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APRESENTACAO DO TRABALHO

Esta tese é composta de dois artigos cientificos. Inicia com o artigo “Acido
rosmarinico interfere na via de fenilpropanoides e afeta a composicdo monomeérica de
lignina de raizes de milho” que trata dos efeitos do acido rosmarinico no crescimento e
lignificagdo de raizes de plantulas de milho, e sua possivel incorporagdo na estrutura do
polimero com subsequente alteracdo na sua composicdo monomeérica. Este primeiro
artigo se iniciou durante o desenvolvimento da dissertacdo de mestrado da poés-
graduanda e em consonancia com o programa de pds-graduacdo em Ciéncias
Bioldgicas, visando complementacdo do estudo realizado, o trabalho teve continuidade
no doutorado da pods-graduanda. Sendo assim, a segunda parte da presente tese versa
sobre 0 mesmo tema, porém com novas ferramentas analiticas e se encerra com 0
segundo artigo “Acido rosmarinico: um indutor da digestibilidade da biomassa
lignocelulésica em milho” que avalia a digestibilidade enzimética de plantas de milho
tratadas com o &cido rosmarinico. Em consonancia com as regras do Programa de Pds-

Graduacao em Ciéncias Bioldgicas, os artigos serdo submetidos as seguintes revistas.

Bevilaqua, J.M., Finger-Teixeira, A., Marchiosi, R. e Ferrarese-Filho, O. Acido
rosmarinico interfere na via de fenilpropanoides e afeta a composicdo monomérica de
lignina de raizes de milho. Plant Growth Regulation (JCR = 2,333).

Bevilaqua, J.M., Finger-Teixeira, A. e Ferrarese-Filho, O. Acido rosmarinico: um
indutor da digestibilidade da biomassa lignocelulésica em milho. Biotechnology Journal
(JCR =3,781).



RESUMO GERAL

INTRODUGCAO - Depois da celulose, a substancia organica mais abundante nas
plantas é a lignina, um polimero altamente formado por grupos fenilpropanoides. A
estrutura precisa da lignina ndo é bem conhecida. A sua caracterizacéo é dificil porque
ndo é possivel isolar o polimero intacto, o qual esta covalentemente ligado a celulose e a
outros polissacaridos da parede celular. Lignina é formada, principalmente, pela
polimerizacdo de trés &lcoodis hidroxicinamilicos, os quais variam no grau de
metoxilagdo, além de uma diversidade menor de outros componentes secundarios. Estes
trés precursores, ou monolignois, sdo os alcoois p-cumarilico, coniferilico e sinapilico.
Apo6s a polimerizacdo, estes monolignois sdo convertidos em unidades monomericas
denominadas p-hidroxifenil (H), guaiacil (G) e siringil (S), respectivamente. Lignina
possui alto impacto na industria de papel e na digestibilidade de plantas forrageiras. O
atual estado da arte esta relacionado a busca da reducdo de seu conteido, com o intuito
de melhorar a produgao de biocombustiveis derivados da celulose. O acido rosmarinico
é um éster dos &cidos cafeico e 3,4-diidroxifenilatico, encontrado como um metabolito
secundario de varias espécies de plantas. Acido rosmarinico pode ser considerado um
composto promissor no campo da bioengenharia, possuindo uma ligacao éster fragil que
liga duas metades fendlicas; fato crucial para o processo de despolimerizacdo da lignina.
Estudos recentes revelaram os genes, enzimas e metabolitos envolvidos na biossintese
do é&cido rosmarinico. Assim, estas informacGes sdo essenciais para o estudo da
expressao do &cido rosmarinico na lignificacdo das paredes celulares. A utilizacéo
prévia de &cido rosmarinico tem sido considerada no campo da bioengenharia, visando
0 mecanismo de sintese de lignina e sua aplicacdo no melhoramento de plantas para a
producdo de biocombustiveis. Sabe-se que fatores internos e externos podem afetar a
sintese de lignina. Estudos com putativos inibidores da sintese de lignina tém merecido
atencdo especial, pois 0 uso da biomassa vegetal como fonte de carboidratos para obter
biocombustiveis e produtos quimicos de alto valor agregado tem sido severamente
afetado devido a recalcitrancia da lignina. De fato, essa recalcitrancia dificulta algumas
atividades agroindustriais como a digestdo da forragem para o gado e a conversao de
biomassa vegetal lignoceluldsica em biocombustiveis liquidos.

OBJETIVOS - Diante do descrito acima, o objetivo geral deste trabalho foi investigar
os efeitos do &cido rosmarinico no processo de lignificacdo em milho e avaliar a
digestibilidade da biomassa vegetal tratadas com o possivel substituinte monolignol.
Para isso, o trabalho foi dividido em duas partes, sendo que na primeira as plantulas
foram cultivadas em hidroponia por 24 horas e 0s ensaios realizados com as raizes. Na
segunda parte, os experimentos foram conduzidos em vasos contendo vermiculita (de 7
a 14 dias) e as analises foram realizadas com raizes, caules e folhas. Foram monitoradas
as taxas de crescimento, deplecdo do acido rosmarinico, conteudo de lignina e
composicdo monomeérica, teor de acidos fenolicos livres, atividades enzimaticas da via
dos fenilpropanoides e, por fim, determinada a digestibilidade da biomassa
lignocelulosica de raizes, caules e folhas de plantulas/plantas de milho cultivadas em
solucdo nutritiva e/ou vermiculita, apds os tratamentos com acido rosmarinico.



METODOS — Sementes de milho foram acondicionadas em papel Germitest e postas a
germinar (camara escura, 25 °C) por 72 horas para posterior incubagdo em hidroponia,
ou por 48 horas para posterior transferéncia para vasos contendo vermiculita. Em
relacdo aos sistemas hidropdnicos, apds o periodo de germinacdo, 25 plantulas foram
cultivadas em solucgéo nutritiva (pH 6,0) contendo ou ndo acido rosmarinico (0,25; 0,5;
0,75; 1,0 e 1,5 mM). Os experimentos foram realizados em camara de germinagéo (25
°C, fotoperiodo 12/12 horas claro/escuro, com densidade de fluxo de fétons de 280
umol m™ s durante 24 horas. As raizes foram medidas antes da incubacéo e no final
dos experimentos, e a variacdo do comprimento foi obtida pela diferenca entre eles. A
biomassa fresca foi determinada imediatamente ap0s a incubagdo e a biomassa seca foi
estimada apos secagem em estufa a 60 °C, até obtencdo de valor constante. Ja, as
plantulas germinadas por 48 horas foram selecionadas e transferidas para vasos
contendo vermiculita (trés plantulas para cada vaso). Os vasos foram regados a cada
dois dias com solucéo nutritiva de Hogland e mantidos sob fotoperiodo de 12 horas a 25
°C. A partir do quinto dia os sistemas receberam solucdo nutritiva contendo ou ndo o
tratamento com &cido rosmarinico (0,25; 0,75 e 1,5 mM). Ao término dos experimentos,
e com auxilio de régua milimetrada foram medidos os comprimentos (raiz, caule e
folha) de todas as plantas, para cada repeticdo. Os resultados foram expressos em
centimetros. Os diferentes Orgdos das plantas foram separados por excisdo e
imediatamente determinados as biomassas frescas. A seguir, as raizes, caules e folhas
foram acondicionados em estufa, a 60 °C, até a obtencdo de massa constante para
determinacdo da biomassa seca. Os valores médios das repeticdes foram obtidos e o0s
resultados expressos em gramas. O contedo de lignina, a digestibilidade e atividades
da 4-hidroxicinamoil-CoA ligase (4CL) foram avaliados por espectrofotometria,
enguanto a composicdo monomérica, o teor de acidos fenolicos livres, a taxa de
deplecdo do &cido rosmarinico e as atividades da fenilalanina aménia liase (PAL),
tirosina amonia liase (TAL), cinamato 4-hidroxilase (C4H), cafeato O-metiltransferase
(COMT) e hidroxicinamil &lcool desidrogenase (CAD) foram determinadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Os testes de Dunnett e t de Student
foram aplicados para avaliar as diferencas entre os parametros e valores de p < 0,05
foram considerados estatisticamente significativos.

