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INFLUENCIA DO L-DOPA NAS ENZIMAS RESPONSAVEIS PELO
PROCESSO DE LIGNIFICAGAO EM RAIZES E CAULE DE SOJA
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RESUMO: L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA), aminoacido ndo protéico, € um precursor de alcaldides,
fenilpropandides, lignina, melanina e atua como poderoso aleloquimico. Sua atuagcado em plantas é pouco
conhecida e seus efeitos no crescimento e desenvolvimento de plantas de soja (Glycine max L. Merrill) ndo
tém sido relatados. Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo determinar as atividades das
enzimas Fenilalanina aménia liase (PAL) e Cinamil alcool desidrogenase (CAD), além de quantificar os
conteudos de lignina em raizes e caule de soja, submetidas ao aleloquimico L-DOPA. Assim, sementes de
soja foram germinadas (trés dias, 25°C) e plantulas uniformes foram transferidas para recipientes contendo
350 mL de solugéo nutritiva (pH 6,0, sem ou com L-DOPA 0,5 mM). Apds 22 dias de exposigao das raizes
(14 horas claro/10 horas escuro, 25°C), as atividades das enzimas e o conteudo de lignina foram
determinados. Os resultados revelaram respostas significativas das raizes e do caule. Nas raizes,
observamos um aumento da atividade da PAL, e uma diminuicdo da atividade da CAD sob acdo de L-
DOPA. No caule, ocorreram redugdes nas atividades das duas enzimas, em comparagdo com os controles.
O conteudo de lignina teve uma diminuigdo significativa apenas nas raizes. Os resultados relatados
denotam uma relacdo entre a atividade das enzimas e a produc&o de lignina. Embora os mecanismos
completos ainda nido tenham sido resolvidos, as alteragbes enzimaticas, a produgéo e a incorporagdo de
lignina e o aumento na rigidez da parede celular contribuem para a reduc¢ao no crescimento da raiz.

PALAVRAS-CHAVE: Aleloquimico; L-3,4-dihidroxifenilalanina; PAL; CAD, lignina.

1 INTRODUGAO

As plantas superiores regularmente liberam compostos organicos no ambiente os
quais sado adicionados ao solo. Alguns destes compostos tém sido citados como agentes
de interagcdes entre plantas, fendmeno conhecido como alelopatia. Estes compostos séo
liberados por varios mecanismos incluindo a lixiviagdo pela agua pluvial, exsudacgao pelas
raizes, decomposicado natural de partes das plantas na superficie ou no proprio solo. A
acao primaria dos compostos alelopaticos ainda nao foi estabelecida, mas alguns efeitos
fisiologicos sdo conhecidos. Tipicamente os aleloquimicos interferem nas plantas
superiores suprimindo a germinagao, causam injurias durante o crescimento da raiz e
meristemas e, entdo, inibem o crescimento das plantas. Embora as plantas de cobertura
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do solo fornegam valor a colheita quando adicionadas em sistemas agronémicos, muitas
espécies utilizadas como coberturas sao téxicas devido as altas concentragcbes de
fitoquimicos, proprios da alelopatia.

Mucuna pruriens (L.) DC. var. utilis € um exemplo de planta de cobertura do solo
bem sucedida e com varios produtos naturais altamente ativos. Mucuna tem sido
amplamente cultivada em areas tropicais como enriquecedora do solo, cobertura para
controle de plantas daninhas e silagem. Tem sido relatado que varios agentes quimicos
secundarios sao produzidos pelas sementes, folhas e raizes de Mucuna (Prakash et al.,
2001; Nishihara et al., 2002). O principal composto fitotoxico encontrado € o aminoacido
nao-protéico L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA), que ¢ utilizado no tratamento
sintomatico da doenca de Parkinson. Além disso, este composto € liberado das raizes de
Mucuna para o solo e inibe o crescimento de espécies de plantas vizinhas. Esta agao
alelopatica tem sido relatada em um grande numero de espécies de plantas, mas o
conhecimento sobre 0 mecanismo de acao do L-DOPA ¢é escasso.

