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LIGNIFICAGAO DE RAIZES DE SOJA (Glycine max L.Merril)
SUBMETIDAS AO ALELOQUIMICO 2-BENZOXAZOLINONA

Angela Valderrama Parizotto’, Gisele Adriana Bubna?, Maria de Lourdes Lucio Ferrares®,
Osvaldo Ferrarese Filho*

Plantas superiores regularmente liberam compostos organicos no ambiente. Estes compostos acumulam-se
no solo e influenciam o crescimento e o desenvolvimento das plantas vizinhas, com efeitos positivos e/ou
negativos, em um fendbmeno chamado alelopatia. No solo, estes compostos aleloquimicos podem ser
rapidamente absorvidos por outras plantas, e eventualmente, causarem danos ao crescimento das raizes, e
inibicho do crescimento da plantula. Benzoxazolinona é um aleloquimico presente em muitas
monocotiledéneas e possui alta fitotoxicidade, interferindo na germinagédo, na divisdo celular, no
metabolismo e inibicdo do crescimento de plantas superiores. A fenilalanina amoénia liase (PAL) é a primeira
enzima na rota de formagéo dos polimeros de lignina, sendo um ponto importante de regulagdo dessa via.
Neste contexto, os efeitos da 2-benzoxazolinona (BOA) no crescimento, atividade da PAL além dos teores
de lignina foram analisados nas raizes de soja. As sementes foram germinadas por 3 dias e as plantulas
obtidas cultivadas em cémara (por 24 h) em solugéo nutritiva (0,25 a 1mM de BOA), a 25 °C com aeracéo.
Apos a exposigdo das raizes em solugdes, contendo ou ndo 2-benzoxazolinona (BOA), foi determinado o
crescimento, atividade da PAL e a quantidade de lignina. Os resultados demonstraram que o aumento da
concentracdo de 2-benzoxazolinone € proporcional a redugao do crescimento em plantas de soja, redugao
do teor de lignina e da atividade da enzima fenilalanina aménia-liase (PAL).
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INTRODUGAO

Plantas superiores liberam compostos organicos no ambiente. Estes compostos
acumulam-se no solo e influenciam o crescimento e o desenvolvimento das plantas
vizinhas, com efeitos positivos e negativos, em um fendbmeno chamado alelopatia.
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Apos absorcado desses compostos pelas plantas, eles reduzem a absor¢cédo de
agua, inibem a expansao foliar, reduzem o alongamento das raizes e a razao raiz—caule.
Em nivel celular, eles reduzem a taxa fotossintética, induzem a peroxidagao lipidica e
alteram certas atividades enzimaticas causando generalizado aumento na permeabilidade
da membrana e respectiva redugédo na absorgéo de agua e de nutrientes.

Benzoxazolinonas (acidos hidroxamicos ciclicos) constituem um importante grupo
de metabdlicos secundarios encontrados nas plantas superiores, particularmente cereais
como o trigo, centeio e milho (Friebe 2001). Estes constituem um importante sistema de
aleloquimicos que protegem as plantas contra bactérias, fungos, insetos e daninhas.
Entre as benzoxazolinonas, 2-benzoxazolinona (BOA) é um dos mais potentes
aleloquimicos do centeio e inibem o crescimento de numerosas plantas tais como:
Phaseolus aureus e Lactuca sativa (kato-Noguchi e Macias 2005),.