RESULTADOS E DISCUSSAO — Em relacdo aos experimentos realizados em
hidroponia, por 24 horas, 0s resultados obtidos no presente trabalho revelaram que os
tratamentos com acido rosmarinico (0,75 a 1,5 mM) reduziram os comprimentos das
raizes, em comparacdo com 0 experimento controle. As biomassas frescas e secas
mostraram discretos aumentos, sob a acdo de éacido rosmarinico 1,5 mM. Em
comparacdo com o experimento controle, os teores de lignina nas raizes ndo foram
afetados pelo &cido rosmarinico. Entretanto, a composi¢cdo monomérica de lignina foi
significativamente alterada. Os teores do mondmero H foram reduzidos pelo acido
rosmarinico, nas concentracbes avaliadas. Os teores do monémero S diminuiram na
maior concentracdo (1,5 mM), em comparagdo com seus respectivos controles,
enquanto ndo houve diferenca significativa em relacdo ao monémero G. Em geral, 0s
efeitos sobre a composi¢cdo monomeérica resultaram nas reducdes dos teores de lignina
(quando referida como a soma H+G+S), em comparagdo com Seus respectivos
controles. Embora o teor de lignina total ndo tenha sido afetado pelo composto,



diminuicdes dos niveis de H, G e S podem ser conseqiiéncia de possiveis mudancas
estruturais no polimero. Os resultados encontrados aqui apoiam a idéia de que &cido
rosmarinico é copolimerizado com lignina modificando sua estrutura quimica. No que
tange aos efeitos do acido rosmarinico sobre as enzimas, 0s resultados revelaram que as
atividades da PAL e da TAL diminuiram significativamente, com destaque para a TAL
que foi fortemente inibida pelo composto. Isso foi devido, provavelmente, ao fato de
que essa enzima funciona preferencialmente na via metabolica do milho. A inibicdo da
atividade da TAL foi acompanhada por um aumento significativo na atividade da C4H.
Tendo em vista que acido p-cumarico é o produto da reacdo catalisada pela TAL e,
também, da reacdo da C4H, é possivel que esta enzima possa sensivelmente ser ativada
compensando a baixa atividade da TAL. Em outras palavras, o baixo teor de acido p-
cumarico, formado a partir de L-tirosina (reacdo da TAL), induziria o aumento da
atividade da C4H. Outra enzima que teve sua atividade inibida foi a COMT, apesar de 0
contelido de &cido ferulico ter sido discretamente aumentado. Por outro lado, as
atividades da 4CL e da CAD nao foram afetadas pelo &cido rosmarinico, bem como o
contetdo de acido p-cumarico. E por fim, as analises de digestibilidade demonstraram
aumento na quantidade de acUcares liberados pelas plantas tratadas com acido
rosmarinico quando comparadas ao controle. Em relacdo aos experimentos conduzidos
em vasos, por 7 e 14 dias, os resultados demonstraram nao haver influéncia do acido
rosmarinico sobre o crescimento e lignificacdo das plantas de milho. No entanto,
ocorreu grande aumento da digestibilidade em comparagdo com as plantas controle. De
um modo geral, os resultados obtidos corroboram a hipdtese de copolimerizagdo do
acido rosmarinico com a lignina. Neste aspecto, a sua incorporacdo modificaria a
estrutura da lignina interferindo na composicdo monomérica, e possivelmente
contribuindo com o aumento da digestibilidade. Isso pode ser um indicativo do possivel
uso do acido rosmarinico como um substituinte monolignol e indutor da digestibilidade
para fins bioenergéticos. Os dados enzimaticos obtidos contribuem para o
fortalecimento dessa hipdtese, com especial destaque para o papel inibidor do acido
rosmarinico sobre as primeiras enzimas que atuam na via de fenilpropanoides e para a
COMT o que, de acordo com os resultados do presente trabalho, demonstrou ser um
ponto de entrada para o acido rosmarinico na via dos fenilpropanoides.

CONCLUSOES - Embora a lignina confira rigidez & parede celular, ela revela
possuir plasticidade estrutural, a qual pode ser afetada por diferentes fatores. Como
notado, o &cido rosmarinico influenciou o crescimento e a lignificacdo das raizes de
milho crescidas em hidroponia, enquanto em plantas de maior idade ndo houve
interferéncia sobre o crescimento e lignificacdo. De um modo geral, os resultados
suportam a ideia de que o &cido rosmarinico seja incorporado a lignina, podendo atuar
como substituinte monolignol. Evidéncia pode ser constatada pelo aumento na
digestibilidade,e pelas significativas reducbes nos teores de mondmeros em raizes
crescidas sob hidroponia, em especial o monémero H. Em resumo, os efeitos causados
pelo &cido rosmarinico se devem ndo somente a sua possivel copolimerizagdo, mas
também as interferéncias causadas na biossintese de lignina, em especial sobre enzimas
das reacdes iniciais da via de fenilpropanoides.



GENERAL ABSTRACT

INTRODUCTION - After the cellulose, the most abundant organic compound in
plants is the lignin, a polymer highly formed by phenylpropanoic groups. The precise
structure of lignin is not well known. Lignin characterization is difficult because is not
possible to isolate the intact polymer, and it is covalently linked to cellulose and other
cell wall polysaccharides. Lignin is formed by free radical polymerization of mainly
three hydroxycinnamic alcohols, which vary in their degree of methoxylation, in
addition to a diversity of other minor components. These three precursors are p-
coumaryl, coniferyl and sinapyl alcohols, which are also named monolignols. After
polymerization, these monolignols are converted to p-hydroxyphenyl (H), guaiacyl (G)
and syringyl (S) units, respectively. Lignin has a high impact in paper industry and
digestibility of forage plants. The state of art of lignin is related to the reduction of its
content in plants to improve biofuels production from cellulose. Rosmarinic acid is an
ester of caffeic acid plus 3,4-dihydroxyphenyl-lactic, and a secondary metabolite found
in several plant species. Rosmarinic acid can be considered a promising compound with
an easily cleavable ester bond linking the two phenolic moieties to depolymerize lignin.
Recent studies have revealed genes, enzymes and metabolites involved in the
biosynthesis of rosmarinic acid. So, these information are essential to study the
expression of rosmarinic acid on lignification of cell walls. A previous use of
rosmarinic acid has been considered in the field of bioengineering, targeting the
mechanism of lignin synthesis and its application in plant breeding for production of
biofuels. It is known that external or internal factors can affect the lignin synthesis.
Studies with putative inhibitors of lignin synthesis has deserved a particular attention
because the use of plant biomass as a source of carbohydrates to obtain biofuels and
chemicals with high aggregate value has been severely affected due to the recalcitrance
of lignin. Indeed, this recalcitrance hinders some agro-industrial activities such as
digestion of forage for livestock and conversion of lignocellulosic plant biomass to
liquid biofuels. Therefore, these chemical and mechanical properties have attracted
attention of bioengineering.

AIMS - In view of the above, the general objective of this work was to investigate the
effects of rosmarinic acid on the lignification process in maize and to evaluate the
digestibility of the vegetal biomass treated with the possible substituent monolignol. For
this, the work was divided in two parts, being that in the first the seedlings were
cultivated in hydroponics for 24 hours and the assays were made in roots. In the second
part, the experiments were conducted in pots containing vermiculite (7 and 14 days) and
the assays were performed on roots, stems and leaves. Growth rates, rosmarinic acid
depletion, lignin content and its monomeric composition, free phenolic acid content,
enzymatic activities of the phenylpropanoid pathway and finally the digestibility of the
lignocellulosic biomass of roots, stems and leaves of seedling/ plants were monitored of
maize grown in nutrient solution and/or vermiculite, after treatments with rosmarinic
acid.

METHODS — Maize seeds were put on paper Germitest and germinated (darkroom, 25
°C) for 72 hours for later incubation in hydroponics or for 48 hours for later transfer to
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pots containing vermiculite. Regarding the hydroponic systems, after the germination
period, 25 seedlings were cultivated in nutrient solution, pH 6.0, containing or not 0 to
1.5 mM of rosmarinic acid. Experiments were carried out in a growth chamber (25 °C,
12-h light/12-h dark cycle, with photon flux density of 280 pmol m-? s-) during 24 h.
Roots were measured before incubation and at the end of experiments, and the variation
in length was obtained by the difference among them. Fresh root weight was determined
immediately after incubation, and the dry weight was estimated after oven-drying at 60
°C until it reached a constant weight. The seedlings germinated for 48 hours were
selected and transferred to pots containing vermiculite (three seedlings for each pot).
The pots were watered every two days with nutrient from Hogland and kept under
photoperiod for 12 hours at 25 °C. From the fifth day the systems received nutritional
solution containing or not treatment with rosmarinic acid (0.25, 0.75 and 1.5 mM). At
the end of the cultivation experiments, the lengths (root, stem and leaf) of all plants
were measured with each millimeter ruler for each replicate. The results were expressed
in centimeters. The different organs of the plants were separated by excision and
immediately determined to the fresh biomasses. Next, the roots, stems and leaves were
conditioned in an oven at 60 °C until a constant mass was obtained to determine the dry
biomass. The mean values of the replicates were obtained and the results expressed in
grams. Lignin content, enzymatic digestibility and activities of 4-hydroxycinnamoyl-
CoA ligase (4CL) were determined spectrophotometrically, whereas the lignin
monomeric composition, free phenolic acid content, rosmarinic acid depletion rate, and
phenylalanine ammonia lyase (PAL), tyrosine ammonia lyase (TAL), cinnamate 4-
hydroxylase (C4H), caffeate O-methyltransferase (COMT) and hydroxycinnamyl
alcohol dehydrogenase (CAD) activities were assayed by high performance liquid
chromatography (HPLC). The Dunnett and Student t tests were applied to evaluate the
differences between parameters and p values < 0.05 were considered statistically
significant.

