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ABSTRACT - (Release and activity of phytoalexin-inducing oligosaccharides in tropical Rubiaceae: influence of pectin
methylesterification). Two woody Rubiaceae speciesfrom tropical forest, Alibertia myrcifolia and Rudgea jasminoides, showed
differencesin relation to their capacity of producing phytoal exins, when challenged with fungi, and in the composition of the
pectins from their cell walls. These species were compared in relation to the production and activity of phytoalexin-eliciting
oligosaccharides derived from their leaf cell walls. Cell wall hydrolysiswith Driselase showed that eliciting oligosaccharides
were released from both species, although they are more easily obtained from Rudgea jasminoides, which presents positive
phytoalexin response. I ncubation of the cell walls with endopolygal acturonase promoted the production of oligosaccharides
from R. jasminoides but not from Alibertia myrcifolia, which shows no phytoalexin response. Sequential hydrolyses with
pectin-methylesterase and endopolygal acturonase that caused cell wall breakdown and release of eliciting molecules from
A. myrcifolia, indicated the presence of pectins with different degrees of methylesterification between the two species.
Additionally, oligosaccharideswith low degree of polymerization (DP) were shown to inhibit phytoal exin response induced by
afungal elicitor or oligosaccharideswith higher DP. These results suggest that the distinctive behavior between the Rubiaceae
speciesin relation to phytoal exin production might be due to differencesin the production of eliciting oligosaccharides from
their cell walls as a consequence of the differencesin the degree of the methylesterification and distribution of methyl-esters
groups of their pectins.
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RESUM O — (Liberacao e atividade de mol écul asindutoras de fitoal exinas em rubi aceastropicai s: influénciadametil esterificacdo
de pectinas). Duas espécies arbdreas tropicai s de Rubiaceae, Alibertia myrcifolia e Rudgea jasminoides, diferem nacomposi¢cdo
de pectinas de suas paredes celulares e ha capaci dade de produzir fitoal exinas quando inoculadas com fungos. Essas espécies
foram comparadas em relagcdo ao mecanismo de liberacdo e atividade de oligossacarideos de paredes celulares indutores da
sintese de fitoalexinas. Paredes celulares das espécies hidrolisadas com Driselase, por diferentes periodos, mostraram que
oligossacarideosindutores podem ser liberados a partir de paredes de ambas espécies, embora sejam mais facilmente obtidos
de R. jasminoides, espécie que apresenta capacidade de sintetizar fitoalexinas. A incubag8o das paredes celulares com
endopoligal acturonase promoveu a liberacdo de oligossacarideos de R. jasminoides, mas ndo de A. myrcifolia, espécie que
ndo produz fitoalexinas. A hidrdlise seqliencial com pectinametilesterase e endopoligal acturonase, que promoveu aquebrada
parece celular ealiberag@o de moléculas eliciadoras apartir de A. myrcifolia, indicou a presenga de pectinas com diferente grau
de metilesterificacdo entre as espécies analisadas. Adicionalmente, oligossacarideos com pequeno grau de polimerizagéo
mostraram atividade inibidora dasintese de fitoal exinasinduzidas por um eliciador flngico e por oligossacarideos com maior
grau de polimerizagdo. Esses resultados sugerem gque adiferencano comportamento das duas rubiaceas com rel agdo ainducéo
de fitoalexinas em soja possa estar relacionada ao mecanismo de liberacdo de oligossacarideos, como conseqiiéncia das
diferencas no grau de metilesterificacao e distribuicéo dos grupos metil-ésteres das pectinas.
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Introducéo

Os polissacarideos pécticos sdo 0s polimeros mais
complexos e abundantes da parede celular primériade
dicotiledbneas, sendo representados por moléculas
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acidas e neutras (Willats et al. 2001). Os
homogalacturonanos, ramnogalacturonano | (RG-1) e
ramnogalacturonano Il (RG-I1) sdo moléculas &cidas,
constituidas por uma cadeia de residuos de acido
D-galacturdnico unidos por ligacbes a 1,4, intercalados
ou ndo por residuos de ramnose. Nos
homogal acturonanos, osresiduosde &cido galacturdnico
podem estar substituidos por grupos metilano carbono
6, mostrando diferentes graus de metilesterificacéo
(McCann et al. 1994). Em presencade Ca?*, as cadeias
pécticas com baixo grau de metilesterificacdo se
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associam, formando um gel rigido einsolGvel. Estaforma
é freqUentemente encontrada em paredes de células
maduras, que cessaram seu crescimento (Willats et al.
2001). O grau de metil esterificacgo tem influénciasobre
as propriedades gelificantes das pectinas e também
limita ou impede a acéo de pectinases sobre esses
polissacarideos (Sakai et al. 1993).

V&riasfungdes sdo atribuidas s pectinas, taiscomo
determinac&o daporosidade da parede celular e controle
do transito de macromoléculas, adesao celular,
hidratacdo através da formagdo de géis, plasticidade e
flexibilidade da parede durante o crescimento e
participacdo em mecanismos de defesa da planta ao
ataque de patdgenos (Darvill et al. 1992, Coté & Hahn
1994, McCann et al. 1994).

A penetracdo dos tecidos vegetais por patdgenos e
suasubseqiente col onizagéo freqlientemente envolvem
a degradacdo de polissacarideos da parede celular,
através da liberagdo de vérias hidrolases, sendo as
pectinases as primeiras polissacaridases a serem
produzidas nostecidosinfectados (Fraissinet-Tachet &
Fevre 1996). A acdo destas pectinases microbianas
sobre aparede celular de plantas|evaadespolimerizagdo
dos polissacarideos pécticos, especialmente 0s
homogal acturonanos, podendo, simultaneamente, gerar
fragmentosindutores (oligogal acturonideos) capazesde
eliciar respostas de defesa na prépria planta, como a
sintese defitoalexinas (Daviset al. 1984, Cervoneet al.
1987, Darvill et al. 1992).

Oligogalacturonideos sdo liberados naturalmente
pela acdo de endopoligalacturonases (Endo-PGs) e
pectina-liases de microorganismos (Alghisi & Favaron
1995, Cervone et al. 1989). In vitro, os
oligogal acturonideos podem ser obtidos por hidrdlise
&cida parcia da parede celular (Hahn et al. 1981) ou
por tratamento com pectinases (Nothnagel et al. 1983).
A acdo gradual da Endo-PG sobre a cadeia do
homogalacturonano leva a um progressivo
encurtamento da mesma, sendo seu limite de digest&o
oligbmeros com grau de polimerizacdo (GP) de 2-4.