A via dos fenilpropendides esta envolvida na sintese de uma ampla gama de
compostos secundarios em plantas tais como acidos fendlicos, flavondides, taninos,
cumarinas e lignina. O primeiro passo nesta via € a desaminacado da fenilalanina pela
fenilalanina aménia liase (PAL) produzindo cinamato. Apds sucessivas reagdes, no ultimo
passo da via, peroxidase (POD) catalisa a polimerizacdo oxidativa dos trés alcodis p-
hidroxicinamil (p-cumaril alcool, coniferil alcool e sinapil alcool). Eles geram as unidades
do polimero de lignina p-hidroxifenil (H), guaiacil (G) e siringil (S), respectivamente.
Estudos recentes indicaram que a redu¢ao do crescimento das raizes pelos aleloquimicos
esta associada as prematuras modificagdes na lignificacdo das paredes celulares,
alteracao nas atividades das enzimas da via dos fenilpropendides, como PAL e POD, e no
conteudo de lignina. O papel de benzoxazolinonas no metabolismo de compostos
fendlicos tem sido descrito por alguns autores. Todavia, ha caréncia de informacgbes
relacionando os efeitos de benzoxazolinonas na via de fenilpropendides, em especial no
tocante as atividades de suas principais enzimas aliada ao fato de que a maioria dos
trabalhos aborda tdo somente o estresse oxidativo causado por BOA, dessa forma, o
objetivo do presente trabalho foi analisar os efeitos da 2-benzoxazolinona sobre a
atividade da PAL, conteudo de lignina e o comprimento das raizes de plantulas de soja.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas sementes de soja (Glycine max L. Merr.), variedade BRS-232,
obtidas junto a Embrapa Soja. As sementes, previamente desinfetadas em solugédo de
NaClO a 2%, foram germinadas em camara escura, a 25°C, e as plantulas obtidas apos
trés dias. Vinte e cinco plantulas foram transferidas para um sistema experimental com
solugédo nutritiva pH 6,0 (Ferrarese et al, 2000) contendo, ou nao, 2-Benzoxazolinona
(BOA) (0,25 a 1 mM). Os recipientes foram acondicionados em camara (durante 24 horas
280 pumoles m?s™, fotoperiodo de 12 horas, 25°C).

No inicio dos experimentos, e apds 24 horas de cultivo, com auxilio de régua
milimetrada foram medidos os comprimentos de todas as plantulas, de cada repeticdo e
determinadas as diferengcas entre os comprimentos iniciais e finais, e os resultados
expressos em centimetros (Herrig et al., 2002).

A determinagdo da atividade da L-fenilalanina aménia liase (PAL) foi fundamentada
na metodologia descrita por Havir (1987) com modificagbes para a analise da atividade
enzimatica (Ferrarese et al. 2000), utilizando cromatégrafo liquido de alta eficiéncia
(HPLC Shimadzu®, Japdo) para detecgdo do produto da reacdo, trans-cinamato, a
atividade da fenilalanina aménia liase foi expressa em pmoles de trans-cinamato formado
por hora por g de matéria fresca.
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As raizes frescas foram levadas a estufa 80°C e apds secagem esse material, foi
utilizado para a extragéo da lignina. O material (0,3 g de tecido em 7 ml de tampéo fosfato
de sodio e potassio 50 mM, pH 7,0) foi macerado em gral de porcelana e transferido para
um tubo de centrifuga, sendo submetido a sucessivas lavagens e centrifugacbées
(Ferrarese et al., 2002). O precipitado final representa a parede celular, isenta de
proteinas interferentes.

O método da lignina soluvel em brometo de acetila (LSBA) foi usado para a
determinacgao dos teores de lignina das raizes em espectrofotémetro (Morrison, 1972). A
concentracao de lignina foi determinada por leitura da densidade 6ptica a 280nm sendo
expressa em mg lignina g'1 de parede celular.

A andlise dos dados foi efetuada usando o programa Sisvar® (UFLA, Brasil), a
ANOVA foi aplicada para as significancias das variagdes observadas e as diferencas
entre os parametros foram avaliadas por teste Scott—Knott. O critério de significancia
adotado foi P<0,05 e todos os valores expresso + erro padrao da média.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas sdo altamente suscetiveis aos aleloquimicos, os quais afetam
principalmente o seu crescimento. Os efeitos da BOA foram avaliados no crescimento das
raizes de plantulas de soja crescidas durante exposigdo (24 h) em solugédo nutritiva
(Figura 1). O comprimento das raizes foi reduzido em 18,49% a 59,68% com o aumento
da concentracdo da BOA de 0,25 para 1 mM, em comparagdo com o controle. Um fato
observado em nossos estudos € que a BOA ndo somente reduziu significativamente o
crescimento das raizes das plantulas de soja (Figura 2), mas também os teores de lignina
das mesmas em cerca de 24,37% em relagdo ao controle apés o tratamentos com 1mM
de 2-benzoxazolinona (BOA) (Figura 3). Além da reducdo da lignificacdo, as raizes de
soja expostas a TmM de BOA revelaram significativa redugdo 68,51% em relagdo ao
controle (Figura 4) na atividade da fenilalanina aménia liase (PAL) enzima da via dos
fenilpropendides.