RESULTS AND DISCUSSION - Regarding the experiments performed in
hydroponics for 24 hours, the results obtained in the current research revealed that 0.75
to 1.5 mM of rosmarinic acid reduced root length. At 1.5 mM, it slightly increase fresh
and dry weights. When compared to the control experiments, lignin contents were not
affected by rosmarinic acid. In roots, lignin contents were not changed by rosmarinic
acid, but it significantly influenced lignin monomer composition. The monomer H was
the most affected by rosmarinic acid for all tested concentrations. The contents of S
monomers decreased under action of 1.5 mM rosmarinic acid, compared to their
respective controls, whereas there was no significant difference in relation to the G
monomer. In general, the effects on monomer composition resulted in decreases of
lignin (when referred to as the sum H+G+S) contents and changes in the H:G:S ratios.
Although the total lignin content has not been affected by the compound, decreases in
levels of H, G and S can be a consequence of possible structural changes in lignin. The
results found herein support the idea that rosmarinic acid is copolimerized with lignin
modifying its structure chemical. With respect to the enzymes, the results revealed
significant decreases in PAL and TAL activities by action of rosmarinic acid. TAL was
strongly inhibited because it acts preferably in the metabolic pathway of maize. Enzyme
inhibition has been associated with a significant increase in C4H activity. Because p-
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coumaric acid is the product of the TAL and C4H reactions, it is probably that this
enzyme can be activated substantially offsetting the low activity of TAL. In simplest
words, the low level of p-coumaric acid, which is formed from L-tyrosine reaction
(TAL), would induce an increase in C4H activity. Another enzyme that had its inhibited
activity was COMT, although the ferulic acid content was slightly increased. On the
other hand, the activities of 4CL and CAD were not affected by rosmarinic acid as well
as p-coumaric acid content. Finally, the digestibility analyzes showed an increase in the
amount of sugars released by the plants treated with rosmarinic acid when compared to
the control. Overall, the results support the hypothesis of rosmarinic acid
copolymerization with lignin. In this aspect, the incorporation can modify the lignin
structure interfering in the monomer composition and possibly contributing to increased
digestibility. This can be indicative of the possible use of rosmarinic acid as a
monolignol substituent and inducer of digestibility for bioenergy purposes. The
enzymatic data contribute to strengthening this hypothesis, with special emphasis about
the role of the rosmarinic acid as a inhibitor of the first enzymes involved in the
phenylpropanoid pathway and for COMT, which, according to the results of the present
work has been shown to be an entry point for rosmarinic acid in the phenylpropanoid
pathway.

CONCLUSIONS - Although lignin confers rigidity to the cell wall, it reveals structural
plasticity, which can be affected by different factors. As noted, rosmarinic acid
influenced the growth and lignification of maize roots grown in hydroponics, while in
older plants there was no interference with growth and lignification. In general, the
results support the idea that rosmarinic acid is incorporated in the lignin and may act as
a monolignol substituent. Evidence can be verified by the increase in digestibility, and
by the significant reductions in the content of root monomers grown in hydroponics,
especially H. In summary, the effects caused by rosmarinic acid are due not only to its
possible combinatorial copolymerization but also to interferences caused by lignin
biosynthesis, especially on enzymes from the initial reactions of the phenylpropanoid
pathway.
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Resumo

Estudos sugerem que o &cido rosmarinico pode ser copolimerizado na estrutura da
lignina, alterando sua composicdo e, possivelmente, reduzindo a recalcitrancia da
parede celular. Dessa forma, no presente trabalho avaliamos os efeitos do &cido
rosmarinico no crescimento e lignificacdo das raizes de milho. Os resultados revelaram
que o acido rosmarinico: 1) foi absorvido pelas plantulas com maior intensidade a partir
de 18 horas de exposicdo e praticamente ndo afetou o comprimento das raizes; 2)
diminuiu as atividades da PAL, TAL e COMT, enguanto aumentou a atividade da C4H
sem alterar as atividades da 4CL e CAD; 3) serviu de substrato para a COMT,; 4)
aumentou o conteddo de acido ferdlico livre; 5) diminuiu os teores de lignina (referida
como a soma H+G+S) e reduziu os teores do monébmero H, e 6) aumentou a
digestibilidade. Os resultados indicam que a suposta incorporagdo do acido rosmarinico
na estrutura da lignina afeta a composicdo monomeérica decorrente da sua agdo sobre a
via de fenilpropanoides. Em resumo, os efeitos causados pelo &cido rosmarinico se
devem ndo somente a sua possivel copolimerizacdo, mas também as interferéncias

causadas na biossintese de lignina.

Palavras-chave: bioenergia, digestibilidade, lignificacdo, monoligndis, Zea mays

1. Introducéo

Devido a sua presenca limitada ao reino vegetal, a lignina tem sido classificada como
um metabdlito secundario (composto fenolico intrinseco a parede celular secundaria das
plantas), embora seja eficazmente o segundo biopolimero mais abundante depois da
celulose (dos SANTOS et al., 2014). Enquanto ausente em briofitas, a lignina é um
componente essencial nas paredes celulares de traquedfitas. Tem como funcdes, rigidez,
suporte mecénico, transporte de &gua, e protecdo contra pragas (BOUDET, 2007;
SIQUEIRA, 2011; TOBIMATSU et al., 2012; dos SANTOS et al., 2014).

A lignina € um heteropolimero complexo que consiste primariamente dos
monomeros p-hidroxifenil (H), guaiacil (G) e siringil (S), unidades formadas pelo
acoplamento oxidativo dos alcodis p-cumarilico, coniferilico e sinapilico,

respectivamente, que sdo produtos da via dos fenilpropanoides. A via dos
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fenilpropanoides (Fig. 1) estd diretamente implicada na sintese de lignina (COSTA et
al., 2003). Ela se inicia com a desamina¢do do aminoéacido L-fenilalanina, derivado da
via do acido chiquimico. Fenilalanina aménia liase (PAL) e tirosina amonia liase (TAL)
sdo duas enzimas-chave na via dos fenilpropanoides. Nos passos finais da via, a enzima
CAD reduz os cinamaldeidos nos trés alcoois: p-cumaril, coniferil e sinapil, os quais se
polimerizam oxidativamente para a formagdo da lignina. Estes alcoois correspondem,
respectivamente, aos monémeros H, G e S.

A presenca da lignina dificulta algumas atividades agroindustriais como a digestdo
da forragem para 0 gado e a conversdo de biomassa vegetal lignocelulésica em
biocombustiveis liquidos. Assim, essas propriedades quimicas e mecanicas tém atraido
atencdo da bioengenharia (BOERJAN et al., 2003; BONAWITZ et al.,, 2010;
TOBIMATSU et al., 2012).

Perturbaces da via dos fenilpropanoides podem causar grandes alteracGes estruturais
no polimero devido a incorporacdo de intermedidrios da via e outros compostos
fendlicos (WAGNER et al., 2011). Estudos das paredes celulares auxiliam na afirmagéo
de que alguns monolignois substitutos podem ser eficientemente incorporados na
lignina da parede celular e afetar suas propriedades. O &cido rosmarinico se destaca
como um possivel substituinte monolignol (TOBIMATSU et al., 2012).

O acido rosmarinico (Fig. 2) € um composto hidroxilado de ocorréncia natural,
encontrado em espécies das familias Lamiaceae e Boraginaceae, tais como Rosmarinus
officinalis, Salvia officinalis L., e Perilla frutescens. Ele é biossintetizado a partir dos
aminoécidos L-fenilalanina e L-tirosina por oito enzimas que incluem fenilalanina
amonia liase e cinamato 4-hidroxilase (Fig. 3). O &cido rosmarinico pode também ser
quimicamente produzido pela esterificacio do é&cido cafeico e acido 3,4-
diidroxifenilatico (KIM et al., 2015).

Recentemente, &cido rosmarinico e seus derivados tém atraido o interesse para as
suas atividades bioldgicas, que incluem anti-inflamatérios, antioxidantes, anti-
angiogénicos, antitumoral, e fun¢des antimicrobianas. Estes atributos tém aumentado a
demanda para a producdo biotecnoldgica e aplicacdo de &cido rosmarinico e seus
derivados (KIM et al., 2015).

Com base em estudos anteriores, o acido rosmarinico pode ser considerado uma
substancia promissora no campo da bioengenharia, pois possui uma ligacdo éster,
facilmente clivavel, unindo duas metades fendlicas. Uma maior facilidade no

rompimento desta ligagdo contribuiria com o processo de despolimerizac¢do da lignina, o
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que por sua vez auxiliaria na producdo de biocombustiveis (RALPH, 2010;
TOBIMATSU et al., 2012; VEGA-SANCHES & RONALD, 2010). A fim de verificar
esta hipGtese e contribuir para o esclarecimento do mecanismo de agdo do &cido
rosmarinico, in vivo, no presente trabalho foram avaliados os efeitos do acido
rosmarinico no processo de crescimento e lignificacdo em raizes de plantulas de milho

tratadas com este possivel substituinte monolignol.
2. Material e métodos
2.1 Procedimentos gerais

Sementes de milho (Zea mays cv. IPR-114), obtidas juntas ao IAPAR (Instituto
Agrondmico do Parana) e previamente sanitizadas em solucdo de NaClO a 2%, foram
germinadas em camara escura, a 25 °C, e as plantulas foram obtidas apds trés dias.
Vinte e cinco plantulas foram transferidas para o sistema experimental com solugédo
nutritiva pH 6,0 (FERRARESE et al., 2000) contendo, ou ndo, acido rosmarinico (0,25;
0,5; 0,75; 1,0 e 1,5 mM). Os recipientes foram acondicionados em camara de
crescimento (280 pmoles m™ s, fotoperiodo de 12 horas, 25 °C) por 24 horas.

