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APRESENTACAO

Esta dissertacdo é composta de uma breve revisBogpbafica e de um artigo cientifico
que trata dos efeitos do acido cafeico na lignicade raizes de soja. O artigo sera submetido a
revista Plant and Soil (Qualis A2).

Gisele Adriana Bubna. Alelopatia e acido cafeico
Gisele Adriana Bubna, Rogério Barbosa Lima, Daniata Lucca Zanardo, Osvaldo Ferrarese-

Filho and Maria de Lourdes Lucio Ferrarese. Soyhean growth inhibition and lignification
induced by caffeic acid.
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RESUMO GERAL

INTRODUCAO E OBJETIVOS - As plantas superiores liberam regularmente csitopgo
organicos no ambiente. Estes produtos, adiciondidagientemente a matriz do solo, séo
liberados no solo pela agua da chuva, pela exsodiggiraizes, e pela deterioragdo natural das
partes de plantas que se encontram acima ou abaixerra. Varios destes compostos foram
descritos como agentes de interacfes planta-plamiza,caracteristica da alelopatiam efetivo
modo de acdo nédo foi ainda estabelecido para nemuamposto alelopéatico, embora algumas
acoes fisiologicas sejam conhecidas. Esses congppstgsuem muitas classes quimicas, e €
improvavel que essas classes tenham um mecanismagate comum. Aleloquimicos tem
atividade em plantas superiores, e tipicamentemilb germinacdo da semente, causam injuria
durante o crescimento de raizes e outros meristemasibem o crescimento das plantulaste
parece ser 0 caso do acido cafeico, um compodtpateo amplamente distribuido nas plantas.
Sintetizado na via dos fenilpropendides e envolvidoformacéo da lignina, o acido cafeico é
estruturalmente similar ao cafeoil alcool (monatigdo p-hidroxifenil). A toxicidade do acido
cafeico inclui mudancas na absorcdo mineral, emergéas plantulas, crescimento da raiz,
balanco hidrico e fotossintese, evapotranspiraca@gpansao da folha, rizogénese e enzimas
relacionadas, formacdo de raizes adventicias e&@eme espécies reativas de oxigémlm
estudos recentes, observou-se que os acidos ergjkcumarico reduziram o crescimento das
raizes de soja associado a prematura lignificacéegeaido por mudancas na composicao dos
monomeros de lignina. Baseado nestes resultadosnanelo de acédo foi proposto indicando
que os &acidos ferdlico p-cumarico podem ser canalizados na via dos femréides e
aumentar a quantidade dos monémeros de ligninge@mdo a parede celular o que restringe o
crescimento das raizes de soja. Para testar aebgqtue a aplicacdo exdgena do acido cafeico
pode atuar similarmente a estes aleloquimicos,jetieb da pesquisa foi analisar seus efeitos
nas atividades da PAL e da POD, o nivel d®410 contetdo da lignina e o crescimento das

raizes de plantulas de soja.

METODOS - Plantulas de trés dias foram cultivadas em #oluwtritiva, contendo ou nao
0,25 a 2 mM de &cido cafeico. Os experimentos foeégtuados em camara de germinacgéo, a
25°C, em ciclo de 12 h claro/12 h escuro e irrétiage 28Qumol m? s*, por 24 horas. Ap6s a
incubacao as raizes foram medidas e preparada®par@saios bioquimicos. As atividades das

peroxidase, sollveis e ligadas a parede celulagbilidade celular e os contetdos dgdkle de



lignina foram determinados espectrofotometricamergequanto a atividade da PAL foi
determinada por HPLC. Os conteudos de lignina tamfagam determinados apos incubacéo
das plantulas tratadas, ou nédo, com acido cafeias enibidores especificos da via dos
fenilpropendides, acidos piperonilico (PIP) ou Bdtilenodioxicinamico (MDCA). ANOVA foi
aplicada para verificar a significancia das varmsc@bservadas. As diferencas entre os
parametros foram avaliadas pelos testes Dunnettcat-nott, e foram considerados

significativos quando apresentaram valopde0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO- A aplicacdo exdgena de acido cafeico reduziescimento
das raizes. Além disso, o0 aleloquimico diminuiudigidade da PAL e aumentou as atividades
das POD solavel e ligada a parede celular, asso@anh a reducédo do contetdo dgOp O
conteudo de lignina aumentou apos o tratamentoamdo cafeico. Quando aplicado juntamente
com PIP (um inibidor da cinamato 4-hidroxilase, ¢4Bkcido cafeico 1 mM nao alterou o
contetdo de lignina enquanto que, aplicado juntéeneom MDCA (um inibidor da 4-
cumarato:CoA ligase, 4CL) houve aumento quando eoatip ao tratamento feito somente com
o aleloquimico. Resultados subsequentes revelaradamgas no conteido dos monémeros de
lignina, nas raizes tratadas com &acido cafeico. éxios significativos das unidadgs
hidroxifenil (H) e guaiacil (G) tém sido verificasima lignina de raizes de plantulas expostas ao
acido cafeico, quando comparado com o controleespandente. Quando aplicado juntamente
com PIP ou MDCA ocorreu inibicdo nos teores tofHisG+S) dos monémeros, em comparacao
ao tratamento com o aleloquimico. Um fato obsenemdmossos estudos é que o acido cafeico
nao somente reduziu significativamente o crescim@ats raizes das plantulas de soja, mas
também aumentou a lignificacdo das mesmas. A reddgacrescimento das raizes tem sido
considerada como um primeiro efeito dos aleloquisie, em alguns casos, esta associada com
precoce lignificacdo da parede celular. A via daslpropendides é uma das mais importantes
vias metabdlicas devido ao seu papel na sintebgrilea, e a peroxidase (POD) ligada a parede
celular tem sido associada com a polimerizacado deofigndis e, consequentemente, com a
lignificacdo. Os resultados obtidos no presentieatted sugerem que o acido cafeico exdgeno
induz a inibicdo do crescimento das raizes dees@an nivel metabdlico, € canalizado na via de
fenilpropendides sendo convertido em cafeoil Calreacao catalisada pela 4-CL, ou a ferulato
- 5-hidroxiferulato— sinapato. Apds subsequentes reacdes, esses nietabab convertidos

em seus respectivos alcoois que sao polimerizaddgeina, na parede celular.



CONCLUSOES — Com base nos resultados obtidos é possivel wiorgie a reducdo no

crescimento das raizes de soja, induzida pelo ac#édeico, pode ser devido a excessiva
producdo de monoligndis originados da aplicacdogema deste aleloquimico. Como
consequéncia, os monolignois sintetizados sao pdlmlados em lignina na parede celular,

enrijecendo as raizes e restringindo o seu crestime



GENERAL ABSTRACT

INTRODUCTION AND AIMS - Higher plants regularly release organic compsuntb the
environment. These products, often added to tHevsrix, are released in soil by rainwater, by
exudation from roots, and by the natural decay atspof plants lying above or below the
ground. Some of the above have been reported tageats of plant-plant interactions, a
characteristic of the allelopathy. The primary madeaction has not been established for any
allelopathic compound, albeit some physiologicdloms are known. The array of compounds
cuts across many chemical classes, and it is uylikey have a common mechanism of action.
Allelochemicals, active against higher plants, ¢glly suppress seed germination, causing injury
to root growth and other meristems, or inhibitirggdling growth. This is likely to be the case
with caffeic acid, a widely distributed allelopat®ynthesized in the phenylpropenoid pathway,
involved in the lignin formation, caffeic acid igrigcturally similar to caffeoyl alcoholp{
hydroxyphenyl monolignol). Caffeic acid toxicity dludes changes in mineral absorption,
seedling emergence, root growth, plant water balamd photosynthesis, evapotranspiration and
leaf expansion, rhizogenesis and related enzymésadwentitious root formation and reactive
oxygen species generation. In previous reportspbserved that ferulic anpkcoumaric acids
reduced soybean root growth associated to premégmécation followed by changes in the
lignin monomer composition. Based on these findirgsnodel of action has been proposed
indicating that both ferulic ang-coumaric acidsmay be channeled into the phenylpropenoid
pathway and, further, may increase the lignin mosroamount solidifying the cell wall and
restricting the soybean root growifo test the hypothesis that exogenously appliefkicafcid
may acts similarly to these allelochemicals, the af the current research was to analyze its
effects on PAL and POD activities,,® level, lignin content and root growth of soybean
seedlings.