Nas plantas, L-DOPA é precursor de muitos alcalbides, catecolaminas, flavondides,
melanina e fenilpropendides. A via dos fenilpropendides é uma das mais importantes
devido ao seu papel na sintese de compostos fendlicos e de uma ampla série de produtos
secundarios em plantas, incluindo lignina. Fenilalanina aménia liase (PAL), cinamil alcool
desidrogenase (CAD) e peroxidase (POD) tém sido associadas com a polimerizagao de
monoligndis e consequentemente a lignificagéo.

Considerando que ndo ha relatos sobre os efeitos de L-DOPA exdgeno em raizes
de soja e devido ao importante papel da lignificagdo no crescimento da raiz, esta pesquisa
teve por objetivo investigar a absorgao e os efeitos de L-DOPA nas atividades da PAL e
CAD, além do conteudo de lignina em raizes e caule de soja.

2 MATERIAIS E METODOS

Procedimentos Gerais. Sementes de soja (Glycine max var. BRS 232) foram
previamente esterilizadas com hipoclorito de sédio 2% e em seguida acondicionadas em
folha de papel Germitest CEL-060 umedecida com agua e postas em camara escura, a
25°C e 80% de umidade relativa. Apos trés dias de germinagdo, as plantulas foram
selecionadas e transferidas para recipientes de acrilico contendo 350 mL de solucéo
nutritiva de Dong et al (2006) tamponada em pH 6,0. Os recipientes foram acondicionados
em camara com temperatura controlada (25°C), sistema de aeragdo continua e uma
iluminacdo com densidade de fluxo de fétons (PFD) de 290 pmols m? s’ onde
permaneceram por 22 dias. O fotoperiodo utilizado foi de 14 horas claro/10 horas escuro.
Para prevenir sintomas causados por deficiéncia de nutrientes, a solugao nutritiva foi
periodicamente substituida durante o periodo de cultivo. No tratamento com L-Dopa (0,5
mM) o aleloquimico foi adicionado a solugéo nutritiva no 10°, 12°, 14°, 16°, 18° e 20° dia
de cultivo. Para o tratamento controle uma solugdo nutritiva sem o aleloquimico foi
adicionada.

Atividade da PAL. Raizes frescas (1 g) foram maceradas em 0,1 M de tampao
borato de sddio pH 8,8. Os homogeneizados foram centrifugados (2.200xg, 15 min, 4°C) e
o sobrenadante foi usado como preparagao enzimatica (Ferrarese et al., 2000). A mistura
de reacdo (100 ymoles de tampao borato pH 8,7, contendo adequada quantidade do
extrato enzimatico em um volume final de 1,55 ml) foi incubada a 40°C por 5 min para o
ensaio da atividade da PAL. Quinze umoles de L-fenilalanina foram adicionados para
iniciar a reagao, que foi interrompida apds uma hora com 50 ul de 5 M HCI. As amostras
foram filtradas através de filtro de 0,45 pm (Hamilton® Co., Nevada, USA) e analisadas
(20 pl) em cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia Shimadzu® (Tékio, Japao). A fase movel
utilizada foi metanol/agua (70/30, v/v), com fluxo de 0,8 ml min”, para uma corrida
isocratica de 10 min. {-Cinamato, o produto da PAL, foi identificado a 275 nm por
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comparacao com os valores do tempo de retencao do padrao. Controles paralelos sem L-
fenilalanina ou com t-cinamato (adicionado como padréo interno a mistura de reagéao)
foram realizados como descrito por Ferrarese et al. (2000). A atividade da PAL foi
expressa como umol t-cinamato h’ g'1 de matéria fresca.

Atividade da CAD. Raizes frescas (2g) foram maceradas com 3 ml de um meio de
extracdo contendo 40 mM de B-mercaptoetanol e 100 mM de tampéo fosfato de potassio
(pH 7.3). O homogeneizado foi centrifugado (2,200g, 15 min) e o sobrenadante foi usado
como extrato enzimatico (dos Santos et al., 2006). A reacédo ocorreu a 30°C, com uma
mistura contendo 200 ul de extrato enzimatico, 104 nmol NADPH, e 150 nmol de tampéo
Tris—HCI(pH 8.0). Para iniciar a reagcao, 50 nmol de sinapil aldeido foram adicionados, € a
reagao foi parada depois de 3 min de incubagao pela adicdo de 50 pl de HCI 5N.
Controles paralelos com adi¢ao de sinapil aldeido ao meio de reacao (sem NADPH) foram
analisados. As amostras foram filtradas através de filtro de 0,45 pym (Hamilton® Co.,
Nevada, USA) e analisadas (20 ul) em cromatégrafo liquido de alta eficiéncia Shimadzu®
(Tokio, Japao). A fase movel utilizada foi metanol/acido acético 4% em agua (20;80, v/v),
com fluxo de 1,2 ml min™, para uma corrida isocratica de 20 min. Sinapil alcool foi
identificado a 345 nm por comparagao com os valores do tempo de retencdo do padrao.
Atividade da CAD foi expressa como pumol sinapil aldeido consumido min™ g™’ de material
fresca.