A redugdo do crescimento das raizes tem sido considerada como um primeiro
efeito dos aleloquimicos e, em alguns casos, esta associada com precoce lignificagdo da
parede celular. Podendo também estar relacionado com atividades mitéticas menores na
ponta da raiz (Singh et al., 2005) e com numerosas modificagdes ultra-estruturais como
aumento citoplasmatico de vacuolos, redugdo da densidade dos ribossomos,
dictiossomos e numero de mitocdndrias, além de um decréscimo do catabolismo de
lipideos (Burgos et al., 2004).

Existem varias enzimas envolvidas na sintese de lignina, sendo a sequéncia
metabdlica que conduz a esse processo conhecida como via de fenilpropendides.
Enzimas envolvidas na sintese de fenilpropendides, como PAL e CAD, foram localizadas
no citosol e vesiculas de Golgi, respectivamente, pressupondo-se co-regulagéo durante a
sintese de lignina. Plantas transgénicas de tabaco, com redugao nas atividades da PAL
ou da C4H, apresentam reduzido conteudo de lignina (Elkind et al.,1990; Bate et al.,1994;
Sewalt et al., 1997).

Anais Eletrénico
VIl EPCC — Encontro Internacional de Produgéao Cientifica Cesumar
CESUMAR - Centro Universitario de Maringa
Editora CESUMAR
Maringa — Parana - Brasil



25

A

=
3 s
., H H BB L
B B EE B
.. H B BB

E EEEB

Controle  0,25mMEOA 0.5mMB0A 0,75mMEOA 1.0mMBOA

Tratamentos

Figura 1. Comprimentos das raizes de soja, tratadas com
BOA por 24 horas Médias + SE (N = 4) seguido por letras
diferentes sao significantemente diferentes de acordo
com teste Scott-Knott (p < 0,05).
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Figura 2. Comprimentos das raizes de soja, tratadas com
BOA por 24 horas Médias + SE (N = 4) seguido por letras
diferentes séo significantemente diferentes de acordo
com teste Scott-Knott (p < 0,05).
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Figura 3. Efeitos da BOA no conteudo de lignina. Médias
+ SE (N = 4) seguidas pela mesma letra ndo sao
significativamente diferentes de acordo com o Teste
Scott-Knott (p<0.05)
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Figura 4. Efeitos da BOA na atividade da fenilalanina
amonia-liase (PAL). Médias + SE (N = 4) seguido por
letras iguais ndo s&o significantemente diferentes de
acordo com o Teste Scott-Knott (p < 0,05).

CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos é possivel concluir que a redug¢ao no crescimento
das raizes de soja, induzida pela BOA, é devido a aplicagcao exdgena deste aleloquimico,
esta reducéo é relatada por outros trabalhos que indicam alteragdes no desenvolvimento
mitético, numerosas modificagbes ultra-estruturais, catabolismo de lipidio e o resultado
concluido neste trabalho pela alteragdo na composicéo da lignina da raiz. Esta reducéo no
teor de lignina pode ser explicada pela influéncia da BOA na via dos fenilpropendides, em
que alem desta modificagado proporcionou uma redugao na atividade da primeira enzima
da via a fenilalanina aménia-liase (PAL). Com isso, o aumento da concentragao de 2-
benzoxazolinone € proporcional a reducdo do crescimento em plantas de soja, reducéo do
teor de lignina e da atividade da enzima fenilalanina amdnia-liase (PAL).
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