23 a 25 de setembro
eSS

CRESCIMENTO E ESTRESSE OXIDATIVO EM PLANTAS DE CAPI M-
MARMELADA SOB ACAO DO EXTRATO DE FOLHAS DE MUCUNA
PRETA E DO L-DOPA

Gabriele Sauthier Romano de Melo (PIBIC/CNPg/Uem), Anderson Ricardo
Soares, Rita de Céssia Siqueira-Soares, Erica Priscila Hoshino, Maria de
Lourdes Lucio Ferrarese (Orientador), e-mail:mlliferrarese@uem.br

Universidade Estadual de Maringa /Departamento de Bioquimica
Ciéncias Biologicas / Botanica

Palavras-chave: Alelopatia, Mucuna, L-DOPA

Resumo:

Mucuna pruriens (Leguminosae) conhecida como mucuna preta, € uma
planta de cobertura do solo bem-sucedida e com varios produtos naturais
altamente ativos, que possui efeito alelopético e € usada no controle de
nematoides e invasoras. Tem sido relatado que varios agentes quimicos
secundérios séo produzidos pelas sementes, folhas e raizes de mucuna. O
principal composto fitotoxico encontrado € o aminoacido néo-proteico L-3,4-
diidroxifenilalanina (L-DOPA). Este composto tem acdo alelopatica quando
liberado no solo, impedindo o crescimento de outras plantas, contudo, o
conhecimento sobre o mecanismo de acdo do L-DOPA € escasso. Nas
plantas, L-DOPA ¢é precursor de muitos alcaloides, catecolaminas,
flavonoides, melanina e fenilpropanoides, e esta associado a formacdo de
espécies reativas de oxigénio, como perdxido de hidrogénio (H2O,), anion
superoxido (O,") e radical hidroxil (OH’). A partir dessas informacdes, o
presente projeto propde avaliar a area foliar e parametros fotossintéticos,
bem como determinar a atividade das enzimas antioxidantes superéxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase solavel (POD) e quantificar os
teores de O,", H,O, e lipoperoxidos em plantas de capim-marmelada
(Brachiaria plantaginea). Os resultados evidenciam aumento nos niveis de
O,, e nas atividades da POD e SOD, bem como na peroxidacao lipidica,
efeitos mais evidentes nos tratamentos com extrato de folhas de mucuna
indicando estresse oxidativo em plantas de capim-marmelada. A area foliar
nao foi significativamente afetada. Os tratamentos com L-DOPA, o principal
aleloguimico presente nas folhas de mucuna, apresentaram resultados
semelhantes, porém, nao significativos.
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Introducao

Popularmente conhecida como mucuna preta, a Mucuna pruriens
(Leguminosae) é uma planta de cobertura de solo bem-sucedida, fixadora de
nitrogénio, e muito utilizada como adubacéo verde. Possui varios produtos
naturais ativos e apresenta, como principal composto fitotéxico, o
aminoéacido nao-proteico L-3,4-diidroxifenilalanina (L-DOPA). Nas plantas, o
L-DOPA é precursor de alcaloides, catecolaminas, flavonoides, melanina e
fenilpropanoides, e esta associado a formacdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), como H,0O,, O, e ‘OH (Apel e Hirsh, 2004). Assim, o
presente projeto propde avaliar a area foliar além de parametros
fotossintéticos, bem como determinar a atividade das enzimas antioxidantes
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidase (POD) e
quantificar os teores de ROS e lipoperoxidos em plantas de Brachiaria
plantaginea, popularmente conhecida como capim-marmelada, tratadas com
extrato de folhas de mucuna e L-DOPA sintético. O estudo proposto pode
fornecer um conhecimento importante para o esclarecimento do mecanismo
de acdo deste aleloquimico. Informacfes que poderdo ser Uteis para
melhorar o controle de plantas daninhas, pragas e doencas, além de agregar
dados no desenvolvimento de novos herbicidas naturais, contribuindo para o
desenvolvimento de uma agricultura sustentavel (Prakash et al. 2001).