METHODS - Three-day-old seedlings were cultivated in ruitrisolution, pH 6.0, containing
or not 0.25 to 2 mM caffeic acid. Experiments weseried out in a growth chamber {25 12-h
light/12-h dark cycle, irradiance of 28@nol m*s*) during 24 hours. Roots were then measured
and prepared for assays. Soluble and cell wall-thd@®D activities, KO, and lignin contents
were determined spectrophotometrically, whereas B&lvity was assayed by high performance
liquid chromatography (HPLC). Subsequent deternanatof lignin were made in roots growing
in nutrient solution containing, or not, caffeidcaand inhibitors of the phenylpropenoid pathway
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(PIP, piperonylic acid or MDCA, 3,4-methylenediogynnamic acid). ANOVA was applied to
test the significance of measured differences. Btinand Scott-Knott tests were applied to
evaluate the difference between parametersRandlues< 0.05 were considered statistically

significant.

RESULTS AND DISCUSSION — Exogenously supplied caffeic acid reduced ttue goowth.
Moreover, the allelochemical decreased PAL actiaityl increased the soluble and cell wall-
bound POD activities associated with reduction pHcontents. The lignin contents increased
after caffeic acid treatments. When applied jointligh PIP (an inhibitor of the cinnamate 4-
hydroxylase, C4H) or MDCA (an inhibitor of the 4tonarate:CoA ligase, 4CL), 1 mM caffeic
acid increased lignin production, respect to cdn®obsequent results revealed changes in the
lignin monomer contents of treated roots. Significancreases op-hydroxyphenyl (H) and
guaiacyl (G) units have been verified in root ligrfrom caffeic acid exposed plants, when
compared to the corresponding controls. When agpbetly with PIP, caffeic did not affect
H+G+S monomers in comparison to the control. Whaplied jointly with MDCA, caffeic acid
decreased H+G+S monomers, respect to control. ffikang fact revealed in the present study is
that caffeic acid not only significantly reducece tfoot growth of soybean seedlings, but also
increased root lignin. Reduction of growing roots lbeen considered as one of first effects of
allelochemicals and, in some cases, it is assatiatn premature lignification of the cell walls.
Phenylpropenoid pathway is one of the most impomagtabolic route due to its responsibility
for the lignin synthesis, and cell wall-bound pedase (POD) has been shown to be associated
with monolignol polymerization and, consequently,the lignification. Results obtained in the
present work suggests that exogenously applie@icadicid induces premature cessation of the
soybean root growth and, at metabolic level, thannelled into the phenylpropenoid pathway
and converted to caffeoyl CoA, by the 4CL reaction,to ferulate 5-hydroxyferulate—
sinapate. By subsequent reactions, these phengipoagp metabolites are converted in the

respective alcohols which are polymerized towagdif in the cell wall.

CONCLUSIONS - Based on results obtained herein it is possthnclude that caffeic acid-
induced inhibition in root growth of the soybeanymide due to excessive production of
monolignol from exogenously applied allelochemicads a consequence, synthesized
monolignols are polymerized into the cell formimgnin, which solidifies the plant cell wall and
restricts plant growth.

11



ALELOPATIA E ACIDO CAFEICO

Gisele Adriana Bubna

Alelopatia

As plantas superiores produzem grande variedadeod®ostos organicos que sao
liberados no solo por varios mecanismos que inclexorecdo e exsudacdo das raizes,
decomposicdo de partes da planta que podem sdha&dps no solo por lixiviacdo. A grande
maioria desses compostos participa diretamente rdscimento e desenvolvimento desses
vegetais enquanto outros estdo envolvidos em giiesaentre plantas, ou alelopatia. De acordo
com a Sociedade Internacional de Alelopatia (IA&lglopatia esta relacionada a alguns
processos que envolvem metabdlitos secundarioslatdap, algas, bactérias e fungos que
influenciam o crescimento e desenvolvimento emewsias bioldgicos. Os compostos
alelopaticos, possuem formas muito variadas, aléroothporem diversos grupos diferentes de
compostos (Ding et al., 2007). Estes compostosisamados aleloquimicos, e, em geral, podem
interferir no desenvolvimento de plantas vizinha®if et al., 2004).

As substancias alelopaticas desencadeiam uma adedede respostas e efeitos sobre
diversas espécies. Alguns trabalhos tem sugerid® mprturbacées na membrana celular
representam o primeiro sinal de acdo dos alelogoBnidisparando diversas modificacfes
fisiologicas na célula vegetal (Politycka, 1998;n@rud et al., 2002). No entanto, ainda n&o foi
determinado o exato mecanismo de acdo dos alelamsnDiversos modos de acdo estdo
envolvidos na inibicdo e na modificacdo do cresotme desenvolvimento vegetal (dos Santos
et al., 2008). Muitos fatores influenciam a acéo we aleloquimico, como temperatura,
fotoperiodo, pH, microorganismos e composicao mindo solo, e interacdes com outros
compostos, aleloquimicos ou nao (Inderjit, 1996).

Estima-se que existam mais de 400.000 compostasmd@ios e que, deste total,
somente cerca de 3% sao conhecidos estruturalntgatepodem ser divididos em trés grandes
grupos: terpenos, alcaldides e compostos fend(itag e Zeiger, 2006), sendo que as vias de
acetato e chiguimato suprem, respectivamente, 63%8% dos compostos fendlicos (Gross,
1981). Os acidos fendlicos representam importalatese de aleloquimicos liberados no solo

como exsudados de raizes e junto com produtosabeng@sicao vegetal. Aléem disso, os acidos

12



fendlicos vém sendo bastante estudados por swédadis bioquimicas nas plantas como, por
exemplo, as ac¢les antifiUngicas e anti-oxidantesdae encontrados na maioria das plantas
vasculares como integrantes das estruturas dagpeeddar, principalmente em polimeros como
lignina e suberinas (Taiz e Zeiger, 2006), além aggrem como potentes inibidores da

germinacgao e crescimento (Blum, 1996).

Os acidos fendlicos estao reunidos em dois grugerszados do acido hidroxicindmico e
derivados do acido hidroxibenzoico. Os derivadosadmlo hidroxicinamico sdo compostos
fendlicos de ocorréncia natural que possuem um armghatico com uma cadeia carbonica,
constituida por 3 carbonos ligados ao anel. Oapidumarico, ferdlico, cafeico e sinapico sao
os hidroxicinamicos mais comuns. Estes compostissesx nas plantas, usualmente na forma de
ésteres, a exemplo do acido clorogénico, éstecido uinico, cuja molécula € constituida pelo
acido quinico esterificado ao acido cafeico. Tamsé&mencontrados na forma de glicosideos ou
ligados a proteinas e a outros polimeros da pacetldar e, raramente, como acidos livres
(Belitz e Grosch, 1988; Duran e Padilla, 1993; tdamk, 1973). Estudos feitos e@rithmum
maritimum,uma planta haléfita, revelou a presenca de um meaisteido de fendlicos do que
em outras espécies; quando crescidas em solossakisas plantas acumulam &cidos fendlicos,
principalmente acido clorogénico, em maior quamkdalevido ao estresse causado pela
deficiéncia mineral (Meot-Duros e Magné, 2009). &e a maturacdo de frutos @érus
poonensig Citrus paradisj os derivados do acido hidroxicinamico foram emi@mos em maior
quantidade que os derivados do acido hidroxibenzdic observado também que houve
diminuicdo dos conteudos de acidos fendlicos enwsro que parece estar relacionada com o
grau de maturacdo (Xu et al., 2008). Os &cidoslifm® sdo elementos indispensaveis nas
estruturas vegetais, dos quais muitos sdo pategramtes da parede celular, principalmente em
polimeros de ligninas e suberinas (Strack, 1997)saBido, também, que estes compostos
interferem em aspectos vitais na planta como divegular, absor¢cdo mineral, funcionamento
dos estbmatos, respiracdo celular, fotossintesgessi de proteinas, clorofila e atividade
hormonal (Einhellig, 1984).