A atividade daEndo-PG édiretamenteinfluenciada
pelo grau de metilesterificagdo (GM) das pectinas, que
varia em diferentes tecidos e com o estadio de
diferenciagdo dacéula(McNeil et al. 1984). A atividade
da Endo-PG pode ser favorecida pela acdo da
pectinametilesterase (PME), pectinase que catalisa a
conversdo do &cido poligal acturdnico metilado em &cido
poligalacturdnico, através daclivagem dos grupos metil-
ésteres (Alghisi & Favaron 1995). A retiradados grupos
metil-estéres pode favorecer a agdo da Endo-PG sobre
as cadeias de homogal acturonanos (Daas et al.1999).

Trabalhos recentes tém mostrado que o
reconhecimento, a ancoragem e a clivagem de
homogal acturonanos por agéo de Endo-PGs sb ocorrem
guando uma estrutura molecular minima esta presente
neste substrato. Mort & Chen (1996) relataram que a
Endo-PG de Erwinia carotovora requer 4 residuos de
acido galacturdnico adjacentes ndo metilesterificados
dentro de uma regido parcialmente esterificada para
exercer sua atividade catalitica. Daas et al. (1999)
também demonstraram que a Endo-PG de
Kluyveromyces fragiles necessita de uma segiiéncia
com 4 ou mais residuos de &cido galacturénico néao
esterificado para agir. Entretanto, Daas et al. (2000)
descreveram modos de agdo e degradacdo diferentes
para trés pectinas com o0 mesmo dgrau de
metilesterificagdo, mas que mostravam diferengas na
distribuic&o dos grupos metila ao longo da cadeia de
homogal acturonano. Estes resultados indicam que néo
somente 0 GM, mas a distribuicdo destes grupos metil -
ésteres também é importante para a acdo das
Endo-PGs.

Vé&rios trabalhos correlacionam a resisténcia de
plantas a patdgenos ao GM das pectinas. Heitefuss &
Pagdl (1989) eMcMillan et al. (1993), trabalhando com
batatas resistentes e suscetiveis a E. carotovora,
correlacionaram 0 GM com aresisténciaabactéria. Le
Cam et al. (1994) sugeriram que, além do GM, a
distribuicéo dos grupos metil-ésteres estariarel acionada
com asuscetibilidade de diversos cultivares de cenoura
ao fungo Mycocentrospora acerina.

Estudos relacionados a sintese de fitoal exinas em
duas rubiéceas nativas tropicais, que diferem quanto &
capacidade de produzir esses metabdlitos de defesa
guando inoculadas com fungos, revelaram diferencas
nas fragbes pécticas das paredes celulares de suas
folhas (Braga et al. 1991, 1998). Teores de pectinas
&cidas foram detectados mais abundantemente em
Rudgea jasminoides, espécie que produz fitoal exinas.
A avaliagdo da presenca de oligogal acturonideos
indutores de fitoalexinas nas paredes celulares dessas
plantas também apontou para presenca de moléculas
mais ativas em Rudgea jasminoides quando comparada
a Alibertia myrcifolia, espécie que ndo sintetiza
fitoalexinas em resposta a inoculagdo com fungos
(Braga & Dietrich 1998).

No presente trabalho sdo relatadas diferencas no
GM das pectinas de paredes celulares de A. myrcifolia
e R. jasminoides, que levam a diferencas na liberagéo
e atividade de oligogal acturonideos e que podem estar
relacionadas as diferencas na resposta fitoalexinica
observada entre as duas espécies analisadas.
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M aterial e métodos

Material - Folhas completamente expandidas e sem lesBes de
Alibertia myrcifolia (Spruce ex Schum.) Schum. e de Rudgea
jasminoides (Cham.) Mdll. Arg. foram coletadas namatada
ReservaBiol6gicado Parque Estadua das Fontesdo | piranga,
do Instituto de Boténica de S&o Paulo - SP.

Sementesde soja[Glycinemax (L.) Merr.] doscultivares
IAC-8 e IAC-18 foram gentilmente cedidas pelo Instituto
Agrondmico de Campinas, Campinas- SP.

Culturas do fungo Mucor ramosissimus Samutsevitsch
foram mantidas em meio de cultura Batata-Dextrose-Agar
(BDA) por aproximadamente 8 dias no escuro a 25 °C, sendo
seus esporos extraidos e utilizados para a obtencéo do
eliciador utilizado no bioensaio dos cotilédones de soja.
Preparacdo de cortes paraMicroscopiade Luz e Microscopia
Eletrénicade Transmissdo (MET) - Por¢Bes de 2 mm?foram
retiradas do mesofilo de folhas recém coletadas e
imediatamente fixadas, a temperatura ambiente, em
glutaraldeido 1% + paraformaldeido 2,5% em tamp&o
cacodilato de sodio 50 mM pH 7,0. Naseqiiéncia, asamostras
foram lavadas em tamp&o cacodil ato de sodio 50 mM (3 vezes,
15 min), pés-fixadas no mesmo tampé&o contendo 1% de
tetroxido de ésmio por 1 h e 30 min. Asamostrasforam entdo
lavadas em tampao cacodilato de sddio (3 vezes, 30 min),
desidratadas em série etandlica (30%, 50%, 70%, 85%, 95% e
100%), e o material foi infiltrado com resinaL RWhite: etanol
(1:1, 2:1, 48 h cada), seguido de mais48 h em resinapura. A
polimerizacéo foi efetuada em estufa a 60 °C, durante 48 h.
Foram efetuados cortes semifinos (250 nm) em micrétomo
LKB Bromma8800 e estes col ocados sobre|aminas devidro
e cobertos com umasolucéo de azul detoluidina(AT) 0,025%
em tampédo Mcllvaine pH 4,0, por 15 min a temperatura
ambiente. Nasequiéncia, os cortesforam lavados rapidamente
em dgua destilada e secos a0 ar (Vidal 1977). A 1aminafoi,
entdo, imersaem xilol por 10 min e montadaem Entellan. Os
cortes foram observados em microscopio optico Zeiss,
Jenamed 2.

ParaMET, o material foi seccionado em ultramicrétomo,
sendo os cortes finos (< 100 nm) montados sobre telinhas de
niquel, conforme descrito por Freshour et al. (1996).

Imunol ocalizag&o com anticorpos monoclonais- Cortesfinos
montados sobretelinhas de niquel foram hidratadospor 5 min
com tampéo Tris-salino (TBS) 10 mM. Ossitios de ligacbes
inespecificas foram blogueados pela incubagdo dos cortes
com 3% de albuminade soro bovino (BSA) emtampdo TBSe
incubados por 60 min com os anticorpos monoclonais JIM-5
e JM-7, que reconhecem pectinas com menor e maior GM,
respectivamente (Knox et al. 1990, Willats et al. 2000). Os
anticorpos foram cedidos pelo Dr. Keith Roberts do John
Innes Institute - Inglaterra. Em seguida, os cortes foram
lavados em tamp&o TBS eincubados com o 2° anticorpo anti-
rato 1gG (Sigma) conjugado com ouro coloidal (10 nm) por 60
min, elavados com tampé&o TBS e dguadestilada. Astelinhas
foram contrastadas com acetato de uranila 1% e citrato de

chumbo, visualizadasa80 kV em Microscopio ZeissEM 902A
e fotografadas.