Materiais e métodos

As plantas foram cultivadas por 30 dias; os tratamentos foram realizados no
26° e 28° dias e, continham solucdo nutritiva, com ou sem L-DOPA ou
extrato de folhas de mucuna, e os experimentos foram realizados no 30°
dia. A area de dimensao foliar foi determinada pela equacdo determinada
por Bianco e Pitelli (2005). A atividade da enzima CAT foi determinada em
405nm, seguindo o consumo de H,O, Os resultados sdo expressos em
pumol min® mg™* de proteina. A atividade da enzima SOD foi determinada
seguindo a capacidade da enzima em converter O, em H,0, e O, atraves
da reacdo, em presenca de luz, com riboflavina e nitroazul de tetrazélio
(NBT). A determinacdo da atividade da peroxidase foi baseada na
capacidade de oxidacdo do guaiacol. O radical superoxido (Oy) foi
determinado por um método que tem como principio a oxidacdo da
hidroxilamina, produzindo nitrito. Os niveis de peréxido de hidrogénio (H.0,)
foram determinados através da reacdo com iodeto de potassio (KI). O nivel
de peroxidagdo lipidica, quantificado pela medida do acumulo de
malondialdeido (MDA) - um produto da peroxidacdo de &acidos graxos
insaturados - foi baseado no procedimento descrito por Baziramakenga et
al. (1995) com pequenas modificacdes, a 600nm.
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Resultados e Discussao

Os resultados mostraram que o crescimento de plantas de capim-marmelada
tratadas com L-DOPA e extrato de mucuna, ndo apresentaram alteracfes
significativas, quando comparado aos controles (dados ndo mostrados). A
CAT néao apresentou alteracdes significativas em nenhum dos tratamentos
(Fig. 1A), enquanto a atividade da SOD (Fig. 1B) e POD (Fig. 1C)
aumentaram 40% e 47,5% respectivamente, nas plantas tratadas com
extrato das folhas de mucuna, quando comparado ao controle.
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Figura 1 — Efeitos do L-DOPA e extrato de mucuna sobre as enzimas antioxidantes de
plantas de capim-marmelada. Valores sdo média + EP. *diferenga significativa segundo o
teste ANOVA Dunnet, p<0,05

Os conteudos de O, (Fig. 2A) aumentaram nos tratamentos com L-DOPA e
mucuna, enquanto os danos as membranas, avaliados através da
peroxidacgéo lipidica (Fig. 2B), foram evidenciados apenas nos tratamentos
com extrato de folhas de mucuna.
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Figura 2 — Efeitos do L-DOPA e extrato de mucuna sobre contetdos O»™ (A), e
peroxidacao lipidica (B) em plantas de capim-marmelada. Valores sdo média + EP.
*diferenca significativa segundo o teste ANOVA Dunnet, p<0,05

O aumento nos niveis de Oy, e nas atividades da POD e SOD, bem como
na peroxidacéo lipidica, foram mais evidentes nos tratamentos com extrato
de folhas de mucuna, indicando estresse oxidativo em plantas de capim-
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marmelada. A area foliar ndo foi significativamente afetada. Os tratamentos
com L-DOPA, o principal aleloquimico presente nas folhas de mucuna,
apresentaram resultados semelhantes, porém, n&o significativos. E possivel
gue os tratamentos com extrato de folhas de mucuna apresente L-DOPA
agindo em sinergia com outros compostos quimicos, o que contribuiria para
explicar o maior efeito observado.

Conclusobes

Até o presente, conclui-se que os tratamentos com extrato de folhas de
mucuna geram estresse oxidativo em folhas de capim-marmelada, quando
comparado aos tratamentos controle. A determinacdo dos conteudos de
H,O, viabilidade celular, bem como algumas repeticdes, ainda estdo em
andamento, e serdo adicionados ao relatorio final do PIBIC.
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