No inicio e término dos experimentos de cultivo, e com auxilio de régua milimetrada,
foram medidos os comprimentos de todas as plantulas, para cada repeticdo. As
diferencas entre os comprimentos iniciais e finais foram determinadas, e os resultados
expressos em centimetros (HERRIG et al., 2002). As raizes priméarias foram separadas
por excisdo e imediatamente determinadas as biomassas frescas, utilizando-se balanga
analitica. A seguir, as raizes foram acondicionadas em estufa, a 60 °C, até a obtencdo de
massa constante e, a seguir, foram rapidamente pesadas em balanca analitica. Os valores

médios das repeti¢des foram obtidos e os resultados expressos em gramas.
2.2 Deplecgdo do &cido rosmarinico

Para acompanhar a absorcdo de &cido rosmarinico 1,5 mM pelas raizes nos sistemas
hidroponicos, aliquotas de 1,0 mL foram coletadas dos sistemas de incubacéo apos 0, 2,
4,8, 12, 18 e 24 h. Foram utilizados sistemas de incubacdo contendo 1,5 mM de acido
rosmarinico e plantulas de milho e sistemas contendo somente a solugdo nutritiva com

1,5 mM de acido rosmarinico, sem plantulas. Estes sistemas sem plantulas representam

15



o controle, ja que ndo havendo plantulas ndo ha a absorcdo de acido rosmarinico. O
volume das solucbes foi aferido para 200 mL utilizando agua deionizada no momento
que antecedeu as coletas. Todas as aliquotas foram armazenadas em freezer (-20 °C) até
0 momento das analises. As amostras foram filtradas através de membranas de 0,45 um
e analisadas (20 pL) em HPLC Shimadzu® (Tékio, Japao). A deteccdo do &cido
rosmarinico se deu por meio de gradiente com dois solventes: acetonitrila 75%
contendo &cido trifluoroacético (TFA) 0,02% “A” e agua miliQ contendo TFA 0,02%
“B”. O gradiente de corrida foi definido pelo aumento gradual da quantidade de “A” em
relagdo a “B”. Iniciou-se com 10% de A, chegando a 50% de A em 10 min. De 10-12
min a proporcéo de A foi de 50% até 100%. A partir de 12 minutos, e até o término da
corrida (25 min) a proporcéo de 100:0 (A:B) foi mantida, com fluxo de 0,8 mL min™.
As medidas de deplecdo de acido rosmarinico foram feitas a 330 nm, sob fluxo de 0,8

mL min™.

2.3 Determinagéo da atividade da fenilalanina amonia liase (PAL)

A extracdo da enzima fundamentou-se na metodologia descrita por Ferrarese et al.
(2000) com o seguinte procedimento: A biomassa fresca (2,0 g) de raizes tratadas ou
ndo com &cido rosmarinico, foram maceradas em 5,0 mL de tamp&o borato 0,1 M (pH
8,8). ApOs maceracdo, a suspensdo foi centrifugada (12.000 g, 15 minutos, 4 °C) e 0
sobrenadante utilizado para andlise da atividade enzimaética. A reacdo desenvolvida na
determinacdo da atividade da enzima seguiu o descrito por Ferrarese et al. (2000),
utilizando cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (HPLC Shimadzu®, Japdo). A fase
mével utilizada foi metanol: 4gua (70%:30%) com fluxo de 0,5 mL min™. O produto da
reacao, t-cinamato, foi detectado e identificado por comparacdo com padréo de acido t-
cindmico (Sigma Chemical Co, Missouri, USA). A atividade da fenilalanina amdnia

liase foi expressa em pmoles de t-cinamato formado h™ g™ de matéria fresca.

2.4 Determinacao da atividade da tirosina amoénia liase (TAL)

A enzima foi extraida como descrito por Khan et al. (2003). Apds o periodo de
incubacéo, a biomassa fresca (1,0 g) de raiz foi macerada em 50 mM de tampdo Tris-
HCI (pH 8,5). Os homogeneizados foram centrifugados (2.200 g, 10 minutos, 4°C) e o

sobrenadante usado como preparagdo enzimatica. A mistura de reacdo (100 pmoles de
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tampdo Tris-HCI pH 8,0 e uma apropriada amostra de extrato enziméatico em um
volume final de 0,95 mL) foi incubada a 40 °C por 5 minutos para o0 ensaio da atividade
da TAL. L-Tirosina (5,5 pmoles) foi adicionado para iniciar a reacdo, que foi
interrompida ap6s uma hora com 50 pl de 5 M HCI. Todas as amostras foram filtradas
em filtro de 0,45 um e analisadas por HPLC, como descrito anteriormente. A fase
mével foi metanol/acido acético 4% em agua (30/70, v/v), com fluxo de 1,0 mL min™
para uma corrida isocratica de 15 minutos. O produto da reacdo, p-cumarato, foi
analisado em 320 nm e identificado por comparagdo com seu respectivo padrdo. A

atividade da TAL foi expressa em pmol 4cido p-cumarico h™ g™ de matéria fresca.

2.5 Determinacéo da atividade da cinamato 4-hidroxilase (C4H)

O isolamento microssomal foi adaptado a partir das metodologias descritas por
Myton e Fry (1995), Krochko et al. (1998) e Ishii-lwamoto e Bracht (2003) com o
seguinte procedimento: 2,0 g de raizes frescas, tratadas ou ndo com &cido rosmarinico,
foram maceradas em 8,0 mL do meio de isolamento, contendo tampéo fosfato de sodio
e potassio 100mM, DTT 1,0 mM, EDTA a 1,0 mM, sacarose 0,4 M e albumina bovina
0,5% para um pH final de 7,2. Apdés maceracdo, a suspensao foi filtrada e
posteriormente ultracentrifugada (20.000g, 20 minutos, 4 °C). O sobrenadante foi
novamente ultracentrifugado (100.000 g, 60 minutos, 4 °C). O pellet microssomal foi
ressuspendido em 0,5 mL de meio de extracdo, contendo tampdo fosfato de sodio e
potéssio 100 mM (pH 7,2), DTT 1,0 mM e EDTA 1,0 mM. Essa suspensao foi utilizada
para analise da atividade enzimatica. O volume final do meio de reacdo (1,0 mL)
continha 0,1 ml de extrato enziméatico (microssomo isolado), 1,0 mM NADPH, 0,2 mM
de &cido t-cindmico em tampéo de incubacdo (tampéo fosfato de sédio e potassio 100
mM, pH 7,2; 1,0 mM de DTT e 1,0 mM de EDTA). A reacdo foi iniciada com a adi¢ao
do &cido t-cindmico, conduzida a 36 °C por 20 minutos, sendo interrompida com a
adi¢ao de 50 pL de HC1 5 M. Todas as amostras foram filtradas em filtro de 0,45 um e
analisadas em HPLC. A fase movel foi metanol/acido acético 4% em agua (30/70, v/v),
com fluxo de 1,0 mL min™. O produto da reagéo, p-cumarato, foi analisado em 309 nm
e identificado por comparacdo com seu respectivo padrdo. A atividade da C4H foi

expressa em pmol de 4cido p-cumarico formado h™ mg™ proteinas.
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2.6 Determinacéo da atividade da 4-hidroxicinamoil-CoA ligase (4CL)

Apos incubagdo, raizes frescas (2,0 g) foram maceradas em meio de extragdo
contendo tampao Tris/HCI 0,2 M (pH 7,5); 5,0 mM de ditiotreitol, 10,0 mM de MgCl, e
20% de glicerol. A suspensdo foi centrifugada (10.000 g, 20 minutos, 4 °C), sendo o
sobrenadante considerado como extrato enzimatico. O volume final do meio de reacdo
(1,0 mL) continha 0,4 mL de extrato enzimatico, 4,0 mM ATP, 0,4 mM de &cido p-
cumarico e 0,2 mM de CoA em tampdo de incubacéo (tampéo Tris/HCI 0,2 M pH 7,5;
5,0 mM de DTT e 10,0 mM de MgCl,). A reacédo foi iniciada com a adicdo de CoA,
conduzida a 35 °C por 10 minutos e lida em espectrofotémetro (Shimadzu® UV-2450,
Tokio). O aumento da absorbancia em 333 nm, decorrente da formacéo de p-cumaroil-
CoA, foi monitorado contra branco desprovido de CoA e ATP. A atividade da 4CL foi

expressa em pmol de p-cumaroil-CoA formado h™ g™* de matéria fresca.

2.7 Determinacéo da atividade da cafeato O-metiltransferase (COMT)

Apbs a incubacdo, 2,0 g de raizes frescas foram maceradas em meio de extracao,
contendo tampé&o Tris/HCL 100 mM pH 7.2; MgCl, 0,2mM; DTT 2 mM,; glicerol 10%
(v/v). O extrato foi centrifugado (10.000 g, 10minutos, 4°C), o sobrenadante coletado e
utilizado como preparacdo enzimatica (INOUE et al., 1998). Os ensaios foram
conduzidos em meio de rea¢do composto por Tampdo Tris/HCL 100 mM pH 7.2;
MgCl; 0,2 mM; DTT 2 mM; SAM 300 uM e 200 uL de extrato enzimatico. A reagao
foi iniciada com a adicdo 50 uM de acido cafeico, conduzida a 30 °C, totalizando um
volume de 1 mL e interrompida ap6s 30 min com 50 uL de HCL 3 M. As amostras
foram filtradas através de membranas de 0,45 um (Hamilton® Co., Nevada, USA) e
analisadas (20 pL) em HPLC Shimadzu® (Tokio, Japdo). A fase mével utilizada foi
metanol/acido acético 4% (30/70, v/v), com fluxo de 1,0 mL min™. O 4cido fertlico
produzido pela COMT foi identificado a 322 nm por comparagdo com os valores do
tempo de retencdo do padrdo. As reacdes na qual acido rosmarinico serviu também de
substrato seguiram as mesmas condicdes descritas acima, porém com uma fase movel
diferente, ou seja, a mesma descrita anteriormente para o0s ensaios de deplecdo do acido

rosmarinico.

