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RESUMO

Exsudatos de sementes contém diversas substancias que auxiliam a germinacdo e
estabelecimento da plantula no ambiente, podendo contribuir para 0 comportamento invasivo
de algumas espécies. Sementes de Sesbania virgata exsudam grande quantidade de agUcares e
proteinas durante a germinacdo, 0 que as torna muito atrativas ao ataque de microrganismos.
Entretanto, essas sementes também exsudam substancias com atividade antiflngica e
fitotoxica, como a seshanimida e a (+)-catequina, sendo estes 0s principais compostos
exsudados durante a germinacao. Diversos compostos sdo capazes de induzir a producgéo de
metabolitos secundarios em plantas, como o oxido nitrico (NO), espécie reativa de nitrogénio
(RNS) produzida em resposta ao estresse abiotico, ataque de patdgenos e eliciadores flngicos.
O NO sintetizado também atua na protecdo contra o estresse oxidativo, por modulacdo das
enzimas antioxidantes e/ou por sequestro direto de espécies reativas de oxigénio (ROS).
Tendo em vista que 0 NO tem sido relatado como um indutor de resposta de defesa em
plantas e que sua interacdo com ROS parece amplificar estas respostas, essa intera¢ao poderia
modular o potencial antifngico e alelopéatico de S. virgata e interferir no comportamento
invasor desta espéecie. Este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito do NO exdgeno sobre a
composicao e a atividade biologica dos exsudatos de sementes de S. virgata, assim como a
relagdo entre as RNS e ROS durante a germinagdo e o desenvolvimento inicial destas
sementes. Sementes embebidas em agua destilada e fumigadas por 12 horas com ar
comprimido puro (controle) ou 60 ppm de NO gasoso (tratado), tiveram seus exsudatos
coletados durante a embebicdo e foram dissecadas em cotilédones e raizes. A fumigacdo com
NO ndo afetou a taxa de germinacdo e o desenvolvimento das plantulas e ndo alterou a
exsudacdo de proteinas, flavonoides totais, agucares totais e redutores. Porém, este tratamento
promoveu uma reducdo no contetdo de fenois totais, taninos condensados e catequina dos
exsudatos. A analise de sequestro de NO in vitro indicou gque a catequina comercial e 0s
exsudatos apresentam potencial de sequestro de NO, o que sugere ligagdo do NO a catequina
durante o processo de fumigacdo. No entanto, essa ligacdo ndao diminuiu o potencial bioldgico
dos exsudatos, tendo em vista que os efeitos fitotoxicos sobre plantulas de Arabidopsis
thaliana e Oryza sativa e a atividade antifungica contra Cladosporium cladosporioides foram
mantidos. Os dados de localizacdo in situ e de quantificacdo in vitro do NO indicaram teores
similares dessa substancia em raizes e cotilédones de sementes fumigadas com NO ou ar
comprimido, assim como auséncia de modulacdo da atividade da enzima S-nitrosoglutationa
(GSNOR), sugerindo auséncia de estresse nitrosativo. O tratamento com NO promoveu um

aumento nos teores de perdxido de hidrogénio (H,0,) com consequente estimulo da atividade
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das enzimas antioxidantes ascorbato peroxidase (APx), catalase (CAT) e glutationa redutase
(GR). Apesar da inducdo do sistema de defesa antioxidante, o aumento no conteddo de
malondialdeido (MDA) indica maior peroxidacdo lipidica nos tecidos tratados com NO. Em
conjunto, os dados obtidos neste trabalho sugerem que a catequina, além de inibir o
crescimento de espécies competidoras, € um mecanismo de protecdo de S. virgata contra o
estresse nitrosativo. Esse aleloquimico, em conjunto com a exsudacdo de outros compostos
bioativos, a presenca de altos teores de carboidratos de reserva e um eficiente sistema
antioxidante, contribuem para o sucesso do estabelecimento de S. virgata, mesmo em

ambientes considerados inGspitos para muitas espécies.

Palavras Chaves: Oxido nitrico, catequina, metabolismo antioxidante, alelopatia.



ABSTRACT

Seed exudates contain many compounds which can help germination and seedling
establishment, and also contribute to the invasive behavior of some species. Seed exudates of
Sesbania virgata contain large amount of sugars and proteins released during germination,
which favor microbial attack. However, these seeds also exude phytotoxic and antifungal
compounds like sesbanimida and (+)-catechin, the main compounds leached. Several
compounds are able to induce the production of secondary metabolites in plants, as nitric
oxide (NO), a reactive nitrogen species (RNS) produced in response to abiotic stress,
pathogen attack and fungal elicitors. Moreover, the NO production can also play a protective
role against oxidative stress due to modulation of antioxidant enzymes or direct sequestration
of reactive oxygen species (ROS). NO has been reported as a defense response inducer in
plants and its interaction with ROS seems to amplify these responses. Thereby, this
interaction could modulate the antifungal and allelopathic potential of S. virgata seeds and
interfere with the invasive behavior of this species. The aim of this work was to evaluate the
effect of exogenous NO on the composition and biological activity of exudates from S.
virgata seeds, as well as to investigate the correlation between RNS and ROS during
germination and early development. Seeds imbibed in distilled water and fumigated for 12
hours with pure air (control) or 60 ppm of NO gas (treated) were dissected into root and
cotyledons and their exudates were collected. NO fumigation did not affect seed germination
rate and seedling development and also did not change the exudation of proteins, total
flavonoids, total and reducing sugars. However, NO treatment promoted a reduction in the
content of total phenols, tannins and catechin. In vitro NO scavenging activity indicates that
commercial catechin and seed exudates exhibit scavenging potential and suggests a NO-
catechin binding during the fumigation process. Nevertheless, this binding did not reduce the
biological potential of exudates considering that phytotoxic effects on Arabidopsis thaliana
and Oryza sativa seedlings, and the antifungal activity against Cladosporium cladosporioides
were maintained. In situ localization and in vitro quantification of NO showed similar levels
of this molecule in roots and cotyledons fumigated with NO or pure air, as well as the lack of
the modulation of GSNOR enzyme activity, suggesting the absence of nitrosative stress.
Furthermore, NO treatment increased H,O, levels with consequent stimulation of the activity
of antioxidant enzymes ascorbate peroxidase (APx), catalase (CAT) and glutathione reductase
(GR). Despite the induction of antioxidant defense system the increase in malondialdehyde
(MDA) content indicated the increase of lipid peroxidation in tissues. The data obtained in

this work suggest that catechin besides inhibiting the growth of competing species also
3



functions as a protective mechanism against nitrosative stress in S. virgata. This
allelochemical in association with the exudation of other bioactive compounds, the presence
of high levels of storage carbohydrates and an efficient antioxidant system, contribute to the
successful establishment of S. virgata even in environments considered adverse for many

species.

Key words: Nitric oxide, catechin, antioxidant metabolism, allelopathy.



1. INTRODUCAO

1.1. Importancia dos compostos exsudados por sementes para o sucesso da germinagao e
estabelecimento de plantulas

A semente desenvolve-se a partir do 6vulo fecundado e ocupa uma posi¢éo critica no
ciclo de vida das plantas, por ser o seu principal mecanismo de perpetuacdo (Bewley & Black
1994). O grande sucesso da semente na perpetuacdo e disseminacdo da espécie vegetal deve-
se a sua capacidade de distribuir a germinacdo no tempo, através dos mecanismos de
dorméncia e no espaco, por meio dos mecanismos de dispersédo (Carvalho & Nakagawa
2000). Além disso, o sucesso no estabelecimento de um novo individuo (o tempo, o lugar, e 0
vigor das plantulas jovens) é determinado, em grande parte, pelas caracteristicas bioquimicas
e fisiolégicas da semente (Bewley & Black 1994). Estas caracteristicas possuem diversas
variagdes, incluindo o grau de desenvolvimento do embrido, a resisténcia e permeabilidade do
tegumento, tipo, quantidade e localizacdo do material de reserva (Mayer & Poljakoff-Mayber
1982).

A germinacdo das sementes ortodoxas (tolerantes a dessecacdo) inicia-se com a
embebicdo (entrada de &gua) e a reativacdo do metabolismo que possibilitam a ocorréncia de
diversos eventos bioquimicos e fisioldgicos, que resultam na retomada do crescimento do
embrido e na emergéncia da radicula através do tegumento (Van Staden et al. 1987, Bewley &
Black 1994, Taiz & Zeiger 2004). Altas quantidades de compostos sdo armazenadas como
fonte de reserva nas sementes, 0s quais sdo mobilizados para garantir a germinacdo e o
fornecimento de energia para o crescimento das plantulas, até que estas se estabelecam como
organismos autotroficos (Bewley 1997, Pritchard et al. 2002). As reservas das sementes sdo
principalmente constituidas por carboidratos, lipideos e proteinas (Bewley & Black 1994).

Essas substancias de reserva podem ser facilmente exsudadas pelas sementes,
tornando a zona que circunda as sementes germinantes uma area atrativa para o
desenvolvimento de microrganismos potencialmente fitopatogénicos. Em contrapartida, as
sementes também produzem diversos metab6litos secundarios, os quais podem ser
armazenados no embrido ou no tegumento e liberados no inicio da embebicdo (Igbal & Fry
2012). A presenga e a exsudagdo de metabdlitos secundarios representam uma estratégia de
defesa das sementes, uma vez que estes compostos podem afetar o crescimento de
microrganismos e também de espécies vegetais competidoras. Essa estratégia de defesa pode
ser considerada crucial para garantir o estabelecimento inicial de pléntulas no ambiente
(Nelson 2004).



Os compostos exsudados por sementes durante a embebicao sdo pré-formados durante
0 desenvolvimento e maturacdo da semente (Nelson 2004). Esses compostos devem ser
solveis em agua para que possam ser liberados durante o processo de embebicao (Ndakidemi
& Dakora 2003). A composicdo de metabdlitos exsudados por sementes depende da espécie,
do tamanho da semente, do investimento da planta-mé&e e da presenca de estresse e/ou outros
fatores ambientais (Kamilova et al. 2006). Os exsudatos de sementes podem ser compostos
por acUcares, acidos organicos, aminoacidos, proteinas, peptideos, flavonoides, alcaloides,
terpenoides, esteroides, entre outros (Ndakidemi & Dakora 2003).

Os compostos exsudados, especialmente os metabodlitos secundarios, agem como
sinais quimicos nas diferentes interacGes da rizosfera, podendo atuar como sinalizadores da
emergéncia da plantula para atracdo de parceiros benéficos no solo, como substancias capazes
de causar toxicidade e inibir o crescimento de outras plantas (fitotoxinas ou aleloquimicos) ou
como metabdlitos antimicrobianos sintetizados de novo em resposta ao ataque de
microrganismos (fitoalexinas) (Shaw et al. 2006). Os flavonoides sdo encontrados na maioria
das sementes e gréos (Shirley 1998), no entanto, o tipo, quantidade e localizacdo desses
compostos variam de acordo com a espécie e estadgio de desenvolvimento dos tecidos e sua
sintese pode ser modulada por sinais ambientais (Lepiniec et al. 2006). Os principais tipos de
flavonoides encontrados em sementes sdo: flavondis, antocianinas, isoflavonas e
proantocianidinas (Lepiniec et al. 2006).

Os flavonoides luteolina e daidzeina sdo indutores de genes de nodulagdo (nod) em
Medicago sativa e Phaseolus vulgaris na simbiose com Sinorhizobium meliloti e Rhizobium
leguminosarum (Peters & Long 1988, Bolafios-Vasquez & Werner 1997). Em soja, as
isoflavonas conjugadas (daidzina e genistina) sdo hidrolisadas e liberadas rapidamente apds a
embebicdo das sementes. No entanto, a quantidade de isoflavonas presente nos 6rgaos
intactos da semente € muito superior a quantidade exsudada pela sementes, sugerindo que o
processo de exsudacdo seja seletivo (Graham 1991). Ceballos et al. (1998) estudaram a
exsudacdo de aleloquimicos durante a embebicdo e verificaram que as sementes de Sesbania
vesicaria (espécie anual) liberam principalmente luteolina, enquanto as de Sesbania
drummondii (espécie perene) liberam majoritariamente proantocianidinas, que ja estavam
presentes em alta concentracdo no tegumento e parénquima subhilar de sementes dormentes.
A luteolina, além de seu papel antifangico, atua como sinal quimico estimulando a nodulacéo
por Rizhobium, e segundo Ceballos e colaboradores (1998), sua rapida exsudagdo pode
conferir uma grande vantagem adaptativa as espécies anuais, que precisam se estabelecer e

crescer rapidamente, visando maximizar seu potencial reprodutivo durante seu ciclo de vida.



Em Vicia faba, flavonoides presentes no tegumento, nos cotilédones e na radicula das
sementes sdo exsudados durante a embebicdo (Bekkara et al. 1998).

Em Copaifera officinalis e Copaifera langsdorffii as cumarinas armazenadas nas
sementes também sdo exsudadas durante a embebicdo (Veiga Junior et al. 2007, Lima Neto et
al. 2008). Em sementes de Hymenaea courbaril foram identificadas duas biscumarinas
(ipomopsina e himenaina) que sdo exsudadas no inicio da embebicdo e possuem atividade

fitotoxica e antifungica (Simdes 2008, Simdes et al. 2009).

1.2. Alelopatia

Alelopatia pode ser definida como qualquer efeito direto ou indireto, prejudicial ou
benéfico, de uma planta doadora sobre outra planta receptora através da producdo de
compostos quimicos que séo liberados para o ambiente (Rice 1984). Contudo, como essa
defini¢do é muito ampla, diversos autores consideram apenas os efeitos negativos como sendo
efeitos alelopaticos, e desta forma, a alelopatia pode ser definida como um processo em que
compostos quimicos (fitotoxina ou aleloquimicos) liberados por uma planta podem
influenciar o crescimento e o estabelecimento de plantas vizinhas (Teasdale et al. 2012).

Em sementes, os aleloquimicos com efeitos autotoxicos possuem importancia
ecologica, pois, em conjunto com as condi¢fes ambientais, podem inibir a germinacdo
prematura quando a semente esta ligada a planta mée, prolongar a germinagéo, ou permitir a
ocorréncia da germinacdo apenas em condi¢cGes ambientais favordveis para o sucesso do
estabelecimento das plantulas (Mayer & Shain 1974, Friedman & Waller 1983).

Estes compostos, que normalmente derivam do metabolismo secundario e pertencem
as classes de compostos fendlicos e terpenoides, tém o potencial de suprimir o crescimento de
plantas afetando a sobrevivéncia de espécies competidoras (Gniazdowska et al. 2015). Esses
aleloquimicos podem ser liberados como exsudatos de sementes, exsudatos de raizes, como
volateis de folhas verdes ou como substancias lixiviadas de tecidos vegetais vivos ou mortos
(Weir et al. 2004).

Quando estes compostos suprimem o crescimento de plantas vizinhas, o fenbmeno é
considerado como estresse biotico, sendo denominado “estresse aleloquimico” (Cruz-Ortega
et al. 2002). Similarmente ao encontrado em outros estresses, na alelopatia a mudanga do
papel regulador de espécies reativas de oxigénio (ROS) na sinalizacdo celular para a sua
toxicidade, esta provavelmente relacionada a alteracfes resultantes do desequilibrio entre a
producéo e a eliminacdo de ROS (Weir et al. 2004, Gniazdowska & Bogatek 2005, Cruz-
Ortega et al. 2007, Gniazdowska et al. 2015).



Compostos presentes no extrato aquoso de folhas de Helianthus annuus inibem a
germinacdo de sementes e o crescimento de Sinapis alba, devido ao acimulo de ROS que nédo
sdo eficientemente eliminados pelo sistema antioxidante (Oracz et al. 2007). O estresse
aleloquimico causado por Sicyos deppei em Solanum lycopersicum inibiu o crescimento de
raizes e promoveu um desequilibrio no balango oxidativo pela geracdo de ROS e alteracdo nas
enzimas antioxidantes das raizes (Lara-Nufiez et al. 2006, Cruz-Ortega et al. 2007). O
aleloquimico sorgoleona (benzoquinona lipidica), presente em exsudatos de raizes de
Sorghum bicolor, é capaz de inibir a fotossintese devido a sua capacidade de interromper a
transferéncia de elétrons entre as plastiquinonas A e B no fotossistema Il (Kagan et al. 2003).
O flavonoide quercetina causa diminuicdo da respiragdo em Glycine max, por inibir a
oxidacao de substratos e a absorcéo de fosfato e por atuar como desacoplador da fosforilacdo
oxidativa (Takahashi et al. 1998). Sementes de Lepidium sativum exsudam o aleloquimico
denominado lepidimoide, um dissacarideo insaturado, que estimula o crescimento da parte
aérea de Amaranthus caudatus, pela regulacdo da expansdo celular com efeito similar ao da

giberelina, além de inibir o crescimento de raizes (Hasegawa et al. 1992, Igbal & Fry 2012).

1.3. Catequina

O flavonoide catequina pertencente a classe das flavanois pode dar origem aos taninos
condensados (ou proantocianidinas) através de reacGes de polimerizacdo. A sintese da
catequina ocorre inicialmente a partir de trés moléculas de malonil-CoA, derivadas da via do
acetato, e uma molécula de p-coumaril-CoA, que sdo condensadas e produzem a
tetrahidroxichalcona (Croteau et al. 2000). Posteriormente, a naringenina produzida sofre 3-
hidroxilagdo pela enzima flavonona-3-hydroxilase (F3H) dando origem ao dihidroflavonol.
Este composto pode ser reduzido pela dihidroflavonol redutase (DFR) NADPH-dependente e
dar origem a leucoantocianidina, que pode servir como precursora da sintese das catequinas e
dos taninos condensados. A leucoantocianidina pode produzir a (+)-catequina através da
enzima leucoantocianidina redutase (LAR) ou pode ser convertida em antocianidina pela
enzima antocianidina sintase (ANS). Além disso, a antocianidina pode servir como substrato
para a enzima antocianidina redutase (ANR) produzir a (-)-catequina (Pang et al. 2007)
(Figura 1).
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Figura 1. Via biossintética dos enantidmeros (+)-catequina e (-)-catequina (adaptado de
Simdes 2008). Enzimas: F3H= flavanona-3-hidroxilase; DFR= dihidroflavonol redutase;
ANS= antocianidina sintase; LAR = leucoantocianidina redutase, ANR= antocianidina
redutase.

A maioria das proantocianidinas encontradas em sementes sdo polimeros de
epicatequina e catequina (Harborne & Williams 2000). A presenca de proantocianidinas no
vinho, no ché verde e no cha preto esta relacionada com os efeitos benéficos destes produtos,
devido & capacidade antioxidante normalmente atribuida as catequinas (Sarkar & Bhaduri
2001, Nakagawa & Yokozawa 2002). A capacidade da catequina em sequestrar radicais livres
ja foi relatada para o oxigénio singleto (Guo et al. 1999), anion superéxido (Guo et al. 1999,
Nakagawa & Yokozawa 2002), radical peroxila (Yilmaz & Toledo 2004), peroxinitrito
(Paquay et al. 2000) e 6xido nitrico (Paquay et al. 2000, Nakagawa & Yokozawa 2002). Esta
capacidade de sequestro esta relacionada a estrutura das catequinas, sendo que a presenca de
dihidroxilas ou trihidroxilas no anel B € responsavel pela atividade sequestradora, enquanto
catequinas ligadas a um grupo galoil na posicdo 3 possuem uma maior atividade
sequestradora (Guo et al. 1999, Nakagawa & Yokozawa 2002) (Figura 2).
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Figura 2. Estrutura quimica de algumas catequinas. Fonte: Nakagawa & Yokozawa (2002).

A (+)-catequina e a (-)-catequina possuem atividade antibacteriana significativa contra
bactérias gram-negativas patogénicas de plantas e este efeito é devido a sua acéo
bacteriostatica (Pollock et al. 2011). Estes autores também verificaram que a exsudacéo de
catequina por Centaurea stoebe pode ter efeitos diferenciais sobre as populacdes bacterianas
dependendo do local de origem dessas bactérias (solo nativo, invadido e ndo invadido), e estes
efeitos desempenham um papel importante no sucesso invasivo desta espécie. A (+)-catequina
também apresenta atividade inibitoria do crescimento de fungos colonizadores de raizes como
Trichoderma reesi, Fusarium oxysporum, Aspergillus niger e Penicillium sp, ampliando a
importancia ecoldgica desse composto para a defesa da planta (Veluri et al. 2004). Este
composto ndo atua apenas suprimindo o crescimento de microorganismos, mas também pode
servir como fonte de carbono para as bactérias benéficas presentes na rizosfera, tendo em
vista que as mesmas podem transformar (-)-catequina em glicerol, que pode ser utilizado
como fonte de carbono através do transporte passivo (Wang et al. 2013).

