-liase elabora precursores para a
biossintese de lignina e outros
compostos fenoélicos que sdo depositados
como reacdo a infeccdo, fato que
demostra a importancia da atividade
desta enzima e o quanto ela pode

contribuir na inducdo de resisténcias.
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Figura 4. Atividade de fenilalanina amodnia-liase em cotilédones de soja tratados com
diferentes leveduras (Cryptococcus laurentii (AH 03-1), Pichia guilliermondii (AH 16-2),
Rhodotorula glutinis (AH 14-3), Sporidiobolus johnsonii (AH 16-1) e Zygoascus hellenicus
(AH 14-1)). *Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna nao diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05). CV=36,36.

Segundo Barros et al. (2010), os
biofertilizantes = podem  alterar a
resisténcia sistémica induzida e a
resisténcia sistémica adquirida, sendo
que em sua composicao estdo as
leveduras, o que demostra a existéncia de
potencial indutor de resisténcia presente
nelas, sendo que Pascholati (1998)
também descreve a existéncia de
atividade eliciadora em leveduras.

Piccinin et al. (2005) observaram
estudando S. cerevisiae propriedades na
inducdo de resisténcia considerando esta
levedura um eliciador. Em estudo
realizado por Fialho et al. (2010)
utilizando a levedura S. cerevisiae,
também foi identificada a producido de
compostos organicos volateis
antimicrobianos, a base de alcoois e

ésteres, podendo ter acdo sobre
mecanismos de defesa, indicando o
potencial das leveduras na inducao de
resisténcia. Stangarlin e Pascholati,
(1994) afirmam que as leveduras
promovem a ativacdo das defesas dos
vegetais devido a elicitagdo por
compostos presentes nelas e Gouvea et
al. (2007) também relatam a capacidade
de inducdo de resisténcia das leveduras.

O aumento da atividade de certas
enzimas provocado pelas leveduras pode
ser positivo, pois de acordo com Romeiro
e Garcia (2009), no momento em que a
planta é exposta a um determinado
eliciador preventivamente, ou seja, antes
de ter o contato com um determinado
patégeno, seus tecidos apresentam
reacdo rapida e eficiente diante da
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tentativa de colonizacdo do patogeno, o
que é vantajoso.

Conclusao

As leveduras sdo capazes de
induzir a atividade de fitoalexinas
gliceolinas, peroxidase, polifenoloxidase
e fenilalanina  amoénia-liase = em
cotilédones de soja revelando a a¢do de
eliciadores presentes nestes fungos.
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