Os compostos fendlicos sdo altamente reativos lizagkdbs como substrato por varias
enzimas, incluindo polifenol oxidases e peroxidagegerimentos feitos com trigfTriticum
aestivum) mostraram que o0s compostos fendlicos inibiram enig@acdo de sementes e
alongamento de plantulas (Kong et al., 2008), degidupressdo da atividade das peroxidases,

visto que, este grupo de enzimas participa do desemento inicial das plantas. Colmos de
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algumas espécies de bambu mostraram diferencia;§oamtidade de acidos fendlicos devido a
idade, o0 que pode estar relacionado ao processnatigacéo (Keski-Saari et al., 2008 ). Os
derivados do éacido cinamico sédo antioxidantes ra#igs do que os derivados do &acido
benzdico. Isso se deve a dupla ligacdo presenteahécula dos derivados do acido cinamico,
que participam da estabilizacdo do radical por omgscia de deslocamento do elétron
desemparelhado, enquanto que os derivados do d&wihadico ndo apresentam essa
caracteristica (Wanasundara et al., 1994). Plalg&sica sp apresentaram altas concentracdes
de acidos fendlicos quando expostas a metais pekjeimdicando que esses compostos atuam

na prevencdo de danos oxidativos (Marquez-Garaih, &009).

Fenilpropenodides e acido cafeico

Fenilpropendides sdo compostos, derivados do acidamico, que fazem parte do
metabolismo secundério e podem estar relacionalosspostas alelopéticas. Eles podem atuar
como inibidores endégenos da germinacédo, ja quelmalo dessas substancias provocaria a
perda da viabilidade da semente (Sathiyamoorth@0Y19Por outro lado, possuem efeitos
antioxidantes, possivelmente relacionados a ligagidons metdlicos, a varredura de espécies
reativas de oxigénio (ROS) ou seus precursoresyacao enddgena de enzimas antioxidantes
ou ao reparo de danos oxidativos em biomoléculesir{lLet al., 1999).

Em plantas de meldo e pepino infectadas por vinisobservado acumulo de
fenilpropendides como os acidos cafeico, ferulicgp-eumarico apds o aparecimento dos
sintomas, sugerindo gue esses compostos estdovielogolna resisténcia viral em plantas
(Bellés, 2008). Avaliando possiveis interacdesesoutros compostos e os acidos fendlicos,
Kovacik (2008) realizou experimentos em que o cdbiradicionado em sistema hidropénico e
os diferentes aleloquimicos foram quantificados e@#os destas interacdes no crescimento de
Matricaria chamomillarevelaram que ocorreu acumulo desses acidos senmaie abundantes,
dentre os derivados do acido cindmico, os 4cidfesocae clorogénico, o que demonstra estarem
envolvidos no processo antioxidativo da planta.iantas deMatricaria chamomillacultivadas
em meio com deficiéncia de nitrogénio ocorreu aumea concentracado de acidos fendlicos,
principalmente os éacidos ferdlico e cafeico e, timpbaumento na atividade da fenilalanina
amonia liase (PAL) (Kovacik et al., 2007). Segumdoautores este fato pode estar ocorrendo

devido a diminuicdo da demanda de proteinas reladels ao crescimento da planta. Este
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mecanismo parece estar envolvido no mecanismo fésalda planta contra estresses bidticos.
Em raizes e folhas de milho foi detectado que detmv de compostos fendlicos aumentou em
direcdo as zonas de maturacdo sendo dependenstagmede crescimento (Maksimovic et al.,
2008) e emCitrus os conteudos de fendlicos diminuiram com a madeddos frutos,
particularmente o acido cafeico (Xu et al., 2008).

Os &cidos cafeico, ferulico e vanilina, presentesabundancia nas sementes de alguns
cereais, inibiram a germinacdo das sementes de tigyido a supressdao da atividade das
peroxidases (Kong et al., 2008), sendo que esspogde enzimas atua no processo de
desenvolvimento inicial das sementes. O acido eaf@icido 3,4 hidroxicinamico) é um acido
carboxilico derivado do &cido cindmico e tem sidesaiito como potente inibidor do
crescimento em fungos (Harrison et al., 2003) best€éBowless e Miller, 1994) e em raizes de
plantas (Baleroni et al., 2000a). Batish et alO@0 demostraram que o acido cafeico interfere
no crescimento inicial do hipocétilo de feijfl@haseolus aureusggfetando significativamente o
crescimento da raiz e 0 numero de raizes latea#dsn de alterar a atividade de algumas
enzimas. EnPoncirus trifoliatg o acido cafeico age sinergicamente com a auxidazindo a
iniciacdo das raizes (Felzener et al., 2007). Bstedh mostrado que o acido cafeico € um
precursor dos acidos huamicos, os quais desempemhportante papel na captacdo de ferro
pelas plantas (Jung et al., 2003; Deiana et al8RExperimentos feitos eBuphorbia esula
utilizando &cido cafeico mostraram reducdo na &egpeso de folhas, diminuicdo do
comprimento e peso de raizes e caules, além daradte taxas de transpiragéto pode estar
ocorrendo devido a deficiéncia na captacdo minafllenciando no balanco hidrico da planta
(Barkosky et al., 2000).

Lignificacdo e enzimas relacionadas

O enrijecimento da parede vegetal associado ditigpéo € um mecanismo comum de
defesa vegetal (dos Santos et al., 2008; Zanardb, &@009). As plantas liberam como resposta
aos estresses diversos aleloquimicos, dentre slésrraas livres dos fenilpropendides. Estes
enrijecem as paredes celulares, além de causavensas processos de oxidacdes com formacgao
de espécies reativas de oxigénio (ROS) diminuindoescimento vegetal e podendo ocasionar

sua morte (Politycka, 1999).
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A lignina e a celulose sdo os dois biopolimeros smabundantes na Terra,
correspondendo a maior parte do carbono fixadolareepa. Em especial, a lignina corresponde
a 30% do carbono terrestre fixado anualmente (Boej al., 2003). Ela permitiu que as plantas
conquistassem eficientemente o ambiente terreftreecendo o enrijecimento e a forca
necessdria para o transporte de agua e solutosxpefoa, rigidez ao caule; redugcdo da
transpiracdo para o ambiente; além de forte protegétra patdgenos (Sarkanen e Ludwig,
1971, Douglas, 1996). A lignina € constituida poidades de fenilpropendides (monoligndis)
que se polimerizam e séo depositadas na paredrcdas células vegetais. A conversao de
fenilalanina em derivados do &acido cindmico & conwrtodas as vias de biossintese dos
principais fenilpropendides, incluindo lignina, itmoides e ésteres de cinamato (Yun et al.,
2005). A lignina é um polimero de fenilpropendidesnplexos, sendo que este polimero e
metabolitos relacionados tém importante funcéoesolesenvolvimento de plantas.