A catequina esta presente em diversas plantas na forma de dois enantibmeros, a (-) e a
(+)-catequina, e apresenta forte atividade fitotoxica (Buta & Lusby 1986, Bais et al. 2002,
2003, Igbal et al. 2003). A presenca da catequina tem sido relatada em raizes, folhas e
sementes de diferentes espécies (Ceballos et al. 1998, Bais et al. 2002, Wang et al. 2003,
Simdes et al. 2008). O nivel de fitotoxicidade da catequina varia em funcdo da espécie
analisada e das condicGes experimentais (Inderjit et al. 2008). Bais et al. (2003) relataram que
os efeitos fitotoxicos dos enantibmeros (+) e (-)-catequina exsudados por raizes de Centaurea
maculosa sobre o crescimento de raizes de Arabidopsis thaliana devem-se a rapida producéo
de ROS, seguida por aumento nos niveis de célcio e diminuicdo do pH citoplasmatico,

levando a condensacéo do citoplasma e morte celular. Grande controvérsia foi gerada sobre 0s
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dados de Bais et al. (2003), que mostram a inducdo de ROS em raizes de A. thaliana. Chobot
et al. (2009) relatam que esse aumento no acumulo de ROS pode estar relacionado a um
artefato da técnica utilizada, com o emprego do corante fluorescente diclorofluoresceina
(DCF), que superestimou os teores de ROS. Duke et al. (2009) sugerem que o potencial
antioxidante da (+)-catequina e da (-)-catequina seria incompativel com uma eventual
atividade pro-oxidante, embora estas duas funcGes ndo sejam incompativeis, conforme
recentemente revisado por Gniazdowska e colaboradores (2015). Bais e Kaushik (2010)
reconfirmaram as observagdes preliminares de que a fitotoxicidade provocada (+)-catequina €
mediada por ROS em A. thaliana e sugerem que os aleloquimicos possam ser percebidos
diferentemente em funcdo da espécie alvo e da organizacdo das espécies em comunidades
mistas ou monoculturas. Algumas espécies, como Lupinis sericeus e Gaillardia grandiflora,
sdo resistentes ao aleloquimico (+)-catequina liberado pelas raizes de Centaurea maculosa,
devido a liberacdo de grandes quantidades de oxalato, que bloqueia a producdo de ROS e
reduz os danos causados pelo estresse oxidativo em resposta a catequina (Weir et al. 2006).
Na cianobactéria Microcystis aeruginosa e na microalga Pseudokirchneriella subcapitata o0s
efeitos alelopéaticos da (+)-catequina foram atribuidos a inducdo da formacgdo de ROS que

gera o estresse oxidativo para as espécies alvo (Wang et al. 2011).

1.4. Espécies Reativas de Oxigénio (ROS)

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo moléculas altamente oxidantes e
compreendem: o anion superdxido (O,"), peréxido de hidrogénio (H,0,), oxigénio simpleto
(*0,), radical peridroxil (HO,™) e radical hidroxila (OH®) (Halliwell & Gutteridge 2007, Gill
& Tuteja 2010). Estas moléculas sdo produzidas continuamente como subprodutos de diversas
vias metabolicas localizadas em diferentes compartimentos celulares, tais como cloroplastos,
mitocondrias e peroxissomos (Del Rio et al. 2006, Navrot et al. 2007). As ROS séo altamente
reativas e toxicas podendo afetar muitas func@es celulares causando a oxidacéo de proteinas,
peroxidacdo lipidica, danos as moléculas de DNA e a morte celular (Foyer & Noctor 2005,
Gill & Tuteja 2010).

As células vegetais possuem mecanismos antioxidantes ndo-enzimaticos e enzimaticos
de detoxificacdo de ROS. Os antioxidantes ndo-enzimaticos sdo representados pelo ascorbato
(ASC), glutationa reduzida (GSH), a-tocoferol, carotenoides e flavonoides, e 0s enzimaticos
pela superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), glutationa
peroxidase (GPX), monodehidroascorbato redutase (MDAR), dehidroascorbato redutase
(DHAR), glutationa redutase (GR), entre outras enzimas (Mittler et al. 2004, Gill & Tuteja

2010) (Figura 3).
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Figura 3. ROS e mecanismos de defesa antioxidantes do ciclo ascorbato-glutationa.
Adaptado de Gill & Tuteja (2010).

O processo de detoxificacdo de ROS € iniciado pela enzima antioxidante superdxido
dismutase (SOD), considerada a primeira linha de defesa em nivel celular, que realiza a
dismutacdo do O," produzindo O, e H,O,, que é menos reativo. O H,O, é moderadamente
reativo e tem meia-vida relativamente longa (1 ms), enquanto outras ROS como O,", OH" e
0, possuem meia-vida curta (2-4 pS) (Bhattacharjee 2005). Trés familias de SOD, nomeadas
de cobre-zinco (Cu/ZnSOD), manganés (MnSOD) e ferro (FeSOD) sdo encontradas em
tecidos de plantas, as quais tém diferentes propriedades moleculares, incluindo sensibilidade
diferencial a inibidores (Bowler et al. 1992). Estes trés tipos de isoenzimas podem ser
identificados por suas sensibilidades diferenciais ao KCN e H,0,, onde a Cu/ZnSOD é
sensivel a ambos, FeSOD é sensivel apenas ao H,O,, e MnSOD é resistente a ambos 0s
inibidores. Enquanto duas familias de Cu/ZnSODs sdo encontradas no citosol e nos
cloroplastos de plantas (Kanematsu & Asada 1990, Bowler et al. 1992), a atividade
Cu/ZnSOD também tem sido detectada no apoplasto extracelular a partir de diferentes tecidos
de plantas (Karpinska et al. 2001) e nos peroxissomos e glioxissomos (Pastori & Del Rio
1997).

A detoxificacdo do H,O, em plantas é essencial para protecédo e sinalizacdo da célula
(Apel & Hirt 2004). As plantas possuem pelo menos cinco enzimas diferentes capazes de

remover 0 H,O,: APX, CAT, GPX, peroxiredoxinas (Prx) e peroxidases tipo Il (POD)
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(Mittler & Poulos 2005). A agdo destas enzimas, juntamente com os antioxidantes ASC e
GSH, propicia um eficiente mecanismo de detoxificagdo de H,O,, conhecido como ciclo
ascorbato-glutationa ou Foyer-Halliwell-Asada (Noctor & Foyer 1998).

O ASC em sua forma oxidada, a monodehidroascorbato (MDHA), perde sua funcdo
antioxidante, mas pode ser regenerado por dois mecanismos: através da reducdo enzimatica
pela monodehidroascorbato redutase (MDHAR) ou pode ser dismutado espontaneamente a
deidroascorbato (DHA), que posteriormente é reduzido pela deidroascorbato redutase
(DHAR) (Gill & Tuteja 2010). A glutationa reduzida (GSH) desempenha diversas fungdes
importantes, contribuindo para a redugdo do DHA e eliminagéo de radicais livres diretamente
através da doacdo de seu atomo de hidrogénio, resultando na formacao de glutationa oxidada
(GSSG) e atuando como um co-substrato para a reducdo de H,O; pela glutationa peroxidase
(GSH-Px). A GR regenera a GSSG em GSH, utilizando nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato (NADPH) e, desta forma, desempenha um papel essencial no sistema de defesa contra
ROS por possibilitar a manutencdo do ciclo metabdlico da GSH (Smirnoff 1996, Gill &
Tuteja 2010).

A acdo coordenada das enzimas responsaveis pela remocdo de H,O, e O," ¢é
extremamente importante para prevenir a formacdo de OH®, o qual reage rapidamente com
acidos graxos insaturados das membranas tornando-os espécies radicalares (Halliwell &
Gutteridge 2007, Gill & Tuteja 2010). A peroxidagdo lipidica ocorre devido a reacdo destes
radicais lipidicos produzidos com moléculas proximas e assim sucessivamente, criando um
evento em cadeia gque termina apenas quando os radicais lipidicos geram dimeros estaveis
(Gill & Tuteja 2010). Esse processo provoca danos nas membranas celulares, que podem
alterar sua permeabilidade e causar o extravasamento de liquido citoplasmatico. Durante a
peroxidacao lipidica, os subprodutos sdo formados a partir de precursores poliinsaturados, que
incluem pequenos fragmentos de hidrocarbonetos como alcanos, cetonas, malondialdeido
(MDA), os quais podem ser quantificados como indicadores da peroxidacao lipidica (Morrow
2003, Gill & Tuteja 2010). O 6xido nitrico, assim como o ASC, atua em sinergia com o o-
tocoferol inibindo a peroxidacéo lipidica, e apresenta maior capacidade antioxidante que o par
a-tocoferol/ASC (Rubbo et al. 2000).

O estresse oxidativo ocorre quando hd um desequilibrio entre a producdo de ROS e a
sua eliminacdo pelos mecanismos de protecdo antioxidantes, causando danos celulares. Este
equilibrio pode ser perturbado por varios estresses bidticos e abidticos, tais como salinidade,
radiacdo UV, seca, metais pesados, temperaturas extremas, deficiéncia de nutrientes,

poluentes do ar, herbicidas e ataques de patdgenos (Gill & Tuteja 2010).

13



A germinacdo estad associada ao aumento acentuado da atividade respiratéria e maior
producdo de ROS, que é desencadeada com a reativacdo do metabolismo durante o processo
de embebicdo das sementes (Bailly 2004). A producdo de ROS também ocorre por acao da
NADPH oxidase ou de peroxidases, como parte de um “burst” oxidativo durante a reidratacéo
(Colville & Kranner 2010). A ativagdo do sistema antioxidante de defesa ocorre
imediatamente apds a reidratacdo das sementes (De Gara et al. 1997, Tommasi et al. 2001,
Muiller et al. 2010), visando manter o equilibrio entre a producéo e a eliminacdo de ROS para
possibilitar a quebra da dorméncia e germinacdo de sementes (Oracz et al. 2009). O conceito
de "janela oxidativa" proposto por Bailly et al. (2008) define limites minimos e méaximos de
ROS para o desencadeamento dos eventos celulares necessarios a quebra de dorméncia e
germinacao, sendo que niveis de ROS inferiores ou superiores a esse limite ndo permitiriam o
progresso da germinacdo. Dentro desta “janela oxidativa”, as ROS desempenham um papel
fundamental na sinalizacdo celular, interagindo com as vias de sinalizagdo dos hormonios ou
desencadeando os eventos celulares associados a sinalizacdo por ROS, como a expressdo de
genes, transporte de calcio ou controle do estado redox.

O aumento da geracdo de ROS parece ser uma caracteristica comum da fase sensu
stricto da germinacdo (até a protrusdo da radicula), que é um passo critico do processo, uma
vez que envolve a ativacdo do sistema de regulacdo controlado por fatores enddgenos
(dorméncia) e externos (condi¢cdes ambientais: temperatura, disponibilidade de oxigénio e
agua) (Bailly et al. 2008). Durante a germinacdo de sementes de trigo e de Pinus pinea foi
verificado um aumento no contetdo de ASC e GSH que desempenham um papel importante
no sucesso da germinacdo (De Gara et al. 1997, Tommasi et al. 2001). Em sementes
germinantes de girassol o aumento da atividade GR e CAT antes da protusdo da radicula,
promoveu a eliminacdo do H,0O, e limitou a peroxidacdo lipidica (Bailly 2004). Aumento
semelhante na atividade de CAT foi descrito durante a germinacdo de sementes de milho
(Puntarulo et al. 1991, Chiu et al. 2002), Arabidopsis thaliana (Gallardo et al. 2001) e soja
(Posmyk et al. 2001). A aplicacéo exdgena de H,O, também tem sido utilizada na promogéo
da germinacdo de sementes de Cinnamonun camphora (Chen et al. 1993), Hordeum vulgare
(Korystov & Narimanov 1997), Zinnia elegans (Ogawa & Iwabuchi 2001) e Pisum sativum
(Barba-Espin et al. 2010).

1.5. Espécies Reativas de Nitrogénio (RNS)

O termo espécies reativas de nitrogénio (RNS) é utilizado para designar o Oxido
nitrico (NO) e outras moléculas relacionadas, como peroxinitrito (ONOQ), trioxido de
dinitrogénio (N»Os3), dioxido de nitrogénio (NO;) e nitrosotidis (SNO) como a S-
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nitrosoglutationa (GSNO), que possuem funcdes relevantes em varios processos fisioldgicos
de células animais e vegetais (Durzan & Pedroso 2002, Corpas et al. 2007, Halliwell &
Gutteridge 2007). Além disso, os gases NO e NO, sdo comumente denominados éxidos de
nitrogénio (NOX) e sdo reconhecidos como poluentes atmosféricos produzidos por motores de
carros e usinas de energia (Delledonne 2005, Corpas et al. 2011). Esses gases contribuem
para a chuva acida, a destruicdo da camada de ozonio e também possuem efeitos nocivos
sobre a satde humana (Corpas et al. 2011).

O NO ¢é um radical livre gasoso que se difunde rapidamente através das membranas e
atua como um importante mensageiro intra e extracelular, devido ao seu baixo peso molecular
e qualidades lipofilicas. Esta envolvido em diversos processos fisioldgicos, como germinacao
de sementes (Sarath et al. 2006), formacdo de raizes adventicias (Tewari et al. 2007), resposta
de defesa ao ataque de patdgenos (Delledonne et al. 1998, Modolo et al. 2005, 2006, Vitor et
al. 2013), floracdo (He et al. 2004, Seligman et al. 2008), senescéncia de folhas e cotilédones
(Hung & Kao 2004, Jasid et al. 2009), formacédo de raizes (Pagnussat et al. 2003, Correa-
Aragunde et al. 2004, Tewari et al. 2008) e desenvolvimento de pelos radiculares (Lombardo
et al. 2006).

Existem diversas vias propostas para a sintese de NO enddgeno em plantas, sendo que
a contribuicdo de cada via para a producdo de NO é dependente da espécie, fase de
desenvolvimento e do ambiente no qual as plantas sdo cultivadas (Neill et al. 2003). As
plantas podem produzir o NO por mecanismos enzimaticos e ndo-enzimaticos (Neill et al.
2003, Wilson et al. 2008), principalmente através das vias da L-arginina e do nitrito (NO;). A
producdo de NO por enzimas ortélogas a 6xido nitrico sintase (NOS) de animais tem sido
relatada em diferentes espécies de plantas, pela acéo indireta de oxidacdo de L-arginina em L-
citrulina, que é dependente dos inibidores de NOS de mamiferos (Corpas et al. 2009). No
entanto, genes homdélogos a NOS de mamiferos ainda ndo foram identificados em plantas. O
gene AtNOAL, que codifica uma enzima do tipo NOS em plantas, foi identificado como
potencial responsavel pela sintese de NO dependente de L-arginina em A. thaliana (Guo et al.
2003). Posteriormente, foi demonstrado que esse gene codifica uma GTPase (Zemojtel et al.
2006) e que a baixa emissdo de NO do mutante AtNOA1 é uma consequéncia de alteracdes na
sintese de proteinas (Crawford et al. 2006, Liu et al. 2010).

A producdo de NO em plantas a partir da reducdo do NO, pode ocorrer na reagdo
catalisada pela enzima nitrito:NO redutase (Ni:NOR) na membrana plasmatica (Stohr et al.
2001) e na reacdo dependente de NAD(P)H catalisada pela enzima nitrato redutase (NR) no
citosol (Dean & Harper 1988, Rockel et al. 2002). Além disso, a producéo de NO dependente

da atividade de NR ja foi descrita para diversas espécies de plantas, assim como para
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Chlamydomonas reinhardtii (Arasimowicz & Floryszak-Wieczorek 2007). Embora a NR
possa apresentar uma atividade secundaria redutora de NO,, esta parece ocorrer somente em
condicdes especificas, como baixas concentracfes de oxigénio, baixo pH e altos niveis de
NO," (Rockel et al. 2002, Planchet et al. 2005). Estas condi¢cdes podem ocorrer durante a
germinagdo de sementes (Borisjuk et al. 2007, Benamar et al. 2008) e quando as raizes séo
submetidas a condicdes de alagamento (Oliveira et al. 2013). Desta forma, alguns autores
sugerem que o principal papel da NR na sintese de NO seja o seu papel na geracdo de NO,
que posteriormente é reduzido a NO pela cadeia respiratoria mitocondrial (Modolo et al.
2005). Outros mecanismos ndo-enzimaticos foram propostos para a formagdo de NO, como a
reducdo do NO; pelos carotenoides, mediada por luz (Wojtaszek 2000, Del Rio et al. 2004).
As poliaminas, que incluem moléculas como a putrescina, espermidina e espermina, que sdo
sintetizados a partir de L-arginina, podem induzir a produgdo do NO, no entanto o mecanismo
exato ainda é desconhecido (Tun et al. 2006).

Os SNO sdo formados a partir da reacdo do NO com grupos tiol na presenca de
oxigénio e mediada por intermediarios reativos formados durante a auto-oxidacdo do NO,
como 0 NO; ou N,O3 (Kolesnik et al. 2013). A GSNO é formada pela reacdo do NO com a
GSH, na presenca de oxigénio, e pode funcionar como um reservatério intracelular mével do
NO em células de animais e de plantas (Durner & Klessig 1999, Ng & Kubes 2003,
Derakhshan et al. 2007, Marino & Gladyshev 2010). A enzima designada como alcool
desidrogenase classe Il (ADH3) catalisa a reducdo da GSNO dependente de NADH em
GSSG e NHj3, sendo também conhecida como enzima formaldeido desidrogenase dependente
da glutationa (FALDH) ou GSNO redutase (GSNOR) (Liu et al. 2001).

O termo “estresse nitrosativo” ¢ utilizado para descrever os danos celulares causados
por um desbalanc¢o na sintese de NO que leva a um excesso de producdo de NO e outras RNS,
que podem acarretar em toxicidade para as células e tecidos (Corpas et al. 2011) (Figura 4). O
peroxinitrito (ONOQ"), formado pela reacdo do NO com o O,", pode causar a nitracdo dos
residuos de tirosina de proteina (Ramirez et al. 2011, Astier et al. 2011, Corpas et al. 2013),
gue consiste em dos principais mecanismos de modificagdo pds-traducional em animais e
plantas (Leitner et al. 2009). A nitracdo dos residuos de tirosina possui diversos efeitos sobre
as proteinas, como alteracBes na atividade enzimaética, atividade proteolitica e nivel de
fosforilagdo (Abello et al. 2009), enquanto o aumento da nitracdo desses residuos €
considerada um bom marcador do estresse nitrosativo (Valderrama et al. 2007, Corpas et al.
2008, Chaki et al. 2011). A S-nitrosilagdo de proteinas em animais representa um mecanismo
de regulacdo pos-traducional de sua fungdo (Stamler et al. 2001) e recentemente este

mecanismo tem emergido como atuante em plantas. Diversas proteinas foram identificadas
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como candidatas para a S-nitrosilacdo em plantas através de analises protedmicas, no entanto
o papel fisiolégico destas modificacOes ainda precisa ser elucidado (Lindermayr et al. 2005,
Romero-Puertas et al. 2008). Em sementes de Antiaris toxicaria o tratamento com NO é
capaz de promover um aumento da S-nitrosilacdo das enzimas antioxidantes revertendo o

efeito deletério da dessecacdo destas sementes (Bai et al. 2011).
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L-arginina

Poliaminas
~

= Cadeia Nitrito

| L5
~
b L4
. T

!

GSH
«

N,O;, NO*, GSNO °2"\’ T
transnitrosilagao
( l ¢ ) v Ascorbato/Cu* G S N O
ONOO- @
S-nitrosilacdo de v
prote\i nas Nitragdo datirosinadas GSSG + NH,

proteinas

Figura 4. Modelo do metabolismo do NO em celulas vegetais sobre estresse abidtico.
Adaptado de Corpas et al. 2011.

Em sementes os efeitos do NO na quebra de dorméncia e no estimulo da germinacgéo
ja foram relatados para diversas espécies (Sarath et al. 2006, Bethke et al. 2004, 2006a,
2006bh, Erol et al. 2008). Em sementes de alface, cevada e Paulownia tomentosa, 0 NO é
capaz de estimular a germinacdo independentemente da presenca de luz, que seria necessaria
a quebra de dorméncia dessas espécies (Giba et al. 1998, Beligni & Lamatina 2000, Bethke et
al. 2004). Em sementes de A. thaliana o tratamento com solugdes doadoras de NO se mostrou

17



tdo eficaz quanto a estratificacdo para a superacdo da dorméncia priméaria (Bethke et al.
2004).

Krasuska e Gniazdowska (2012) propuseram um modelo denominado “porta
nitrosativa”, similar ao proposto para ROS na germinacdo e na quebra de dorméncia de
sementes, relacionando o conteddo de RNS a estes processos. Nesse modelo, a germinacao
das sementes so seria possivel quando o conteddo RNS estivesse dentro dos limites da “porta
nitrosativa”, sendo que valores inferiores a essa faixa ndo seriam suficientes para promover a
germinacdo, enquanto valores superiores de RNS induziriam danos nos componentes
celulares, que impediriam ou atrasariam a germinacao das sementes.

A producdo de NO em células e tecidos de plantas pode ocorrer em resposta ao
estresse abiotico (Garcés et al. 2001) e ataque de patdgenos (Delledonne et al. 1998), e 0 NO
produzido pode induzir a sintese de metabdlitos secundarios pelas plantas (Sudha &
Ravishankar 2002, Hahlbrock et al. 2003). Muitos estudos indicam que o NO esta envolvido
na producéo eliciada de metabdlitos secundarios, como a saponina (Hu et al. 2003), hipericina
(Xu et al. 2005a), puerarina (Xu et al. 2006), catarantina (Xu & Dong 2005), a artemisinina
(Zheng et al. 2008) e taxanos (Wang et al. 2006) em culturas de células e tecidos de plantas.
Alguns autores demonstraram que a producdo de NO induzida por eliciadores fungicos pode
mediar a ativacdo de genes de defesa e 0 acimulo de metabdlitos secundarios (Modolo et al.
2002, Xu et al. 2005a). Através de bioensaios com cotilédones de soja, Modolo e
colaboradores (2002) identificaram um acUmulo de gliceolinas, daidzeina e genisteina na
presenca de eliciadores fungicos e de doadores de NO, mas o teor e o perfil de acimulo dos
mesmos diferiram conforme o eliciador utilizado, sendo o doador de NO o mais eficiente. A
primeira evidéncia de inducdo de genes de PAL (fenilalanina aménia liase) e CHS (chalcona
sintase) pelo NO foi observada em células de soja em suspensdo infectadas com a bactéria
avirulenta Pseudomonas syringae pv. glycinea (Delledonne et al. 1998). Um aumento drastico
do nivel de transcritos PAL e CHS foi detectado nas primeiras 3 horas apds a infeccdo. A
adicdo de um sequestrador de NO, carboxi-PTIO (cPTIO), impediu o acumulo destes
transcritos, sendo que o uso de doadores de NO estimulou a transcricdo destes genes
(Delledonne et al. 1998). O tratamento com metiljasmonato, acido salicilico ou NO promoveu
um aumento na exsudacdo de metabdlitos secundarios por raizes de A. thaliana e alteracoes
na expressdo de genes envolvidos com o transporte de membranas (Badri et al. 2008).
Embora alguns trabalhos descrevam um efeito do NO na producdo de metabolitos secundarios
em plantas, com consequéncias sob a resposta de defesa das mesmas, ndo ha relatos de
trabalhos publicados que investiguem a relacdo NO, metabolismo oxidativo e sintese de

metabdlitos secundarios em sementes.
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1.6. Interacédo ROS x RNS

Conforme descrito acima, estas duas familias de moléculas (ROS e RNS) estdo
envolvidas na sinalizacdo de varios processos fisiologicos em plantas. No entanto, em
condicOes de estresse ambiental, pode haver um desequilibrio na producdo destes radicais,
que podem causar danos as células, sendo que parte das moléculas produzidas pode atuar no
reparo dos danos causados (Corpas et al. 2013).