18



2.8 Determinacédo da atividade da hidroxicinamil alcool desidrogenase (CAD)

A enzima foi extraida a partir de 2,0 g de raizes frescas em um meio de extracdo
contendo 40 mM de B-mercaptoetanol e tampdo fosfato de potéssio. O homogeneizado
foi centrifugado e o sobrenadante usado como extrato enzimatico (dos SANTOS et al.,
2006). A determinacdo enzimatica foi avaliada em HPLC pela reacdo de reducdo do
sinapaldeido em sinapil alcool. A atividade da CAD foi avaliada pelo consumo do
substrato, e os resultados foram expressos em pmol sinapaldeido por ht g‘1 de matéria

fresca.

2.9 Determinagéo dos acidos fendlicos livres

Os acidos hidroxicinamicos (ferdlico e p-cumarico) foram determinados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Raizes secas (0,25 g) e moidas foram
homogeneizadas com 5 mL de HCI 2 N, com o auxilio de um gral e pistilo.
Posteriormente este extrato foi transferido para vidros com tampas rosqueaveis e
levados a fervura por 30 min. Em seguida, as amostras foram resfriadas e filtradas com
papel filtro. Para posterior analise, as amostras foram diluidas 5 vezes, filtradas em
membranas de 0,45 um e analisadas (20 uL) em HPLC (Shimadzu®, Tékio, Jap&o).

A separacdo dos acidos fendlicos se deu por meio de gradiente com dois solventes:
acido acético 4% “A” e metanol “B”. O gradiente de corrida foi definido pelo aumento
gradual da quantidade de “B” em relagdo a “A”. No tempo de 0-15 min tem-se a
proporcéo de 0:100 (B:A); de 15-45 min chega-se a seguinte propor¢édo 60:40 (B:A); de
45-60 retorna-se a condicdo inicial de 0:100 (B:A), com fluxo de 0,8 mL/min. O acido
ferulico foi determinado a 322 nm e o0 &cido p-cumarico a 309 nm, comparando-se com

seus respectivos padrdes. Os resultados foram expressos em pg g™ de massa seca.

2.10 Quantificagéo de lignina

As biomassas secas (0,3 g) de raizes, obtidos ap6s incubacéo, foram homogeneizadas
em 50 mM de tampdo fosfato pH 7,0 (7,0 mL) e transferidas para um tubo de centrifuga
(FERRARESE et al., 2002). O precipitado foi centrifugado (1.400 g, 6 minutos), lavado
e centrifugado sucessivamente como segue: mais duas vezes com 50 mM tampéo
fosfato pH 7,0 (7,0 mL); trés vezes com 1% (v/v) Triton® X-100 em tamp&o pH 7,0 (7,0
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mL); duas vezes com 1 M NaCl em tampédo pH 7,0 (7,0 mL); duas vezes com agua
destilada (7,0 mL) e duas vezes com acetona (5,0 mL). O material foi seco em estufa
(80 °C, 24 horas) e a massa definida como a fracdo da parede celular livre de proteinas.
Esse material foi usado para determinar o teor total de lignina pelo método do brometo
de acetila (MORRISON, 1972). Uma por¢éo (20 mg) do material foi acondicionada em
tubo de centrifuga e 0,5 mL de brometo de acetila 25% foram acrescentados. As
amostras foram aquecidas por 30 minutos a 70°C, transferidas para banho de gelo e a
reacao 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 2,0 mL de acido acético gelado. Apds
centrifugacdo (1.000 g, 5 minutos), o sobrenadante foi diluido e usado para as leituras
em 280 nm. Uma curva padrdo a partir do padréo de lignina (Aldrich 37,096-7) foi
gerada para determinacdo da concentracdo de lignina. Os resultados foram expressos mg

lignina g™ de parede celular.

2.11 Determinacao da composicdo monomérica de lignina

A oxidacdo com nitrobenzeno foi usada para determinar a composi¢cdo monomeérica
da lignina de raiz (ZANARDO et al., 2009). Fracdo da parede celular livre de proteinas
(50 mg) foi selada em uma ampola Pyrex® contendo 1,0 mL de NaOH 2,0 M mais 0,1
mL de nitrobenzeno e aquecida a 170 °C por 2,5 horas, com agitacdo ocasional da
amostra. Apo6s oxidacdo, a amostra foi resfriada em banho de gelo, lavadas duas vezes
com cloroférmio, acidificada para pH 3-4 com HCI 5,0 M, e extraida duas vezes com
cloroférmio. Os extratos organicos foram combinados, secos e ressuspendidos em
metanol. Todas as amostras foram filtradas em filtro de seringa descartavel 0,45 um e
analisada por HPLC. A fase movel foi metanol/acido acético 4% em agua (20/80, v/v)
com fluxo de 1,2 mL min™ para corrida isocratica de 20 minutos. As quantificacdes de
p-hidroxibenzaldeido, vanilina e siringaldeido foram realizadas a 290 nm utilizando os
padrdes correspondentes. Os resultados foram expressos como g mondmero mg™ de

parede celular.

2.12 Extracao de agUcares soluveis

Antes da avaliacdo da digestibilidade enzimatica foi realizada a remocdo dos

acucares sollaveis, por meio de sucessivas lavagens com alcool 80%. Para isto, a
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biomassa seca da raiz foi moida e transferida para tubos falcon e entéo adicionado 9 mL
de etanol 80%. Posteriormente, os tubos foram acondicionados em um shaker a 55 °C,
sob agitacdo de 200 rpm por 4 horas. Apds este periodo, o sobrenadante foi descartado e
o0 pellet ressuspendido em etanol 80%, sendo novamente incubado a 55 °C por mais 4
horas, sob agitacdo. Este procedimento foi realizado por cerca de seis vezes, até que
todo o acucar soluvel tivesse sido extraido.

Para avaliar a eficiéncia da extragdo, foi retirada uma aliquota do sobrenadante para
detectar a presenca de acUcares pelo método do fenol-sulfarico (DUBOIS et al., 1956).
Apbs 15 minutos de reacdo foi realizada a leitura espectrofotométrica em 490 nm. Apos
a retirada total de acucares sollveis, os extratos de parede celular foram centrifugados
(3200 rpm, 5 min.) e o precipitado insoluvel secado em estufa, a 60 °C.

2.13 Procedimento de pré-tratamento alcalino

Apo6s a completa retirada dos agucares sollveis, as amostras foram submetidas a um
pré-tratamento alcalino, adaptado de Lima et al. (2014). Depois de seco, 200 mg de
amostra foi pesada em tubos de vidro e adicionados 8 mL de NaOH 0,25M e
acondicionados em banho seco a 130 °C por 40 minutos. Depois deste periodo
reacional, as amostras foram colocadas em banho de gelo e, em seguida, centrifugadas.
O sobrenadante foi descartado e para total remocdo da base foram realizadas quatro
lavagens com alcool 80%. Em cada lavagem, o pH do sobrenadante foi medido até que
estivesse entre 6-7. Por fim, as amostras foram centrifugadas (3200 rpm, 5 min.) e
descartado o sobrenadante. O precipitado foi secado em estufa a 60 °C, para posterior

determinacdo da digestibilidade enzimaética.

2.14 Digestibilidade enzimatica

Primeiramente foi determinada a atividade enzimatica a fim de calcular a quantidade
de enzima a ser aplicada. Para isso, foi adicionado em um tubo de ensaio 50 pL de
xilano 1% e 50 pL do extrato enzimatico de Aspergillus niveus, diluida 100 vezes,
sendo incubado a 50 °C por 30 minutos. Apos este periodo, a reacdo foi interrompida
com 100 pL de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) 1%, e imediatamente fervida a 100 °C
por 5 minutos, acondicionado em banho de gelo, e adicionado 800 uL de agua. A leitura

foi realizada em espectrofotémetro a 540 nm.
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Posteriormente, foi realizada a digestibilidade da biomassa através de adaptacfes do
método proposto por Delabona et al. (2013) e Gongalves et al. (2012). Para isso, foi
pesado 0,015 g de biomassa seca em tubos eppendorf, e efetuada a ressuspensdo em
tampéo acetato 50 mM pH 5,0. A seguir, foi adicionado 20 U/mL do extrato enzimatico
e a mistura incubada a 50 °C por 24 horas. ApoOs este periodo, a suspensdo foi
homogeneizada. Entdo, 100 pL do sobrenadante foram retirados e analisados os
acucares redutores liberados pelo método do DNS (MILLER, 1959). A leitura foi
realizada no espectrofotdmetro a 540 nm. O teor de acUcares redutores liberados foi

expresso por mg g de residuo insoldvel em etanol.