A via dos fenilpropendides produz mondmeros deiignO polimero de lignina € uma
mistura racémica de heterobiopolimeros aromaticomposta, principalmente, de trés
hidroxicinamil alcoois, diferindo no seu grau detoxdacdo, chamados de monolignofs:
cumaril alcool, coniferil alcool e sinapil alcoabreespondendo aos monoligngishidroxifenil
guaiacil e siringil abreviados respectivamente péddras H, G e S (Fig. 1) (Freudenberg e
Neish, 1968; Li et al., 2008). Eles estdo preseptastoda a vida das plantas e podem se
acumular em respostas bidticas e abioticas (Soletkd., 1999). No entanto, a formacdo da
lignina possui alta plasticidade. Muitos outrosilfaopendides sdo incorporados em lignina
além dos trés principais monolignéis (H, G, S)nppalmente, quando as enzimas da via dos
fenilpropendides sé&o inibidas (Ralph et al., 200dnholme et al., 2008). A inibicdo de qualquer
enzima da via de sintese dos monolignéis reduznm fhglobal de carbono na via. Porém, a
inibicdo de enzimas dos passos iniciais provocagda maior no fluxo através da via (Li et al.,
2008). O primeiro passo da via dos fenilpropendidesleaminacdo da fenilalanina pela
fenilalanina amonia-liase (PAL) para produzir oarirato, que € o subsrato da cinamato 4-
hidroxilase (C4H). Plantas transgénicas de tabemm reducdo nas atividades da fenilalanina
amonia liase (PAL) ou da cinamato 4-hidroxilase H{;dapresentaram reduzido contetudo de
lignina (Elkind et al., 1990; Bate et al., 1994\&# et al., 1997). Plantas de mel&do e pepino
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infectadas por virus apresentaram aumento na tig@iscdas enzimas PAL, C4H e POD,

sugerindo que houve ativagdo da via dos fenilproipess caracterizando uma resposta a
infeccdo (Bellés, 2008). Analise do fluido do apgpb de raiz e folha de milho exibiram a

presenca de precursores de lignina (coniferil dlec&cidop-cumarico) que podem ser oxidados
por reacdes catalisadas pelas peroxidases. O ferigiwo, outro precursor da lignina, também

foi encontrado somente no apoplasto de folhas (Meksc et al., 2008).

Estudos recentes tem indicado que a reducdo nciroe#o das raizes pelos
aleloguimicos esta associada com a lignificacaonarera da parede celular e 0 aumento na
atividade de enzimas ligadas a rota dos fenilpréioess, como POD e PAL (dos Santos et al.,
2004; Politycka e Mielcarz, 2007). Investigacdesiradas em milho indicaram que o aumento
na concentracdo de acidos fendlicos pode provagaerato na producao de lignina durante o
processo de maturacao dos tecidos da planta (Mekiirat al., 2008). Experimentos realizados
sob os efeitos dos fenilpropendides exdégenos na BWktraram resultados contraditérios.
Aumento na atividade da PAL foi observado quandovddos do acido cinamico (acidos
ferdlico e p-cumarico) foram aplicados nas raizes de plantd&agpepino Cucumis sativus)
(Politycka, 1998) ou, ainda, acido ferulico (dost®a et al., 2004) nas raizes de plantulas de
soja Glycine makx e em plantas mantidas sob deficiéncia de nitiog@<ovacik et al., 2007).
Entretanto, Sato et al. (1982) verificaram que idaderulico ndo foi efetivo sobre a PAL de
batata docelfomea batatas ervilha Pisum sativuse pepino. Contudo, os acidpsumarico
(Zanardo et al., 2009) e cinamico inibiram a atwde da PAL, nas raizes de soja, 0 que pode ser,
provavelmente, decorrente de inibicdo femdbackBlount et al., 2000).

Tem sido proposto que a incorporacéo de ligninaesutizna rigidez devido ao mecanismo
de espessamento, que diminui a extensdo da paedtdlarcem decorréncia da formacao de
pontes difenil entre polimeros da parede, por ai@® peroxidases (Sanchez et al., 1996).
Entretanto, ainda ndo esta definitivamente eluddagapel das peroxidases no metabolismo em
virtude do grande nimero de reacgfes por elas sadals e de diferentes isoenzimas. Em plantas,
essas isoenzimas sdo encontradas na parede cahdplasto, vacuolos, organelas de transporte
e em ribossomos ligados a membrana. Alguns estudpgem que a peroxidase ligada a parede
celular tem grande afinidade por precursores denigg De um modo geral, a peroxidase tem
sido relacionada com varios processos fisiologitwduindo a polimerizagédo de alcoois hidroxi
e metoxicindmicos em lignina e formando ligacdgglas entre celulose, pectina, glicoproteinas

ricas em hidroxiprolina e lignina, com simultaneducdo do crescimento das raizes (Wallace e
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Fry, 1999). Estudos feitos em trigo tem mostrade guatividade das peroxidases diminuiu com
a acdo de fendlicos como o acido cafeico, aciddliéer e vanilina. Esses efeitos foram
minimizados quando sementes foram pré-tratadas ldg» devido ao seu poder oxidante
(Kong et al.,, 2008). As peroxidases soluveis disfdas, principalmente, no apoplasto, tém
menor atividade em relacdo aos precursores danéigror catalisar a producao degdd além da
oxidacdo de inUmeros compostos aromaticos, podahdo como oOxido-redutases, e, tendo a
funcdo de catalisar reacOes entre dois substrakosdgr - receptor) com transferéncia de
equivalentes redutores de um para outro subs#alignificacdo por peroxidases reques®4
como co-substrato, que tem sido localizado, histoigamente, em tecidos lignificantes e pode
ser formado,in sity, pelas peroxidases atuando como NADH oxidasede Fodlal. (1994)
verificaram que, em hipocotilos de abeRicga abie} durante a lignificacdo, a peroxidase foi
localizada no xilema durante o espessamento secondésim, 0 aumento na producdo de
H.O, levaria a maior atividade das peroxidases, segindaumento na sintese da parede celular
que estabeleceria ligacdes rigidas de polissacaideasionando aumento da rigidez e sintese
de lignina desta parede. Em decorréncia dissorex@@rinibicdo do crescimento das raizes.
Estudos recentes feitos em folhas de milho tem namst correlacdo entre o aumento da
atividade das peroxidases, diminuicdo do crescimergintese de lignina durante a maturacéo
dos tecidos da planta (Maksimovic et al., 2008).

Consideracoes finais

Apesar das informacdes descritas até aqui, ndods gfirmar que exista um mecanismo
de acado definitivo que expligue o comportamento cwepostos aleloquimicos. Assim, varias
publicacdes relatam os efeitos que cada tipo decgignico provoca em determinada espécie de
planta. Recentemente, Santos et al (2008) propgsossivel modo de acao para o aleloquimico
acido ferulico, outro derivado de acido hidroxieméo, nas raizes de soja. Neste modelo, o
acido ferulico ataca as ATPases envolvidas no pates causando um desbalanco i6nico que
dispara a NADPH-desidrogenase geradora de superO¥iha peroxidase da parede transfere
um elétron do acido ferulico para o superoxido pridb pela NADPH-desidrogenase e
formando HO, e feruloil radicalar. O &cido ferulico captado geélula ép-glicosilado ou

introduzido na via dos fenilpropendides, onde évedido em um aldeido monolignol,
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extrusado e oxidado por peroxidases que utilizapraprio HO, formado pela oxidacdo do
préprio acido ferulico.

Baseado nestas informacdes € razoavel crer queidgsafenolicos, como ferdlico,
cafeico, sinapico e p-cumarico afetem o crescimento das plantas atuandaivel da via de
fenilpropendides e, portanto, na lignificacdo daiges. E sabido que a parede celular lignifica
com a cessacgao da expansao celular quando a estalaob estresse ou quando ela se diferencia
para alguma especialidade particular, notavelmeasrsecélulas do xilema. Devido ao importante
papel da lignificacdo no crescimento vegetal, umaise criteriosa dos efeitos do acido cafeico
no processo de sintese de lignina podera contrjjarat 0 entendimento do papel deste acido

fendlico como aleloquimico nas plantas.
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RESUMO

O acido cafeico, composto alopatico que ocupa gosigntral como intermediério na via dos
fenilpropendides, foi testado sobre o crescimeatividades da fenilalanina amdénia-liase (PAL)
e peroxidases (PODs), teores de peroxido de hidiog@H,0,), teores e composicao
monomerica da lignina de raizes de s@dy¢ine maxL. Merr.). Para isso, plantulas com trés
dias foram cultivadas em solug¢ao de Hoagland nwegaf(pH 6,0) sem ou com (0,25 a 2 mM)
acido cafeico, em camara de germinacéo (25°C, 12/li2/escuro, irradiacdo de 2ol m >

s por 24 h. Aplicacdo exdgena do &cido cafeico zeda crescimento das raizes, aumentou a
atividade da POD soluvel e ligada a parede celalégor de lignina e diminuiu o teor de®4 e

a atividade da PAL. Quando aplicado juntamente dd (um inibidor da cinamato 4-
hidroxilase, C4H), ou MDCA (um inibidor da 4-cumi@&r&oA ligase, 4CL), 1 mM de &cido
cafeico aumentou a producédo de lignina. O alelomwiraumentou os teores do mondémeros de
p-hidroxifenil (H) e guaiacil (G). Esses resultadeisgerem que o acido cafeico pode ser
canalizado para a via dos fenilpropendides, pedga® da 4CL, resultando em aumento nos

polimeros de lignina, que enrijece a parede cetutastringe o crescimento das raizes de soja.