O NO atua na protecdo contra estresses bidticos e abioticos, como o estresse oxidativo
decorrente da exposicdo a salinidade e metais pesados, principalmente por modulagdo das
enzimas que participam do metabolismo antioxidante e/ou por sequestro direto de ROS
(Kopyra & Gwozdz 2003, Laspina et al. 2005). Diversos estudos indicaram que o NO pode
sequestrar ROS e proteger as células vegetais de danos, enquanto outros tém demonstrado que
0 NO afeta a producdo de ROS ou que ambos interagem durante a morte celular (Clark et al.
2000, Delledonne et al. 2001, Beligni et al. 2002, De Pinto et al. 2002). O pré-tratamento com
SNP (doador de NO) reverte os efeitos inibitérios do estresse induzido pelo cobre na
germinacdo de sementes de trigo, por promover um aumento na atividade SOD e CAT
reduzindo o conteudo de H,O, e o nivel de MDA (Hu et al. 2007). Efeito similar foi
observado em folhas de Oryza sativa submetidas ao estresse por cobre, onde o tratamento
com doador de NO também reduziu o conteudo de MDA e promoveu um aumento da
atividade de enzimas detoxificantes de ROS (Yu et al. 2005). Por outro lado, em altas
concentracdes, 0 NO pode ter um efeito toxico, sendo capaz de danificar as membranas
celulares e inibir a atividade de enzimas antioxidantes levando ao acimulo de ROS (Romero-
Puertas et al. 2004, Bethke et al. 2007).

A interacdo NO e ROS tem sido bastante estudada e debatida e, em alguns casos,
parece contar com um terceiro componente, o acido abscisico (ABA), como observado na
modulacdo do fechamento estomatico em A. thaliana (Desikan et al. 2002, Bright et al.
2006). A interacdo entre NO, ROS e ABA também foi bem documentada durante a
germinacao de sementes de gramineas (Sarath et al. 2007). Perdxido de hidrogénio (H.0,) e
ABA atuam de maneira antagonica, estimulando e inibindo a germinacéo, respectivamente. O
H,0, foi capaz de reverter parcialmente o efeito inibitério do ABA, sendo que a utilizagdo do
PTIO (sequestrador de NO) reverte o estimulo observado na presenca de H,O..

A interacdo entre ROS e RNS, em condicdes especificas de estresse ambiental, pode
causar estresse oxidativo e nitrosativo, como descrito para plantas submetidas a baixas
temperaturas (Airaki et al. 2012), salinidade (Valderrama et al. 2007, Leterrier et al. 2012,

Tanou et al. 2012) e seca (Signorelli et al. 2013). Em outros casos, o equilibrio entre a
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producédo de NO e de ROS parece determinar o resultado final, como observado em culturas
de células de Glicyne max em que altas concentracBes de NO néo levam a morte celular se
nao forem acompanhadas de um “burst” oxidativo (Delledonne et al. 2001).

As células vegetais respondem a diversos eliciadores bioticos e abitticos ativando uma
vasta gama de reacBes (fluxo de ions através da membrana, sintese de ROS, fosforilagdo e
desfosforilacdo de proteinas). Estes sdo componentes presumiveis da via de transducdo de
sinal que leva a respostas de defesa, como ativacdo de genes de defesa, hipersensibilidade e
morte celular (Wu et al. 2007). Tem sido sugerido que o NO atua sinergisticamente com as
ROS, amplificando estas respostas de defesa (Wang & Wu 2005). Em raizes adventicias de
Panax ginseng, a aplicacdo de NO exdgeno por meio do SNP ativou a atividade NADPH
oxidase, que induziu um aumento de O, e estimulou a atividade de enzimas antioxidantes
(SOD, CAT e APX). O aumento da atividade destas enzimas sob eliciacdo do NO foi
responsavel pelo menor teor de H,O, e menor peroxidacao lipidica (Tewari et al. 2008). Em
raizes adventicias de Echinacea purpurea, o papel do NO sobre a producdo de ROS pode
estar relacionado com a concentracdo da solucdo doadora aplicada. O tratamento com SNP
(até 100 uM) provocou um declinio no conteudo de H,O, e peroxidacdo lipidica, porém
concentracdo mais elevada deste doador de NO (250 upM) teve efeito prd-oxidante,
aumentando os niveis de H,O; e da peroxidacdo lipidica, além de diminuir a atividade APX
(Wu et al. 2007). Em embriGes de macd, a fumigacdo com NO promoveu a perda de
eletrolitos imediatamente apds a fumigacdo, sendo que esse aumento temporério da
permeabilidade da membrana pode promover a germinacédo, e permitir a liberagdo de H,0,
para o meio (Gniazdowska et al. 2010, Krasuska & Gniazdowska 2012).

A analise de expressdo em larga escala em plantulas de A. thaliana tratadas com duas
concentragdes de SNP (0,1 e 1 mM) indicou 342 genes super-expressos e 80 genes com
reducdo do acumulo de transcritos por efeito do NO. Dentre esses genes, 0s pertencentes as
categorias “gerac¢do e remog¢ao de ROS” e “protecdo contra estresse oxidativo” se mostraram
bastante afetados pelo tratamento com NO, reforcando o “cross-talk” entre essas duas vias
metabdlicas (Parani et al. 2004). Zago et al. (2006) relataram que, dos 214 transcritos
sequenciados em ceélulas de tabaco induzidas a morte celular, 152 genes foram induzidos de
forma independente por NO ou H;0,, indicando uma sobreposicdo entre as vias de
sinalizacdo desencadeadas por cada molécula.

Evidéncias da relacdo entre ROS e RNS tem se acumulado na ultima década,
resultando na hipotese de que as vias de sinaliza¢do oxidativa e nitrosativa estejam conectadas
nas respostas de plantas aos estresses ambientais (Molassiotis & Fotopoulos 2011, Corpas &

Barroso 2013, Puppo et al. 2013). Desta forma, a interacdo entre 0s processos hormonais e 0s
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mecanismos de producdo e eliminacdo de ROS e RNS torna-se um aspecto fundamental para

determinar a tolerancia das plantas as condi¢cGes ambientais adversas (Salgado et al. 2015).

1.7. Sesbania virgata

Sesbhania virgata (Cav.) Pers. pertence a familia Leguminosae (Fabaceae), sub-familia
Faboideae (Papilionoideae) (Lavin 1987, Judd et al. 1999, Kissmann & Groth 1999) e possui
alguns sinénimos como Aeschynomene virgata (Cav.), Coronilla virgata (Cav.) Willd. e
Sesbania marginata Benth. (Kissmann & Groth 1999). A espécie é conhecida popularmente
como sarazinho, mae-josé e feijdo-do-mato e distribui-se pelas regiées Sul, Sudeste e Centro-
Oeste do Brasil, além do Paraguai, Uruguai, norte e nordeste da Argentina (Kissmann &
Groth 1999, Lisboa 2003). S. virgata € uma espécie pioneira de crescimento rapido,
infestante, perene, reproduzida por semente, com héabito arbustivo que pode atingir de 2a 4 m

de altura (Figura 5).

Figura 5. Arbusto (A), fruto maduro com sementes (B), flores (C) e sementes (D) de

Sesbania virgata. Adaptado de Simdes (2008).

Esta espécie produz um grande nudmero de sementes com alta viabilidade e que séo
dispersas dentro de frutos de legumes indeiscentes que flutuam na &gua (Pott & Pott 1994,
Simdes et al. 2008). Além disso, as sementes dessa espécie possuem germinacao rapida e
bastante homogénea, algo pouco comum entre sementes de plantas nativas. As sementes

apresentam dorméncia tegumentar e endosperma que acumula galactomanano como
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polissacarideo de reserva de parede celular. O processo germinativo dessas sementes ocorre
até o segundo ou terceiro dias apos a embebicdo (Buckeridge & Dietrich 1996, Potomati &
Buckeridge 2002, Tonini et al. 2007). A mobilizacdo do galactomanano ocorre apos a
germinagdo e envolve trés enzimas hidroliticas: a-galactosidase, endo-pf-mananase e exo-f3-
manosidase (Buckeridge et al. 2000). A presenca deste polissacarideo em S. virgata ja foi
associada as propriedades mecanicas do endosperma e protruséo da radicula e com o controle
da embebicdo nos estagios iniciais da germinacao (Tonini et al. 2006, 2007). Recentemente,
Zerlin (2011) demonstrou que o tratamento com solugfes doadoras de NO nédo afeta a
embebicdo e a germinacdo de sementes de S. virgata, porém atrasa a degradacdo da reserva de
galactomanano utilizada no desenvolvimento inicial da plantula (Zerlin 2011). Estes
resultados sugerem que presenca do tegumento e do galactomanano controlem a entrada do
NO aplicado reduzindo assim os efeitos promovidos por esta molécula.

As sementes desta espécie acumulam no tegumento flavonoides e proantocianidinas e
no embrido acumulam o alcaloide sesbanimida A, que apresenta atividade antifingica
(Simdes 2008). Simdes et al. (2008) encontraram grandes quantidades de (+)-catequina nos
exsudatos de sementes de S. virgata, que possuem atividade fitotoxica sobre A. thaliana e O.
sativa. El Id e colaboradores (2015) mostraram que os aleloquimicos exsudados por S. virgata
apresentam maior potencial de inibicdo da germinacdo e desenvolvimento de espécies
cultivadas do que de espécies nativas que co-ocorrem com S. virgata. A presenca de proteina
com atividade inibitéria do crescimento de fungos fitopatogénicos ja foi observada em
sementes de S. virgata (Praxedes et al. 2011). Altas concentracdes de ABA também foram
detectadas nos exsudatos destas sementes (D.S. Mignoni, comunicacao pessoal).

S. virgata é encontrada em locais muito Umidos ou alagados, principalmente em solos
modificados, como campos de arroz irrigado e apesar de ndo ser espécie predominante em
suas areas de ocorréncia, desequilibrios no manejo destas areas podem determinar um
aumento no numero de espécimes (Kissmann & Groth 1999). Além disso, esta espécie €
considerada uma espécie promissora para a recuperagdo de areas degradadas e revegetacao de
mata devido a sua rusticidade, tolerancia a solos de baixa fertilidade e condigdes de baixa
oxigenacdo, e capacidade de competir com plantas herbaceas (Zayat 1996, Coutinho et al.
2005, Zanandrea et al. 2010). No entanto, no nordeste brasileiro S. virgata comecou a
colonizar margens de rios e reservatorios de agua artificiais, apresentando um comportamento
invasivo devido a formacdo de populagdes macigas dominantes que suprimem a regeneragdo
natural de plantas nativas (Souza et al. 2011).

Tendo em vista que 0 NO tem sido relatado como um indutor de resposta de defesa em

plantas e que sua interagdo com ROS parece amplificar estas respostas, essa interacao poderia
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modular as atividades bioldgicas em sementes de S. virgata, que em condi¢des normais
exsudam grande quantidade de substancias com atividade microbiana e fitotoxica, como a
catequina e a sesbanimida A. Desta forma, a interacdo entre NO x ROS poderia alterar o

potencial antifungico e alelopatico interferindo no potencial invasor desta espécie.

23



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Este trabalho teve por objetivo analisar o efeito do 6xido nitrico (NO) exdgeno sobre a
composicdo e atividade bioldgica dos exsudatos de sementes, assim como avaliar sua relagdo
com o metabolismo nitrosativo e oxidativo durante a germinagao e o desenvolvimento inicial

de Sesbania virgata (Cav.) Pers.

2.2. Objetivos especificos

e Analisar possiveis alteragdes na composic¢ao quimica dos exsudatos induzidas por NO
e determinar se essas alteracdes afetam sua atividade fitotdxica e antifingica, por meio
da realizacdo de bioensaios com A. thaliana, Oryza sativa e Cladosporium
cladosporioides.

e Determinar se a fumigacdo com altas concentracbes de NO induz um estresse
nitrosativo em sementes germinantes de S. virgata, por meio da quantificacdo e
localizagéo de NO nos tecidos e medidas de atividades de enzimas relacionadas;

e Auvaliar se a fumigacdo com altas concentra¢fes de NO induz o acumulo de espécies
reativas de oxigénio nos tecidos e se ha inducdo do sistema antioxidante enzimatico,
por meio da quantificacdo de H,O, e peroxidacdo lipidica e dosagem da atividade de

algumas enzimas antioxidantes.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material bioldgico

e Sementes de Sesbania virgata foram coletadas de 10 matrizes situadas em Lavras
(MG), em abril de 2011.

¢ Sementes de Arabidopsis thaliana L. do ecétipo Columbia foram cedidas pela Dra.
lone Salgado (UNICAMP).

e Sementes de Oryza sativa irrigado cultivar BRS Ourominas foram fornecidas pelo
EMBRAPA Arroz e Feijao (GO).

e O fungo Cladosporium cladosporioides (Fresen.) G.A. de Vries (CCIBt140) foi
obtido a partir de culturas fornecidas pela Micoteca do Instituto de Boténica de
Sao Paulo e mantido em meio BDA (batata-dextrose-agar), no escuro a 25°C por
15 dias.

3.2. Fumigacéo de sementes de S. virgata com o gas NO

As sementes de S. virgata foram escarificadas por abrasdo, com o auxilio de uma lixa,
na regido acima do hilo. Apos a escarificacdo, quinze sementes foram distribuidas em placas
de Petri de 9 cm de didmetro, contendo um papel de filtro embebido com agua destilada na
razdo 0,5 mL . semente™. Para investigar o efeito do NO na germinacéo, as placas foram
fumigadas com NO gasoso, no laboratdrio da Professora Dra. lone Salgado, do Departamento
de Biologia Vegetal da Universidade Estadual de Campinas, em camaras construidas para este

fim (Figura 6).

Figura 6: Camara de fumigacao de NO gasoso.
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As sementes de S. virgata foram fumigadas na concentragdo de 60 ppm do gas NO por
um periodo de 12 horas, conforme descrito por Vitor e colaboradores (2013). O tratamento foi
realizado em camaras de acrilico (Trevisan Tec. LTDA), devidamente lacradas com tampa
transparente, contendo um tubo para entrada e outro para saida de gases. A exposi¢do a uma
atmosfera de 60 ppm se deu pelo fluxo continuo de 300 mL. min™ de gas NO diluido em 210
mL . min™ de ar sintético puro. Como controle, as sementes foram expostas somente &
atmosfera de ar sintético puro. O fluxo total de gases foi medido com um dispositivo de
medicgéo de vazdo (bolhométro). Todo o procedimento foi realizado no interior de uma capela.
Apo6s o tratamento, as placas foram mantidas em camaras do tipo BOD a 26°C com
fotoperiodo de 12 horas, por até 3 dias. Todos os experimentos foram realizados em
quadruplicata. Apds a fumigacdo os exsudatos e as sementes foram coletados, e utilizados

para as analises descritas a seguir (Figura 7).

Sementes de S. virgata (inicio da embebicao)

Fumigacdo por 12 horas

Ar sirtético NO gaioso (60 ppm)
CoTeta
12 rforas 24 T‘oras 48 rlforas 72 P?oras } Tempo de embebicao
l — Proteinas | l
Exsudatos ——» AcUcares (totais e redutores) Tecidos

—» Fenois totais

Raiz  Cotilédone
—» Flavonoides totais

—» Taninos condensados —» NO enddgeno
—» CLAE e CG-EM —» NO in situ
L Bioensaios —» GSNO redutase

—» Enzimas antioxidantes (Apx, CAT, GR e SOD)

—» H,0,

L Peroxidacdo lipidica
Figura 7. Fluxograma representando a fumigacéo e analises realizadas com os exsudatos e 0s
tecidos de sementes de S. virgata.
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3.3. Fumigacédo de catequina comercial e exsudatos com o gas NO

Os exsudatos de sementes de S. virgata foram coletados por lavagem dos papéis de
filtro com agua destilada, filtrados em membrana de nylon e o seu volume foi ajustado para
trés vezes o volume utilizado na embebicdo (volume final = 30 mL) (Simdes 2008). A seguir,
(+)-catequina de fonte comercial (Sigma) (1 mg . mL™) e exsudatos coletados de sementes S.
virgata (24, 48 e 72 horas) foram distribuidos em placas de Petri (5 cm de diametro) contendo
um papel de filtro. As placas contendo a catequina comercial e os exsudatos coletados foram
fumigadas com NO gasoso e ar sintético por um periodo de 12 horas conforme descrito
anteriormente. Apés a fumigacéo, a solucdo foi coletada e os papéis de filtro foram lavados
com agua destilada e seu volume ajustado para trés vezes o volume utilizado (volume final =

8 mL). Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

3.4. Obtencao dos tecidos e exsudatos das sementes

As fumigagdes foram iniciadas juntamente com o processo de embebicdo das
sementes de S. virgata (0 horas ou tempo 0) e os exsudatos foram coletados ap6s o término da
fumigacdo (12 horas) e a cada 24 horas de embebicdo até 3 dias (24, 48 e 72 horas de
embebicdo). As sementes foram coletadas e dissecadas em cotilédones e raizes, que foram
congelados em nitrogénio liquido e armazenados & -80 C. Os exsudatos foram coletados por

lavagem dos papéis de filtro com agua destilada conforme descrito anteriormente no item 3.3.

3.5. Quantificacdo de proteinas

Exsudatos de sementes de S. virgata tiveram o seu conteddo de proteinas estimado
pelo método de Bradford (1976). A interacdo entre as proteinas e o corante Coomassie
Brilliant Blue (BioRad) produz o complexo proteina-corante de coloracdo azul que é
proporcional a quantidade de proteinas presentes na amostra. A andlise da formacdo desse
complexo foi determinada em espectrofotdmetro no comprimento de onda (1) de 595 nm e a
quantificacdo realizada utilizando uma curva padrdo com albumina de soro bovino (BSA,
Sigma).

3.6. Quantificacdo de agucares totais e redutores

Os exsudatos de S. virgata foram submetidos a dosagem do contetdo de agUcares
totais pelo método fenol-sulfarico (Dubois et al. 1956). Neste método, os aglcares reagem
com o acido sulfarico produzindo o furfural, que reage com o fenol produzindo um composto

de coloracdo amarela-alaranjada proporcional a quantidade de agucares presentes na amostra.
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A analise da formacdo desse composto foi realizada em espectrofotdbmetro no comprimento de
onda (A) de 490 nm e a quantificacdo realizada utilizando uma curva padrao de glucose.

Os exsudatos também foram analisados quanto aos teores de acUcares redutores de
acordo com o método Somogyi-Nelson (Somogyi 1945). Os acucares redutores, quando
aquecidos em meio alcalino, reduzem o ion cuprico a 6xido cuproso que reage com 0 arsénio-
molibidato e produz o 6xido de molibdénio de coloracdo azul-esverdeado. A analise da
formacdo do 6xido de molibdénio foi verificada em espectrofotdmetro no comprimento de

onda (A) de 520 nm e a quantificacdo realizada utilizando uma curva padrdo de glucose.

3.7. Quantificacdo de fendis totais

O conteldo de fenais totais presentes nos exsudatos foi determinado pelo ensaio com
0 reagente Folin-Ciocalteu conforme descrito por Marinova e colaboradores (2005), com
adaptacGes para microplacas. Em uma placa de Elisa foram adicionadas aliquotas do
exsudato, agua destilada e 10 pL do reagente Folin-Ciocalteu (volume final de reacédo de 100
uL). Apds 5 minutos foram adicionados 100 pL de carbonato de sédio (7%) e agua destilada
(volume final de 250 pL) e a reagdo foi incubada a temperatura ambiente por 90 minutos. O
ensaio de Folin-Ciocalteu baseia-se na reducéo do acido fosfomolibdico-fosfotungstico pelas
hidroxilas fenolicas em meio alcalino produzindo um complexo de coloracdo azul. Apoés
incubacgéo por 90 minutos, a formagédo do complexo foi determinada no comprimento de onda
(A) 750 nm em espectrofotdmetro para microplacas e o conteudo de fendis totais estimado

através de curva padrdo com acido gélico.