2.15 Analises estatisticas

Para testar a significancia das diferencas observadas foi utilizado o programa
estatistica Prism® (GraphPad 6.0, USA). Os dados foram expressos como as médias dos
experimentos = erro padrdo das médias. As diferencas entre os pardmetros foram
avaliadas pelo teste de comparacdo multipla de Dunnett e t de Student, e os valores de p

< 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

3. Resultados e Discussao

3.1 Deplecdo do acido rosmarinico na solugdo nutritiva

O consumo de acido rosmarinico 1,5 mM na solugdo nutritiva (Fig. 4) foi
acompanhado em diferentes tempos, onde sistemas sem plantulas contendo acido
rosmarinico foram considerados como controle, ja& que ndo haveria consumo do
tratamento na auséncia das plantulas. Do tempo O até 18 horas ndo houve diferenca
significativa no teor de &cido rosmarinico na solugdo nutritiva dos sistemas controle,
comparado ao tempo inicial. No entanto, com 24 horas ja se pode notar um decréscimo
significativo (24%) na concentracdo de acido rosmarinico presente na solucdo, em
comparagdo com o tempo 0. Embora ndo houvesse plantulas nos sistemas controle que
pudessem absorver 0 composto, esta diminuicdo em 24 horas pode estar relacionada a
oxidagdo e instabilidade do acido rosmarinico. Estudos visando extrair o &cido
rosmarinico de Salvia officinalis demonstraram que a presenca de antioxidantes
contribui com a eficacia da extracdo (OLIVEIRA, 2010).
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Os sistemas com plantulas apresentaram diferenca significativa em todos os tempos
de coleta, exceto as 2 horas. Com 4 horas de incubacdo houve um decréscimo de 11%
de &cido rosmarinico na solugdo nutritiva das plantulas tratadas. O tempo de 8 horas se
manteve bastante similar ao tempo anterior, mas também demonstrou diminuicdo de
12% em relacdo ao inicial. Um decréscimo de 24% foi observado com 12 horas de
incubacdo e, a partir de 18 horas, ocorreu o desaparecimento de 99% do acido
rosmarinico na solucdo dos sistemas tratados. Estes dados indicam que com o passar do
tempo as plantulas de milho absorveram o acido rosmarinico, e que a maior absorcéo se
deu a partir de 18 horas ou entre 12 e 18 horas de incubacdo. Portanto, mais de 24 horas
de exposicdo das plantulas ao tratamento em hidroponia ndo seriam vidveis, 0 que
também contribuiu para a escolha do periodo de exposi¢do das plantulas ao tratamento

em condicdes de hidroponia.

3.2 Efeitos do acido rosmarinico no crescimento das raizes

Os tratamentos com &cido rosmarinico (0,75 mM, 1,0 mM e 1,5 mM) reduziram 0s
comprimentos das raizes de milho, sendo o efeito maior (inibicdo de 24,8% em relagéo
ao controle) na mais alta concentracdo (Fig. 5A). O &cido rosmarinico ndo afetou as
biomassas frescas e secas nas menores concentracdes. Entretanto, a 1,5 mM foi
observado aumentos destes parametros biométricos. No que tange aos dados obtidos
convém ressaltar que o crescimento das raizes é caracterizado por elevada atividade
metabdlica e, por esta razdo, elas sdo suscetiveis ao estresse causado por VAarios
compostos quimicos. Assim, é possivel que os efeitos observados sobre o comprimento
das raizes de milho, nas mais altas concentracdes, sejam decorrentes da elevada
fitotoxicidade causada pelo &cido rosmarinico, dificultando o desenvolvimento da
plantula. Ha evidéncia indicando alteracGes anatdmicas nas raizes de soja submetida ao
aleloquimico &cido feralico. Reducdo do crescimento das raizes foram acompanhadas
de aumentos nos seus diametros na regido medial e nos diametros dos cilindros
vasculares das regides medial e basal (dos SANTOS et al., 2008). Para estes autores, a
cessacdo do crescimento das raizes estaria associada & expansao do cilindro vascular,
compressdo das celulas da regido quiescente e diminuicdo da distancia entre este e as
primeiras células diferenciadas. Diante disso, analises morfoldgicas e anatdbmicas das
raizes de milho, submetidas a altas concentragbes de &cido rosmarinico, poderdo

esclarecer os resultados obtidos.
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3.3 Efeitos do acido rosmarinico nos teores de lignina, composicdo monomérica e

digestibilidade enzimética

O 4cido rosmarinico ndo afetou os contetdos de lignina nas raizes de milho (Fig.
5C), porém influenciou significativamente os teores dos seus mondémeros (Fig. 5C). De
fato, o monémero H foi 0 mais afetado. Como pode ser notado, o &cido rosmarinico
reduziu significativamente os teores de H, os quais variaram de 32% (0,25 mM) a
48,6% (1,5 mM). O teor do mondmero G ndo foi significativamente alterado, em
comparagdo com seus respectivos controles, enquanto o teor do mondémero S diminuiu
38% na mais alta concentracdo de acido rosmarinico. As alteracGes observadas na
composicdo monomérica resultaram em redugdes nos teores de lignina (quando
expressa como a soma H+G+S) e nas razdes S/G (Fig. 5C). Interessantemente, 0
conteddo de lignina (H+G+S) diminuiu 27% (1,5 mM), em comparacao com o controle.
Claramente, essas reducfes foram devidas principalmente aos baixos teores dos
mondémeros H, observados em todos os tratamentos com &cido rosmarinico. Como pode
ser notado, acido rosmarinico diminui a razdo S/G nas maiores concentracdes em
relacdo controle (Fig. 5C).

No conjunto, os dados referentes a composicdo monomérica da lignina e as relatadas
alteragfes na lignina (referida como H+G+S) e nas razdes S/G sdo cruciais para 0
entendimento do papel do &cido rosmarinico, como proposto neste trabalho. Ha fortes
evidéncias de que o acido rosmarinico (além de outros monolignois substituintes) seja
copolimerizado na estrutura da lignina na parede celular (RALPH, 2010; TOBIMATSU
et al., 2012). Neste contexto, alguns estudos avaliando a biossintese de lignina
revelaram substancial plasticidade da sua estrutura (BOERJAN et al.,, 2003;
VANHOLME et al., 2008). Perturbacdes da via de fenilpropanoides podem causar
alteragdo estrutural do polimero devido ao influxo de intermediarios metabdlicos e
outros compostos fenolicos na rota metabdlica (RALPH et al., 2010). A inclusdo de
novos mondmeros fenodlicos compativeis com aqueles naturalmente presentes na
estrutura da lignina evidencia, portanto, a maleabilidade do processo de lignificacdo nas
paredes celulares de muitas espécies de plantas. Este fato, per se, é relevante nos
estudos que visem reduzir a recalcitrancia da biomassa lignocelulésica e que tém como
meta a liberacdo de maior quantidade de carboidratos fermentaveis para a producdo de

biocombustiveis.
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Para verificar a influéncia do acido rosmarinico na digestibilidade enzimatica (Fig.
9) amostras de raizes (biomassa seca), apds incubacdo em hidroponia, foram submetidas
a um periodo de 24 horas de incubacdo com um extrato de xilanase. Pode-se perceber
uma tendéncia de aumento nas concentracfes de acido rosmarinico utilizadas, sendo que
em 1,5 mM houve um acréscimo de 9% da digestibilidade enzimatica, comparado aos
sistemas controle.

Utilizando um procedimento de lignificacdo artificial de paredes celulares de milho,
Tobimatsu et al. (2012) efetuaram a polimerizacdo in vitro de lignina com diferentes
derivados hidroxicinamicos conjugados, incluindo o &cido rosmarinico. Recorrendo a
técnicas de caracterizacdo espectroscopica (2D-RMN), esses autores constataram que 0
acido rosmarinico, em especial, é copolimerizado na estrutura da lignina e, como
consequéncia, aumenta a digestibilidade melhorando a sacarificacdo da parede celular.
Os experimentos descritos no presente trabalho foram efetuados in vivo e os dados
obtidos sugerem que o &cido rosmarinico, se de fato foi estruturalmente incorporado
como descrito por Tobimatsu et al. (2012), tem importante papel na alteracdo da
composicdo monomérica da lignina de raizes de milho. Além disso, pelo fato de que a
biossintese de lignina possui relevante maleabilidade, a aplicacdo exdgena do &cido
rosmarinico, como descrita neste trabalho, pode afetar enzimas da via de
fenilpropanoides. Diante desta possibilidade, experimentos adicionais foram realizados

determinando-se as atividades de algumas enzimas dessa via metabdlica.

3.4 Efeitos do &cido rosmarinico sobre enzimas da via de fenilpropanoides

Alguns estudos evidenciam que varios compostos fendlicos afetam as atividades de
enzimas da via dos fenilpropanoides, como PAL, C4H e POD, entre outras. Neste
trabalho, foram analisadas duas enzimas-chave (PAL e TAL), as quais atuam nas
reacOes iniciais da via metabdlica. As concentracdes escolhidas de acido rosmarinico
foram 0,25 mM, 0,75 mM e 1,5 mM. Essa escolha foi baseada nos resultados obtidos
nos ensaios de crescimento das raizes (Fig. 5A) e na composi¢cdo monomérica de lignina
(Fig. 5C). Em relacdo a PAL (Fig. 5B), a qual catalisa a converséo de L-fenilalanina em
acido t-cinamico, foram notadas reducdes significativas das atividades (em torno de
23% em relacdo ao controle), sob acdo do &cido rosmarinico. Devido a existéncia de

isoenzimas da PAL, é bem conhecido que sua atividade catalitica pode ser estimulada
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(dos SANTOS et al.,, 2004) ou inibida (ZANARDO et al., 2009; LIMA, 2009) por
diferentes compostos fenolicos. Como notado aqui, 0 acido rosmarinico inibiu a enzima.