Extracdo de paredes celulares - As paredes celulares foram
extraidas a partir de 25 g de folhasfrescasde A. myrcifoliae
R. jasminoides, segundo procedimento descrito por Braga
et al. (1998). As folhas foram lavadas em égua corrente e
homogenei zadas (5 vezes) em tampéo fosfato de sddio 100 mM
pH 7,0, emliquidificador, por 5min, a5°C. O materid resultante
foi centrifugado (16.000 g, 10 min) em seguida, os
sobrenadantes foram descartados. O precipitado foi
ressuspenso em agua destilada, filtrado a vacuo em filtro de
fibradevidro GF/A e oresiduo re-extraido mais quatro vezes
com cloroférmio: metanol (1:1 v/v), acetonae éter etilico. O
residuo final foi seco em estufa a 50 °C, moido e as fibras
separadas em peneiratipo Granutest (malha 20), sendo o p6
resultante considerado como parede celular.

Determinagdo do grau de metilesterificagdo das pectinas -
Pectinas foram obtidas a partir das paredes celulares de
A. myrcifolia e R. jasminoides por extragdo com oxalato de
amdnio 500 mM, pH 7,0, a80°C, por 1 h, conforme descrito
por Bragaet al. (1998). O grau de metilesterificacdo (GM) foi
cal culado apds saponificacdo das pectinascom NaOH 1,5 M
a temperatura ambiente e acidificagéo a frio com H,SO,,
segundo aférmula:

% de metilesterificac8o = (umoles de metanol
liberado x 100). pmolesde &cido urénico™

O contelido demetanal liberado foi determinado segundo
Wood & Siddiqui (1971) e o contetdo de &cidos urdnicos
conformeFry (1988).
Hidrdlise com Driselase - As enzimas contidas na Driselase
(Sigma) foram parcialmente purificadas, atravésdaeiminacdo
de agUcares, segundo procedimento descrito por Fry (1988).
Vinte miligramas de paredes celularesforam incubadasa25 °C
com 100 pL de Drisel ase parcial mente purificadaem 900 pL
detampéo acetato de sodio 20 mM, pH 4,7 por 1, 2,4,6e8h.
Os controles foram efetuados pela substituicdo da enzima
por 100 pL de &guadestilada. A reacdo foi interrompida por
fervura a 100 °C, por 5 min. Os hidrolisados foram
centrifugadosa7.800 g por 10 min e ossobrenadantesfiltrados
emfiltro defibradevidro GF/A paraaeliminacdo deresiduos
sdlidos. O volume dos sobrenadantes foi completado para
1,0 mL com agua destilada e estes guardados a-20 °C.
Hidrolise segiiencial com pectina-metilesterase (PME) e
endopoligalacturonase (Endo-PG) - A vinte miligramas de
paredes celulares de A. myrcifolia e R. jasminoides foram
adicionados 500 pL detampéo acetato desddio 0,1 M, pH 4,4
e 50 pL da enzima pectina-metilesterase Sigma (PME). O
controlefoi efetuado pela substitui¢éo daenzimapelo volume
equivalente em tampao. A incubacdo foi realizadapor 1 h, a
30 °C. Os hidrolisados foram fervidos a 100 °C por 5 min,
centrifugados por 5 min e filtrados, sendo os sobrenadantes
mantidos a -20 °C. Os precipitados de paredes resultantes
deste tratamento foram lavados trés vezes e ressuspensos
em 250 pL. em tampé@o acetato de sodio 50 MM, pH 5,0. A essa
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suspensdo foram adicionados 150 yL de agua destilada e
50 uL da enzima endopoligal acturonase Megazyme
(Endo-PG). Noscontroles, aenzimafoi substituidapor 50 pL
de &gua destilada. Apds 8 h de incubagdo a 30 °C, os
hidrolisados foram novamente fervidos, centrifugados e os
sobrenadantes resultantes foram filtrados, sendo seu volume
gjustado para 1,0 mL com &guadestilada. Ensaios com tempo
deincubagao diminuido para30, 60 e 90 minutos, e com apenas
10 pL de Endo-PG foram efetuados. | ncubacfes de paredes
com Endo-PG, sem o tratamento prévio com PME, também
foram redizadas.

Curvas de hidrélise das paredes celulares de
A. myrcifolia e R. jasminoides foram efetuadas por 1 h com
PME (50 pL) + Endo-PG (10 pL) durante 1, 2, 4, 6 e8h. Os
tratamentos de paredes celulares foram conduzidos
variando-se o tempo de incubagdo com PME por 10, 20,30 e
40 minutos, com tempo fixo de 4 h de incubacdo com a
Endo-PG.
Ensaios col orimétricos - As quantidades de agUcarestotaise
de acgUcares redutores presentes nos hidrolisados foram
determinadas pelo método do fenol-sulfurico (Dubois et al.
1956) e de Somogyi-Nelson (Somogyi 1945), respectivamente,
tendo glucose (100 pg.mL1) como padrdo. O conteldo de
&cidos urdnicos foi determinado utilizando-se o método de
mt-hidroxibifenil tendo acido gal acturénico (100 pg. mL™) como
padréo (Fry 1988, Filisetti-Cozzi & Carpita1991).
Andlise dos hidrolisados por cromatografia liquida de ata
resolucdo (HPAEC/PAD) - Os hidrolisados obtidos por acéo
da Driselase e de PME e Endo-PG foram analisados por
HPAEC/PAD em sistema Dionex DX-300 e DX-500, para
monossacarideos e oligossacarideos de acidos urdnicos
(oligogalacturonideos). Os monossacarideos foram
separados em coluna Carbo-Pac PA-1 em NaOH 20 mM
isocratico por 30 minutos e identificados por comparagéo
com padrdes comerciais. Os oligogalacturonideos foram
analisados conforme descrito por Spiro et. al (1993), em coluna
Carbo-Pac PA-1 no sistema DX-300 utilizando como eluente
um gradiente linear de 400-800 mM de acetato de sodio, pH
8,0, aum fluxo de ImL.min%, durante 40 min. Foi utilizada
pos-colunacom NaOH 400 mM aum fluxo de0,5 mL.mint. A
colunafoi re-equilibrada com 400 mM de acetato de sodio
por 10 min antes da aplicagcdo de uma nova amostra. Os
tempos de eluicdo foram comparados com aqueles obtidos
para padrdes de oligogalacturonideos de grau de
polimerizacdo 3-5 fornecidos pelo Dr. Stephen C. Fry
(University of Edinburgh - Escocia). As analises no sistema
Dionex DX-500 também foram efetuadas em coluna Carbo-
Pac PA-1, utilizando-se um gradiente linear de acetato de
sodio de 400-800 mM em 100 mM de hidréxido de sodio, por
60 min. Ostempos de el ui¢cdo foram comparados com aqueles
obtidos para padréo de oligogalacturonideos com grau de
polimerizacéo (GP) 7-22 fornecidos pelo Dr. Stephan Eberhard
(University of Georgia- EUA).
Bioensaio de atividade indutora em cotilédones de soja -
Devido a variac@o sazonal na resposta fitoalexinica

