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Resumo:

Mucuna pruriens, conhecida como mucuna preta, € um exemplo de planta
de cobertura do solo bem-sucedida. E uma leguminosa muito cultivada como
adubacado verde, por ser boa fixadora de nitrogénio e rica em nutrientes.
Tem sido relatado que véarios agentes quimicos secundarios sdo produzidos
pelas sementes, folhas e raizes de mucuna. O principal composto fitotoxico
encontrado é o L-3,4-diidroxifenilalanina (L-DOPA). Este composto €
liberado da mucuna, e em diversas outras espécies, para o solo e inibe o
crescimento de plantas vizinhas, mas o conhecimento sobre o mecanismo
de acdo do L-DOPA é escasso. Nas plantas, L-DOPA esta associado a
formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), como H,0,, O," e "OH.
Sendo assim, o presente projeto propfe avaliar através de eletroforese, a
atividade de enzimas envolvidas na eliminagdo de ROS, como a superéxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidase soluvel (POD), bem como
realizar analises morfo-anatdbmicas através de microscopia eletrénica de
transmissdo (MET) e varredura (MEV), em folhas de plantas de milho e
capim-marmelada, tratadas com extrato de mucuna e L-DOPA sintético. A
avaliacdo dos parametros propostos podem contribuir para diagnosticar a
interacdo alelopatica entre estas espécies e compreender a bioquimica
envolvida nesta interagao.
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Introducao

Mucuna pruriens é uma leguminosa muito utilizada em consoércio com o
milho, sorgo e milheto, podendo proporcionar beneficios como a fixacao de
nitrogénio, reducdo da infestacdo de pragas e plantas infestantes, entre
outros. Entretanto, pode ocorrer efeitos negativos no desenvolvimento das
plantas consorciadas devido a interacdes alelopaticas. A mucuna contém em
suas folhas, sementes e raizes grandes quantidades de L-DOPA (L-3,4-
diidroxifenilalanina). Capim-marmelada (Brachiaria plantaginea) € uma
invasora conhecida por causar prejuizos a produtividade e a qualidade de
graos, sendo uma das espécies de daninhas de maior ocorréncia na regiao
Sul do Brasil (Fleck, 1996). Muitos dos processos deletérios sofridos pela
interacado de plantas com aleloquimicos, € mediada por espécies reativas de
oxigénio (ROS) como o H,0,, O;" e "OH, geradas pelo mal funcionamento
das vias metabdlicas. Normalmente, as enzimas antioxidantes SOD, CAT e
POD, podem eliminar estes compostos sem dificuldades. Todavia, quando
este sistema de defesa falha, se estabelece o estresse oxidativo. L-DOPA
esta envolvido na producdo de ROS a partir de sua auto-oxidagdo, ou
oxidagao auxiliado por algumas enzimas.

Materiais e métodos

Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) : Folhas foram
homogeneizadas em tampéao fosfato de potassio (pH 7,5) contendo EDTA,
ditiotreitol e PVP. O homogenato foi centrifugado e o sobrenadante
armazenado a -80°C, até a analise em gel de poliacrilamida. Para a
determinacdo da POD, os géis foram incubados em tampéao de fosfato (pH
7,5) e guaiacol, e posteriormente adicionado H,O, (10 mM) deixando na
solucdo até o aparecimento de bandas. Para a SOD, os géis foram
incubados em tampé&o fosfato de potassio (pH 7,8), com EDTA, nitroazul de
tetrazolio (NBT) e riboflavina. A mistura de reacdo foi mantida sob
iluminacéo, por 30 minutos (Beauchamp and Fridovich, 1971). Para a CAT,
os géis foram incubados com H,O, e, em seguida, colocados em uma
solucdo de FeCl; e KzFe(CNg) como solucdo reveladora. A dosagem de
proteinas foi realizada conforme o método de BRADFORD (1976) e obtidas
em mg% da amostra.