3.8. Quantificagio de flavonoides totais

O conteddo de flavonoides totais dos exsudatos foi determinado pelo ensaio
colorimétrico do cloreto de aluminio conforme Chang et al. (2002), com adaptacfes para
microplaca. Em uma placa de Elisa foram adicionadas aliquotas do exsudato, 75 L de etanol
(75%) e 25 pL de acetato de potassio (200 mM). Apds 5 minutos, foram adicionados 5 pL de
cloreto de aluminio (10%) e agua destilada até obter um volume final de 250 uL, que foi
incubado a temperatura ambiente por 30 minutos. A determinacgédo do conteudo de flavonoides
é baseada na formacdo do complexo flavonoide-aluminio de coloracdo amarelada. Apds
incubacdo, a quantidade desse complexo foi avaliada em espectrofotdbmetro para microplacas
a 415 nm e o conteddo de flavonoides totais estimado em funcdo da curva padrdo de

quercetina.
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3.9. Quantificacéo de taninos condensados

Os exsudatos foram submetidos a dosagem de taninos condensados
(proantocianidinas) pelo método de vanilina cloridrica (Broadhurst & Jones 1978). Este
método colorimétrico baseia-se na reacdo da vanilina em meio fortemente &cido com os
taninos (principalmente os flavandis), formando um complexo vanilina-tanino de coloragdo
avermelhada. No entanto, como este ensaio pode sofrer interferéncias de flavandis
monoméricos amplamente distribuidos, tais como catequina e epicatequina (Hagerman &
Butler 1989), esta analise péde ser utilizada como um método preliminar para se estimar a
quantidade de catequina presente nos exsudatos. A analise do complexo vanilina-tanino foi
determinada em espectrofotdmetro no comprimento de onda (1) de 500 nm e a quantificacdo

realizada utilizando uma curva padrao de (+)-catequina.

3.10. Quantificacdo de catequina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A andlise da catequina foi realizada conforme descrito por Simdes (2008), onde
aliquotas de 20 mL dos exsudatos coletados (equivalente aos exsudatos de 10 sementes)
foram submetidas a particdo liquido-liquido por 3 vezes em mesmo volume com acetato de
etila (AcOEt). A fracdo AcOEt obtida foi filtrada em sulfato de sddio anidro e evaporada até a
secura em rota-evaporador. Os extratos secos foram solubilizados em metanol (MeOH) na
proporgao de 100 pL por semente e purificados em filtros Millipore de 45 pm.

Vinte microlitros de cada amostra foram aplicados em coluna C18 em sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) Pro Star, Varian. A separacao foi realizada
em gradiente linear com agua e MeOH acidificados com 0,1% de &cido acético (20% a 100 %
MeOH, vazdo de 0,8 mL. min™). A deteccdo foi realizada a 280 nm e a identificacéo e

quantificacdo da catequina determinada utilizando curva padréo de (+)-catequina.

3.11. Andlise dos exsudatos por Cromatografia a Gas acoplada a Espectrometria de
Massas

Os exsudatos particionados com AcOEt foram analisados por cromatografia a gas
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) conforme descrito por Roessner et al. (2001),
com modificagdes. Primeiramente, 200 pL de exsudatos particionados com AcOEt foram
secos a vacuo, sendo em seguida submetidos a derivatizagdo com 200 pL de piridina, 50 pL
N-O-bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida (BSTFA) e cloridrato de metoxiamina (20 mg/mL
em piridina) a 75 °C durante 1 hora. As amostras foram ent&o transferidas para frascos de
vidro, os quais foram lacrados e injetados automaticamente em um sistema CG-EM composto

por um cromatografo a gas (GC 6890 series) acoplado a um espectrdmetro de massas
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quadrupolo (MSD 5973N) (Agilent Technologies). A separacdo cromatogréfica foi realizada
em coluna de 30 metros DB-5 com espessura de 0,25 mm ¢ filme de 0,25 um. A temperatura
inicial do forno foi de 70° C por 5 min, a temperatura final de 280° C por 1 min, com uma
taxa crescente de 5° C . min™, sendo utilizado o hélio como gés de arraste (taxa de 1 mL .
min™). Os dados foram gerados e analisados através do programa Chemstation (Agilent
Technologies) e os picos detectados foram comparados com os padres corridos e com a
NIST 08 Spectral Library.

3.12. Capacidade de sequestro de NO pelos exsudatos (quelacao)

Para avaliar a capacidade da catequina em quelar o NO, os exsudatos controle e
tratado (coletados as 24 horas de embebicdo), assim como a catequina comercial, foram
analisados em relacéo ao seu potencial de sequestro de NO. A analise foi realizada utilizando
uma solucdo saturada de NO preparada por borbulhamento com gas NO puro em um frasco
selado de borracha, contendo tampéo fosfato (pH 7,2), previamente de-aerado com argdnio. A
concentracdo da solucdo saturada de NO foi estimada em aproximadamente 1,7 mmol. L™,
que corresponde a saturacdo maxima deste gas em solucéo aquosa a 25°C (Henry et al. 1997).
O sequestro do NO foi quantificado utilizando o sensor eletroquimico 1ISO-NOP conectado ao
analisador de radicais livres (Apollo 4000), onde a taxa de degradacdo do NO foi avaliada
durante 30 segundos pelo decaimento do tamanho do pico na presenca ou auséncia das
solugdes testadas (Paquay et al. 2000). Os valores foram comparados com o controle

(contendo apenas 0 NO) e expressos em relacdo ao tamanho do pico deste controle.

3.13. Bioensaios

3.13.1. Bioensaio de atividade fitotoxica com plantulas de A. thaliana

Para avaliar os efeitos fitotoxicos dos exsudatos de sementes de S. virgata fumigadas
com ar e NO, plantulas de A. thaliana foram crescidas em meio liquido MS contendo
exsudatos de diferentes periodos de embebicao, conforme metodologia modificada de Sim&es
e colaboradores (2008). Sementes de A. thaliana foram desinfestadas por 8 minutos em
solucdo de hipoclorito de sédio (0,3% de cloro ativo) e lavadas por 8 vezes com agua
destilada autoclavada. As sementes foram germinadas em placas de Petri (9 cm de didmetro)
contendo meio basal MS (Murashige & Skoog 1962) sélido (0,9% de Agar e 3% de sacarose),
sob temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 16 horas. Apds 7 dias, as plantulas foram
transferidas para microplacas de cultura de tecidos com 12 pogos (2,5 cm de diametro x 2 cm

de profundidade) contendo 1 mL de meio MS liquido (1 plantula/pogo), e mantidas em um
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agitador orbital a 25 + 2 °C, com fotoperiodo de 16 horas. Apés 1 dia, os diferentes exsudatos
de sementes de S. virgata (12, 24, 48 e 72 horas de embebicdo) e (+)-catequina comercial
(200 pg e 500 pg) foram ensaiados quanto a sua atividade fitotdxica em plantulas de A.
thaliana. Os exsudatos e padrdes foram dissolvidos em metanol e aplicados na concentragéo
de 50 pg . pL™ no meio MS liquido, e este solvente também foi utilizado como controle
negativo do ensaio sendo aplicado nas plantulas controle. As plantulas foram mantidas sob
agitacdo constante por 7 dias. Apds este periodo, as plantulas foram removidas dos pocos das
placas, fotografadas e analisadas quanto ao comprimento da raiz e da parte aérea, massa
fresca e seca da raiz e parte aérea. Como o desenvolvimento das raizes de A. thaliana
submetidas aos exsudatos foi drasticamente afetado, as raizes de cada tratamento foram

pesadas em conjunto e posteriormente foi calculada a média da massa seca de cada plantula.

3.13.2. Bioensaio de atividade fitotoxica em sementes de O. sativa

Também se avaliou o efeito fitotdxico dos exsudatos de sementes de S. virgata, com
diferentes periodos de embebicdo, sobre a germinacdo e o desenvolvimento inicial de
sementes de O. sativa (arroz). As sementes de arroz foram desinfestadas conforme descrito
por Simdes (2008). Em seguida, cinco sementes de arroz foram distribuidas em placas de
Petri (5 cm de diametro) contendo catequina comercial (1 mg . mL™) ou solucdo de 1 mg. mL’
! de exsudatos fumigados com ar e NO gasoso (12, 24, 48 e 72 horas de embebicdo). Para
controle do ensaio, sementes de arroz foram distribuidas em placas contendo apenas agua
destilada. O ensaio foi realizado em triplicata e as placas mantidas em camaras do tipo BOD a
25 °C, com fotoperiodo de 12 horas, sendo a distribui¢do das placas inteiramente casualizada
dentro da cAmara. Apos 6 dias, as plantulas foram fotografadas e analisadas em relacdo ao

comprimento da raiz e da parte aérea, massa seca da raiz e da parte aérea.

3.13.3. Bioensaio de deteccéo de substancias antifungicas

A avaliacgdo da atividade antiflngica foi realizada com aliquotas de 200 pg de extratos,
obtidos por particdo com AcOEt dos exsudatos de sementes de S. virgata fumigadas com ar e
NO (12, 24, 48 e 72 horas de embebicdo). Estes extratos foram submetidos a cromatografia
em camada delgada em placa de silica-gel 60 F254 Merck (CCD) eluida no sistema de
solventes cloroférmio: metanol (8:2, v/v). A nistatina (5 pg) foi utilizada como padrdo e como
controle positivo do bioensaio. O ensaio de bioautografia foi realizado utilizando uma
suspensdo de esporos do fungo C. cladosporioides em meio liquido de sais e glucose. A
suspensdo de conidios do fungo (>2 x 10° conidios/mL) foi borrifada sobre a cromatoplaca e

esta foi incubada em camara Umida a 26 °C, no escuro, por 72 horas (Homans & Fuchs 1970).
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Apos este periodo, a presenca de zonas claras de inibi¢do indicou a ocorréncia de compostos
com atividade antifangica. As cromatoplacas foram fotografadas e os valores de Rf

calculados.

3.14. Analise da emissdo de NO com 4,5-diaminofluoresceina (DAF-2)

O NO foi quantificado segundo metodologia adaptada de Ye et al. (2004). A 4,5-
diaminofluoresceina (DAF-2) ¢ uma molécula ndo fluorescente, que reage com derivados do
NO, formados na presenga de oxigénio, e produz o triazolofluoresceina (DAF-2T), que €
altamente fluorescente e tem excitacéo e emissdo maxima em 495 e 515 nm, respectivamente.
Sementes de S. virgata fumigadas com ar e NO gasoso foram coletadas apds 12, 24 e 72
horas, e separadas em raizes e sementes sem raizes. O material vegetal foi pesado e colocado
em um tubo contendo 670 pL de tampéo fosfato 0,1 M (pH 7,2) e 30 pL de solugéo de DAF-2
concentrada (500 pM). Em seguida, o material foi incubado por 1 hora em temperatura
ambiente (no escuro). Apos este periodo, o tecido vegetal foi retirado e os tubos foram
centrifugados a 13400 x g por 5 min. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e
congelado a -80°C até a realizacdo da leitura. O branco consistiu em tampédo fosfato com
DAF-2, submetido as mesmas condi¢cdes que as amostras. As amostras foram diluidas em
tampdo fosfato 0,1 M (volume final = 1,5 mL) e a analise da fluorescéncia realizada em
espectrofluorimetro, com excitacdo a 495 nm e emissdo de 500 a 550 nm. A anélise foi
realizada em colaboragdo com a Dra. lone Salgado, no Departamento de Bioguimica da
UNICAMP.

3.15. Atividade da S-nitrosoglutationa redutase (GSNOR, EC 1.2.1.1)

A atividade da enzima S-nitrosoglutationa redutase (GSNOR) foi determinada pelo
consumo de NADH conforme descrito por Frungillo et al. (2013). Raizes e cotilédones (12,
24, 48 e 72 horas de embebicdo) foram homogeneizados em 400 pL do tampdo de extracdo
constituido por 50 mM tampéo fosfato (pH 7,2), 500 uM cisteina, 500 uM PMSF e 25 uM
leupeptina. Os homogeneizados foram centrifugados a 13400 x g a 4 °C por 20 min e 0
sobrenadante foi utilizado para o ensaio. A mistura de reacdo foi composta por 50 mM
tampéo fosfato (pH 7,2), 175 uM NADH e 175 pM GSNO. O monitoramento do consumo de
NADH foi realizado em espectrofotdmetro a 340 nm durante 300 segundos com intervalo de
10 segundos. A atividade GSNOR foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar
de 6,22 mM™. cm™ (Foyer & Halliwell 1976) e expressa como pmol de NADH . min™. mg™
de proteina.
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3.16. Atividade de enzimas antioxidantes

3.16.1. Preparagéo do extrato enzimatico

Raizes e cotilédones isolados de sementes de S. virgata com 12, 24, 48 e 72 horas de
embebicdo foram previamente triturados em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C. Os
extratos enzimaticos brutos foram obtidos pela homogeneizacdo de 0,1 g de raizes ou
cotilédones em 1,5 mL do tampdo de extracdo constituido por 50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 2
mM EDTA, 1 mM de acido ascérbico, 10% glicerol e 1% polivinil polipirrolidona insoltvel
(PVPP). Os homogeneizados foram centrifugados a 15600 x g a 4 °C por 20 min e 0S
sobrenadantes coletados e utilizados para a quantificacdo da atividade das enzimas

antioxidantes e de proteinas.

3.16.2. Determinacao de proteinas

O conteudo de proteinas dos extratos enzimaticos foi estimado pelo método de
Bradford (1976) tendo albumina de soro bovino (BSA) como padrdo, conforme descrito no
item 3.5.

3.16.3. Atividade da ascorbato peroxidase (APx, EC 1.11.1.11)

A atividade da ascorbato peroxidase (APx) foi realizada pela medicéo da oxidacdo do
ascorbato dependente de perdxido de hidrogénio (H,O,) (Torsethaugen et al. 1997). A mistura
de reacédo foi composta por 0,1 M de tampéo fosfato (pH 7,0), 50 mM de acido ascorbico, 0,1
mM de H,0; e 100 pL de extrato enzimatico. A oxidag¢do do ascorbato foi observada pelo
decaimento da absorbancia a 290 nm, durante 60 segundos de reagdo com intervalo de 1
segundo. A atividade da APx foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de
2,8 mM™. cm™ (Nakano & Asada 1981) e expressa em pmol de ascorbato . min™. mg™ de

proteina.

3.16.4. Atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6)

A atividade da catalase (CAT) foi determinada pelo decaimento da absorbancia a 240
nm durante 60 segundos com intervalo de 1 segundo, devido a degradacdo de H,O,
(Annstrong & Whiteman 2007). A mistura de reacdo foi composta por 50 mM tampao fosfato
(pH 7,0), 10,3 mM de H,0; ¢ 100 uL de extrato enzimatico. Os célculos da atividade foram
realizados com base no coeficiente de extingdo molar de 36 mM™. cm™ (Boscolo et al. 2003)

e expressos em pmol de H,0. min™. mg™ de proteina.
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3.16.5. Atividade da glutationa redutase (GR, EC 1.8.1.7)

A atividade da glutationa redutase (GR) foi estimada pelo consumo do substrato
NADPH, medido pelo decaimento da absorbancia a 340 nm durante 60 segundos com
intervalo de 1 segundo (Schaedler & Bassham 1977). A mistura de reacdo foi composta por
50 mM Tris-HCI (pH 7,8), 0,15 mM NADPH, 0,5 mM glutationa oxidada (GSSG), 3 mM
MgCl,, 1 mM EDTA e 100 pL de extrato enzimatico. A atividade da GR foi calculada
utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 6,22 mM™. cm™ (Foyer & Halliwell 1976) e

expressa como pmol de NADPH . min™. mg™ de proteina.

3.16.6. Atividade da superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)

A atividade da superdxido dismutase (SOD) foi realizada de acordo com método
descrito por Stewart & Bewley (1980). A mistura de reacdo foi composta por tampéo fosfato
50 mM (pH 7,8), 13 mM metionina, 75 mM cloreto de tetrazélio-nitroazul (NBT), 2 mM
riboflavina, 100 nM EDTA, e 100 puL de extrato enzimatico. Os tubos foram agitados e
colocados sob fonte luminosa fluorescente de 40 W por 20 min. Simultaneamente a esta
reacdo, tubos contendo toda a solucdo de reacdo e amostra foram mantidos no escuro. A
atividade da SOD baseia-se na fotoreducdo de O, pela riboflavina que forma o radical
superdxido, e este por sua vez reduz o NBT para formar o composto azul de formazan. Na
presenca da SOD esta segunda reducdo ndo ocorre porque a enzima dismuta o superoxido
mantendo a coloragdo da solucéo inicial (Beauchamp & Fridovich 1971). Desta forma, a
atividade da enzima foi quantificada em espectrofotdmetro a 560 nm, pela diferenca entre as
absorbancias das amostras iluminadas e ndo iluminadas. Uma unidade de atividade da SOD

foi considerada como a quantidade de enzima necessaria para inibir 50% da redugdo do NBT.

3.16.7. Atividade isoenzimatica da superdxido dismutase

A atividade da SOD também foi analisada por eletroforese em gel de poliacrilamida
ndo-desnaturante (PAGE) 12%, utilizando sistema de mini-gel (BioRad), conforme Davies
(1971). O principio da reacdo para determinacdo da atividade da SOD em gel é o mesmo
descrito para a atividade em espectrofotdmetro, onde na presenca da SOD ocorre menor
formacéo de formazan e o gel fica claro, sendo que na auséncia da SOD ha maior formacédo de
formazan e o gel fica escuro.

Ap0s a determinacgdo da concentracdo de proteina nos extratos enzimaticos (Bradford
1976), aliquotas contendo 20 ug de proteina e o tampédo de amostra foram aplicadas em cada
poco. A eletroforese foi conduzida a 4°C com uma voltagem constante de 50 V/gel. Apés o

término da corrida, o gel foi incubado por 20 minutos na mistura de reacdo contendo 0,1 mM
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NBT, 10 mM EDTA, 0,05 mM riboflavina e 50 mM Tris-HCI (pH 8,3) com agitacéo
constante e na auséncia de luz. Depois da lavagem do gel, este foi mergulhado em agua e
exposto a luz até que as bandas de SOD aparecessem por revelacdo negativa. Em seguida, a
reacdo foi interrompida com uma solucéo 6% de acido acético. A captura da imagem dos géis
foi realizada em sistema de fotodocumentacdo L-Pix (Loccus Biotecnologia) e as imagens
analisadas com o software LABIMAGE 1D 1.10 (Loccus Biotecnologia).

Para determinacdo das isoenzimas da SOD, utilizou-se o método de inibicdo com
KCN e H,0, (Ferreira et al. 2002). Para isto, um gel contendo apenas uma amostra foi
dividido em trés partes sendo cada parte revelada com um reagente diferente. A primeira parte
foi revelada com a mistura de reacdo contendo riboflavina e NBT (conforme descrito
anteriormente). A segunda parte foi incubada em solugdo 10 mM KCN e a terceira parte
incubada em 10 mM H,0, por 20 min na auséncia de luz. Apos este periodo, as partes do gel
foram lavadas e incubadas na mistura de reagdo contendo riboflavina e NBT por 20 min.
Posteriormente os géis foram expostos a luz até o aparecimento das bandas de SOD e a reacédo
foi interrompida com uma solucdo 6% de &cido acético. A identificacdo das isoenzimas foi

realizada através da exclusdo de bandas, conforme representacéo a seguir (Figura 8):

Controle KCN H,0,

MnSOD

Isoenzimas { FeSOD

Cu/zZnSOD

Figura 8: Representacdo da determinacdo das isoenzimas da SOD através da inibicdo de
bandas com KCN e H,0,.

3.17. Quantificacdo de perdxido de hidrogénio e determinacao da peroxidacéo lipidica

A quantificacdo de perdxido de hidrogénio (H,0,) e a determinagdo da peroxidacéo
lipidica foram realizadas no mesmo extrato. Raizes e cotilédones macerados (100 mg) foram
homogeneizados em 1 mL de &cido tricloroacético (0,1%) e centrifugados a 15600 x g por 10
min a 4°C (Alexieva et al. 2001).

A avaliacéo do conteido de H,0, foi realizada de acordo com Boaretto et al. (2014). A
reacao foi composta por 200 pL de extrato, 200 pL de tampdo fosfato (100 mM, pH 7,0) e
800 pL de iodeto de potassio (1M), incubado a 4°C por 1 hora (no escuro). O contedo de
H,0, foi determinado em espectrofotdmetro a 390 nm. O resultado foi expresso em pg de

H,0, . g™ de massa fresca.
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A determinagdo da peroxidagdo lipidica foi realizada através da concentracdo do
malondialdeido (MDA), um produto da peroxidacdo lipidica que reage com o &cido
tiobarbitarico. O homogeneizado (250 uL) foi adicionado a 1 mL de uma solugédo contendo
20% de &cido tricloroacético e 0,5% de &cido tiobarbiturico. A mistura foi incubada a 95°C
por 30 minutos e centrifugada a 15600 x g por 5 min (Boaretto et al. 2014). As leituras foram
realizadas em espectrofotbmetro a 535 e 600 nm e a concentracdo de MDA estimada pelo

1

calculo da ABSs3snm-ABSgoonm cOm base no coeficiente de extingdo molar de 155 mM™. cm™.

O resultado foi expresso em nmol MDA. g™ de massa fresca.

3.18. Localizacéo in situ de NO

Para a deteccdo de NO, raizes e cotilédones de sementes submetidas a fumigacdo com
ar e NO foram cortados a méo e incubados em 10 mM de tampao Tris-HCI (pH 7,4) contendo
10 mM DAF-2DA (Sigma-Aldrich) por 15 minutos a 25°C no escuro (Sandalio et al. 2008).
A reacdo do NO com DAF-2DA produz DAF-2T, que é monitorado em um microscopio de
fluorescéncia. Posteriormente, os cortes foram lavados duas vezes com 10 mM tampédo Tris-
HCI (pH 7,4) por 15 minutos cada e as laminas foram montadas. As secc¢des foram analisadas
sob filtro azul (~450-490 nm) para observacdo de compostos fendlicos e filtro verde (~500-
560 nm) para deteccdo de NO, em microscopio de fluorescéncia Widefield (Leica DM
5500B). Neste equipamento, é possivel a aquisicdo de uma mesma imagem nos diferentes
filtros e a sobreposicao das imagens de forma a distinguir a emissdo de compostos fendlicos e
emissdo de NO. As imagens foram adquiridas e processadas neste mesmo equipamento, a
partir do software Leica LAS-AF. Esta andlise foi realizada nos laboratérios de Evolucdo e

Diversidade e de Neurociéncias da Universidade Federal do ABC.