apresentadapor rubiaceasnativastropicais (Bragaet al. 1991),
a deteccdo da atividade indutora de fitoalexinas nos
hidrolisados de paredes celulares foi efetuada em soja,
segundo procedimento descrito por Ayerset al. (1976), com
modificacdes. Os cotilédones de soja foram destacados de
pléantulas obtidas a partir de sementes germinadas e
cultivadas em casa de vegetacdo, em bandejas plasticas,
contendo vermiculita: terravegeta (2:1), naformade camadas,
em temperaturaambiente e fotoperiodo controlado (14 horas
luz.dia?), por aproximadamente 8-11 dias. Os cotilédones
destacados foram desinfestados em solucéo de hipoclorito
de sédio comercial a 10%, durante 15 min e lavados
exaustivamente em aguadestilada estéril. Discosde 6 mm de
didmetro e cerca de 1 mm de espessura foram retirados da
superficie adaxial de cada cotilédone com o auxilio de um
furador derolhase um bisturi. Gotasde 50 L dos hidrolisados
resultantes dos tratamentos enziméticos, de &gua destilada
(controle) e do €eliciador de esporos do Mucor ramosi ssimus
(obtido segundo Cordeiro Neto & Dietrich 1992) foram
aplicadas sobre a superficie cortada de cada cotilédone.
Gruposde5 cotilédones foram colocados em placas de Petri,
sob papel de filtro umedecido com &gua destilada, e estes
incubados no escuro a 26 °C, por 20 h. Todos os ensaios
foram efetuados em triplicata. Apés a incubagéo, os
cotilédones foram lavados com &gua destilada
(1 mL. cotilédone?) e as solugBes resultantes filtradas e
avaliadas quanto a presencade fitoal exinas (gliceolinas) por
leitura em espectrofotdmetro a 286 nm. A quantificacdo de
gliceolinas foi efetuada utilizando-se padréo de gliceolina
isolado de cotilédones de soja (Ayers et al. 1976).

Ensaios de competicdo entre oligossacarideos indutores -
Hidrolisados provenientes daincubacdo de paredes celulares
de A. myrcifolia e R. jasminoides com Endo-PG por 4e6 h
foram diluidos 1:1 com &gua destilada ou com hidrolisados
de paredes de R. jasminoides obtidos por tratamento com
PME por 1 h e com Endo-PG por 4 ou 6 h. Além disso, 0
eiciador do fungo M. ramosissimusfoi também diluido a3:1,
1:1 e 1:3 com éguadestiladae com os hidrolisados de paredes
de A. myrcifolia provenientes do tratamento por 40 min com
PME e4 h com Endo-PG edeR. jasminoidestratadaspor 1 h
com PME e4 h Endo-PG. Essas dilui¢esforam ensaiadasem
cotilédones de soja para avaliagdo da atividade indutora,
conforme descrito acima. Os controles foram efetuados
utilizando-se &guadestilada, os hidrolisados e o eliciador de
M. ramosissimusa100%.

Andlise estatistica - As médias das determinacfes
colorimétricas e de atividade indutoraforam comparadas pelo
teste estatistico de Tukey usando ANOVA.

Resultados

Driselase, uma mistura de 14 enzimas obtidas do
fungo Irpex|lacteus, capaz de hidrolisar aparede celular
vegetal foi utilizada neste trabalho com o objetivo de



RevistaBrasil. Bot., V.27, n.2, p.379-393, abr.-jun. 2004 383

simular alguns dos eventos que ocorrem durante a
infeccdo de plantas por patdgenos. A cinética de
liberac&o de carboidratos apartir das paredes celulares
das duas rubiaceas tratadas com Driselase foi bastante
distinta, sendo que R. jasminoides liberou quase quatro
vezes mais carboidratos que A. myrcifolia (figura
1A, B). A atividade indutora de fitoalexinas em
cotilédones de soja também foi diferente para os
hidrolisados das duas espécies analisadas, sendo
bastante superior para R. jasminoides (figura 1C, D).

A andlise da composi¢do dos hidrolisados de
paredes celulares tratadas com Driselase revelou a
predominancia de glucose e arabinose para
A. myrcifolia, e de glucose, galactose e arabinose para
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R. jasminoides (tabela 1). O aumento do tempo de
incubacdo promoveu maior degradacdo da fragdo
péctica, representada pelo aumento nos teores de
ramnose, arabinose e galactose em A. myrcifolia e
galactose em R. jasminoides. Para R. jasminoides, a
hidrélise por 4 h também resultou na liberagdo de
ramnose, indicando que neste caso 0 ramnogal acturonano
| também passa a ser degradado, fato observado para
A. myrcifolia com 8 h de hidrdlise.

A determinac&o do grau de metilesterificacdo das
pectinas das paredes celulares através de métodos
colorimétricos mostrou que, em R. jasminoides, cerca
de 30% de sua pectinaencontra-se substituida por grupos
metil-ésteres. Para A. myrcifolia, o valor encontrado
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Figura 1. Contelido de carboidratos (A, B) e atividade indutora de fitoal exinas em cotilédones de soja(C, D) dos hidrolisados
de paredes celularesde A. myrcifolia (A, C) eR. jasminoides (B, D) tratadas com Driselase por diferentes periodos. Em A eB:
@ = acUcar total; m = &cidos urénicos; a = agUcares redutores. As barras representam o desvio padréo da média.

Figure 1. Carbohydrate content (A, B) and phytoal exin-inducing actitivy in soybean cotyledons (C, D) of cell wall hydrolasates
of A. myrcifolia (A, C) and R. jasminoides (B, D) after treatment with Driselasefor different periods. In A and B: @ =total sugar;
B = uronic acids; A =reducing sugars. Bars represent average of triplicates + standard deviation.
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Tabela 1. Proporcao relativa de monossacarideos neutros presentes nos hidrolisados de paredes celulares de A. myrcifolia e
R. jasminoides resultantes da incubagdo com Driselase por 4 e 8 h, obtida ap6s andlise por HPAEC/PAD. Rha = rhamnose,
Ara=arabinose, Fuc = fucose, Xil = xilose, Gal = galactose, Man = manose e Glc = glucose.