Palavras-chave: Alelopatia; fenilalalanina amonia liase; ligninepondmeros de lignina;

peroxidase; via dos fenilpropendides

Abreviacdes: CA, acido cafeico;,8,, perdxido de hidrogénio; MDCA, &cido 3,4-(metildiaxi) cinamico; PIP,
acido piperonilico; POD, peroxidase; pdhidroxifenil; G, guaiacil; S, siringil.
* Correspondéncia: Tel.: +55 44 3261 4717; fax: 4853263 3655.

E-mail: mlliferrarese@uem.br (M.LL. Ferrarese)
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Introducao

As plantas superiores liberam regularmente gramdiedade de compostos organicos que
séo liberados no solo por varios mecanismos queent excrecdo e exsudacdo das raizes,
decomposicao de partes da planta, que podem s#hadps no solo por lixiviagdo. Todas estas
possibilidades envolvem o contato de compostossiécios com a rizosfera ou com um grande
volume do solo, onde as plantas podem absorvaddsr{it e Duke, 2003; Weir et al., 2004).
Esses compostos adicionados frequentemente a rdatriolo sdo relatados como agentes de
interacdes planta-planta, uma caracteristica dénfieno conhecido como alelopatia (Rice,
1984). Entretanto, a investigacdo do modo de ag&catbloquimicos € um esforco desafiante
por causa do grande numero de possiveis sitiogdte(Reigosa e Pazos-Malvido, 2007).

Aleloguimicos com atividade nas plantas superibpgsamente suprimem a germinagado das
sementes, causam injuria durante o crescimentoralases e de meristemas ou inibem o
crescimento das plantulas. Além disso, eles alteaamilizacdo da agua, a captacdo mineral,
fotossintese, expansao foliar, morfologia da célWeir et al.,, 2004), permeabilidade da
membrana (Baziramakenga et al., 1995), sinteserateipas (Baziramakenga et al., 1997),
mobilizagdo de lipidios (Baleroni et al., 2000batevidades enziméticas (Herrig et al., 2002;
Doblinski et al., 2003), entre outras agdes.

Um grande numero de compostos sdo designados defoquamicos, incluindo derivados
do acido cinamico. Dentre eles, o acido cafeiconuetabdlito da via dos fenilpropendides, que
esta presente em diversas espécies de plantas €W\adir 2004) e solos (Whitehead, 1974). A
toxicidade do acido cafeico inclui mudancas na &d&o mineral (Glass, 1973; 1974),
emergéncia de plantulas (Miller et al., 1991), creento das raizes (Vaughan e Ord, 1990;
Baleroni et al., 2000a), balanco hidrico da plaetdotossintese (Barkosky et al., 2000),
evapotranspiracdo e expansao foliar (Blum e G@0§6), rizogénese e enzimas relacionadas
(Batish et al., 2008), formacao de raizes adverstieiespécies reativas de oxigénio (Singh et al.,
2009).

O crescimento da raiz € caracterizado por elevaddade metabdlica, e, por esta razéo, as
raizes sao suscetiveis ao estresse aleloquimigunglestudos indicam que a reducdo do
crescimento da raiz por aleloquimicos esta assadadh a prematura lignificacdo da parede
celular (dos Santos et al., 2004; Politycka e Migdc2007; Soares et al., 2007; Andrade et al.,

30



2008). Este processo metabdlico de deposicdo dmdige necessério em todos os tecidos das
plantas, e é uma etapa importante durante a expaek#ar e o crescimento da raiz. A lignina é
sintetizada pela via dos fenilpropendides, a gs& envolvida na sintese de um grande nimero
de produtos secundarios nas plantas, tais comosadendlicos, flavonoides, taninos e
cumarinas (Boerjan et al., 2003; Kovacik et al.0?0 O primeiro passo nesta via é a
deaminacdo da fenilalanina pela fenilalanina ambas® (PAL) para produzir o cinamato,
sendo este o0 substrato da cinamato 4-hidroxilaggHYGormandop-cumarato (Fig. 1). O
proximo passo € a hidroxilacdo da posicdo p-damarato pel@-cumarato 3-hidroxilase (C3H)
produzindo sequencialmente cafeato, ferulato, Eekiterulato e sinapato. Por uma sequéncia
de reagbes da 4-cumarato:CoA ligase (4CL), cina@oA redutase (CCR) e cinamil &lcool
desidrogenase (CAD) estes metabdlitos sdo conaeréth seus correspondentes monolignais.
No ultimo passo da via, peroxidase (POD) ligadaagege celular, catalisa a polimerizacao
oxidativa dos trés alcoohidroxicinamilicos (alcooip-cumaril, coniferil e sinapil). Eles dao
origem, respectivamente, as unidades peldadroxifenil (H), guaiacil (G) e siringil (S) do
polimero de lignina (Boerjan et al., 2003; Passardil., 2005).

Em estudos anteriores, constatou-se que os acaiokcd (dos Santos et al., 2008)pe
cumarico (Zanardo et al., 2009) reduzem o cresdionéla soja associado com prematura
lignificacdo, seguida por aumento na composi¢cdodosomeros de lignina. Baseado nestes
resultados, um mecanismo de acao foi propostoandir que os acidos ferulicopecumarico
podem ser canalizados na via dos fenilpropendaiesgntando a quantidade dos mondémeros de
lignina, provocando a rigidez da parede celulaestringindo o crescimento das raizes de soja.
Para testar a hipotese que a aplicacdo exogeneidinGafeico pode atuar similarmente a estes
aleloguimicos, o objetivo do estudo foi o de amalgeus efeitos nas atividades das enzimas PAL

e POD, nivel de bD,, teor de lignina e crescimento das raizes deylste soja.

Materiais e métodos

Procedimentos gerais

Sementes de soj&lycine maxL. Merril) variedade BRS 184, foram esterilizadasn 2%
de hipoclorito de sddio por 2 minutos, lavadas @gua deionizada e germinadas no escuro (a
25°C) entre duas folhas de papéis de filtro umedecidase e cinco plantulas de 3 dias, com

tamanhos uniformes foram suspensas em uma placacrileco, devidamente perfurada, e
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transferidas para um recipiente de vidro (10 x rh$ contendo 200 ml de solucdo de Hoagland
meia-forca (pH 6,0) com ou sem 0,25 a 2 mM de aadteico. As concentracbes do
aleloquimico foram selecionadas com base na litexrafNg et al., 2003; Kong et al., 2008;
Batish et al., 2008; Singh et al., 2009). Experitagnadicionais com 0,1 mM de acido
piperonilico (PIP) ou 2 mM de &cido 3,4-(metilerod) cinAmico (MDCA) foram realizados
como indicado nas legendas das figuras. O recgitmtmantido em camara de crescimento
(25°C, 12/12 h fotoperiodo luz/escuro, irradiaraga280umol nmi*s?). As raizes foram medidas
no comeco e no final dos experimentos e o comptionen obtido pela diferenca entre eles. A
biomassa fresca foi determinada imediatamente apdsubacéo e a biomassa seca foi estimada
apos secagem a 80°C, em estufa, até obtengéo atecwalstante. Acido cafeico, PIP e MDCA
foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St Louis, MOp®demais reagentes usados foram do mais