3.19. Andlise estatistica

O delineamento experimental foi totalmente casualizado. A analise estatistica foi
realizada com auxilio do teste t-Student, a fim de comparar o tratamento controle (Ar) com o
NO para cada tempo de embebicdo. Os resultados dos bioensaios de atividade fitotoxica
foram submetidos a analise de variancia um fator (ANOVA) e ao teste de Tukey a 5% de

probabilidade.
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4. RESULTADOS

4.1. Efeito do NO gasoso sobre a germinagdo e a morfologia de plantulas de Sesbania
virgata

A andlise da taxa de germinacdo de sementes de S. virgata indicou que a porcentagem
méaxima de germinacdo foi atingida entre 48 e 72 horas de embebicdo, porém nao foram

observadas diferencas significativas entre o tratamento com NO e o controle (Figura 9).
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Figura 9. Taxa de germinacdo de sementes de S. virgata submetidas a fumigacdo com ar
comprimido (controle) e NO gasoso (60 ppm) por 12 horas. As barras representam o desvio
padrdo das médias (n=4).

A fumigacdo com NO também néo afetou o desenvolvimento das plantulas, tendo em
vista 0 aspecto similar entre os tratamentos em relacdo a morfologia dos cotilédones,

hipocétilo e raizes (Figura 10).
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Figura 10. Morfologia de plantulas de S. virgata com 21 dias ap0s a embebic¢do. As sementes
foram submetidas a fumigagdo com ar comprimido (controle) e NO gasoso (60 ppm) por 12
horas.

4.2. NO gasoso x exsudacéo de metabolitos primérios e secundarios em S. virgata

Na andlise do teor de proteinas exsudadas pelas sementes de S. virgata observou-se
que a fumigacdo com NO n&o promoveu alteracdes em comparagdo com o controle, sendo
detectadas quantidades similares de proteinas totais nos exsudatos durante todo o periodo de
embebicdo (Figura 11). O pico de exsudacdo de proteinas foi observado em 48 horas de
embebicao.
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Figura 11. Quantificacdo do teor de proteinas totais exsudadas por sementes de S. virgata
submetidas a fumigacdo com ar comprimido (controle) e NO gasoso (60 ppm) por 12 horas.

As andlises foram realizadas com exsudatos controle e tratado coletados apds 24, 48 e 72
horas de embebicdo. As barras representam o desvio padréo das medias (n=6).
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Na Figura 12, pode-se observar que o tratamento com NO ndo alterou a exsudagéo de
acucares totais em relacdo ao controle (Figura 12A). Quanto aos agucares redutores, também
ndo foram observadas diferencas significativas na exsudacdo destes agucares entre sementes
controle e tratadas com o NO (Figura 12B). De um modo geral houve diminui¢do no teor de
acucares totais e redutores exsudados ao longo do processo germinativo e pos-germinativo em

ambos 0s tratamentos.
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Figura 12. Quantificacdo de acUcares totais (A) e acglcares redutores (B) exsudados por
sementes de S. virgata submetidas a fumigacdo com ar comprimido (controle) e NO gasoso
(60 ppm) por 12 horas. As andlises foram realizadas com exsudatos controle e tratado
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coletados apos 24, 48 e 72 horas de embebicdo. As barras representam o desvio padrdo das
médias (n=6).

A analise do contetdo de fendis totais indicou que em 12 e 24 horas de embebicao
houve uma menor exsudacdo deste composto por sementes tratadas com NO quando
comparadas ao controle (Figura 13). Apos este periodo, os exsudatos controle e tratado com
NO apresentaram valores similares de fenois totais. Quando analisamos o perfil geral da
exsudacdo destes compostos, verificamos que ocorre uma maior exsudacao entre o inicio da
embebicdo e a germinacdo (48 horas), e que posteriormente hd uma reducdo drastica no

conteldo de fendis.
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Figura 13. Quantificacdo de fendis totais exsudados por sementes de S. virgata submetidas a
fumigacdo com ar comprimido (controle) e NO gasoso (60 ppm) por 12 horas. As analises
foram realizadas com exsudatos controle e tratado coletados apds 12, 24, 48 e 72 horas de
embebicdo. As barras representam o desvio padrdo das médias (n=6). Os asteriscos indicam
diferencas significativas entre os tratamentos com o mesmo tempo de embebicdo (teste t-
Student, P<0,05).

Em relagdo aos flavonoides totais, a comparagdo entre os exsudatos de sementes
fumigadas com ar e NO néo indicou diferengas significativas entre os tratamentos ao longo do
periodo analisado (Figura 14). A analise do perfil de exsudacdo de flavonoides totais
apresentou um pico em 24 horas de embebicéo, seguido por uma reducdo em seu conteddo em
48 horas.
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Figura 14. Quantificacdo de flavonoides totais exsudados por sementes de S. virgata
submetidas a fumigagdo com ar comprimido (controle) e NO gasoso (60 ppm) por 12 horas.
As analises foram realizadas com exsudatos controle e tratado coletados apds 12, 24, 48 e 72
horas de embebicdo. As barras representam o desvio padrdo das médias (n=6).

A andlise de taninos condensados indicou uma diminui¢do significativa nos niveis
desta classe de compostos nos exsudatos de sementes fumigadas com NO em 12 e 24 horas de
embebicdo (Figura 15). Tendo em vista que neste método, tanto as catequinas quanto 0s
dimeros e trimeros de catequina reagem com a vanilina-cloridrica, a diminui¢do observada se
deve provavelmente a queda no teor de catequina, composto exsudado em grandes
quantidades pelas sementes de S. virgata (Simdes 2008). Contudo, o tratamento com NO
também promoveu um aumento na exsudacao de taninos em 48 horas. Se analisarmos o perfil
de exsudacdo de taninos condensados ao longo da embebicdo, em sementes controle
observamos um pico em 24 horas seguido por uma reducdo em seu contetdo durante o
periodo avaliado, sendo que no tratamento com NO esse pico aparece apenas em 48 horas.
Além disso, a partir de 96 horas os taninos/catequina nao foram detectados nos exsudatos pela
dosagem colorimétrica, indicando que a exsudacdo desses compostos cessou tanto no

tratamento com NO como no controle (dados ndo mostrados).
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Figura 15. Quantificacdo de taninos condensados exsudados por sementes de S. virgata
submetidas a fumigacdo com ar comprimido (controle) e NO gasoso (60 ppm) por 12 horas.
As andlises foram realizadas com exsudatos controle e tratado coletados ap6s 12, 24, 48 e 72
horas de embebicdo. As barras representam o desvio padrdo das médias (n=8). Os asteriscos
indicam diferencas significativas entre os tratamentos com o mesmo tempo de embebicdo
(teste t-Student, P<0,05).

Anaélises realizadas por CLAE indicaram a diminui¢do no teor de catequina exsudada
pelas sementes fumigadas com NO em 12 e 24 horas de embebicédo (Figura 16), confirmando
os dados da dosagem colorimétrica de taninos condensados. Em 48 horas, observou-se um
aumento no conteudo de catequina exsudada pelas sementes tratadas com NO em rela¢do ao
controle, também de modo similar ao observado nas anélises de taninos condensados. Além
disso, quando analisamos o perfil geral da catequina verificamos que ambos os tratamentos
apresentam um pico de exsudacdo desse composto em 24 horas seguido por uma reducdo em

seu contetido ao longo do periodo avaliado.
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Figura 16. Quantificacdo de catequina presente em exsudatos de sementes de S. virgata
submetidas a fumigacdo com ar comprimido (controle) e NO gasoso (60 ppm) por 12 horas.
Os exsudatos controle e tratado foram coletados apos 12, 24, 48 e 72 horas de embebicdo e
submetidos a particdo com acetato de etila. As anélises foram realizadas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) e a catequina foi detectada e quantificada utilizando padréo
comercial. As barras representam o desvio padrdo das médias (n=4). Os asteriscos indicam
diferencas significativas entre os tratamentos com o mesmo tempo de embebicdo (teste t-
Student, P<0,05).

Tendo em vista a alteracdo nos teores de catequina, segundo identificacdo por CLAE
pela comparagdo com o tempo de retencdo do padrdo comercial, realizou-se a analise dos
exsudatos por CG-EM, que permitiu a identificacdo especifica da catequina baseada no
padrdao de fragmentacdo de ions desse composto, possibilitando assim a confirmagdo da
presenca de catequina nos exsudatos. A proporcao relativa da catequina também indicou uma
diminuigdo no tratamento com NO em 12 e 24 horas de embebicdo e uma tendéncia de

aumento em 48 horas (Figura 17).
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Figura 17. Proporcdo relativa de catequina presente em exsudatos de sementes de S. virgata.
As sementes foram submetidas a fumigacdo com ar comprimido (controle) e NO gasoso (60
ppm) por 12 horas. Os exsudatos controle e tratado foram coletados apos 12, 24, 48 e 72 horas
de embebicdo e submetidos a particdo com acetato de etila. As analises foram realizadas por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). Todos os valores foram
normalizados para o controle (Ar) com 12 horas de embebicdo. As barras representam o
desvio padrdo das médias (n=3). Os asteriscos indicam diferencas significativas entre os
tratamentos com 0 mesmo tempo de embebicéo (teste t-Student, P<0,05).

Além da quantificacdo de catequina, a analise por CLAE em outro comprimento de
onda (254 nm) foi empregada visando detectar eventuais diferencas no perfil de exsudacédo de
outros flavonoides. Os perfis cromatograficos foram semelhantes para os exsudatos controle e
tratado com NO quando comparamos 0 mesmo tempo de embebicdo (Figura 18). Tambeém &
possivel observar que a intensidade dos picos (mVolts) foi bastante similar entre os
tratamentos. Além disso, a andlise dos exsudatos controle e tratado por CG-EM néo indicou

alteracdes no perfil de outros compostos (dados ndo mostrados).

44



Controle (Ar) Tratado (NO)

= mVoIt;
mVolts
m
250+ 2004 é
C
2007 150 JU>
1504 ‘ 3
100 o)
101 I‘ N
50+
50 ! J " ol
_J’]._ oo P — -o—u-"l \- — ‘\_HxJI |
0 -
mVoIt: mVolts|
150 l m
125+ X
wn
100+ C
100 O
75 >
-~ 50+ | h g
25 | | h |1 =
0 P P A_-_m*"\\_ __A vy L\-/v' l'-.--m.-_,-"-M"M e
mVoIt: mVoIt:
25+ m
20 X
20 | b
154 o
154 |1| 1>|
10 104 ‘ ! || | 9.
| N
5+ 5 [ |||Ii| || |"| | ||I >
0 O e -_,_i'\.,-_—r“'\-/l 'k_ﬂ_ I Y VA DIV N I
10 20 30 40 10 20 30 40
Minutos Minutos

Figura 18. Perfis cromatograficos obtidos por CLAE (A= 254 nm) dos exsudatos de sementes de S. virgata fumigadas com ar comprimido (controle) e
NO gasoso (60 ppm) por 12 horas. Os exsudatos controle e tratado foram coletados apds 24, 48 e 72 horas de embebicéo e submetidos a particdo com
acetato de etila. A separacéo foi realizada em gradiente linear com agua e acetonitrila acidificados com 0,1% de acido acético (10% a 35 % acetonitrila,
vazdo de 0,8 mL . min™).
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4.3. NO exdgeno x contetdo de catequina

O menor contetdo de catequina observado em 12 e 24 horas nas sementes de S.
virgata fumigadas com NO sugere: i) diminuicdo da sintese de catequina pelo NO ou; ii)
degradacédo da catequina durante o processo de fumigacdo; ou iii) reacdo da catequina com
NO. Para testar as hipoteses acima, procedeu-se primeiramente a dosagem de catequina nos
exsudatos previamente liberados e coletados de sementes e fumigados isoladamente, na
auséncia de sementes, com ar comprimido e NO gasoso. Foram analisados exsudatos
fumigados na presenca e auséncia de luz, tendo em vista que a catequina € um composto
fotossensivel, e que a luz poderia estimular a degradacdo desse composto.

A anélise da catequina presente nestes exsudatos mostrou que o tratamento com NO
reduziu drasticamente seu conteddo nos exsudatos de 24 horas de embebicdo, independente
da presenca ou auséncia de luz (Figura 19). Em 48 horas, houve uma diminuigdo no contetido
de catequina no tratamento com NO apenas quando fumigado na presenca de luz.
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Figura 19. Quantificacdo de catequina presente em exsudatos de S. virgata submetidos a
fumigacdo com ar comprimido (controle) e NO gasoso (60 ppm) por 12 horas na presenca ou
auséncia de luz. Os exsudatos de 24 e 48 horas de embebicdo foram primeiramente coletados
e apenas depois submetidos a fumigacdo (concentracdo de 1 mg . mL™). As anélises foram
realizadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e a catequina foi detectada e
quantificada utilizando padrdo comercial. As barras representam o desvio padrdo das médias
(n=3). Os asteriscos indicam diferencas significativas entre os tratamentos com exsudatos do
mesmo periodo e influéncia da luz (teste t-Student, P<0,05).

Visando confirmar esses resultados, processo semelhante de fumigacao foi realizado
com catequina comercial na presenca ou auséncia da luz durante o periodo de fumigacdo. A

andlise de catequina por CLAE indicou uma diminuicdo significativa nos niveis de catequina
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comercial nas placas fumigadas com NO (Figura 20), assim como verificado para os
exsudatos fumigados. A comparacdo da fumigacdo na presenca e na auséncia de luz indicou
um perfil semelhante, indicando que a luz ndo é responsavel pela diminuicdo nos teores de
catequina observada na presenca do NO gasoso. Além disso, a diminuicdo dos teores de
catequina no padrdo comercial fumigado indicam que ndo houve alteracdo na sintese desse

composto.
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Figura 20. Quantificacdo de catequina presente no padrdo de catequina comercial submetido
a fumigacdo com ar comprimido (controle) e NO gasoso (60 ppm) por 12 horas na presenca
ou auséncia de luz. O material foi coletado apds a fumigacdo e as analises realizadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). As barras representam o desvio padrdo das
médias (n=3). Os asteriscos indicam diferencas significativas entre os tratamentos em relacéo
a fumigacdo com ar e NO e influéncia da luz (teste t-Student, P<0,05).

Exsudatos controle e tratado com maior teor de catequina (24 horas de embebicao),
assim como a catequina comercial, foram analisados em relacdo a capacidade destas amostras
em sequestrar o NO in vitro. Os resultados indicam que tanto a catequina comercial quanto os
exsudatos apresentam capacidade de sequestro de NO. O exsudato controle, que ndo teve
contato com o gas NO durante o processo de fumigacdo, e a catequina comercial (25,8 nmol .
mL™), possuem uma capacidade semelhante de sequestrar o NO disponivel na solugdo
saturada, de 20,1 e 23,8%, respectivamente. Ja o exsudato tratado, no qual parte das
moléculas de catequina ja estaria ligada ao NO pelo processo de fumigacdo ou que estaria
oxidada e o composto formado ndo teria capacidade de sequestro, apresentou uma menor

capacidade de sequestro de NO in vitro (3,8%) (Tabela 1). Além disso, pode-se observar que
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a capacidade de sequestro de NO da catequina comercial aumenta com o incremento da
concentracdo desse composto, porém concentracdes muito elevadas (86,1 nmol . mL™) passam

a ter um efeito inibitorio sobre o sequestro de NO.

Tabela 1. Potencial de sequestro da catequina comercial e de exsudatos de S. virgata em
sequestrar o NO. As sementes foram submetidas a fumigacdo com ar comprimido (controle) e
NO gasoso (60 ppm) por 12 horas e os exsudatos coletados apos 24 horas de embebigdo. A
analise foi realizada utilizando uma solucdo saturada de NO (aproximadamente 1,7 mmol .
L™ e o sequestro do NO quantificado utilizando o sensor eletroquimico 1ISO-NOP conectado
ao analisador de radical livre (Apollo 4000). Os valores representam a média de trés
repeticdes.

Conteudo de catequina

Tratamento Sequestro de NO (%)
(nmol)

816 '0,5

i . 17,2 13,1
Catequina comercial

25,8 23,8

86,1 17

Exsudato controle (Ar - 24h) 28,9 20,1

Exsudato tratado (NO - 24h) 20,7 3,8

4.3. Ligacdo NO-catequina e o potencial alelopatico e antifungico dos exsudatos de S.
virgata

A analise do efeito do NO sobre a fitotoxicidade dos exsudatos de S. virgata foi
realizada em duas espécies-alvo: Arabidopsis thaliana e Oryza sativa. Estas espécies foram
selecionadas tendo em vista estudo prévio realizado por Simdes et al. (2008) com exsudatos
de S. virgata e devido a capacidade invasora de S. virgata em plantagcdes de arroz alagado
(Kissmann & Groth 1999).

No bioensaio com plantulas de A. thaliana, apds 7 dias de crescimento, foi possivel
verificar alteracbes morfoldgicas visiveis nas raizes na presenca de catequina comercial e de
exsudatos obtidos de sementes de S. virgata fumigadas com ar e NO gasoso (Figura 21).
Além de um escurecimento nas raizes, verificou-se uma reducdo no tamanho das raizes e na
guantidade de raizes laterais no tratamento com exsudatos e na catequina comercial (50 ug .
uL™). Os exsudatos também afetaram o desenvolvimento da parte &erea em relacdo ao

controle com metanol.
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Figura 21. Fitotoxicidade de (+)-catequina comercial e de exsudatos brutos de S. virgata sob
plantulas de A. thaliana ap6s 7 dias de tratamento. Os exsudatos de sementes de S. virgata
fumigadas com ar comprimido (controle) e NO gasoso (60 ppm) por 12 horas foram coletados
apos 24, 48 e 72 horas de embebicdo. Estes exsudatos brutos foram aplicados sob as plantulas
de A. thaliana na concentracéo de 50 ug . pL™.

Estas diferencas visiveis foram confirmadas pelas analises de comprimento e massa
dos tecidos (Tabela 2). Os efeitos promovidos pelos exsudatos no comprimento da raiz foram
semelhantes ao observado para a maior concentragéo da catequina comercial utilizada (50 pg .
uL™). Efeito similar foi verificado para o comprimento da parte derea, onde o tratamento com
exsudatos promoveu uma reducdo no comprimento assim como verificado para a catequina
comercial (50 pg . uL™). No entanto, os tratamentos com exsudatos obtidos de sementes
controle e fumigadas com NO, em diferentes periodos de embebicdo, tiveram efeitos similares
sobre o comprimento da raiz e da parte aerea de plantulas de A. thaliana.

Em relacdo a massa seca da parte aérea de A. thaliana, verificou-se uma diminuicéo
neste parametro nos tratamentos com catequina comercial e exsudatos de S. virgata quando
comparados ao controle em metanol. Além disso, um efeito mais acentuado dos exsudatos
sobre o0 desenvolvimento da parte aérea das plantulas pdde ser observado em relacdo a
catequina comercial. Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre os danos causados
pelos exsudatos controle e tratado sobre 0 acimulo de massa seca da parte aérea. Em raizes de
A. thaliana, a massa seca foi menor nos tratamentos com catequina e exsudatos, sendo que 0s
exsudatos promoveram efeitos semelhantes aos da maior concentracdo de catequina comercial
(50 pg . pL™). No tratamento com exsudatos, os menores valores de massa foram observados
nos exsudatos controle com 24 horas de embebicdo e nos exsudatos tratados com NO em 48 e
72 horas.
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Tabela 2. Comprimento e massa seca da parte aérea (PA) e da raiz de plantulas de A. thaliana cultivadas durante 7 dias em meio MS liquido
contendo (+)-catequina comercial e exsudatos brutos de S. virgata. Os exsudatos de sementes de S. virgata fumigadas com ar comprimido
(controle) e NO gasoso (60 ppm) por 12 horas foram coletados ap6s 24, 48 e 72 horas de embebicdo. Estes exsudatos brutos foram aplicados sob
as plantulas de A. thaliana na concentracdo de 50 pg . uL™ e a catequina comercial na concentracdo de 20 e 50 pg . uL™. As barras indicam o
desvio padrdo das médias (n=3). Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas (ANOVA, teste a posteriori

Tukey, P<0,05).

Comprimento (mm)

Massa seca (mg)

Tratamento

PA Raiz PA Raiz*
Metanol 6.70 £1.06a 30.43 +3.6a 3.74 £0.73a 1.475

0
é Catequina comercial (20 pg . uL™) 6.22 £1.09a 14.38 +2.13b 2.38 +0.58b 0.690
Lg) Catequina comercial (50 pg . pL™) 582 +1.47ab  11.36 +2.38bc 2.22 £0.46b 0.073
24 horas 4.89 +0.60b 10.55 +2.66¢ 0.97 £0.22c 0.036
Controle (Ar) 48 horas 4.58 +0.79b 9.25 +1.76¢ 0.84 +0.17c 0.050
é 72 horas 413 +0.35b  11.38 +2.56bc 1.1 +0.28c 0.088
g 24 horas 4.36 +0.50b 9.91 +2.66¢ 0.98 +0.42c 0.083
= Tratado (NO) 48 horas 4.44 +0.53b 10.1 £2.96¢ 0.94 +0.18c 0.027
72 horas 4.56 +0.53b 9.33+2.12¢c 0.98 +0.23c 0.030

* As raizes de plantulas de A. thaliana foram pesadas em conjunto para a determinacdo da massa seca devido
ao efeito drastico dos tratamentos sobre as raizes.
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A analise morfoldgica de plantulas de O. sativa apds o 6° dia de crescimento mostrou
uma reducdo no desenvolvimento de raizes em sementes tratadas com exsudatos de S. virgata,
sendo que as sementes tratadas com catequina comercial apresentaram uma morfologia
semelhante ao do controle em &gua (Figura 22). Os exsudatos de 12 horas de embebicao
apresentaram um efeito mais drastico, sendo que as plantulas de arroz tratadas com exsudatos
de 24, 48 e 72 horas desenvolveram raizes laterais. Em relacdo a parte &erea, todos o0s

tratamentos apresentaram uma morfologia similar. N&o foram observadas diferencgas

morfoldgicas entre as plantulas crescidas na presenca de exsudatos controle ou fumigados

LLbbalag

com NO.

|lcm

Agua Catequina comercial Ar 12h NO 12h Ar 24h NO 24h Ar 48h NO 48h  Ar72h NO 72h

Controles Exsudatos

Figura 22. Efeito de (+)-catequina comercial e exsudatos brutos de S. virgata sob o
desenvolvimento inicial de plantulas de O. sativa apds 6 dias de tratamento. Os exsudatos de
sementes de S. virgata fumigadas com ar comprimido (controle) e NO gasoso (60 ppm) por
12 horas foram coletados apos 12, 24, 48 e 72 horas de embebicdo. A catequina comercial e
os exsudatos brutos foram aplicados na concentracéo de 1 mg . mL™.