Quantificagdo da lignina. Para tal analise, inicialmente foram obtidas as paredes
celulares isentas de proteinas, conforme a metodologia proposta por Ferrarese et al.,
2002. A seguir, esse material foi usado para a determinagéo do teor total de lignina pelo
método da lignina soluvel em brometo de acetila (Morrison, 1972). Uma porgéao (20 mg)
do material foi acondicionada em tubo de centrifuga e 500 pl de acetilbromida 25% foram
acrescentados. As amostras foram aquecidas a 70°C, 30 min, transferidas para banho de
gelo e a reacgao foi interrompida com adicdo de 0,9 ml de NaOH 2 M. A seguir, foram
adicionados 0,1 ml de hidroxilamina-HCI 7,5 M e 2 ml de acido acético gelado. As
amostras foram centrifugadas (1.000xg, 5 min), o sobrenadante diluido e usado para a
realizagao das leituras em espectrofotbmetro a 280 nm. A concentragdo de lignina foi
determinada de acordo com uma curva padréo e foi expressa em mg lignina g™ de parede
celular.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O efeito do L-DOPA em soja variou de acordo com a parte da planta analisada.
Como podemos observar na figura 1, houve um aumento maior que 270% na atividade
da PAL nas raizes de soja. Porém, no caule verificamos uma diminuigdo (58,17%) na
atividade da mesma enzima. O L-DOPA é convertido a tirosina, e esta pode ser
convertida a fenilalanina. A acumulagédo desses aminoacidos pode fornecer substrato para
a PAL que é a enzima chave no metabolismo dos fenilpropendides. Essa enzima é
responsavel pela conversdo da L-fenilalanina para acido cindmico, e este por sua vez,
sofre uma série de reagbes na via até a sintese de lignina (Boerjan et al.,2003). A raiz
como principal 6rgdo de acesso das plantas, provavelmente, absorveu uma maior
quantidade do aleloquimico, que sofre reacdes para fornecer o substrato para a enzima.
Este fato nao foi observado no caule, uma vez que o L-DOPA ja teria sido parcialmente
metabolizado na raiz.

Na figura 2, verificamos uma diminuigdo significativa da enzima CAD apenas no
caule (aproximadamente 26%). O conteudo de lignina diminuiu mais de 40% na raiz,
enquanto no caule n&o houve uma diferenga significativa (figura 3).

Os fenilpropendides intermediarios podem ser catalisados pela CAD, que é a
enzima envolvida na conversdo do p-hidroxi-cinamaldeido para os alcoois
correspondentes, o ultimo passo da biossintese de monolignois até a polimerizagao
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oxidativa a parede celular (Blanco Portales et al., 2002; Zhang et al., 2010). Como nao
houve aumento da atividade dessa enzima em nenhuma das partes da planta analisada,
provavelmente também nao ocorreu aumento na formagdo dos monémeros da molécula
de lignina e consequentemente no conteudo deste polimero.

Porém, apesar de ter sido verificado o aumento da atividade da PAL em raizes, é
possivel que os produtos dessa reacdo estejam sendo desviados para outras vias
(formacéo de flavondides, terpenos, por exemplo) que ndo a formacéao de lignina.
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Figura 3. Quantificagdo dos teores de lignina em plantas de soja submetidas ao aleloquimico L-DOPA.

CONCLUSAO

Os resultados revelam o L-DOPA como um composto aleloquimico que interfere o
metabolismo vegetal, diminuindo a lignificacéo de raizes.
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