Produção de fitoalexinas em cotilédones de soja (Glycine max) em resposta a extratos de citronela (Cymbopogon nardus).
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1. INTRODUÇÃO


Estudos realizados na Alemanha (MÜLLER & BORGER, 1940), com cultivares de batata atacadas pelo fungo da requeima (Phytophthora infestans), levaram à descoberta de que as plantas resistentes acumulavam substâncias inibidoras do crescimento do fungo, o que não ocorria nas cultivares de batata suscetíveis à doença. Estas substâncias foram denominadas de fitoalexinas (do grego phyton = planta e alexin = composto que repele) e sua descoberta causou profundas mudanças no conceito de resistência de plantas a patógenos.



As fitoalexinas são substâncias lipofílicas, cuja estrutura química as coloca  entre os metabólitos secundários de plantas. A toxicidade não é determinada somente pela lipofilicidade, mas também pelo número de hidroxilas, grupamentos fenólicos ou o caráter ácido da molécula. A ação destas moléculas é determinada a uma concentração de 10-6 a 10-4 M. As fitoalexinas apresentam-se com diferentes formas estruturais, sendo que cada espécie vegetal possui a característica de produzir uma forma estrutural em maior quantidade. Por exemplo, as Solanáceas e as Malváceas produzem usualmente sesquetiterpenes, as das Leguminosas são isoflavonóides ou poliacetilenos e as fitoalexinas de orquídeas são dihidrofenantrenos (HARBONE, 1999). Algumas espécies de plantas semelhantes à batata produzem diversas substâncias ao mesmo tempo. Algumas espécies que não produzem fitoalexinas, como é o caso do café, acumulam constitutivamente outras substâncias de defesa, que são suficientes para defender a planta da invasão por microrganismos (BRAGA, 2002). Este mesmo autor ainda comenta que metabólitos de defesa constitutivos também são encontrados em espécies que sintetizam fitoalexinas. Isso indica que a produção de fitoalexinas faz parte das diversas estratégias de defesa selecionadas ao longo da evolução da planta, podendo ou não ser o principal mecanismo de resistência de uma determinada espécie vegetal.


Este trabalho teve como objetivo avaliar o uso de extratos e frações de Cymbopogon nardus como indutoras de fitoalexina em plantas, utilizando a soja como modelo de indução.

2. MATERIAL E MÉTODOS

O experimento foi conduzido no laboratório de fiopatologia e casa-de-vegetação do Departamento de Agronomia da Universidade Estadual de Maringá, PR, Brasil, no período compreendido entre março de 2001 a março de 2003.

Os extratos: bruto aquoso (EBA), metanólico (EME) e etanólico (EET) de citronela (Cymbopogon nardus) e também as frações dos EME e EET obtidas por cromatografia foram utilizadas para estudar o acúmulo de fitoalexinas em cotilédones de soja. Foram testadas diferentes concentrações (10, 25, 40 e 50%) dos extratos e das frações e a água como controle (nível 0). Os extratos EME e EET fracionados em cromatógrafo de coluna de  filtração em gel (CFG) produziram três frações a partir do extrato metanólico (FMI, FMII e FMIII) e duas frações para o extrato etanólico (FEI e FEII). Os pesos moleculares para as frações FMI, FMII,  FMIII, FEI e FEII foram 69,29; 40,51; 18,72; 65,89 e 24,11 kDa, respectivamente.
Os extratos foram foram fracionados em coluna cromatográfica previamente empacotada com Sephacryl S 100 HR (sigma) de acordo com (COOPER, 1977; WULFF, 1997).

As sementes de soja foram plantadas em areia esterilizada a 120oC por 20 min, sendo este procedimento feito por 3 dias consecutivos. Após um período de 9 à 10 dias destacaram-se os cotilédones das plântulas, sendo lavados em água destilada, secos e cortados de maneira que forme um sulco na superfície adaxial do cotilédone, depositando 6 cotilédones por placa de Petri com papel de filtro  umedecida, sendo cada repetição composta por uma placa. As placas foram mantidas à 25oC em BOD no escuro por 20 horas. Após este período, os cotilédones foram transferidos de cada placa para um Erlenmeyer contendo 15 mL de água destilada previamente autoclavados e com identificação correspondente a das placas. Os recipientes, foram submetidos a agitação por uma hora, e logo após a agitação, procedeu-se a leitura em espectrofotômetro à 285 nm.

 
A ABS285nm foram avaliadas utilizando o programa computacional SAEG, desenvolvido pela Universidade Federal de Viçosa (1998), utilizando o seguinte modelo:

Yijk = ( + Exi + Cj+ ExCij + eijk
onde:

Yijk = observação da k-ésima repetição da j-ésima concentração referente ao i-ésimo extrato avaliado;

( = efeito da constante comum a cada observação;

Exi = efeito do extrato i (1 = EBA, 2 = EME e 3 = EET);

Cj = efeito da concentração do extrato j (1 = 0, 2 = 10, 3 = 25, 4 = 40 e 5 = 50%);

ExCij = efeito da interação do j-ésimo nível da concentração com o i-ésimo extrato. eijk = erro aleatório associado a cada observação Yijk, pressupondo NID (0, (2).