Table 1. Molar percentage of neutral monosaccharidesin the cell wall hydrolysates of A. myrcifolia and R. jasminoides after
incubation with Driselase for 4 and 8 h, obtained by HPAEC/PAD analysis. Rha = rhamnose, Ara= arabinose, Fuc = fucose,
Xil =xylose, Gal = galactose, Man = mannose and Glc = glucose.

Espécie Tempo de hidrélise Monossacarideo (mol %)
Fuc Rha Ara Gd Gc Xil /Man
A. myrcifolia 4h 0 0 143 6,1 76,3 34
8h 0 11 18,7 92 685 25
R. jasminoides 4h 0 33 94 115 723 35
8h 0 19 71 14,6 74,6 18

foi de 133%, o que indica a existéncia de outros
compostos metilesterificados, a ém dos &cidos urénicos.

A utilizacdo de anticorpos monoclonais que
reconhecem pectinas com diferentes graus de
metilesterificacdo evidenciou, para R. jasminoides
(figuras 2-6), a presenca de maior quantidade de
particulas de ouro coloidal naparede celular de células
do mesofilo tratadas com o anticorpo JIM-5 (figuras
2, 4), em comparacéo a marcagdo com JIM-7 (figuras
3, 6), confirmando que as pectinas presentes nas paredes
celulares de R. jasminoides encontram-se pouco
metilesterificadas. Diferengas nadistribuicéo de pectinas
foram observadas entre as paredes de células dos
parénqguimas palicadico (figura3) elacunoso (figura6).
As paredes celulares de folhas de A. myrcifolia ndo
foram marcadas pel os anticorpos (ndo mostrado).

Pela tabela 2, observa-se que paredes celulares
de A. myrcifolia sdo pouco suscetiveisahidrélise com
Endo-PG quando comparadas as de R. jasminoides.
O tratamento prévio da parede celular de A. myrcifolia
com PME resultou em um aumento de cerca de 3
vezes no teor de &cidos urdnicos liberados quando
comparado a hidrolise somente com Endo-PG,
indicando apresencade grupos metil-éstereslimitando
a acdo da Endo-PG.

Conforme mostrado pelafigura7, o tratamento de
R. jasminoides com Endo-PG resultou na liberacdo de
oligogd acturonideos de diferentes GP, incluindo aqueles
de GP >12 e que sabidamente sdo moléculas com
atividade indutoradefitoalexinas (figura7D). Nenhum
oligogalacturonideo foi detectado para A. myrcifolia
(figura 7C) no mesmo tipo de tratamento. Para esta
espécie, apenas a incubacdo sequencial com PME e
Endo-PG resultou naliberacdo de oligogal acturonideos,
porém em quantidades bastante inferiores aquelas

detectadas para R. jasminoides (figura 7E).

Paredes celulares de A. myrcifolia hidrolisadas
com Endo-PG por 1 a8 h mostraram peguenaliberacéo
de &cidos urbnicos, cerca de quatro vezes menor do
gue a observada para R. jasminoides (figura 8A, B).
Para A. myrcifolia, o tratamento prévio com PME
resultou em incremento na quantidade de &cidos urénicos
(figura 8B). Para R. jasminoides, a incubagdo prévia
com PME determinou menor liberagdo de é&cidos
urénicos a partir da parede celular dessa espécie,
divergindo dos resultados mostrados natabela 2.

N&ofoi detectadaatividade indutoradefitoalexinas
em cotilédones de soja em nenhum dos hidrolisados de
A. myrcifolia (figura 8C), assim como nagueles de
R. jasminoides tratados previamente com PME (figura
8D), estando a mesma presente somente nosincubados
de R. jasminoides com Endo-PG até 6 h de incubag&o.

A andlise de oligogal acturonideos nos hidrolisados
mostrou que o padrdo observado ndo variou para cada
espécie no decorrer do tempo de incubacgdo. Para
R. jasminoides, na incubagdo com Endo-PG e com
PME + Endo-PG foram detectados oligogal acturonideos
com GP = 7 em todos os tempos de incubagdo. Para
A. myrcifolia, oligogal acturonideos de pequeno GP
foram detectados a partir de 1 h deincubac&o com PME
+ Endo-PG, mas, mesmo assim, em menores quantidades
gue aqueles encontrados para R. jasminoides (dados
ndo apresentados).

Paredes celulares de A. myrcifolia e
R. jasminoides foram tratadas com PME por 10 a
40 min e com Endo-PG por 4 h (figura 9). Pode-se
observar que a quantidade de &cidos urdnicos liberada
a partir de A. myrcifolia no tratamento com Endo-PG
ainda é bastante inferior quando comparada a
R. jasminoides e que o tratamento prévio com PME
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Figuras 2-6. Imunolocalizacdo de pectinas de paredes celulares de folhas de R. jasminoides por Microscopia eletronica de
Transmissao (MET). 2. Cortetransversal dafolha, mostrando regies de parede celular ampliadas nasfiguras4 a6. 3-4. Paredes
celulares do parénquima palicadico imunol ocalizadas, respectivamente, com os anticorpos monocl onais JIM-5 (pectina pouco
metilesterificada) e JIM-7 (pectina bastante metilesterificada). 5-6. Parede celular do parénquimalacunoso imunol ocalizada,
respectivamente, com osanticorpos monoclonaisJIM-5 e IM-7. As setasindicam as particulasde ouro coloidal . Cl = cloroplasto;

i = epiderme inferior; Es = epiderme superior; Lm = lamelamédia; Mi = mitocdndria; Pa= parede celular; Pl = parénquima
lacunoso; Pp = parénquimapalicédico. Barras= 12 uym (2), 0,14 um (3, 4), 0,2 um (5, 6).

Figures 2-6. Immunogold labelling of cell wall pectins in sections of leaves of R. jasminoides by Transmission Electron
Microscopy (TEM). 2. Tranversal section of leaf with amplified region of the cell wall (squares) showed in4to 6. 3-4. Palisade
cell walls immunolocalized, respectively, with monoclonal antibodies JIM-5 (low methylesterification) and JIM-7 (high
methylesterification). 5-6. Spongy cell wall immunolocalized, respectively, with monoclonal antibodies JIM-5 and JIM-7. Arrows

indicate gold particles. Cl = cloroplast; Ei

= Lower epiderm; Es = Upper epiderm; Lm = middle lammela; Mi

= mytocondrig;

Pa= cell wall; Pl = spongy; Pp = palisade. Bars=12pm (2), 0.14 um (3, 4), 0.2um (5, 6).

promoveu um aumento nesta hidrolise, porém néo
mostrando variagOes significativas com o aumento do
tempo de incubagdo (figura 9A). Para R. jasminoides,
otratamento prévio com PM E ocasionou maior liberagcéo
de é&cidos urdnicos entre 10 e 20 min de incubac&o
(figura9B).