Para a analise dos parametros de desenvolvimento, além da catequina comercial,
foram adicionados como controle a catequina comercial fumigada com ar comprimido ou gas
NO. O comprimento da parte aérea ndo foi alterado pelo tratamento com exsudatos e
catequina comercial em relacdo ao controle com agua (Tabela 3). No entanto, ao analisar o
comprimento da raiz observamos que o tratamento com a catequina comercial promoveu um
maior crescimento em relacdo aos controles em agua e com catequina comercial fumigada. Os
exsudatos diminuiram significativamente o crescimento radicular das plantulas de arroz, no
entanto ndo houve diferenca significativa entre os exsudatos obtidos de sementes fumigadas
com ar comprimido ou NO de um mesmo periodo de embebicdo. Apesar disso, a analise dos
exsudatos de diferentes dias de embebicdo sobre o comprimento radicular indicou que os

exsudatos de 12 horas promoveram o efeito mais drastico, os exsudatos de 24 e 48 horas
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tiveram um efeito similar, enquanto que o exsudato de 72 horas promoveu a menor inibigdo
do crescimento radicular.

Na andlise da massa seca da parte aérea ndo houve diferencas significativas entre o0s
tratamentos e os controles, assim como observado para 0 comprimento da parte aérea (Tabela
3). Nas raizes, o tratamento com catequina ndo afetou o acumulo de massa seca. Ja o
tratamento com exsudatos promoveu reducdo significativa da massa seca das raizes em
relacdo aos controles com &gua e catequinas (comercial e fumigada), contudo sem diferencas

entre os exsudatos fumigados com ar comprimido ou NO.
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Tabela 3. Comprimento e massa seca da parte aérea (PA) e da raiz de plantulas de O. sativa apos 6 dias de tratamento com catequina e exsudatos
de S. virgata. Os exsudatos de sementes de S. virgata fumigadas com ar comprimido (controle) e NO gasoso (60 ppm) por 12 horas foram
coletados apos 12, 24, 48 e 72 horas de embebicdo. As sementes de O. sativa foram germinadas em &gua, catequina comercial e fumigada (1 mg .
mL™) e exsudatos (1 mg . mL™). As barras indicam o desvio padrdo das médias (n=6). Letras minGsculas diferentes na mesma coluna indicam
diferencas significativas (ANOVA, teste a posteriori Tukey, P<0,05).

Comprimento (mm)

Massa seca (mg)

Tratamento
) PA Raiz PA Raiz
Agua 27.21+4.78a 46.18 + 5.82b 1.16 +0.13a 1.53 +0.10a
(72]
S Catequina comercial 28.61 +4.37a 55.65 + 5.73a 1.15+0.10a 1.64 = 0.14a
|-
‘g’ Catequina-Ar 24.88 + 6.52a 51.65 + 7.41ab 1.11+0.17a 1.63 +0.34a
O Catequina-NO 24.93 £ 3.60a 50.89 + 9.32ab 1.05 + 0.08a 1.62 + 0.05a
12 horas 25.08 £ 4.97a 11.26 £ 2.62c 1.12 +0.09a 0.63+0.21b
24 horas 24.78 + 3.79a 18.13 £ 5.08d 1.21 + 0.04a 0.79 £0.21b
Controle (Ar)
" 48 horas 24.59 + 3.85a 15.58 £ 4.12d 1.19+0.07a 0.81+£0.12b
% 72 horas 25.4 £ 5.33a 25.8 £ 4.93e 1.18 + 0.05a 1.04 +0.20b
©
§< 12 horas 25.46 + 3.69a 13.05 + 4.35cd 1.20 £ 0.09a 0.69 +0.18b
L 24 horas 25.54 + 3.84a 18.41 + 4.64d 1.23 +0.06a 0.87 +0.08b
Tratado (NO)
48 horas 22.82 + 4.69a 15.47 £ 2.65d 1.14 +0.04a 0.77 £ 0.05b
72 horas 24.23 + 4.60a 27.03 £ 4.70e 1.22 +0.20a 1.03+0.31b
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A analise de bioautografia possibilitou a deteccdo de substancias antifungicas em
extratos obtidos pela particdo com acetato de etila de exsudatos de sementes de S. virgata
fumigadas com ar comprimido e NO (Figura 23). Na maioria das amostras foi verificada a
presenca de trés halos de inibicdo do crescimento fungico (Rf=0,45; Rf =0,64; Rf=0,84),
sendo que nos exsudatos de 72 horas um quarto halo de inibicdo pdde ser observado
(Rf=0,74). O tratamento com NO aparentemente diminuiu a atividade antifungica contra
Cladosporium cladosporioides em exsudatos de 24 e 48 horas, sendo que em 24 horas o
exsudato tratado com NO apresentou apenas dois halos de inibicdo antifingica. Entretanto,
em 72 horas a substancia com Rf de 0,74 apresentou uma maior atividade inibidora do fungo
no tratamento com NO, sugerindo que o NO tenha promovido um aumento da substancia que
foi exsudada apenas neste periodo de embebicdo. J& a andlise desta cromatoplaca em luz
ultravioleta (UV), indicou que as substancias antifingicas observadas pelos halos de inibi¢do

ndo absorvem nesse comprimento de onda (dados ndo mostrados).

Rf=0,84

Rf =0,74
Rf = 0,64

Rf = 0,45

Nistatina Ar 24h NO 24h Ar 48h NO 48h Ar 72h NO 72h

Figura 23. Bioautografia em camada delgada em placa de silica-gel de exsudatos de S.
virgata submetidos a particdo com acetato de etila. Os exsudatos foram coletados de sementes
fumigadas com ar (controle) e NO gasoso (60 ppm) por 12 horas em diferentes periodos de
embebicdo (24, 48 e 72 horas). As placas foram desenvolvidas em cloroférmio: metanol (8:2
v/v). A bioautografia foi realizada com esporos do fungo C. cladosporioides e as zonas claras
correspondem a inibicdo do crescimento do fungo.

4.4. NO exogeno x defesas antioxidantes de S. virgata
A anélise da emissdo de NO em raizes e em sementes sem raizes, por fluorimetria,

indicou uma maior concentracdo de NO em 72 horas de embebicdo, porém sem diferencas
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entre os tratamentos (Figura 24A e 24B), sendo que os teores de NO foram em média cinco

vezes mais elevados em raizes do que em sementes.

EControle (Ar) OTratado (NO)
6.0 -

5.5 (A)
5.0 -
45
4.0 -
3.5
3.0 1
2.5 1
2.0

15 -

Emissdo de NO (nmol NO. g1. min?)

1.0 1
0.5 4

0.0 T T
12 24 72

60
o5 | (B)
50 |
45 |
40 |
35 -
3.0 1
25 1
20 1

1.5 1

Emissdo de NO (nmol NO. g-1. min?)

1.0 1
0.0
12 24 72
Tempo de embebicdo (horas)

Figura 24. Quantificacdo da emissdo de NO em sementes de S. virgata fumigadas com ar
comprimido (controle) e NO gasoso (60 ppm) por 12 horas. As andlises foram realizadas em
raizes (A) e em sementes sem raizes (B) apds 12, 24 e 72 horas de embebicdo. Os dados
correspondem ao valor méximo de emissdo de NO obtido no comprimento de onda () 515
nm. As barras representam o desvio padrdo das médias (n=3).
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A localizagéo celular do NO endogeno foi analisada por microscopia de fluorescéncia
utilizando o marcador fluorescente DAF-2 DA, em seccBes transversais das raizes apos 12,
24, 48 e 72 horas (Figura 25). Nos cortes transversais da raiz primaria, uma fluorescéncia
verde mais intensa foi observada na epiderme e nas células do cilindro vascular especialmente
em 12 e 24 horas, indicando maior contetdo de NO no inicio do processo de embebicao.
Posteriormente, em 48 e 72 horas foi possivel observar maior fluorescéncia na epiderme e nas
paredes das células do coértex, sendo que em 72 horas também se verificou maior
fluorescéncia nas células cambio e do protoxilema. No entanto, ndo foram observadas
diferencas entre as raizes de sementes controle e tratadas com NO.

Em cotilédones, a localizacdo celular do NO enddgeno indicou fraca fluorescéncia
verde (Figura 26), sendo que a fluorescéncia azul, que corresponde a presenca de compostos
fendlicos, foi muito intensa (dados ndo mostrados). Uma maior fluorescéncia verde
correspondente a presenca de NO foi verificada apenas na epiderme, independente do periodo
de embebicdo. Além disso, ndo foram observadas diferencas em relacdo a localizacdo do NO
entre o controle e tratamento com NO.

Os dados de localizacdo in situ do NO confirmam os dados de quantificagéo in vitro,
com teores similares de NO nos tecidos de sementes fumigadas com NO ou ar comprimido
(controle).

Para avaliar o efeito de um eventual estresse nitrosativo provocado pela fumigagédo
com NO analisou-se a atividade da enzima S-nitrosoglutationa redutase (GSNOR) em raizes e

cotilédones.
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Figura 25. Localizacdo in situ do NO em raizes de S. virgata fumigadas com ar comprimido
(controle) e NO gasoso (tratado) (60 ppm) por 12 horas. Raizes controle com 12 horas (A), 24
horas (C), 48 horas (E) e 72 horas (G); e raizes tratadas com 12 horas (B), 24 horas (D), 48
horas (F) e 72 horas (H).




Figura 26. Localizacdo in situ do NO em cotilédones de S. virgata fumigadas com ar
comprimido (controle) e NO gasoso (tratado) (60 ppm) por 12 horas. Cotilédones controle
com 12 horas (A), 24 horas (C), 48 horas (E) e 72 horas (G); e raizes tratadas com 12 horas
(B), 24 horas (D), 48 horas (F) e 72 horas (H).




Em raizes, verificou-se um aumento da atividade GSNOR ao longo do periodo
avaliado, porém sem diferencas significativas entre o controle e o tratamento com NO (Figura
27A).

@ Controle (Ar) O Tratado (NO)
30 + ( A)

20 -

15 -

Atividade GSNOr
(umol NADH . mint. mgde proteina)

12 24 48 72
30 -

(B)
25
20 -

15 1

Atividade GSNOr
(umol NADH. mint.mg de proteina)

10

12 24 48 72

Tempo de embebicéo (horas)

Figura 27. Atividade da enzima S-nitrosoglutationa redutase (GSNOR) em raizes (A) e em
cotilédones (B) de S. virgata fumigadas com ar comprimido (controle) e NO gasoso (60 ppm)
por 12 horas. As andlises foram realizadas em raizes e cotilédones coletados com 12, 24, 48 e
72 horas de embebicao. As barras representam o desvio padrao das médias (n=3).

Em cotilédones, a atividade GSNOR manteve-se constante até 48 horas, e apresentou

pequena reducdo em 72 horas de embebicdo. No entanto, ndo foram observadas diferencas
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significativas entre os tratamentos (Figura 27B). De modo geral as raizes apresentam maior
atividade para esta enzima do que os cotilédones, o que corrobora com o maior teor de NO
quantificado nesse tecido.

Para verificar se 0 NO afeta o sistema antioxidante de S. virgata procedeu-se a analise
de atividade de algumas enzimas antioxidantes em raizes e cotilédones isolados de sementes
fumigadas com ar e NO gasoso.

A andlise destas enzimas em raizes indicou que o tratamento com NO promoveu um
aumento significativo na atividade da enzima ascorbato peroxidase (APx) em 48 e 72 horas de
embebicdo (Figura 28A). Além disso, podemos observar que a atividade da APx aumentou ao
longo da embebicdo em ambos os tratamentos. A atividade da enzima catalase (CAT)
apresentou pequenas variagoes ao longo da embebicdo, sem diferencas significativas entre os
tratamentos (Figura 28B).

A atividade da glutationa redutase (GR) diminuiu significativamente no tratamento
com NO em 72 horas de embebicdo (Figura 28C). Esta enzima apresentou maior atividade em
24 horas e apos este periodo diminuiu gradativamente em ambos os tratamentos. A enzima
superoxido dismutase (SOD) teve um perfil semelhante no controle e no tratamento com NO,

com maior atividade em 24 e 48 horas de embebicédo (Figura 28D).
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Figura 28. Atividade de enzimas antioxidantes em raizes de S. virgata fumigadas com ar
comprimido (controle) e NO gasoso (60 ppm) por 12 horas. (A) Ascorbato peroxidase (APX),
(B) Catalase (CAT), (C) Glutationa redutase (GR) e (D) Superdxido dismutase (SOD) apés
12, 24, 48 e 72 horas de embebicdo. As barras representam o desvio padrdo (n=6). Os
asteriscos indicam diferengas significativas entre os tratamentos com o mesmo tempo de
embebicdo (teste t-Student, P<0,05).

Desta forma, a analise das enzimas antioxidantes nas raizes indicou que o tratamento
com NO promoveu um aumento na atividade da APx e uma diminui¢do na da GR. Além
disso, estas duas enzimas apresentam perfis de atividade opostos, sendo que a atividade da
GR diminui e a da APx aumenta com o tempo da embebicao.

A andlise das enzimas antioxidantes nos cotilédones mostrou um aumento
significativo na atividade da APx no tratamento com NO em 48 horas de embebicdo (Figura
29A). A atividade da APx foi mais baixa em 12 horas e manteve-se elevada em 24, 48 e 72
horas. O tratamento com NO também promoveu diminui¢do da atividade da CAT em 24
horas com posterior aumento em 48 e 72 horas de embebigéo (Figura 29B). O perfil geral da

CAT foi semelhante em ambos os tratamentos com um aumento da sua atividade ao longo do
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tempo de embebicdo. A GR apresentou um aumento significativo da atividade GR em 48
horas no tratamento com NO (Figura 29C). O pico de atividade da GR foi observado em 24
horas, seguido de diminuicdo no final do periodo de embebicdo. Em relacdo a SOD, nao
houve diferenca significativa entre o controle e o tratamento com NO, sendo que o pico de

atividade foi observado em 24 horas de embebicéo (Figura 29D).
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Figura 29. Atividade de enzimas antioxidantes em cotilédones de S. virgata fumigadas com
ar comprimido (controle) e NO gasoso (60 ppm) por 12 horas. (A) Ascorbato peroxidase
(APXx), (B) Catalase (CAT), (C) Glutationa redutase (GR) e (D) Superoxido dismutase (SOD)
apos 12, 24, 48 e 72 horas de embebicdo. As barras representam o desvio padrdo (n=6). Os
asteriscos indicam diferencas significativas entre os tratamentos com o mesmo tempo de
embebicdo (teste t-Student, P<0,05).

O tratamento com NO nos cotilédones promoveu uma maior atividade das enzimas
antioxidantes APx, CAT e GR. As enzimas apresentaram perfis de atividade similares em

raizes e cotilédones, com excecdo da CAT.
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Tendo em vista que a medida colorimétrica de atividade da SOD ndo permite
distinguir as diferentes isoformas, realizou-se a analise da atividade isoenzimatica da SOD em
gel. Inicialmente foi realizada a determinag&o das isoformas presentes em raizes e cotilédones
de S. virgata através do método de inibicdo com KCN e H,0, Esta analise possibilitou a
deteccdo de trés isoformas: uma MnSOD e duas Cu/ZnSOD (I e Il) presentes em raizes e
cotilédones (Figura 30).

Controle H,0O, Controle H,0O,

]' MnSOD
]- Cu/ZnSOD | -[
Cu/ZnSOD II

Figura 30. Revelacao diferencial de isoenzimas da superdxido dismutase (SOD) em raizes e
cotilédones de sementes de S. virgata. KCN inibe a atividade de Cu/ZnSOD e H,0; inibe
Cu/ZnSOD e FeSOD. A atividade da SOD foi determinada por eletroforese em gel de
poliacrilamida ndo-desnaturante (PAGE).

RAIZ
3INOdIATLOD

Em raizes, estas trés isoformas foram detectadas tanto no controle quanto no
tratamento com NO e independente do tempo de embebicdo (Figura 31A). Além disso, a
analise visual do gel indicou que em ambos os tratamentos a isoenzima Cu/ZnSOD |
apresentou maior atividade, a MnSOD uma atividade intermediaria e a Cu/ZnSOD Il menor
atividade. Para quantificagdo da atividade das diferentes isoenzimas de SOD detectadas foi
realizada uma analise densitométrica, considerando o controle fumigado com ar comprimido e
coletado ap6s 12 horas de embebigdo como o padrdo para a normaliza¢do (100%). Em raizes
com 12 horas de embebicdo, o tratamento com NO promoveu uma reducdo da atividade da
isoenzima MnSOD e um aumento na Cu/ZnSOD | e Cu/ZnSOD Il em relagcdo ao controle
(Figura 31B). Além disso, também pbde ser observada reducdo da atividade da isoenzima
Cu/ZnSOD |1 no tratamento com NO em 24, 48 e 72 horas de embebicdo em relacdo ao

tratamento com ar comprimido.
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(A)

MnSOD

Cu/ZnSOD |

Cu/znSOD 11

Ar 12h NO12h Ar24h NO 24h Ar48h NO48h  Ar72h NO 72h

Valores normalizados (B)

Isoformas 12h 24h 48h 72h

AR NO AR NO AR NO AR NO
MnSOD 100 64 104 105 85 96 101 91

Cu/ZnSOD | 100 133 108 99 82 90 94 85
Cu/ZnSOD Il | 100 147 155 122 100 83 104 82

Figura 31. Atividade isoenzimatica da superdxido dismutase (SOD) em raizes de S. virgata
fumigadas com ar comprimido (controle) e NO gasoso (60 ppm) por 12 horas apés 12, 24, 48
e 72 horas de embebicdo. (A) Atividade da SOD em gel de poliacrilamida n&o-desnaturante
(PAGE). (B) Tabela de densitometria com medidas da atividade relativa de cada isoforma de
SOD em funcéo da intensidade da banda. Os valores sé@o expressos em porcentagem e foram
normalizados em funcdo da intensidade da banda do controle com 12 horas de embebicao,
para cada isoenzima.

Em cotilédones, a atividade izoenzimatica da SOD também indicou a presenca de trés
isoformas em ambos os tratamentos e em todos os tempos de embebicdo avaliados (Figura
32A). Na analise visual do gel verificou-se uma maior atividade da isoenzima Cu/ZnSOD |,
uma atividade intermediaria da MnSOD e uma menor atividade da Cu/ZnSOD 11 tanto no
controle quanto no tratado. Os valores normalizados da SOD indicaram, diferentemente do
observado em raizes, um maior efeito do NO na atividade da isoforma Cu/ZnSOD I, com

aumento de atividade em 24 horas e diminuicdo em 48 horas (Figura 32B).

64



(A)

MnSOD

Cu/ZnSOD |

Cuw/ZnSoD 11
Ar 12h NO 12h Ar 24h NO 24h Ar 48h NO 48h Ar72h NO 72h
Valores normalizados (B)
Isoformas 12h 24h 48N 72h

AR NO AR NO AR NO AR NO
MnSOD 100 105 135 106 142 132 109 116

Cu/ZznSOD | | 100 109 118 153 162 118 110 115
Cu/ZnSOD Il| 100 98 104 104 88 101 64 67

Figura 32. Atividade isoenzimatica da superoxido dismutase (SOD) em cotilédones de S.
virgata fumigadas com ar comprimido (controle) e NO gasoso (60 ppm) por 12 horas apds 12,
24, 48 e 72 horas de embebicdo. (A) Atividade da SOD em gel de poliacrilamida néo-
desnaturante (PAGE). (B) Tabela de densitometria com medidas de atividade relativa de cada
isoforma da SOD em funcdo da intensidade da banda. Os valores sdo expressos em
porcentagem e foram normalizados em funcdo da intensidade da banda do controle com 12
horas de embebicdo, para cada isoenzima.

Apesar das alteragdes observadas em raizes e cotilédones, o aumento de atividade de
uma isoforma parece ser compensado pela diminuicdo da atividade de outra isoforma de
SOD, o que torna os valores de atividade total da SOD semelhantes entre os tratamentos,
como verificado na dosagem colorimétrica (Figura 28D e 29D).