Em monocotiled6neas, TAL possui atividade analoga a PAL e catalisa a conversdo
de L-tirosina em acido p-cumarico. Os resultados mostraram que suas atividades foram
reduzidas pelo acido rosmarinico nas concentracfes testadas (Fig. 5B). As reducfes
foram diretamente proporcionais as concentragdes do acido rosmarinico, variando de
30% (0,25 mM) a 70% (1,5 mM). Levando em conta que as atividades da PAL e da
TAL estdo presentes no mesmo polipeptideo, e sabendo que lignina de gramineas tem
como precursor primario L-tirosina (I'YAMA et al., 1993), as inibi¢cdes causadas pelo
acido rosmarinico sobre a TAL indicam que essa enzima atua de modo preferencial na
via metabdlica do milho.

Reducgbes nas atividades da TAL, sob tratamento com &cido rosmarinico, foram
acompanhadas por significativos aumentos nas atividades da C4H (Fig. 5B), a qual
catalisa a hidroxilacdo do acido t-cindmico em &cido p-cumarico. Houve aumento de 58
e 75% da atividade da C4H nas concentragdes de 0,75 e 1,5 mM, respectivamente, em
comparacdo com o controle. Aumentos nas atividades da C4H provavelmente estdo
relacionados as inibi¢cGes da TAL pelo &cido rosmarinico (Fig. 5B). Tendo em vista que
TAL produz &cido p-cumérico, o qual é o produto também da C4H, esta pode ser
ativada de modo a compensar a baixa atividade da TAL. Em outras palavras, a reduzida
formacédo de acido p-cumarico, proveniente da reacdo da TAL, teria efeito indutor sobre
a atividade da C4H. Isto € plausivel, pois as atividades da 4CL ndo foram afetadas pelo
acido rosmarinico (Fig. 5B), sugerindo que apesar do aumento da atividade da C4H
(Fig. 5B), a produgdo de acido p-cumarico pode ndo ter sido suficiente para a suprir a
acao catalitica da C4H.

Outra enzima que nédo apresentou diferenca significativa em sua atividade foi a CAD
(Fig. 5B). Esta enzima € a responsavel pela redugdo dos cinamaldeidos nos trés alcoois:
p-cumaril, coniferil e sinapil que correspondem, respectivamente, aos monémeros H, G
e S; estes alcoois se polimerizam oxidativamente para formar lignina. Ja, a atividade
enziméatica da COMT (Fig. 5B), responsavel pela metilacdo do &cido cafeico, foi inibida
em 26% na menor concentragdo do tratamento com &cido rosmarinico 0,25 mM.

Tendo em vista que a estrutura do acido rosmarinico é composta por uma
esterificacdo do acido cafeico e é&cido 3,4-diidroxifenilatico, foram realizados
experimentos adicionais da COMT, a fim de verificar um possivel ponto de entrada do

acido rosmarinico na via dos fenilpropanoides. ReacBes contendo somente &cido
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rosmarinico como um possivel substrato da COMT e reagcbes contendo acido
rosmarinico e acido cafeico juntos foram conduzidas nas mesmas condi¢des
estabelecidas para a determinacdo da COMT com seu substrato natural, que € o &cido
cafeico.

Reacbes contendo somente acido rosmarinico 100 uM (Fig. 6A) como substrato
demonstraram um perfil cromatografico com dois picos, sendo um do proprio &cido
rosmarinico e outro indicando ser o produto da reacdo, ou seja, ha um forte indicativo
de que o &cido rosmarinico foi metabolizado pela COMT. Isto é plausivel de acordo
com os resultados de reacGes conduzidas com a mesma concentracdo de acido
rosmarinico, porém na auséncia do SAM, que é o cofator enzimético, haja vista que
nestas condi¢Oes ndo foi observado o aparecimento de nenhum outro composto, salvo o
préprio acido rosmarinico (Fig. 6B).

Adicionalmente, reacdes contendo acido cafeico 50 uM e &cido rosmarinico 300 uM
juntos demonstraram diminuicdo de 15% na atividade da COMT (Fig. 7A), ou seja,
houve um decréscimo na formacdo de acido ferulico e consequentemente menos &cido
cafeico foi consumido (Fig. 7B) quando comparado a reacdo padrdo da COMT que sO
contém acido cafeico como substrato. Esta queda de 25% no consumo de substrato se
deve ao fato de menos &cido cafeico ter sido utilizado pela COMT, visto que nestas
reacOes, &cido rosmarinico foi também utilizado pela enzima como substrato. Estes
resultados fortalecem a ideia de que o &cido rosmarinico pode ser realmente
metabolizado pela COMT e ser também incorporado na estrutura da lignina por este
ponto de entrada na via dos fenilpropanoides.

A anélise dos acidos fendlicos livres (Fig. 8) demonstrou que o tratamento com 1,5
mM de &cido rosmarinico aumentou em 25% o teor de &cido ferdlico. Este aumento de
acido feralico pode ser consequéncia das condicdes de extracdo dos acidos fenolicos
livres, ou seja, o uso de HCI 2 N e temperatura de 100 °C utilizados na extracdo dos
fendlicos pode ter sido suficiente para hidrolisar a ligacdo éster presente no écido
rosmarinico. Sendo assim, o aumento de &cido ferulico pode ser devido sua liberacdo a
partir do acido rosmarinico metabolizado pela COMT, ja que esta enzima converte a
porcdo cafeico do &cido rosmarinico em &cido ferdlico. J&, em relacdo ao &cido p-
cumarico nao houve alteragéo significativa em seu teor.

No conjunto, os dados demonstraram influéncia do &cido rosmarinico na via de
fenilpropanoides e seus efeitos nas atividades das enzimas das reacGes iniciais da via

refletiram na formacéo do monémero H que, como notado, foi reduzida (Fig. 5C).
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4. Concluséao

Apesar de a lignina conferir rigidez a parede celular, ela revela possuir maleabilidade
estrutural, que pode ser afetada por diferentes fatores. Como notado, o acido
rosmarinico influenciou o crescimento e a lignificacéo das raizes de milho. De um modo
geral, os resultados suportam a ideia de que o acido rosmarinico seja incorporado a
lignina, podendo atuar como substituinte monolignol. Evidéncia pode ser constatada
pelas significativas reducdes nos teores dos mondmeros, em especial H, por sua
metabolizacdo através da COMT que demonstrou utilizar o &cido rosmarinico também
como substrato e pelo aumento na digestibilidade enzimatica das raizes de plantulas de
milho. Em resumo, os efeitos causados pelo acido rosmarinico se devem ndo somente a
sua possivel copolimerizacdo na estrutura da lignina, mas também as interferéncias
causadas na biossintese deste polimero, em especial sobre enzimas das reacdes iniciais

da via de fenilpropanoides.
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Fig. 1. Os principais segmentos do metabolismo da via dos fenilpropanoides em plantas
vasculares sdo: a) fenilalanina amonia liase (PAL); b) tirosina amonia liase (TAL); ¢)
cinamato 4-hidroxilase (C4H); d) 4-hidroxicinamoil-CoA ligase (4CL); e)
hidroxicinamoil-CoA redutase (CCR); f) hidroxicinamil alcool desidrogenase (CAD);
g) cinamato 3-hidroxilase (C3H); h) cafeoil-CoA O-metiltransferase (CCOMT); i)
cafeato O-metiltransferase (COMT); j) ferulato 5-hidroxilase (F5H); k) p-
hidroxicinamoil-CoA transferase (HCT).

Fig. 2. Estrutura quimica do &cido rosmarinico.

Fig. 3. Via biossintética do acido rosmarinico. PAL.: fenilalanina aménia liase; C4H:
cinamato 4-hidroxilase; 4CL: 4-hidroxicinamoil-CoA ligase; TAT: tirosina
aminotransferase; HPPR: hidroxifenilpiruvato redutase; HPPD: hidroxifenilpiruvato
dioxidase; RAS: hidroxicinamoil-CoA:hidroxifenillactato hidroxicinamoil transferase;

3-H, 3’-H: hidroxicinamoil-hidroxifenillactato 3- e 3’-hidroxilases.

Fig. 4. Deplecéo do acido rosmarinico (1,5 mM) da solucdo nutritiva. Valores médios £
erro padrdo da média (n = 4), seguidos por * sdo significativamente diferentes do tempo

zero de acordo com o teste de Dunnett (p < 0,05).

Fig. 5. Efeitos do &cido rosmarinico no crescimento das raizes (A), atividades
enzimaticas (B) e conteudos de lignina e composicdo monomérica (C) de plantulas de
milho. Valores médios + erro padrdo da média (n = 3 a 5), seguidos por * sdo

significativamente diferentes do controle de acordo com o teste de Dunnett (p < 0,05).
Fig. 6. Cromatograma da reacdo da COMT, utilizando acido rosmarinico 100 uM como

substrato (A) e cromatograma do &cido rosmarinico 100 uM de rea¢des conduzidas sem
SAM (B).
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Fig. 7. Efeitos do acido rosmarinico (AR) na atividade da COMT de raizes de plantulas
de milho. Atividade da COMT utilizando &cido cafeico 50 UM e &cido rosmarinico 300
UM como substratos (A). Area do pico de &cido cafeico nas reagbes da COMT
utilizando &cido cafeico e acido rosmarinico como substratos (B). Valores médios * erro
padrdo da média (n = 3), seguidos por * sdo significativamente diferentes da reacao

padrdo que s contém &cido cafeico de acordo com o teste t (p < 0,05).