A aplicagéo dos hidrolisados sobre cotilédones de
soja mostrou que, para A. myrcifolia, apesar da
incubac&o préviacom PME ter ocasionado um aumento
na quantidade de &cidos urénicos liberados, ndo foram
produzidos oligogal acturonideos ativos em soja em
nenhum dos tratamentos. Para R. jasminoides (figura
9D), os hidrolisados provenientes do tratamento com
Endo-PG apresentaram atividade indutora, como visto

anteriormente (figura9D). Os hidrolisados pré-tratados
com PME mostraram atividade significativaentre 20 e
30 minutos de incubacdo com PME. Entretanto, esta
atividade ainda foi inferior a atividade do incubado
somente com Endo-PG.

Oligogal acturonideos com GP = 9 foram liberados
em todos os tratamentos de paredes celulares de
R. jasminoides, porém a quantidade e o GP néo
variaram significativamente nos tratamentos (figura
10A-C). Estes oligogal acturonideos nao foram
observados para A. myrcifolia no mesmo tratamento
(dados néo apresentados). No hidrolisado previamente
tratado com PME, para R. jasminoides, foram
encontrados 0s mesmos oligogal acturonideos vistos no
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Tabela2. Contetido de &cidos urdnicosliberados e porcentagem de hidrélise de paredes celularesde A. myrcifoliae R. jasminoides
incubadas com PME por 1 h e Endo-PG por 8 h.

Table 2. Uronic acid content in the hydrolysates and percentage of hydrolysis of cell wallsof A. myrcifolia and R. jasminoides
incubated with PME 1 h and Endo-PG 8 h.

A. myrcifolia R. jasminoides
Tratamento mg &c. urénicol/g % mg &c. urénicolg %
parede hidrélise parede hidrdlise
Parede + tamp&o acetato de sddio 50 mM 0 0 0 0
Parede + PME 02 0 0 0
Parede + Endo-PG 22 02 256 26
Parede+ PME + Endo-PG 6,1 06 301 30
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Figura7. Perfil em HPAEC/PAD dos oligogal acturonideos presentes nos incubados de paredes celularesde A. myrcifolia (C, E)
eR. jasminoides (D,F) com Endo-PG (C, D) e PME + Endo-PG (E, F) por 90 min. Padr&o de oligogal acturonideosde GP 3-5 (A)
eGP 7-22 (B). Asincubagdes com 30 min néo geraram oligogal acturonideos em quantidades que pudessem ser detectadas por
HPAEC/PAD e os perfis de eluicdo dasincubactes com de 60 min que foram similares ao tratamento com 90 min.

Figure 7. HPAEC/PAD profile of oligogal acturonidesfrom cell wallsof A. myrcifolia (C, E) and R. jasminoides (D, F) incubated
with Endo-PG (C, D) and PME + Endo-PG (E, F) for 90 min. Oligogal acturonide standards of GP 3-5 (A) and GP 7-22 (B).
Oligogal acturonides were not detected by HPAEC/PAD with 30 minincubation. Profiles of 60 min of incubation weresimilar to
those of 90 min.
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Figura8. Contelido de &cidos urbnicos (A, B) eatividade indutora de fitoal exinas em cotilédones de soja (C, D) dos hidrolisados
de paredescelularesde A. myrcifolia (A, C) e R. jasminoides (B, D) tratadas com tamp&o (e), Endo-PG (m) e PME + Endo-PG
() por diferentes periodos. As barras representam o desvio padréo damédia.

Figure8. Uronic acid content (A, B) and phytoal exin-inducing actitivy in soybean cotyledons (C, D) of cell wall hydrolysates
of A. myrcifalia (A, C) and R. jasminoides (B, D) after treatment with buffer (@), Endo-PG (m) and % PME + Endo-PG (a) for
different periods. Bars represent average of triplicates + standard deviation.

tratamento com Endo-PG, sendo observados paral0 min
oligogal acturonideos em mai or quantidade e com maior
GP (figura10B). Para essaespécie, 0 aumento do tempo
de incubagdo com PME resultou na diminuicéo da
proporcdo de oligogal acturonideos de maior GP (figura
10D).

Na tabela 3 sdo apresentados os dados relativos
aos ensaios de inducdo simultanea utilizando
hidrolisados resultantes da incubag&o de paredes

celulares de R. jasminoides tratados com Endo-PG e
pré-tratados com PME. Observa-se que o0s
hidrolisados de R. jasminoides com Endo-PG por 4 e
6 h de incubagéo apresentaram atividade indutora de
fitoalexinas, e que esta atividade foi pouco diminuida
peladiluicdo a50% com dguadestilada. Porém, quando
ao hidrolisado Endo-PG foi adicionado o hidrolisado
resultante da incubagdo com PME + Endo-PG, essa
atividade foi completamente abolida. Também o
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Figura9. Contelido de &cidos urénicos (A, B) e atividade indutora de fitoal exinas em cotil édones de soja (C, D) dosincubados
deparedescelularesde A. myrcifolia (A, C) eR. jasminoides (B, D) com tampéo (@), Endo-PG (®) e PME + Endo-PG () por
diferentes periodos com PME. As barras representam o desvio padréo damédia.

Figure 9. Uronic acid content (A, B) and phytoal exin-inducing actitivy in soybean cotyledons (C, D) of cell wall hydrolysates
of A. myrcifolia (A, C) and R. jasminoides (B, D) after treatment with buffer (@), Endo-PG (m) and PME + Endo-PG (4 ) for
different periods. Bars represent average of triplicates + standard deviation.

eliciador de M. ramosissimus, quando diluido no
mesmo hidrolisado (PME + Endo-PG), apresentou
gueda significativa na atividade indutora, fato ndo
observado na dilui¢cdo com agua. O hidrolisado com
PME + Endo-PG de A. myrcifolia também ocasionou
guedanaatividade indutorado eliciador.

Outro ensaio deinibicdo, realizado somente com o
eliciador de M. ramosissimus, é mostrado nafigura 11.
A aplicacdo do eliciador diluido em &gua destilada nas
proporcdes entre 25% e 75% nao alterou o padrdo de
suaatividadeindutoradefitoal exinas. Entretanto, quando
este foi aplicado nas mesmas proporcdes de diluicdo
juntamente com os hidrolisados das paredes celulares
de ambas espécies resultantes do tratamento combinado

com PME seguida de Endo-PG, ocorreu inibi¢cdo da
atividadeindutora.