Na quantificacdo de ROS, como o perdxido de hidrogénio (H,0,), verificou-se que o
teor de H,O, em raizes decresce ao longo da embebicdo e que o tratamento com NO
promoveu um aumento significativo na concentracdo de H,O, neste tecido com 48 horas de
embebicdo (Figura 33A). Nos cotilédones o tratamento com NO promoveu um aumento
significativo no contetdo de H,O, em 24 horas (Figura 33B). Perfil similar ao de raizes foi
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observado para o teor de H,O, em cotilédones com diminuicdo ao longo da embebicédo. Os
cotilédones apresentaram teores mais elevados de H,O, quando comparados com as raizes
(Figura 33).
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Figura 33. Quantificacdo de perdxido de hidrogénio (H,O) em raizes (A) e em cotilédones
(B) de S. virgata fumigadas com ar comprimido (controle) e NO gasoso (60 ppm) por 12
horas. As analises foram realizadas em raizes e cotilédones com 12, 24, 48 e 72 horas de
embebicdo. As barras representam o desvio padrdo das médias (n=3). Os asteriscos indicam
diferencas significativas entre os tratamentos com o mesmo tempo de embebicdo (teste t-
Student, P<0,05).

A andlise de malondialdeido (MDA), indicativo dos niveis de peroxidacdo lipidica,
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mostrou que o NO induz o aumento no contetdo de MDA em raizes com 72 horas de
embebicdo (Figura 34A).

mControle (Ar) @O Tratado (NO)
120

(A)

100 -

e}
o

pumol de MDA . g1 Massa Fresca
H (e}
o o

N
o

120 ~ (B)

100 ~

— %

60 -

pumol de MDA . g1 Massa Fresca

20 -

0 n T T T 1
12 24 48 72

Tempo de embebicado (horas)

Figura 34. Determinacdo da peroxidagdo lipidica pelo contedo de malondialdeido (MDA)
em raizes (A) e em cotilédones (B) de S. virgata fumigadas com ar comprimido (controle) e
NO gasoso (60 ppm) por 12 horas. As andalises foram realizadas em raizes e cotilédones com
12, 24, 48 e 72 horas de embebicdo. As barras representam o desvio padrdo das médias (n=3).
Os asteriscos indicam diferencas significativas entre os tratamentos com o0 mesmo tempo de
embebicdo (teste t-Student, P<0,05).

As raizes apresentaram maior conteddo de MDA em 12 horas de embebicdo, sendo
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que posteriormente houve reducdo em seu contetdo, que se manteve constante durante o
periodo avaliado. Nos cotilédones o tratamento com NO promoveu um aumento significativo
no contetdo de MDA em 12 e 48 horas (Figura 34B), indicando maior peroxidacdo lipidica
com o tratamento com NO.
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5. DISCUSSAO

5.1. Efeito do NO exd6geno na composicdo e atividade bioldgica dos exsudatos de
Sesbania virgata

Diversos autores ja demonstraram que o 6xido nitrico (NO) estimula a germinacao de
sementes de Lactuca sativa, Lupinus albus, Lens culinaris, Arabidopsis thaliana, Hordeum
vulgare, Panicum virgatum e Beta vulgaris (Sarath et al. 2006, Bethke et al. 2004, 200643,
2006b, Erol et al. 2008, Gniazdowska et al. 2012). Nestes trabalhos, o efeito do NO sobre a
germinacdo foi investigado por meio do uso de solucdes doadoras de NO, como o nitrito, o
nitrato, o nitroprussiato de sodio (SNP) e a S-nitroso-N-acetilpenicilamina (SNAP). O SNP é
o doador mais comumente utilizado sendo que, além do NO, o nitrito e o cianeto também séo
liberados durante sua decomposicéo (Bethke et al. 2006b). Zerlin (2011) avaliou o efeito de
diferentes solucdes doadoras de NO e verificou que estes tratamentos ndo estimularam a
germinacdo das sementes de Sesbania virgata, diferentemente do observado para a maioria
das especies estudadas. Da mesma forma, a fumigacdo com NO gasoso ndo afetou a
porcentagem de germinacdo de sementes de S. virgata, confirmando os dados obtidos
anteriormente. Apesar da concentracdo de NO aplicada durante a fumigacéo (60 ppm) ter sido
muito superior a concentracdo de NO presente na atmosfera (0,4 a 71 ppb), a fumigacdo com
NO ndo promoveu danos a germinagdo das sementes e morfologia das plantulas, indicando
alta toleréncia dessa espécie a elevadas concentracGes de NO atmosférico. A fumigacdo de
sementes de Caesalpina echinata (pau-brasil), em condic¢es similares as usadas no presente
trabalho, levou a necrose dos tecidos e morte das sementes (Oliveira, Zerlin & Gaspar,
comunicacdo pessoal), provavelmente devido a presenca de um tegumento permedvel
contendo estomatos.

Tendo em vista a alta tolerancia de S.virgata, no presente trabalho optamos por utilizar
altas concentragOes de NO gasoso que simulassem um estresse nitrosativo, visando avaliar os
mecanismos de defesa da espécie. Além disso, o sistema de fumigacdo com NO evita a
presenca de compostos interferentes como o cianeto, que requerem uma série de controles
adicionais, além de permanecerem na agua de germinacdo, que também foi avaliada quanto a
exsudacéo de seus compostos.

Durante a germinacdo, as plantas liberam aminoacidos, acidos organicos, acucares,
flavonoides e diversos metabdlitos secundarios (Somers et al. 2004). Os compostos
exsudados por sementes sdo liberados geralmente durante o processo de embebicdo e

auxiliam no processo de germinacdo e estabelecimento da plantula no ambiente, atuando em
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funcdes bioldgicas importantes, como na defesa contra patdgenos, nas associa¢fes simbidticas
e também na inibicdo do crescimento de outras espécies vegetais por efeito alelopatico
(Ndakidemi & Dakora 2003).

Em sementes de S. virgata, a exsudacdo de proteinas, aglcares e metabdlitos
secundarios ocorre desde as primeiras horas de embebicdo. Os maiores teores de proteinas
exsudadas por sementes de S. virgata foram guantificados no segundo dia ap6s a embebicéo,
periodo no qual ocorre a taxa maxima de germinacdo das sementes. Durante a germinacao, as
sementes podem liberar compostos que estimulam a quimiotaxia de bactérias benéficas
auxiliando no estabelecimento de relacdo simbidtica, como os aminoacidos glutamato e
aspartato, exsudados por sementes de soja (Barbour et al. 1991), e 0 aminoacido canavanina
exsudado por sementes de Glycyrrhiza uralensis (Cai et al. 2009). Algumas sementes
exsudam proteinas que podem prevenir a infeccdo por microorganismos, como as proteinas
transportadoras de lipideos presentes em Vigna unguiculata (Diz et al. 2003, Nobrega et al.
2005) e proteinas antifungicas em Cicer arietinum (Anusuya & Sathiyabama 2014). Além
disso, também tém sido relatada a presenca de peptideos antifungicos e antibacterianos
isolados de sementes de Mirabilis jalapa (Cammue et al. 1992), Amaranthus caudatus
(Broekaert et al. 1997), Raphanus sativus (Terras et al. 1992), Passiflora edulis (Pelegrini et
al. 2006), Phaseolus vulgaris (Leung et al. 2008) e Cucurbita maxima (Wang & Ng 2003).

Desta forma, as proteinas presentes nos exsudatos das sementes de S. virgata podem
estar relacionadas a defesa contra o ataque de microrganismos durante 0 processo
germinativo, uma vez que a presenca de proteina com atividade inibitéria do crescimento de
fungos fitopatogénicos ja foi identificada em sementes desta espécie (Praxedes et al. 2011).
Contudo, ndo foram observadas diferengas significativas na exsudacdo de proteinas entre o
tratamento com NO gasoso e o controle, que sugerissem uma alteracdo no potencial de defesa
dessa espéecie contra microrganismos. Vale ressaltar, no entanto, que as sementes foram
germinadas em placas de Petri e que estudos em casa de vegetacdo ou em ambiente natural
poderiam ajudar a compreender se a resposta do NO ¢ diferente na interacdo com a rizosfera,
pois ao reconhecer um fitopatdgeno, a planta pode desencadear mecanismos de defesa
mediados por NO.

Além de atuar no potencial de defesa contra microrganismos, 0 NO pode modular
diretamente o potencial de infeccdo do fitopatdgeno, como observado para A. thaliana cuja
fumigacdo com 60 ppm de NO diminuiu a susceptibilidade das plantas a infeccdo por
Pseudomonas syringae, devido a reducdo do crescimento bacteriano no tecido. Paralelamente,

a fumigacdo direta da cultura de P. syringae, com a mesma concentracdo de NO gasoso,
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acarretou em morte de 30% das bactérias em suspensdo, sugerindo um efeito microbicida e
bacteriostatico do NO (Vitor et al. 2013).

Os microrganismos da rizosfera utilizam os compostos sollveis liberados pelas
sementes germinantes e raizes de plantas como principais fontes de nutrientes, sobretudo os
acucares (Somers et al. 2004, Kato & Arima 2006, Lugtenberg 2015). Em C. arietinum a
quantidade de carboidratos soltveis exsudados pelas sementes foi diretamente relacionada a
susceptibilidade ao fungo Rhizoctonia bataticola, causador de doengas em sementes e
plantulas desta espécie (Singh & Mehrotra 1980). Estes autores verificaram ainda que as
variedades de C. arietinum mais susceptiveis ao fungo, apresentavam teores de carboidratos
cinco vezes mais elevados do que as variedades resistentes.

Em sementes de S. virgata a exsudagdo dos agUcares totais e redutores foram maiores
no inicio da embebicdo diminuindo gradativamente até 72 horas. Os aglcares encontrados
neste periodo inicial sdo provenientes da degradacdo dos oligossacarideos da série da rafinose,
o0s quais servem como fonte de carbono no inicio do periodo germinativo, antes da protusédo
da radicula (Buckeridge & Dietrich 1996). Apds este periodo, ocorreu um aumento acentuado
do conteldo de acUcares totais e um pequeno aumento de aglcares redutores (dados néo
mostrados). O acréscimo nos teores de acucares exsudados apOs 72 horas se deve a
mobilizacdo do galactomanano (polissacarideo de reserva de parede celular) presente no
endosperma das sementes, uma vez que se inicia o processo de degradacdo pds-germinativa
desse polissacarideo, liberando oligossacarideos que serdo utilizados para o desenvolvimento
da plantula (Buckeridge & Reid 1996, Tonini et al. 2006, 2007).

Embora o tratamento com solugc6es doadoras de NO tenha estimulado a degradagéo do
galactomanano e levado a um aumento do teor de manose/galactose nos diferentes tecidos das
sementes de S. virgata (Zerlin 2011), o tratamento com NO gasoso ndo alterou
significativamente a exsudacdo dos agUcares totais e redutores, sugerindo que o NO ndo tenha
promovido uma maior susceptibilidade da espécie a infestacdo por microorganismos. No
entanto, a analise por bioautografia possibilitou a detec¢do de uma substancia antifingica com
Rf de 0,74, detectada apenas com 72 horas de embebicéo, que foi fortemente induzida pela
fumigacdo com NO. A presenca de substancia com atividade antifungica liberada apenas
neste dia também ja foi relatada por Simdes (2008), porém esta substancia ndao pode ser
identificada até o presente momento. Outros trés halos de inibi¢do do crescimento do fungo
Cladosporium cladosporioides foram identificados. Este fungo é considerado uma espécie
fitopatogénica em caju, tomate, milho e pinhdo-manso por ser o causador da podridédo de
Cladosporium (Kobayasti et al. 2011, Mendes & Urben 2014). Dentre os halos de inibicéo
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observados, o de Rf 0,64 pode corresponder a substancia sesbanimida A, identificada por
Simdes (2008) em fracdes obtidas de exsudatos de S. virgata, que apresentou um Rf de 0,62 e
forte atividade inibidora do crescimento do fungo C. sphaerospermum. No entanto, essa
substancia ndo foi alterada pela fumigacdo com NO. Os dados indicam que o NO afeta o
potencial antifungico contra o fitopatdgeno testado, entretanto novos estudos precisam ser
realizados para confirmar os resultados obtidos e testar o potencial destes exsudatos contra
outros microrganismos.

A exsudacdo de &cidos fendlicos, catequina, naringenina, campferol, quercetina,
luteolina e miricetina ja foi descrita para diversas espécies de leguminosas como Medicago
sativa (Hartwig et al. 1991), P. vulgaris (Hungria et al. 1991), Vicia faba (Bekkara et al.
1998) e Lotus pedunculatus (Steele et al. 1999), sendo que em V. faba a catequina é o
composto fendlico majoritario nos exsudatos de sementes em 24 horas de embebicdo
(Bekkara et al. 1998). O flavonoide (+)-catequina é sintetizado no tegumento e exsudado por
sementes de S. virgata, sendo encontrado em altas concentragfes nos exsudatos no primeiro
dia de embebicdo (Simdes et al. 2008). A quantidade de catequina exsudada pelas sementes
de S. virgata é cerca de dez vezes maior do que a relatada para outras espécies de Seshania
(Simdes et al. 2008). A analise do perfil geral da exsudacao de catequina no presente trabalho
também indicou uma maior exsudagdo deste composto em 24 horas e 0 seu decréscimo a
partir do segundo dia de embebicdo, similar ao relatado por Simdes et al. (2008) em analises
realizadas com exsudatos acumulados ao longo da germinagéo.

No presente trabalho, a maior exsudacdo de compostos fendlicos e taninos
condensados ocorreu nas primeiras 48 horas, enquanto a maior exsudagéo de flavonoides
totais ocorreu com 24 horas de embebicdo. Sementes de S. virgata tratadas com NO
apresentaram menores teores de fendis totais e taninos condensados em 12 e 24 horas de
embebicdo, sendo que o conteddo de flavonoides totais ndo foi alterado pelo tratamento com
NO. A dosagem de flavonoides totais pelo método de cloreto de aluminio permite detectar os
flavonoides da classe dos flavondis e flavonas, como a quercetina, que ja foi detectada no
tegumento de sementes de S. virgata, mas nao é exsudada (Simdes et al. 2008). Desta forma,
os dados sugerem que as alteracdes observadas nos fendis totais se devem a variacfes nos
teores de taninos condensados. A reducdo no contetdo de taninos condensados promovida
pelo NO em 12 e 24 horas de embebicdo indicou, portanto, menor teor de catequina nos
exsudatos tratados, o que pdde ser confirmado pelas analises de CLAE e CG-EM. Além das
analises colorimétricas, as analises de perfil dos exsudatos por CLAE e CG-EM confirmaram
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a pequena variacdo nos demais metabolitos secundarios exsudados entre controle e tratamento
com NO.

A aplicacdo de NO exdgeno é capaz de aumentar a produgdo de metabdlitos
secundarios em células vegetais e microrganismos (Xu et al. 2005b, Wu et al. 2009, Wang et
al. 2011, Dong et al. 2012). Wu e colaboradores (2007) verificaram que a aplicacdo de 100
uM de SNP promoveu um acumulo de compostos fenodlicos, flavonoides e derivados do &cido
caféico em raizes adventicias de Echinacea purpurea, enquanto que uma concentracdo mais
elevada (250 uM) causou um declinio no acumulo destes compostos. No fungo Russula
griseocarnosa, a fumigacdo com NO promoveu um aumento no conteudo de fendis totais e
flavonoides totais, além do aumento da atividade das enzimas fenilalanina amonio-liase e
chalcona sintase, indicando a ativacdo dessas vias biosintéticas (Dong et al. 2012). No
entanto, a diminuicdo no contetdo de catequina em 12 e 24 horas induzida por NO em S.
virgata ndo parece estar relacionada a alteracfes na via de sintese desse composto, tendo em
vista que a fumigagdo dos exsudatos na auséncia das sementes, assim como da catequina
comercial, resultou em efeito similar de diminuicdo dos teores de catequina. Desta forma,
estes resultados sugeriram a oxidacdo da catequina durante o processo de fumigacdo com NO.

Apesar de a catequina ser um composto fotossensivel, a luz néo interferiu nos efeitos
promovidos pelo NO, indicando que ndo houve degradacdo de catequina pela luz durante o
processo de fumigacdo. A estabilidade da catequina também é dependente do pH, sendo que
em solucdo alcalina esta substancia € muito instavel e decompde-se em poucos minutos,
enquanto em solucdo &cida ela € relativamente estavel (Zhu et al. 1997). Nos exsudatos de
sementes de S. virgata, o pH medido foi similar entre os tratamentos e variou entre 5 e 6
(dados ndo mostrados), correspondendo a faixa de pH em que ndo ha alteracbes na
estabilidade da catequina (Zhu et al. 2002). Em conjunto, os resultados indicam que a
diminuigdo no contetdo de catequina nos exsudatos, promovida pelo tratamento com o NO,
ndo se deve a menor sintese e/ou exsudacdo desse composto pelas sementes de S. virgata.
Desta forma, a reducdo do contetdo de catequina nos exsudatos fumigados, assim como a
reducdo do conteldo de catequina comercial, quando tratados com NO, sugere que a
catequina reaja quimicamente com o NO durante o processo de fumigacéo.

Os flavonoides podem atuar de modo direto no sequestro de radicais livres, devido a
reatividade do grupo hidroxila que pode ser oxidado por radicais, resultando em uma forma
mais estavel (Nijveldt et al. 2001). Desta forma, os flavonoides estabilizam as espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio tornando os radicais inativos (Korkina & Afanas’ev 1997,

Nijveldt et al. 2001). A capacidade de sequestro de Oxido nitrico e peroxinitrito ja foi
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demonstrada para extratos de chad verde e cha preto, que possuem grande quantidade de
catequinas, e que a0 menos em parte, sdo responsaveis pelos efeitos benéficos atribuidos a
estes produtos (Paquay et al. 2000, Nakagawa & Yokozawa 2002). Além disso, a anélise do
sequestro de NO pela catequina comercial foi dependente da concentragdo, assim como
verificado por Nakagawa e Yokozawa (2002). O potencial de sequestro de NO do exsudato
controle, de aproximadamente 20%, é similar ao apresentado pelas diferentes formas de
catequina presentes em extratos de cha verde (Nakagawa & Yokozawa 2002), sendo que a
(+)-catequina presente nos exsudatos de S. virgata apresenta um potencial intermediario de
sequestro, devido a auséncia do grupo galoil. Os exsudatos fumigados com NO apresentaram
menor potencial de sequestro, em torno de 4%, sugerindo que durante o processo de
fumigacdo uma parte da catequina tenha se ligado ao NO de forma estavel e que esta ligacdo
tenha reduzido ou alterado os sitios de ligagdo ao NO, reduzindo assim a capacidade
sequestradora dos exsudatos tratados. A capacidade de sequestro de especies reativas de
oxigénio ainda precisa ser investigada, mas se considerarmos os efeitos antioxidantes
comprovados das catequinas de vinho, cha verde e cha preto (Bastianetto et al. 2000, Paquay
et al. 2000, Sarkar & Bhaduri 2001), a (+)-catequina de S. virgata deve apresentar capacidade
similar de sequestrar ROS.

Conforme pdde ser observado neste trabalho, a ligagdo NO-catequina ndo diminuiu
seu potencial fitotoxico, tendo em vista que os exsudatos obtidos de sementes fumigadas com
NO foram capazes de alterar o desenvolvimento de plantulas de O. sativa e A. thaliana, de
modo similar ao observado para os exsudatos fumigados com ar comercial e para exsudatos
ndo fumigados (Simdes et al. 2008). Os exsudatos de S. virgata inibiram o desenvolvimento
da parte aérea e radicular de plantas de A. thaliana e o desenvolvimento radicular de O.
sativa. Os efeitos inibitdrios foram mais drasticos na presenca de exsudatos coletados nas
primeiras 24 horas, que corresponde ao periodo de maior exsudacdo de catequina. Os
exsudatos promoveram um efeito inibitério maior do que o observado com a catequina
comercial, sendo que em O. sativa a catequina comercial promoveu, inclusive, um aumento
no comprimento das raizes. O efeito de concentracBes entre 6 a 200 UM de (+)-catequina
comercial no desenvolvimento de raizes e parte aérea de Brassica nigra e Sinapis alba,
mostrou comportamentos que variam de inibicdo a inducdo do crescimento, conforme o
tratamento, regime luminoso e 6rgdo avaliado (Chobot et al. 2009), mostrando que esses
fatores também podem determinar o efeito fitotdxico de um aleloquimico.

Os efeitos inibitorios mais pronunciados promovidos pelos exsudatos de sementes de

S. virgata devem ser atribuidos ndo somente a acdo fitotoxica da catequina, mas também a
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outros metabolitos secundarios presentes nos exsudatos que podem atuar de forma isolada ou
em conjunto com a catequina. Outros flavonoides tém sido encontrados no tegumento de
sementes de espécies de Sesbania e de outras Fabaceae (Ceballos et al. 1998, Silva et al.
2004, Pang et al. 2007). Em sementes de S. punicea a presenca de sesbanimida A pode inibir
o crescimento de plantulas de varias espécies (Gorst-Allman et al. 1984, Powell et al. 1990,
Van Staden & Grobbelaar 1995). Simdes et al. (2008) detectaram fracdes fitotoxicas
derivadas de exsudatos das sementes de S. virgata que ndo continham (+)-catequina na sua
composicao, sugerindo que esta semente provavelmente exsude outras fitotoxinas potenciais
que podem estar relacionadas com o carater invasivo desta espécie. O fato da fumigacdo com
NO ndo afetar o potencial fitotoxico dos exsudatos sugere que a oxidacdo do NO na presenca
da catequina ndo altere sua atividade alelopatica ou que outras substancias compensem uma

eventual perda de atividade da catequina.