Para decompor o efeito da concentração utilizado foi empregada a análise de regressão usando o programa SAEG () 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO
No Quadro 1 são apresentadas as médias de ABS285 em cotilédones de soja de acordo com a concentração utilizada em cada extrato. O maior valor de ABS285 para o extrato bruto aquoso foi obtido na concentração de 40%. Contudo, não houve efeito significativo (P > 0,05) deste extrato sobre os valores de ABS285. 
Quadro 1. Valores de ABS285 nm obtidos em cotilédones de soja de acordo com o extrato utilizado (EBA extrato Bruto Aquoso, EME extrato metanólico e EET extrato etanólico).

Concentração


EXTRATO
     0
   10%
   25%
   40%
  50%
  CV%

    EBA
  0,256
  0,242
  0,363
  0,588
  0,535
  48,03

    EME
  1,047
  2,696
  3,747
  3,868
  7,096
  55,24

    EET
  1,554
  3,606
  2,136
  3,633
  4,089
  35,69

Foram obtidos efeitos significativos (P < 0,05) das concentrações dos extratos metanólico e etanólico sobre o ABS285. Os maiores valores de ABS285 para EME e EET foram 7,096 e 4,089, respectivamente. Tanto para o extrato metanólico como para o etanólico, os maiores valores de ABS285 foram obtidos na concentração de 50%.
O que deve ser levado em consideração, é que conforme o método de extração, há modificação na composição do extrato. Pequenas diferenças moleculares no solvente extrator acarretam inúmeras diferenças na composição de um extrato. 

No presente trabalho, além da extração ser procedida com solventes diferentes, os extratos alcóolicos foram extraídos por maceração enquanto que o extrato bruto foi extraído por trituração. Portanto, o tipo de solvente extrator e a forma de extração possa ter influenciado nos resultados de forma que o extrato bruto aquoso, poderia ter deixado de extrair substâncias essenciais para a produção de fitoalexinas, ou seja, o possível eliciador.

No Quadro 2 são apresentada as médias ABS285/gfp em cotilédones de soja de acordo as frações obtidas na CFG. Não houve efeito significativo (P > 0,05) da fração obtida na cromatografia de coluna de filtração sobre a ABS285/gfp medida em cotilédones de soja.

Quadro 2.  Médias de ABS285/gfp obtidas em cotilédones de soja de acordo com as frações obtidas na Cromatografia de Filtração em Gel.


Fração
Média (ABS285/ gpf)*



FMIII
0,1545



FMI
0,1169



FEI
0,1095



FMII
0,0997



FEII

Controle
0,0920

0,0616







* ABS285/gpf (absorbância a 285nm por grama de peso fresco)


O presente resultado, mostra que as frações obtidas através dos extratos alcóolicos, não induzem a produção de fitoalexinas em soja, o motivo provavelmente seja  por estas frações não conterem a(s) molécula(s) necessária(s) para desencadear a produção de fitoalexina em soja. 

Uma mesma substância submetida a diferentes métodos cromatográficos, pode determinar um perfil cromatográfico diferente. A fase móvel a ser utilizada também é importante, pois a eluição está diretamente relacionado com a afinidade da amostra tanto pelo gel quanto pelo eluente. Em face disto, pode ter havido pouca afinidade da molécula pela fase móvel, ficando retida no gel.

4. CONCLUSÕES

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho podemos concluir que:

O extrato bruto aquoso de Cymbopogon nardus não induziu a produção de fitoalexina em cotilédone de soja, no entanto os extratos metanólico e etanólico de Cymbopogon nardus são indutores de fitoalexinas em cotilédone de soja. As frações obtidas a partir dos extratos metanólicos e etanólicos de Cymbopogon nardus não são indutoras de fitoalexinas em cotilédones de soja.

5. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS
BRAGA, M. R. Fitoalexinas e a defesa das plantas. www.sbq.org.br/PN-NET/texto5/defesa.htm, acesso em 02/05/2002.

Cooper , T.G. The tools of biochemistry. New York: Jonh Wiley & Sons, Cap. 5 , 1977. 413p.

Harborne, J.B. The comparative biochemistry of phytoalexin induction in plantas. Biochemical Systematics and Ecology, v. 27, p.335-367, 1999.

MULLER, K.O.; BORGER, H. Experimentelle Untersuchungen über die Phyophthorainfestans-Resistenz der Kartoffel. Arb. Biol. Reichsanst. Land Forstwirtsch. V. 23, p.369-89, 1940.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE VIÇOSA. SAEG, Sistema de análises estatísticas e genéticas. Viçosa: Universidade Federal de Viçosa, 1998.

Wulff, N. A. Caracterização    parcial de      elicitores   de    fitoalexinas   em   sorgo (Sorghum bicolor) obtidos a partir de Saccharomyces cerevisiae. Piracicaba, 1997. 61p. Dissertação (Mestrado em Agronomia - Microbiologia Agrícola), ESALQ/USP, 1997.