Discussao

A incubag&o de paredes celulares de folhas de A.
myrcifolia e R. jasminoides com Driselase revelou
diferengas na labilidade das mesmas a hidrdlise
promovida por enzimas fungicas e na liberagdo de
fragmentos indutores da sintese de fitoalexinas em
cotilédones de soja (figura 1). Estes resultados
confirmam aqueles obtidos por Braga & Dietrich
(1998) e Braga et al. (1998), que indicaram a
existéncia de diferencas na estrutura dos
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Figura 10. Perfil em HPAEC/PAD dos oligogal acturonideos presentes nos hidrolisados de paredes celulares de R. jasminoides
tratadascom Endo-PG 4 h (B) e PME 10 min + Endo-PG 4 h (C) e PME 40 min + Endo-PG 4 h (D). Padréo de oligolacturonideos (A).

Figure 10. HPAEC/PAD profile of oligogal acturonidesfrom cell walls of R. jasminoides incubated with Endo-PG 4 h (B), PME
10 min + Endo-PG 4 h (C), and PME 40 min + Endo-PG 4 h (D). Standard of oligogalacturonides (A).

polissacarideos das paredes celulares entre as espécies
estudadas.

Braga & Dietrich (1998) também observaram que
paredes celulares de R. jasminoides incubadas por 18 h
com Endo-PG eram maisfacilmente hidrolisadas quando
comparadas as de A. myrcifolia. Foi sugerido que essa
diferenca poderia estar relacionada a presenca de
residuos de acido galacturdnico da pectina bastante
substituidos por grupos metil-ésteres em A. myrcifolia,
0 que limitaria a agdo da Endo-PG. A liberagdo
diferencial de ramnose nos hidrolisados obtidos por
tratamento com Driselase (tabela 1) € um indicio da
acao preferencial de Endo-PG sobre a fragdo péctica
da parede celular de R. jasminoides, liberando RG-I e
tornando-o suscetivel a agdo de outras hidrolases.
Conformecitado por Ishii et al. (1989) e Zablackiset al.
(1995), Endo-PGstém sido utilizadas para o isolamento
de RG-1 a partir de paredes celulares de diversas
espéciesvegetais, por hidrolisarem homogal acturonanos

pouco metilesterificados. Esses resultados, juntamente
com agueles obtidos nos ensaios colorimétricos para
quantificagdo de grupos metil-ésteres e com 0 uso de
anticorpos monoclonais especificos (figuras 3-6), os
quais reconhecem diferentes graus de substituicdo de
residuos de acido galacturénico por grupos metila,
confirmaram a presenca de pectinas pouco
metilesterificadas em paredes celulares de folhas de
R. jasminoides. Para A. myrcifolia, as quantificacbes
por colorimetriae aimunol ocaizagdo ndo foram técnicas
adequadas para se avaliar o grau de metilesterificacéo
das pectinas, possivel mente pelo alto teor de compostos
fendlicos presentes nas folhas, que interferiram com os
ensaios (Braga et al. 1991).

Os resultados da tabela 2 indicam que paredes
celulares de A. myrcifolia s80 pouco suscetiveis a
hidrélise com Endo-PG quando comparadas a
R. jasminoides, confirmando os dados de Braga &
Dietrich (1998). A hidrdlise sequiencial com PME e Endo-
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Tabela 3. Atividade indutora de fitoal exinas de hidrolisados de paredes celulares de A. myrcifolia e R. jasminoides obtidos por
tratamentos com PME por 40 min e 1 h e Endo-PG por 4 e 6 h, sobre cotilédones de soja. Os val ores representam a média de
3 determinagtes. M édias seguidas de letras iguais em cada coluna ndo diferem estatisticamente a Tukey 5%. — ndo ensaiado,
* resultados de 3 ensaios conduzidos isoladamente, apresentados em colunas distintas, com os respectivos hidrolisados

ensaiados.

Table 3. Phytoalexin-inducing activity on soybean cotyledons of cell wall hydrolysates of A. myrcifolia and R. jasminoides,
after treatment with PME for 40 min and 1 h, and Endo-PG for 4 and 6 h. Values represent the average of triplicates. Letters
compare averages in columns by Tukey 5%. — not assayed, * results of three different assays, presented in different columns

with their respective hydrolasates.

pmol es gliceolinalcotilédone

Amostra R. jasminoides R. jasminoides A. myrcifolia
4h 6h 4h

Hidrolisado de parede com Endo-PG 100% 42,80d 70,0d -

Hidrolisado de parede com PM E+ Endo-PG 100% 36,66e 435a -

Hidrolisado de parede com Endo-PG diluido a50% 43,68d 50,6e -
em H_,O destilada

Hidrolisado de parede com Endo-PG diluido a50% 33,73e 355a -
no hidrolisado PME+ Endo-PG

Eliciador de Mucor ramosissimus* 17764a 1139b 13890

Eliciador de M. ramosissimus diluido a50% em H,O destilada  136,20b 1184b -

Eliciador de M. ramosissimus diluido a50% 87,06¢ 89,7¢ 56,80
no hidrolisado PME + Endo-PG

Controle (agua destilada)* 19,20e 332a 1911

PG aumentou em cerca de trés vezes a quantidade de
&cidos urdnicos liberados, indicando que a eliminacéo
de grupos metil-ésteres favoreceu a agdo da Endo-PG
sobre as paredes celulares de A. myrcifolia, o que
comprova a elevada metilesterificagcdo de sua pectina.
Entretanto, a quantidade de &cidos urdnicos liberada
ainda foi bastante inferior a de R. jasminoides,
sugerindo que ndo apenas o GM, mas outras
caracteristicas daparede celular de A. myrcifolia devem
contribuir para esses resultados. Braga et al. (1998)
demonstraram que a quantidade de acidos urénicos
encontrada nas pectinas de A. myrcifolia é cerca de
4,6 vezes menor do que ade R. jasminoides. Por essa
razdo, mesmo eliminando-se toda a metilesterificacéo
dos homogalacturonanos da parede celular de
A. myrcifolia através do tratamento prévio com PME,
aquantidade de polissacarideos &cidos disponiveis para
a acdo da Endo-PG ainda seria menor, 0 que poderia
explicar amenor quantidade de &cidos urdnicosliberada
pela hidrélise das paredes celulares desta espécie.
Para R. jasminoides, cuja parede celular é
facilmente hidrolisada pela Endo-PG, a incubacéo
prévia com PME ou promoveu um pequeno aumento
na hidrdlise subseguente com a Endo-PG (tabela 2),
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Figura 11. Atividade indutora de fitoal exinas em cotilédones
desojado €eliciador de M. ramosi ssimus diluido a25-75% em
agua destilada, no hidrolisado PME 1 h + Endo-PG 4 h de
R. jasminoides e no hidrolisado PME 40 min + Endo-PG 4 h
de A. myrcifolia. As barras representam o desvio padréo da
média