5.2. Altas concentracdes de NO induzem estresse nitrosativo e oxidativo em S. virgata?

Um dos maiores obstaculos na pesquisa com 6xido nitrico consiste em determinar sua
exata localizacéo e quantificacdo em extratos ou tecidos de plantas, devido a natureza instavel
da molécula e sua baixa producédo celular (Stér & Stremlau 2006). Diversos métodos foram
desenvolvidos para deteccdo de NO, como ensaios quimioluminescentes e medidas com
eletrodos. No entanto, alguns métodos sdo limitados pela baixa sensibilidade, pequena
resolucdo espacial ou pelo alto custo (Broillet et al. 2001). Os marcadores fluorescentes séo
amplamente utilizados para deteccdo de NO em plantas. Dentre os marcadores mais comuns
estdo a diaminofluoresceina (DAF-2) e sua forma diacetato, (DAF-2DA), permeavel as
membranas celulares (Kojima et al. 1998). No entanto, esses marcadores, sofrem influéncia
de diversos fatores, como concentracdo de NO e célcio e incidéncia de luz (Broillet et al.
2001). Quando utilizado em conjunto com microscopia de fluorescéncia, o0 DAF possibilita a
definicdo exata do local de geracdo de NO, sendo que o DAF-2 DA tem sido amplamente
utilizado para este fim (Mur et al. 2013).

Em sementes de S. virgata a aplicacdo de NO exogeno néo interferiu na sintese de NO
enddgeno, que permanece constante nas sementes durante todo o periodo, sendo que teores
mais elevados foram observados somente em raizes ao final da embebi¢do. Em P. virgatum e
sorgo, os maiores teores de NO enddgeno foram detectados entre 24 e 30 horas de embebicao,
periodo que coincide com o inicio da germinacdo destas espécies (Simontacchi et al. 2004,
Sarath et al. 2006).

75



A analise da localizagéo in situ do NO em raizes e cotilédones confirmou os dados
obtidos in vitro, tendo em vista que ndo foram observadas diferencas na intensidade da
fluorescéncia entre os tratamentos. Estes resultados sugerem que as altas concentragdes de
NO gasoso empregadas ndo se refletem em maior producdo de NO end6geno nos tecidos
entre 12 e 72 horas de embebicdo. Em P. virgatum, o sinal fluorescente atribuido ao NO
enddgeno foi mais intenso em sementes germinadas em agua do que nas germinadas na
presenca de SNP (Sarath et al. 2006). Diferentemente do observado no presente trabalho, o
tratamento com concentracGes crescentes de solucdo doadora de NO (50 a 250 uM de SNP),
induziu um aumento bastante significativo nos teores de NO enddgeno em raizes de E.
purpurea (Wu et al. 2007). Esta manutengdo do teor de NO enddgeno em S. virgata sugere
que esta ndo tenha sofrido estresse nitrosativo. Esta auséncia de efeito pode ser computada as
diversas barreiras que impedem o avanco de RNS para dentro dos tecidos, comecando pela
presenca de grandes quantidades de catequina no exsudato, capazes de sequestrar parte do NO
fornecido via fumigacdo. Além disso, a presenca de um tegumento impermeével e os altos
teores de galactomanano no endosperma podem contribuir como barreiras fisicas a entrada do
NO, conforme discutido por Zerlin (2011).

A atividade da enzima S-nitrosoglutationa redutase (GSNOR) permite controlar o
nivel intracelular de GSNO e, consequentemente, os efeitos do NO nas células (Wang et al.
2006, Leterrier et al. 2011). Em raizes de S. virgata a atividade GSNOR aumentou ao longo
do periodo germinativo e pode estar relacionada com o aumento do contetdo de NO
enddgeno observado neste tecido em 72 horas. Esse aumento de NO pode levar a um acumulo
de GSNO, promovendo um aumento da enzima GSNOR. O tratamento com NO nao alterou a
atividade da enzima GSNOR, o que embasa a hipdtese de que o NO ndo tenha promovido um
estresse nitrosativo, tendo em vista que a GSNOR ¢é a enzima mais eficiente na eliminacdo de
RNS.

A producdo de ROS por sementes germinantes tem sido muitas vezes considerada
como causa de estresse que pode afetar o sucesso da germinacdo (Bailly 2004). Visando
mitigar o acimulo de ROS, as sementes geralmente ativam o seu sistema antioxidante
imediatamente apds a reidratacdo (De Gara et al. 1997, Tommasi et al. 2001, Muller et al.
2010). Em sementes de S. virgata, o0 maior contetdo de H,O, foi observado nas primeiras 12
horas de embebicdo em raizes e nas 24 horas iniciais em cotilédones. Gniazdowska et al.
(2010) sugerem que a producdo de ROS durante a fase inicial da germinacdo de embrides de
maca possa ativar o sistema antioxidante celular, possibilitando o sucesso germinativo e o

desenvolvimento de plantulas vigorosas. Desta forma, o aumento no contetdo de H,O,
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induzido por NO em cotiledones (24 horas) e raizes (48 horas) de S. virgata estaria
relacionado a maior atividade antioxidante das enzimas responsaveis pela detoxificacdo do
H,0,.

A SOD é uma enzima chave na defesa antioxidante de plantas devido a sua capacidade
em dismutar o anion superoxido em H,0O, e O, (Alscher et al. 2002). No entanto, diversas
isoenzimas de SOD estdo presentes em plantas, sendo ao menos uma MnSOD mitocondrial,
uma CuzZnSOD plastidial e uma CuzZnSOD citosélica (Rubio 2011). Em S. virgata foram
detectadas trés isoenzimas nos dois tecidos analisados, sendo uma MnSOD e duas CuZnSOD,
de acordo com o observado para outras leguminosas. Ja em Sesbania rostrata, uma isoforma
de FeSOD foi identificada, além de uma MnSOD e duas CuZnSOD (Rubio et al. 2009). De
acordo com Asensio et al. (2012), a presenca de uma isoforma de FeSOD citosolica em
Glycine max e Vigna unguiculata esta associada & maturidade e senescéncia dos tecidos,
sendo que essa isoforma ndo foi detectada em raizes jovens das duas espécies. Este fato
sugere que outras isoformas de SOD, sobretudo as FeSOD, poderiam ser detectadas em S.
virgata em outros estagios de desenvolvimento.

Apesar das alteracGes observadas na atividade das isoenzimas de SOD em raizes e
cotilédones de S. virgata, o0 aumento de atividade de uma isoforma parece ser compensado
pela diminui¢do da atividade de outra isoforma, resultando em atividade total da SOD similar
para os tratamentos controle e NO. Em raizes de Cassia tora foi detectada a presenga de cinco
isoformas da SOD que ndo foram alteradas pelo tratamento com doador de NO em relacdo ao
numero e intensidade das bandas correspondentes as diferentes isoformas (Wang & Yang
2005). Da mesma forma, em raizes de Panax ginseng o tratamento com SNP ndo alterou o
numero de isoformas da SOD em relacdo ao controle, no entanto o NO foi capaz de promover
um aumento na intensidade das isoformas Cu/ZnSOD e FeSOD (Tewari et al. 2008).

O H,0; produzido pela SOD e outras reacdes enzimaticas e ndo enzimaticas é
convertido & H,O e O, pela acdo das enzimas catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX).
Em S. virgata, o tratamento com NO estimulou a atividade da enzima APX em raizes (48 e 72
horas) e cotilédones (48 horas) e da enzima CAT (48 e 72 horas) em cotilédones, periodos
imediatamente posteriores ao aumento de H,O, induzido por NO nestes tecidos. A baixa
atividade de APx em 12 horas se deve ao fato de sementes ortodoxas quiescentes nao
apresentarem atividade dessa enzima, sendo que apenas durante a embebicdo sua atividade €
detectada e aumenta gradualmente (Tommasi et al. 2001). Portanto, os resultados sugerem
que o acumulo de H,O, provocado pelo NO tenha induzido a atividade de CAT e APx em

raizes e cotilédones, de forma a sequestrar eficientemente esse radical. No entanto, apesar da
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inducdo dos mecanismos de detoxificacdo, houve um aumento de peroxidagédo lipidica
induzido por NO em cotilédones logo no inicio da embebicdo, quando a atividade de CAT e
APx ainda era baixa e ap6s 48 horas de embebicao, periodo posterior ao acimulo de H,0, nos
dois tecidos.

A enzima GR catalisa a reducdo da glutationa oxidada (GSSG) para a sua forma
reduzida (GSH), produzindo substrato (GSH) para a enzima DHAR sendo, deste modo,
extremamente importante para a manutencdo do ciclo ASC-GSH (Noctor & Foyer 1998). O
aumento concomitante da atividade de GR e APx em cotilédones, induzido por NO em 48
horas, poderia estar relacionado com a necessidade da GR regenerar o ASC utilizado pela
enzima APx no processo de detoxificacdo de H,O,, que apresentou maior acimulo neste
tecido.

Diversos autores tém demonstrado que o NO pode modular os teores de ROS e a
atividade de enzimas antioxidantes em situacdes de estresse abiotico. Em sementes de Vigna
radiata, o NO exdgeno teve um papel protetor contra a toxicidade do arsénio, através da
diminui¢cdo no contetdo de H,O, e MDA devido ao aumento da atividade de CAT em
cotilédones (Ismail 2012). Em sementes de trigo e Cicer arietinum, o NO exdgeno diminuiu
os efeitos deletérios do estresse salino, reduzindo o conteudo de H,O, e MDA através da
inducdo da atividade das enzimas SOD, CAT e APx (Sheokand et al. 2008, Zheng et al.
2009). A fumigagéo de sementes de Antiaris toxicaria com 100 ppm de NO gasoso reverte 0s
efeitos da dessecacdo sendo que o NO atua em duas frentes: na ativacdo das enzimas do ciclo
Asc-GSH (APx, GR, DHAR) via S-nitrosilacdo e na reducdo da inativacao do ciclo Asc-GSH
ao reprimir a carbonilacéo de proteinas induzida pela dessecacao (Bai et al. 2011).

Anélises protebmicas demonstraram que a APx € um dos alvos potenciais de S-
nitrosilacdo em plantulas de Arabidopsis (Fares et al. 2011). A S-nitrosilacdo do residuo de
cisteina Cys32 levou a um aumento da atividade de APx e preveniu sua inativacao pelo H,O,
(Begara-Morales et al. 2014). Dentre as enzimas que sofreram aumento de atividade induzida
por S-nitrosilagdo em estresse por frio estdo a SOD, a APx e a peroxiredoxina (Abat &
Deswal 2009, Sehrawat et al. 2013). Estas modifica¢cBes pos-traducionais reversiveis séo
comumente detectadas em situacdo de estresse oxidativo e nitrosativo e podem estar
relacionadas ao aumento de atividade das enzimas antioxidantes em sementes de S. virgata
fumigadas com NO.

E importante ressaltar que S. virgata é uma espécie de ambientes alagados, podendo se
desenvolver, durante parte de seu ciclo de vida, em situacdo de hip6xia. Plantas adaptadas a

crescer sob condicBes de alagamento possuem mecanismos para lidar com esse estresse, como
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a formacgdo de aerénquima, o aumento da disponibilidade de agUcares soluveis, entre outros. O
estresse por alagamento também resulta na producdo de etileno, ROS e NO e inducgdo de
enzimas de defesa antioxidante (Sairam et al. 2009). Tem sido sugerido recentemente que 0
NO pode atuar como um sinal que desencadeia a aclimatacdo ao estresse por hipdxia. A
aplicacdo de NO exdgeno em plantulas de pepino sob situacdo de alagamento minimizou a
limitacdo do crescimento imposta pelo estresse, induziu a atividade de enzimas antioxidantes,
como SOD, POD, CAT e APx e reduziu os niveis de peroxidagdo lipidica (Fan et al. 2014).
Alves e colaboradores (2013) verificaram que plantas de S. virgata expostas ao alagamento
desenvolvem uma eficiente capacidade sequestradora de ROS nas raizes, principalmente do
H,0, gerado durante o estresse. Estes autores atribuiram esta capacidade a acdo coordenada
de vias ndo-enzimaticas do ascorbato (ASC) e dehidroascorbato (DHA), e enzimaticas da
SOD, APX, GR e dehidroascorbato redutase (DHAR), além de adapta¢cdes morfo-anatdmicas,
como 0 aumento de raizes adventicias, lenticelas e formacgéo de aerénguima. Esse mecanismo
constitutivo de defesa antioxidante também foi ativado pela aplicacdo de NO gasoso em
sementes germinantes de S. virgata, mesmo sem a inducéo por alagamento.

Os resultados aqui apresentados descrevem mecanismos adicionais de defesa presentes
em sementes de S. virgata que contribuem para o sucesso de seu estabelecimento inicial. S.
virgata € uma espécie pioneira que possui uma grande capacidade invasora e é capaz de
crescer na presenca de sombra e em solos alagados. Suas sementes possuem dorméncia por
impermeabilidade do tegumento, o que proporciona grande longevidade e a capacidade de
formar banco de sementes no solo (de Aradjo et al. 2004). O tegumento, além de proporcionar
protecdo fisica, sintetiza grandes quantidades de ABA, que regula o processo de mobilizacéo
de reservas da semente (Potomati & Buckerige 2002, Tonini et al. 2006) e, quando exsudado,
pode afetar a germinacédo de espécies competidoras. A presenca de um endosperma composto
por galactomanano de reserva, além de fornecer grandes quantidades de aclcar que asseguram
0 desenvolvimento da pléntula em condigdes adversas, também atua no controle da
embebicdo da semente e minimiza o efeito de estresses potenciais que possam ocorrer durante
0 estabelecimento da plantula. A exsudacdo de compostos com atividade antifungica e
alelopatica ja havia sido descrita para S. virgata (Simdes 2008, Simdes et al. 2008). No
entanto, o presente trabalho demonstra que além de atuar como potente aleloquimico, a
catequina exsudada em grandes quantidades sequestra RNS, comumente geradas em situacéo
de estresse por alagamento/hipoxia. Embora o potencial de sequestro de ROS ndo tenha sido
testado, ja se sabe que as catequinas sdo capazes de sequestrar oxigénio singleto e anion

superdxido. Além desse mecanismo externo de sequestro de espécies reativas, S. virgata
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apresenta um eficiente sistema antioxidante enzimatico, importante para a detoxificagdo de
ROS geradas no processo de germinacdo. Este sistema pode ser induzido em situacdo de
estresses oxidativo e nitrosativo, sendo capaz de minimizar eventuais injarias de membranas e

danos aos tecidos.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Este foi o primeiro trabalho a avaliar o efeito do NO exdgeno sobre a composicéo e
atividade bioldgica de exsudatos de sementes. Além disso, esta também € a primeira avaliacdo
do sistema antioxidante enzimatico de Sesbania virgata durante o processo germinativo,
apesar de diversos autores ja terem descrito 0 mecanismo de degradacédo de reservas durante a
germinacdo destas sementes (Buckeridge & Dietrich 1996, Potomati & Buckeridge 2002,
Lisboa et al. 2006, Tonini et al. 2006, 2007, 2010a, 2010b, Zerlin 2011).

Embora os resultados de composicado dos exsudatos de sementes de S. virgata tenham
sido similares aos obtidos por Simdes (2008), a principal diferenca entre estes dois trabalhos
refere-se ao tipo de exsudato analisado. No estudo realizado por Simdes (2008), foram
coletados exsudatos acumulados em um periodo de 48 horas e 72 horas, enquanto neste
trabalho analisou-se exsudatos ndo cumulativos, coletados a cada 24 horas. Desta forma, este
trabalho possibilitou a identificacdo do periodo de exsudacgédo dos diferentes compostos e pode
auxiliar no entendimento do comportamento de exsudacdo dessas sementes, durante as
diferentes fases do periodo germinativo.

A maioria dos estudos que avaliam os efeitos do NO exdgeno em sementes utiliza
solucBes doadoras de NO, que normalmente geram produtos de decomposi¢do e também
podem ter efeitos nas células (Feelisch 1998), necessitando a utilizacdo de diversos controles.
Além disso, o tempo de liberagcdo de NO varia de acordo com o doador utilizado e com as
condicdes de luminosidade, pois estas solugbes costumam ser fotossensiveis (Ederli et al.
2009). Tendo em vista que neste trabalho foi avaliada a composicdo dos exsudatos de
sementes de S. virgata, a utilizacdo do NO gasoso, além de possibilitar a analise do efeito
direto do NO, sem a presenca de interferentes, apresentou-se ainda mais vantajosa por evitar a
presenca de contaminantes nos exsudatos.

Os trabalhos com localizagdo de NO in situ normalmente analisam amostras intactas,
sem a necessidade de corte para analise no microscdpio, como observado para os tecidos de
Arabidopsis thaliana. No entanto, a necessidade de efetuar cortes a mao foi um fator que
dificultou as analises de NO in situ de cotilédones e raizes de S. virgata. O corte induz a
geracdo de NO e, por essa razdo, torna-se indispensavel a utilizacdo de alguns controles, como
0 cPTIO, capaz de sequestrar o NO. Desse modo, sdo necessarias analises adicionais para
confirmar os dados obtidos em relacdo a localizacdo do NO em S. virgata. Uma alternativa
para evitar a geracdo de NO durante o corte seria a utilizacdo do método empregado por

Corpas et al. (2004), no qual segmentos de tecido sdo incubados com o marcador DAF-2DA
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(ou similares), embebidos em uma solucdo de acrilamida-bisacrilamida, com posterior
polimerizacdo e corte em micrétomo. Este método foi testado em raizes e cotilédones de S.
virgata, no entanto testes adicionais ainda sdo necessarios, tendo em vista a dificuldade de
penetracdo dos marcadores de NO em todo o segmento de raizes e cotilédones.

As altas concentracdes de NO gasoso aplicadas em sementes de S. virgata, visando
induzir um estresse nitrosativo, ndo promoveram esse efeito, provavelmente devido a
presenca de grandes quantidades de catequina nos exsudatos dessas sementes, capazes de
sequestrar RNS e possivelmente ROS, minimizando os danos causados pelo excesso de
especies reativas. Além disso, o aumento da atividade das enzimas antioxidantes no
tratamento com NO pode estar relacionado a uma estratégia adicional de reducéo do contetido
de ROS, para evitar que estas reajam com o NO e produzam outras RNS, como o
peroxinitrito, ainda mais reativas do que o NO. Em trabalho realizado por Vitor e
colaboradores (2013), a fumigacdo com 60 ppm de NO em plantas de A. thaliana também néo
induziu um estresse nitrosativo nas folhas, tendo em vista a manutencdo dos niveis de nitrato
e nitrito nas plantas tratadas com NO, apesar deste tratamento ter promovido um aumento no
contetdo de nitrosotidis. Desta forma, outras analises seriam importantes para determinar a
auséncia de estresse nitrosativo, como a avaliacdo da nitracdo de proteinas, que costuma ser
um marcador desse tipo de estresse (Valderrama et al. 2007, Corpas et al. 2008, Chaki et al.
2011) e a andlise do conteudo de nitrosotiois. Além disso, a anélise de antioxidantes ndo
enzimaticos como o ASC e a GSH seria importante para uma melhor compreensdo da
modulacéo da atividade de GR e da GSNOR pelo NO.

Os dados indicam que o NO exdgeno ndo modula a exsudacdo de compostos em
sementes germinantes de S. virgata, e deste modo ndo altera o potencial antiflngico e
fitotoxico. Diferentemente do observado para diversas espécies modelo e cultivadas, altas
concentracdes de NO exdgeno fornecido na forma de solucdes doadoras de NO ou de NO
gasoso, tem pouco ou nenhum efeito na germinagdo de sementes e no desenvolvimento de
plantulas de S. virgata. Isto pode ser devido a acdo conjunta de mecanismos de defesa que
contribuem para o0 sucesso do estabelecimento de S. virgata em ambientes considerados
indspitos para as demais espécies de plantas. Dentre estes mecanismos, que vem sendo
estudados por nosso grupo de pesquisa ao longo dos anos e que este trabalho permitiu
complementar (Figura 35), é possivel listar:

- A sintese e exsudagdo de catequina, que atua como fitotoxico e sequestra espécies

reativas de nitrogénio e oxigénio;
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- A sintese e exsudacdo de outros compostos com atividade bioldgica, como a
sesbanimida, que apresenta atividade antimicrobiana e 0 ABA, que atua na regulacdo da
degradacdo de reservas de S. virgata e pode inibir a germinacdo de sementes de espécies
competidoras;

- O acimulo de altos teores de carboidratos de reserva, que permite a semente
germinar e se desenvolver, mesmo em condic¢des adversas;

- A liberacdo de manose, acglcar considerado toxico para muitas especies;

- O acumulo de galactomanano, polissacarideo de reserva de parede celular que, além
de fornecer energia para 0 processo pds-germinativo, controla o processo de embebicdo da
semente;

- A presenca de um eficiente sistema antioxidante enzimatico;

- A presenca de um tegumento impermeavel, que atua como protec¢do fisica e sintetiza
diversos compostos com atividade bioldgica.

Novos mecanismos certamente ainda serdo descobertos. S. virgata, por apresentar
respostas que a diferenciam das demais espécies, € um modelo de estudo interessante, mas
infelizmente informacgdes gendmicas ainda ndo estdo disponiveis para essa espécie. O
sequenciamento do genoma expresso em situacdo de alagamento/hipoxia poderia contribuir
para o entendimento da sinalizacdo por NO, presente no ambiente natural de ocorréncia da

espécie.
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Figura 35. Esquema representando os mecanismos de resposta de S. virgata atuantes durante
a germinacdo e o desenvolvimento inicial das plantulas, em condi¢Ges normais e em situacao
de estresse abidtico. As sementes de S. virgata possuem tegumento que atua como uma
barreira fisica para a entrada de NO e o endosperma composto por galactomanano que
controla a entrada de 4gua e NO. Estas sementes também exsudam compostos com atividade
antimicrobiana e alelopatica, como a catequina, que € capaz de sequestrar o NO exdgeno.
Apesar dos mecanismos de defesa, parte do NO penetra na semente e atua nos processos de
sinalizagdo promovendo o aumento no conteudo de H,O, em raizes e cotilédones. Este
aumento de H,O, promove alteragdes nas enzimas antioxidantes: ascorbato peroxidase (APX),
catalase (CAT) e glutationa redutase (GR) que atuam na detoxificacdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) para evitar que ocorram danos celulares, como a peroxidagdo lipidica
(malondialdeido - MDA).
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