Microscopia eletronica de varredura (MEV) e transmi  ssdo (MET): Para
as analises em MEV, pequenas seccOes de folhas foram fixadas em
glutaraldeido e tampao cacodilato de sédio. Em seguida, as amostras foram
desidratadas com etanol e secadas ao ponto critico, tendo como meio de
desidratagcéo o CO,. Posteriormente, foi realizada a metalizagdo com ouro e
as analises efetuadas ao microscopio eletrénico de varredura (Shimadzu
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SS550). O processo que compreende a execucdo da microscopia eletrénica de
transmissao (MET) sera executada em breve.

Resultados e Discussao

O gel de eletroforese da POD apresentou bandas mais intensamente coradas
nos tratamentos com L-DOPA e extrato de folhas de mucuna. Este efeito foi
observado também na andlise da atividade da POD soluvel por
espectrofotometria, realizada em trabalhos anteriores. Estes resultados
confirmam a ativacao da POD do milho e capim-marmelada tratadas com L-
DOPA e mucuna. Os tratamentos, entretanto, ativaram isoperoxidases distintas
no milho (Fig. 1 A) sugerindo que outros componentes podem ter papel
importante no estresse oxidativo da planta. Por outro lado, os padrdes de
ativagédo das isoperoxidases de plantas de capim-marmelada tratadas com L-
DOPA e extrato de mucuna foram bastante similares. A eletroforese das
enzimas CAT e SOD estdo em andamento.

Figura 1 — Gel de eletroforese de POD de milho (Fig. A) e capim-marmelada (Fig. B).
Controle (C), mucuna (M) e L-DOPA (D).

As imagens obtidas por MEV (Fig. 2 e 3) evidenciam estdmatos presentes nas
faces abaxial (inferior) e adaxial (superior) da folha. Estas imagens (e outras
omitidas aqui) evidenciam ostiolos abertos na face abaxial de ambos os
controles (milho e capim-marmelada), porém, fechados nos tratamentos com L-
DOPA e extratos de folhas de mucuna. Esses resultados estdo em acordo com
a reducdo na taxa de fixacdo de CO, e na condutancia estomatica em plantas
tratadas com L-DOPA e extrato de mucuna, observadas em experimentos
anteriores. A microscopia eletrénica de transmissdo (MET) esta em andamento.

Conclusbes

Até o presente, conclui-se que o gel de eletroforese da enzima POD
apresentou maior atividade nos tratamentos com L-DOPA e mucuna, em
relagdo aos controles. Os géis da SOD e CAT estdo em andamento e serédo
incluidos ao relatorio final do PIBIC. O fechamento dos ostiolos observado
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nas microscopias obtidas por MEV, corroboram com o0s resultados
evidenciados através da andlise de parametros fotossintéticos.

Controle — Estomato 2000x (Face L-Dopa — Estémato 3500x (Face Mucuna — Estdbmato 4000x (Face
Abaxial) Abaxial) Abaxial)

Controle — Estomato 2400x (Face L-Dopa — Estdmato 4000x (Face Mucuna — Estdmato 4000x (Face
Abaxial) Adaxial) Adaxial)

Figura 1 — Micrografias obtidas por MEV mostrando estdmatos tipicos em folhas de capim-
marmelada tratadas ou ndo com L-DOPA e extrato de mucuna. Barras 5um.

Controle — Estdmato 3000x (Face L-Dopa — Estomato 2000x (Face Mucuna — Estémato 2700x (Face
Abaxial) Abaxial) Abaxial)

Controle — Estomato 3500x (Face L-Dopa — Estomato 2000x (Face Mucuna — Estomato 2700x (Face
Adaxial Adaxial) Adaxial)

Figura 2 — Micrografias obtidas por MEV mostrando estdmatos tipicos em folhas de milho
em plantas tratadas ou ndo com L-DOPA e extrato de mucuna. Barras 5 pm.
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