Figure 11. Phytoalexin-inducing activity in soybean
cotyledons of the eliciador of M. ramosissimus diluted to
25-75% in distilled water, in the PME 1 h + Endo-PG 4 h
hydrolysate of R. jasminoides, and in the PME 40 min +
Endo-PG 4 h hydrolysate of A. myrcifolia. Bars represent
average of triplicates + standard deviation.
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ou resultou em reducgdo da agdo subseqguente da
Endo-PG naclivagem dapectina(figura8B), indicando
gue o GM de sua pectina é bastante inferior ao de
A. myrcifolia. Mort & Chen (1996) e Daas et al.
(1999) relataram que as Endo-PGs fungicas
necessitam, usualmente, de uma estrutura composta
por quatro residuos de &cido galacturdénico néo
esterificados numa regido parcialmente esterificada
para poder agir. No caso de R. jasminoides, o
tratamento prévio com PME poderiaalterar aestrutura
mol ecular reconhecida pelaEndo-PG, explicando assim
a diminuicdo na porcentagem de hidrélise para esta
espécie. E possivel relacionar esse decréscimo no
contetdo de acidos urénicos a provavel eliminacéo
excessiva de grupos metil-estéres. A diminui¢cdo do
tempo de hidrdlise com a PME (figura 9) indicou que
até 30 minutos deincubacdo, a estruturada pectinade
R. jasminoides, alterada pela agdo da PME, pareceu
ser adequada ao reconhecimento e clivagem pela
Endo-PG, com consegiiente liberagdo de fragmentos
ativos. Apéds esse periodo, a incubagdo com PME
parece retirar grupos metil-ésteres importantes parao
reconhecimento pela Endo-PG, como sugerem os
trabalhos realizados por Mort & Chen (1996) e Daas
et al. (1999). Entretanto, oligogal acturonideos ativos
(com GP = 12) ainda foram encontrados nesses
hidrolisados, 0 que sugere a existéncia de um outro
fator nos hidrolisados pré-tratados com PME que
estaria determinando reducdo na atividade indutorade
fitoalexinas quando comparados ao tratamento
realizado unicamente com Endo-PG. Moerschbacher
et al. (1999) relataram que, em folhas de trigo,
oligbmeros de &cido gal acturdnico de baixo GP atuam
como supressores enddgenos de reacbes de
resisténcia. Dentre os oligogal acturonideos ensaiados,
os dimeros e trimeros se mostraram mais ativos,
inclusive quando aplicados concomitantemente ao
eliciador, um glicoproteogal actano, isolado do fungo
Puccinia graminis, suprimindo sua atividade. Assim,
éprovavel que osoligogal acturonideos de pequeno GP
gerados nos hidrolisados de A. myrcifolia e
R. jasminoides estejam inibindo a atividade dos
oligogalacturonideos maiores, conforme sugerem 0s
dados mostrados na tabela 3 e na figura 11. Esses
resultados explicam a auséncia de atividade indutora
nos hidrolisados de R. jasminoides incubados com
Driselase por 6-8 h (figura 1D), indicando que aperda
de atividade pode ser atribuida ndo somente a quebra
de fragmentos ativos j& presentes no meio de
incubacdo, mas também a um aumento de
oligogal acturonideos de pequeno GP, osquais poderiam

estar suprimindo ainducéo.

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que
aacdo da PME sobre as pectinas das paredes celulares
de ambas espécies pode regular a liberacdo de
oligogalacturonideos de diferentes GP. Assim,
considerando-se que: a) a acdo da PME sobre
polissacarideos pécticos influencia a especificidade
posterior da Endo-PG; b) as pectinas apresentam
diferentesGM e distribuicdo destes grupos metil-ésteres
(Le Cam et al. 1994) e ¢) a Endo-PG atua
diferentemente sobre cada substrato, dependendo da
distribuicdo dos grupos metil-ésteres (Daas et al. 2000),
resultando em diferencas na liberagcdo de fragmentos
maiores ou menores, € possivel supor que adistribuicdo
dos grupos metil-ésteres na pectina seja de extrema
importancia no processo de liberacdo de
oligogal acturonideos ativos, requeridos no processo de
indugdo defitoalexinas. Além disso, aproporgao relativa
entre os fragmentos de diferentes GP, gerados durante
amaceracao dostecidos, pode contribuir paraaresposta
final de defesa. Assim, sugere-se que a relacédo entre
osfragmentos menores e maiores possaestar envolvida
na regulacdo fina do processo de eliciagdo, ainda ndo
bem compreendida. De acordo com essa sugestéo,
fragmentos ativos liberados durante o processo de
infeccdo ocasionariam a ativacdo do sistema de defesa
da planta; com o decorrer do processo, fragmentos
menores, inativos, gerados pela degradacdo excessiva
das pectinas ou dos fragmentos maiores, poderiam
suprimir a inducdo por se apresentarem em maior
proporcdo, consequentemente desligando o sistemade
defesa da planta.

Le Cam et al. (1994) observaram que o grau de
suscetibilidade de cultivares de cenoura ao atague do
fungo Mycocentrospora acerina esta relacionado ao
GM das pectinas que compdem as paredes celulares.
No presentetrabal ho, autilizagdo de enzimashidroliticas
de parede celular demonstrou aexisténciade diferencas
na |abilidade de paredes de rubiéaceas ao ataque destas
enzimas. A auséncia de hidrolise de paredes celulares
de A. myrcifolia com Endo-PG parece estar rel acionada
a0 ato GM de sua fragdo pectica. O uso de Driselase
demonstrou que fragmentos ativos sdo liberados apartir
da parede de A. myrcifolia, porém com a necessidade
deum tempo deincubacdo maior do que aquel erequerido
para paredes de R. jasminoides. Isto provavelmente
decorre da necessidade de que outras hidrolases
presentes na Driselase (além da PME e da Endo-PG)
atuem previamente sobre a parede de A. myrcifolia, de
maneiraapermitir aacdo posterior da Endo-PG sobrea
mesma. Para R. jasminoides, moléculas ativas sdo
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liberadas de suaparede celular, porém adistribui¢éo dos
grupos metil-ésteres anterior e posteriormente & acéo
da PME também sdo fatores limitantes para a acéo da
Endo-PG e, conseqientemente, para a liberac&o de
oligogalacturonideos ativos. Possivelmente,
oligogal acturonideos de pequeno GP atuam como
supressores endégenos da reagdo de defesa da planta,
conforme previamente relatado por Boudart et al. (1995)
paraasintese de proteinasricas em hidroxiprolina. Todos
estes fatores interferem com a capacidade de resposta
destas espécies quando em contato com
microorganismos e podem estar relacionados ao
comportamento diferencial observado entre
A. myrcifolia e R. jasminoides com relagcdo a sua
capacidade de produzir fitoalexinas quando inoculadas
com fungos.
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