alto grau de pureza disponivel.
Ensaios enzimaticos

Fenilalanina amoénia-liase (PAL) foi extraida comesdito por Ferrarese et al. (2000).
Raizes frescas (2,0 g) foram trituradas, a 4°CQ.4nM de tampao borato de sddio (pH 8,8). Os
homogeneizados foram centrifugados (2005 min) e o sobrenadante foi usado como a
preparacdo enzimatica. A mistura de reacdo (100lgsmae tampdo borato pH 8,7 contendo
adequada quantidade do extrato enzimatico em uomofinal de 1,55 ml) foi incubada a 40°C
por 5 minutos, para o ensaio da atividade da PAlnfg umoles de L-fenilalanina foram
adicionados para iniciar a reacdo, que foi intepiolia apds 1 h de incubag¢édo com adigcédo de 50
ul de 5,0 N HCI. As amostras foram filtradas atragédiltro descartavel de uma seringa de 0,45
um e analisadas (2@) em cromatdgrafo liquido ShimadZ(Tokio, Japao) equipado com uma
bomba LC-10AD, um injetor Rheodyfie um detector UV SPD-10A, um moédulo de
comunicacdo CBM-101 e uma estagao de trabalho -Clg4®. Uma coluna de fase-reversa
Shimpack CLC-ODS (M) (250 x 4,6 mm, im) foi usada a 30°C, com uma pré-coluna
equivalente (10 x 4,6 mm). A fase mével foi metadgiia (70%:30%) com fluxo de 0,5 ml Rlin
para uma corrida isocratica de 15 minutos. A al@saria foi medida a 275 nm. A coleta de
dados e a integracdo foram realizados com o sat@ss-CR10 (ShimadZuTékio, Japao).
trans-Cinamato, o produto final da PAL, foi identificaghwr comparagdo com os valores do

tempo de retencdo do padrdo. Controles paralelos Iséenilalanina ou comt-cinamato
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(adicionado como padrdo interno a mistura de raf@am realizados como descrito por
Ferrarese et al. (2000). A atividade da PAL foirespa com@mol trans-cinamato H g* peso
da matéria fresca.

Para o ensaio da POD, raizes frescas (0,5 g) fomseeradas com 0,01 g de
polivinilpolipirrolidona (PVP) e 5 ml de tampédo fato 67 mM, pH 7.0. O extrato foi
centrifugado (2.20§) 5 min, 4°C), e o sobrenadante usado para detarraiatividade da POD
soltvel. O precipitado foi incubado com 1 M de N&ZIml, 1 h, 4°C). O homogeneizado foi
centrifugado (2.20) 5 min, 4°C) e o sobrenadante coletado continh&QGD ligada
(ionicamente) a parede celular. As atividades aasreas foram determinadas de acordo com
dos Santos et al. (2008). A mistura reativa (3 cofitinha tampéao fosfato 25 mM (pH 6,8),
guaiacol 2,58 mM kD, 10 mM. A reacdao foi iniciada pela adicdo do extrat@imatico. A
oxidacdo do guaiacol foi seguida por 5 min a 47Q ema atividade enzimatica foi calculada
usando o coeficiente de extincdo de 25,5hdvh'. A atividade da POD foi expressa @mol
tetraguaiacol min g* de peso da matéria fresca.

Quantificacdo do peréxido de hidrogénio

Raizes frescas (2,0 g) foram homogeneizadas em dgenampéo fosfato 50 mM, pH 6.8
(Zanardo et al., 2009). O homogeneizado foi cargatio (2.204, 20 min) e, a seguir, 3 ml do
extrato foram misturados com 1 ml de 0.1% de abodkt titanio em 20% de B0, (v/v). A
mistura foi centrifugada a 2.2@or 15 min. A absorbancia do sobrenadante foirohétada
em 410 nm, usando como branco uma mistura reativacsextrato. O contetudo de®} foi
calculado usando o coeficiente de extingdo 0,25|irmi’. Os resultados foram expressados

em nmol HO, g™ de peso da matéria fresca.

Quantificagdo de lignina e composicdo monomérica

ApoOs o periodo de incubacédo, as raizes secas JO@&am homogeneizadas em tampao
fosfato 50 mM (7 ml, pH 7,0) com gral e pistilo rartsferido para um tubo de centrifuga
(Ferrarese et al., 2002). O precipitado foi cengygdo (1.409, 4 min), lavado e centrifugado
sucessivamente como segue: duas vezes com tamgfamfpH 7,0 (7 ml); 3 vezes com 1%

(v/v) Triton® X-100 em tamp&o pH 7,0 (7 ml); 2 vezes com 1,0 8CNem tampé&o pH 7,0
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buffer (7 ml); 2 vezes com agua destilada (7 n#)vezes com acetona (5 ml). O precipitado foi
seco em estufa (60°C, 24 h) e resfriado em desseaadhcuo. A massa seca foi definida como
a fracdo da parede celular livre de proteinas. guisetodo o material livre de proteinas foi
colocado em um tubo de centrifuga contendo a maiseativa (1,2 ml de acido tioglicélico mais
6 ml de 2,0 M HCI) e aquecidas (95°C, 4 h). Ap&sfrimmento a temperatura ambiente, as
amostras foram centrifugadas (1.406 min) e o sobrenadante foi descartado. Os ptadaqs
continham o complexo acido lignotioglicolico (LTGADs precipitados foram lavados 3 vezes
com &gua destilada (7 ml) e o LTGA extraido potaggio (30°C, 18 h, 115 oscilacdes Hiem

0,5 M NaOH (6 ml). Apos centrifugacdo (1.40® min), o sobrenadante foi estocado. O
precipitado foi lavado novamente com 0,5 M NaOH™M([}3 e misturado com o sobrenadante
obtido anteriormente. Os extratos alcalinos condweaoram acidificados com HCI (1,8 ml).
Apos precipitacéo (0°C, 4 h), LTGA foi recuperadw pentrifugacdo (1.4@)5 min) e lavados

2 vezes com agua destilada (7 ml). O precipitadledoo a 60°C, dissolvido em 0,5 M NaOH e
diluido para produzir absorbancia apropriada patarthinacdo espectrofotométrica a 280 nm.
A lignina foi expressa como mg LTGA'gor peso de matéria seca.

A oxidacéao alcalina do nitrobenzeno foi usada p@tarminar a composicdo monomerica de
lignina (Zanardo et al., 2009). A fracdo da paredkilar isenta de proteinas (50 mg) obtida
acima foi lacrada em ampolas Pytesontendo 1ml de hidréxido de sédio (2mM) 0,1 ml de
nitrobenzeno, e aquecidas a 170°C por 150 min, agitacdo ocasional durante a reacdo. Apos
resfriamento espontaneo, a temperatura ambientamestra foi lavada duas vezes com
cloroférmio, acidificada para pH 2,0 com HCI| 2Mgexgtraida duas vezes com cloroférmio. O
extrato organico foi combinado, seco e re-suspeneid 1 ml de metanol, e diluido com a fase
moével. Todas as amostras foram filtradas atravémelmbranas descartaveis de Odb de
porosidade e analisadas em HPLC. A fase mével &anol/acido acético 4% em agua (20:80,
v/v), com um fluxo de 1,2 ml mih para uma corrida isocratica de 20 min. A quarifio dos
aldeidos monoméricog-hidroxibenzaldeido, vanilina e siringaldeido).eliados pela oxidagéo
com nitrobenzeno, foi determinada a 290 nm, usasdoadrdoes correspondentes. Os resultados

foram expressos epg mondmero mg de parede celular.
Analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente cazadb sendo que cada amostra foi
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representada por um recipiente de vidro contendpl&%ulas. Os dados foram expressos como
a média de trés a cinco experimentos independen&so padrdao da média. A analise de
variancia, para testar a significancia das difemsngbservadas, foi realizada com o programa
estatistico Sisvar(Versdo 4.6, UFLA, Brasil). Diferencas entre osapeetros foram avaliadas
pelos testes Dunnett e Scott Knott, e os valorep de 0,05 foram considerados com o

estatisticamente significativos.
Resultados
Efeitos do acido cafeico no crescimento das raizes

Os efeitos do acido cafeico foram avaliados nocarento das raizes de plantulas de soja
crescidas durante exposi¢ao (24 h) em solucadiamat(lrabela 1). O comprimento das raizes foi
reduzido em 18,2% a 66,7% com o aumento da corgéatrde 4cido cafeico de 0,25 para 2
mM, em comparacdo com o controle. Uma tendéncidasirioi evidenciada também para as
biomassas das raizes, as quais diminuiram sigitcaente de 18,3% para 36,2% (biomassa

fresca) e 17,9% para 25,3% (biomassa seca) nasasesmcentracdes avaliadas.
Efeitos do acido cafeico nas atividades de PAL e BCe nos teores de D,

Raizes de soja expostas a 1 e 2 mM de acido cafeiadaram significativa reducédo na
atividade da PAL, 18,3% e 50,7% em relacéo ao oen(e45 + 6,4 nmol hg* peso da matéria
fresca) (Fig. 2), raizes expostas as demais caacdes do acido cafeico (0.25 e 0.5 mM) néo
apresentaram resultado significativo. O aleloguindamentou a atividade da POD soluvel de
16,8% para 44,7%, quando comparado com o contootespondente (6,04 + 0,1dnol min® g
! peso da matéria fresca) (Fig. 3A). A atividadeRi@D ligada & parede celular aumentou
significativamente, em torno de 30%, ap0s exposd@®raizes ao 4cido cafeico 1 ou 2 mM,
quando comparado com o controle (2,03 + E®I min* g* peso da matéria fresca) (Fig. 3B).
O acido cafeico também afetou os teores gB,KTabela 2). Os dados revelaram que os teores
de HO, diminuiram de 46,2% (0,25 mM) para niveis nao aateis (1 mM e 2 mM), em

relacdo ao controle (100,4 + 2,53 nmdlgeso da matéria fresca).
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Efeitos do acido cafeico no contetudo de lignina @rsua composicdo monomerica

Os teores de lignina aumentaram cerca de 37% egéeho controle (10,6 + 0,13 mg de
peso da matéria seca) (Fig. 4), apds os tratameletds5 a 2 mM de acido cafeico. A Fig. 5
revela que o PIP, um potente inibidor da cinamataddoxilase (C4H), reduziu o teor de lignina
das raizes de soja em 22,8%, comparado ao confra@&posicdo das raizes ao aleloquimico,
aplicado juntamente com PIP (CA + PIP), ndo altesiguificativamente o contetdo de lignina
comparado ao tratamento feito com acido cafeicdvil BExperimentos com MDCA, um inibidor
competitivo da 4-cumarato:CoA ligase (4CL) estdostramlos na mesma figura. Aplicado
isoladamente, MDCA reduziu o conteudo de ligninal&y%, em comparagdo com o controle.
Juntamente com 1 mM de acido cafeico, MDCA aumeii®6% o teor de lignina em relacéo
ao tratamento com o aleloquimico.

A andlise dos produtos da oxidacao alcalina comolmenzeno (Tabela 3) revelou que, no
tratamento das raizes com 1 mM de acido cafeiamnéetdo total dos mondmeros de lignina
(p-hidroxifenil + guaiacil + siringil; H+G+S) aumento16% (3,46pg de mondémeros nigde
parede celular) quando comparado com raizes afadas (2,37ig de mondmeros migde
parede celular). Os monémeros H e G aumentaram d7582%, respectivamente, apos o
tratamento com &cido cafeico, comparado com o alentA mesma tabela mostra a composicao
monomerica apds a exposicao de raizes aos inikidia® enzimas C4H e 4CL (PIP e MDCA,
respectivamente). Nas raizes tratadas com PIP,ntelado total H+G+S diminui 55% em
comparagcdo com o controle. Os monomeros G e S faednzidos em 64% e 67%,
respectivamente. Apos o tratamento com acido aafeirdamente com PIP, os teores de H+G+S
foram 2,45ug de mondmeros migde parede celular e, portanto, similar ao contrteém,
menores quando comparado ao tratamento realizasttagpom o acido cafeico (3,4§ de
monémeros mg de parede celular). Nas raizes tratadas com MBAontetdos de H+G+S
diminuiram 27,4 % em comparacdo com o controlem@sémeros G e S foram reduzidos em
36% e 45% respectivamente. Apds tratamento cono &adkico juntamente com MDCA, o
contetido total de H+G+S foi 2,1ig de mondmeros riigde parede celular e, portanto, 39%
menor que o tratamento feito apenas com o alelaqoir®s mondémeros G e S foram reduzidos
em 47,1% e 43,2%, respectivamente.
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Discussao

As plantas sdo altamente suscetiveis aos alelocpsnos quais afetam principalmente o seu
crescimento (Weir et al., 2004). Aleloquimicos coosoderivados do acido cinamico, incluindo
o acido cafeico, inibem o comprimento das raizes @esos das matérias frescas e secas em
diferentes espécies como ervilha (Vaughan e OréQ)19nilho (Janovicek et al., 1997), canola
(Baleroni et al., 2000a; Ng et al., 2008)yabidopsis thaliangReigosa e Pazos-Malvido, 2007),
pepino (Politycka e Mielzarz, 2007) e feijao (Bhtist al., 2008). Como observado neste
trabalho, o &cido cafeico também reduziu o comprtme os pesos das matérias frescas e secas
das raizes de soja (Tabela 1), confirmando a shBicketde dessa espécie e reforcando o papel
deste fenilpropendide como um alelopata.

Outro importante fato revelado neste trabalho foe ¢ crescimento (comprimento e
biomassas) das raizes diminuiu (Tabela 1) apéspas@do ao acido cafeico, enquanto a
producéo de lignina aumentou (Fig. 4), seguida ddificacées na sua composicdo monomerica
(Tabela 3). Estudos anteriores (dos Santos eR@0D8; Zanardo et al., 2009) revelaram que a
reducdo no crescimento das raizes de soja, capsadatros derivados do acido cinamico, tem
sido associada com precoce lignificacdo. Devidst@ uma possivel entrada destes compostos
na via dos fenilpropendides, acompanhada por sigtifo aumento de lignina, enrijecendo a
parede celular e restringindo o crescimento da tam sido sugerido como mecanismo de agéo.
Neste caso, tendéncia similar pode ser atribuidec@o cafeico.

A lignificacdo dos tecidos de plantas envolve ainpetizacdo dos monolignois
primariamente derivados da via dos fenilpropengidas inicia com a reacdo da PAL formando
derivados do cinamato e se encerra com a reac&0Odfa formando unidades H, G e S do
polimero de lignina (Boerjan et al.,, 2003). Nossesultados mostraram que as menores
concentracdes de acido cafeico (0,25 e 0,5 mMkagiis ndo afetaram a atividade da PAL,
enquanto as maiores (1 e 2 mM) diminuiram a atdlédenzimatica (Fig. 2), apesar da producéo
de lignina ndo apresentar similar tendéncia (FigE4sabido que a atividade da PAL pode n&do
ser afetada (Shann e Blum, 1987), estimulada ekt 1999; dos Santos et al., 2004) ou,
ainda, inibida (Sato et al., 1982; Zanardo et24lQ9) por diferentes aleloquimicos fendlicls.
vitro, 1 mM de &cido cafeico inibiu a atividade da PAktraida de batata e ervilha (Sato et al.,
1982). Sob a condicdo experimental aplicada neatmlho, € provavel que o alto influxo

exdgeno de acido cafeico para a via dos fenilpraides, pela acdo 4CL, simultaneamente
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reduziu a atividade da PAL e aumentou a producdgui@a. Pelo menos para as raizes tratadas
com acido cafeico, o impacto da PAL na biossinteskgnina pode néo ser critico.

Para confirmar a hipétese de que o aumento do wdmtee lignina, com a atividade da PAL
inalterada ou reduzida, pode ser devido ao suptorexvgeno do acido cafeico, a atividade da
POD foi determinada em raizes de soja tratadagidd @afeico aumentou a atividade da POD
solavel (Fig. 3A). Compostos alelopéticos derivadosicido cindmico, como os acidos ferulico
e p-cumarico, aumentam a atividade da POD associagiaacdiminuicdo no crescimento das
raizes em diferentes plantas (Devi e Prasad, i#6Santos et al., 2004; Politycka et al., 2004).
Em resposta ao acido cafeico, as atividades da B@ivel e outras enzimas antioxidativas
(polifenoloxidase, superdxido dismutase, ascoripatmxidase, glutationa redutase e catalase)
aumentaram em hipocotilos de feijdo (Batish et 2008; Singh et al., 2009). Os estudos
mencionados, e os resultados encontrados nesé¢himabeforcam o papel da POD soluvel como
enzima que oxida acidos fendlicos e que ug@,ldomo co-substrato (Passardi et al., 2005).
Tendéncia similar foi observada na atividade da Ri@&xa a parede celular, o qual aumentou
significativamente em resposta ao acido cafeicodoiaomparado ao controle (Fig. 3B). POD
ligada a parede celular estd mais diretamente @naoha lignificacdo dos tecidos vegetais (Ros
Barcel6 et al., 2004; Passardi et al., 2005D4¢ um substrato necessario para a lignificagdo da
parede celular, catalisada pela POD ligada a pareldéar, ocasionando ligacbes cruzadas dos
polimeros de lignina na parede celular (Passami,2005). Levando em conta que a exposicao
das raizes de soja ao acido cafeico afetou negagivie o conteludo de,8, (Tabela 2), isto
pode explicar o aumento na atividade da POD (Figs@guido de aumento no conteiudo de
lignina (Fig. 4).

Para avaliar a possivel entrada do acido cafeicooteametabdlica dos fenilpropendides,
experimentos usando dois inibidores de enzimasiaaRIP e MDCA foram realizados. O
primeiro composto bloqueia irreversivelmente a Cdida enzima citocromo P450 que converte
acido t-cinamico em &cidg-cumarico. O segundo composto é um inibidor cortipetida
enzima 4CL, que converte o &cido hidroxicindmiogjuindo o 4cido cafeico, em tioesteres de
hidroxicinamoil-CoA (Chakraborty et al., 2009). $mpentacdo do PIP ou MDCA reduziu os
conteudos de lignina quando comparado com o centoltratamento com acido cafeico (CA)
(Fig. 5). Raizes tratadas com acido cafeico juntéaende PIP produziram a mesma quantidade
de lignina em comparagao com o tratamento feito caxomposto em estudo. Esses resultados

indicam que, de fato, PIP age antes do ponto dexdantdo acido cafeico na via. Quando
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aplicado junto com MDCA, o acido cafeico aumentooooteudo de lignina. Este inesperado
resultado discorda de estudos anteriores mostrgmel@ producéo de lignina ndo é afetada pela
suplementacdo com acido feralico (dos Santos ,e2@08) ou acid@-cumarico (Zanardo et al.,
2009), juntamente com MDCA; uma plausivel indicagée ambos os aleloquimicos podem ser
canalizados para a via dos fenilpropendides pelededa 4CL. Para avaliar se 0 aumento no
contetdo de lignina, apds o tratamento com o aadieico, juntamente com MDCA, representa
resultados decorrentes de uma suposta reacdo e@mtiebois compostos, foram realizados
experimentos para analisar a composi¢cao monomdoigelimero (Tabela 3). Em contraste com
a lignina total (Fig. 4), o tratamento com &ciddeaz, juntamente com MDCA, reduziu os
conteudos dos mondmeros de lignina G e S e H+Gs@sHEesultados indicam que o0 acesso
exdgeno do aleloquimico foi bloqueado pela reag@@d@L. Aléem disso, sugere que o acido
cafeico exdgeno também pode ser canalizado paia devfenilpropendides neste ponto de
entrada da via metabdlica.

Em resumo, este estudo confirma que o aleloquiddabo cafeico reduz o crescimento das
raizes de soja. Em nivel metabdlico, ele é cardizpara a via dos fenilpropendides e
convertido em cafeoil-CoA pela reacdo da 4CL oeraléto, 5-hidroxiferulato e, finalmente, a
sinapato. Posteriormente, esses metabdlitos saertmos em seus respectivos alcoois que sao
polimerizados em lignina na parede celular. Entorazoavel supor que a inibicdo do
crescimento pelo &cido cafeico, nas raizes de &ajayido a excessiva produgcédo de monolignois
causada pela aplicacdo exogena do aleloquimico. oCoonsequéncia, ele aumenta a

polimerizacao e a rigidez da parede celular regtrdo o crescimento das plantas de soja.
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Tabela 1.Comprimento, biomassa fresca e seca das raizegjajetratadas com acido cafeico

por 24 horas.

Acido cafeico Comprimento Biomassa Biomassa seca

(mM) das raizes % fresca % (9) %
(cm) (@)

0 3,36+ 0,21 2,68+ 0,02 0,162+ 0,001

0,25 2,750,144 18,2 2,19+ 0,13 18,3  0,133+0,007 17,9

0,5 2,350,143 30,0 2,15+ 0,04 19,8 0,130+ 0,004 19,8

1 1,67£0,06 50,3 1,75+ 0,13 34,7 0,129+ 0,009 20,4

2 1,12+ 0,09 66,7 1,71+ 0,12 36,2  0,121+0,005 25,3

Médias N = 5 + erro padrdo da média) significativamente mesgue o experimento controle

(comparado ao teste Dunnett) estdo sinalizadas*cos= nao significativo em nivel de 0,05. O

simbolo % representa inibicdo média em comparagéoacontrole (0 mM).

43



Tabela 2 Teores de kD, nas raizes de soja tratadas com acido cafeicd4oboras.

Acido cafeico (mM)
0 0,25 0,5 1

H20; 100,4+ 2,53 54,0t 9,8 27,0+ 4,90 nd

(nmol g%

nd

nd = nao detectado
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Tabela 3. Composicdo de mondmeros de lignina de raizes @dengm tratadas (Controle) ou
tratadas com 1 mM acido cafeico (CA), 0,1 mM &agigmeronilico (PIP), 1 mM CA mais 0,1
mM &acido piperonilico (CA + PIP), 2 mM acido metitedioxocinamico (MDCA) e 1 mM CA

mais 2 mM &cido metileno dioxocinamico (CA + MDCB9r 24 h. Resultados expresos g

monémero mg de parede.

Monomero Control CA PIP CA MDCA CA

+PIP + MDCA
H 0,34+ 0,007 0,50+ 0,03% 0,34+ 0,008 0,48+0,01F 0,46+0,014 0,53+ 0,043
G 1,70£ 0,102 2,59+0,116 0,62+0,023 1,66+ 0,126 1,08+0,027 1,37+0,016
S 0,33+ 0,036 0,37+0,012 0,11+0,010 0,3k 0,067 0,18+0,017 0,21+0,018
H+G+S 2,370,098 3,46+0,099 1,07+0,01¢ 2,45+0,162 1,72+0,055 2,11+0,219

H, p-hidroxifenil; G, guaiacil; S, siringil

Valores médiostepni\(= 4) seguidos pela mesma letra ndo séo signifeaikente diferentes de
acordo com o teste Scott-Kngtt<£0.05).
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Fig. 2. Efeitos do acido cafeico na atividade da fenil@aramonia-liase (PAL). Médias = SH (
= 3) seguidas por mesma letras ndo sao significartee diferentes de acordo com o teste
Dunnett <0.05).

Fig. 3. Efeitos do acido cafeico na peroxidase (POD) sl(#) e ligada a parede celular (B).
Médias + SE Nl = 5) seguidas pela mesma letra ndo séo signifazagnte diferentes de acordo
com o teste Dunnetp£0.05).

Fig. 4. Efeitos do acido cafeico no contetudo de ligninadide + SE N = 4) seguidas pela
mesma letra ndo sao significativamente diferendemcdrdo com o teste Dunngit().05)

Fig. 5. Mudancas no conteudo de lignina em raizes de smjaratadas (Controle) ou tratadas
com 1,0 mM &cido cafeico (CA), 0,1 mM &cido pipdlion (PIP), 1 mM CA mais 0,1 mM
acido piperonilico (CA+PIP), 2 mM acido metilen@xthicinamico (MDCA) e 1 mM CA mais 2
mM acido metileno dioxocinamico (CA+MDCA) por 24 Médias + S.E. (N=4) seguido por

letras diferentes séo significativamente diferedeeacordo com teste Scott-Kngit 0,05).
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Fig. 4
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