Fig. 8. Conteudo de &cidos fendlicos livres em raizes de plantulas de milho: &cido p-
cumarico (A) e ferulico (B). Valores medios * erro padrdo da media (n = 4), seguidos
por * sdo significativamente diferentes do controle de acordo com o teste de Dunnett (p
<0,05).

Fig. 9. Digestibilidade de raizes de plantulas de milho, avaliada pela acdo da xilanase.

Valores médios + erro padrdo da média (n = 4), seguidos por * sdo significativamente

diferentes do controle de acordo com o teste de Dunnett (p < 0,05).
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Fig. 5
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Fig. 6
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Fig. 8
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Fig. 9
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Resumo

Lignina é uma das mais abundantes biomoléculas presentes na parede celular das
plantas, e a sua sintese ocorre por meio da via de fenilpropanoides. A recalcitrancia da
parede celular a digestibilidade enzimatica € decorrente das caracteristicas estruturais e
composicionais da lignina, e isso tem significativa influéncia na converséo da biomassa
vegetal lignocelulésica em biocombustiveis liquidos. Alguns estudos sugerem que 0
acido rosmarinico pode ser copolimerizado na estrutura da lignina, alterando sua
composicdo e, possivelmente, reduzindo a recalcitrancia da parede celular. Neste
contexto, o objetivo deste trabalho foi verificar os efeitos do acido rosmarinico sobre o
crescimento e a lignificacdo de plantas de milho de 7 e 14 dias de crescimento e avaliar
a digestibilidade da biomassa vegetal. Os resultados demonstraram ndo haver influéncia
do &cido rossmarinico sobre o crescimento, contetdo de lignina e sua composi¢do
monomeérica, e atividades das enzimas PAL e TAL em milho. No entanto, o acido
rosmarinico exerceu expressivo aumento sobre a digestibilidade do caule e folha de
plantas de milho. Isso indica que o acido rosmarinico podera ser utilizado como indutor

da digestibilidade da biomassa lignocelulésica na producédo de biocombustiveis.

Palavras-chave: bioenergia, digestibilidade, lignificacdo, parede celular, Zea mays

1. Introducéo

Depois da celulose, o composto organico mais abundante nas plantas é a lignina, um
polimero de grupos fenilpropanoides altamente ramificado. A estrutura precisa da
lignina ndo é conhecida devido sua dificuldade de extracdo, pois estd covalentemente
ligada a celulose e outros polissacarideos da parede celular (TAIZ e ZEIGER, 2013).

O polimero de lignina é formado, principalmente, por trés alcodis
hidroxicinamilicos: p-cumaril (H), coniferil (G) e sinapil (S), também chamados de
monoligndis, tendo como precursores os acidos hidroxicinamicos correspondentes (LI
et al., 2008). A via diretamente implicada na sintese de lignina é a dos fenilpropanoides,
que inicia com a desaminacdo do aminoacido L-fenilalanina, derivado da via do acido

chiguimico.
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A lignina possui alto impacto na industria de papel e na digestibilidade de plantas
forrageiras. Por isso, h4 mais de um século o estudo da bioguimica da produgdo de
lignina tem atraido a atencdo de inumeros pesquisadores. O estudo atual da lignina esta
envolvido na busca da reducdo de seu conteddo, com o intuito de melhorar a producgéo
de biocombustiveis a partir da celulose (LI et al., 2008).

Sabe-se que fatores internos e externos podem afetar a sintese de lignina. Estudos
que determinem inibidores da sintese da lignina tém recebido destaque, pois a utilizacdo
da biomassa das plantas como fonte de carboidratos para obtencdo de combustiveis e
produtos quimicos de alto valor agregado tem sido severamente dificultada pela
recalcitrancia da lignina (SANTOS et al., 2012).

Com base em estudos anteriores, realizados in vitro, o acido rosmarinico tem sido
considerado de aplicagdo promissora no campo da bioengenharia. Isso se deve ao fato
de possuir uma ligacdo éster facilmente clivavel, a qual une duas metades fendlicas, o
que pode contribuir com o processo de despolimeriz¢éo da lignina (RALPH, 2010).
Investigagbes in vivo, como descritos anteriormente, corroboram a hipétese de
copolimerizacdo do acido rosmarinico com o polimero de lignina, ja que ele exerceu
influéncia sobre a via dos fenilpropanoides e a composi¢cdo monomérica da lignina.

O é&cido rosmarinico € um éster dos &cidos cafeico e 3,4-diidroxifenilatico,
encontrado como um metabolito secundario de varias espécies vegetais, como € 0 caso
da salvia e outras espécies de uso culinario e terapéutico. Vega-Sanchez e Ronald
(2010), em sua recente revisdo, destaca o importante papel do acido rosmarinico na
bioengenharia, tendo como alvo a lignina no melhoramento de plantas para obtencéo de
biocombustivel (TOBIMATSU et al., 2012).

Estudos sobre as paredes celulares auxiliam na afirmacao de que alguns monoligndis
substituintes, dentre eles o acido rosmarinico, podem ser eficientemente incorporados na
lignina da parede celular e, assim, afetar suas propriedades estruturais e composicionais.
Neste contexto, o &cido rosmarinico se destaca como possivel substituinte estrutural, o
que pode contribuir com o aumento da digestibilidade da biomassa lignocelulésica e
consequentemente com a producdo de biocombustiveis.

A atual expanséo da bioenergia justifica um investimento macigo nos estudos sobre a
parede celular e as implicagdes bioquimicas relativas a sua digestibilidade, para fins de
aumento no fornecimento de biocombustiveis. Assim, o objetivo do presente trabalho
foi investigar os efeitos do &cido rosmarinico no crescimento, na lignificacdo e na

digestibilidade da biomassa de plantas de milho.
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2. Material e métodos

2.1 Procedimentos gerais

Sementes de milho (Zea mays cv. IPR-164), obtidas juntas ao IAPAR (Instituto
Agronémico do Parand) e previamente sanitizadas em solu¢do de NaClO a 2% foram
germinadas em camara escura, a 25 °C, e as plantulas foram obtidas apés dois dias. Trés
plantulas homogéneas foram selecionadas e tranferidas para vasos plasticos (capacidade
de 0,5 L; cor preta) contendo 400 g de vermiculita. Os vasos foram regados com 220
mL de agua, caracterizando este dia como o primeiro. No terceiro dia os sistemas foram
regados com 90 mL de solucdo nutritiva de Hogland e a partir do quinto dia receberam
solucdo nutritiva contendo ou ndo &cido rosmarinico (0,25; 0,75 e 1,5 mM). No quinto
dia, a planta de menor crescimento foi excluida, permancendo duas até o final dos
experimentos, isto é, 7 ou 14 dias. Os vasos foram regados no 1°, 3°, 5°, 7°, 9°, 11° e
13° dias e mantidos sob fotoperiodo de 12 horas a 25 °C.

No término dos experimentos de cultivo, e com auxilio de régua milimetrada, foram
medidos os comprimentos (raiz, caule e folha) de todas as plantas, para cada repeticéo.
Os resultados foram expressos em centimetros. Os diferentes 6rgdos das plantas foram
separados por excisdo e imediatamente determinados suas biomassas frescas. A seguir,
as raizes, caules e folhas foram acondicionados em estufa, a 60 °C, até a obtencdo de
massa constante e, posteriormente, pesada em balanca analitica. Os valores médios das

repeticdes foram obtidos e os resultados expressos em gramas.

2.2 Determinacédo da atividade da fenilalanina aménia liase (PAL)

A extracdo da enzima fundamentou-se na metodologia descrita por Ferrarese et al.
(2000) com o seguinte procedimento: A biomassa fresca (2,0 g) de caule (14 dias de
crescimento) tratados ou ndo com acido rosmarinico, foram maceradas em 5,0 mL de
tampdo borato 0,1 M (pH 8,8). Ap6s maceracao, a suspensdo foi centrifugada (12.000 g,
15 minutos, 4 °C) e o sobrenadante utilizado para analise da atividade enzimatica. A
reacdo desenvolvida na determinacdo da atividade da enzima seguiu o descrito por
Ferrarese et al. (2000), utilizando cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (HPLC
Shimadzu®, Jap&o). A fase mével utilizada foi metanol: agua (70%:30%) com fluxo de

0,5 mL min?. O produto da reagdo, t-cinamato, foi detectado e identificado por
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comparagdo com padrdo de acido t-cinamico (Sigma Chemical Co, Missouri, USA). A
atividade da fenilalanina aménia liase foi expressa em pmol de t-cinamato formado h™

g™ de matéria fresca.
2.3 Determinacdo da atividade da tirosina amonia liase (TAL)

A enzima foi extraida como descrito por Khan et al. (2003). Ap6s o periodo de
incubacdo, 1,0 g de material fresco de caule (14 dias de crescimento) foi macerada em
50 mM de tampdo Tris- HCI (pH 8,5). Os homogeneizados foram centrifugados (2.200
g, 10 minutos, 4°C) e o sobrenadante usado como preparacdo enzimatica. A mistura de
reagdo (100 umoles de tampao Tris-HCI pH 8,0 e uma apropriada amostra de extrato
enzimatico em um volume final de 0,95 mL) foi incubada a 40 °C por 5 minutos para o
ensaio da atividade da TAL. L-Tirosina (5,5 pumoles) foi adicionado para iniciar a
reacdo, que foi interrompida ap6s uma hora com 50 ul de 5 M HCI. Todas as amostras
foram filtradas em filtro de 0,45 pum e analisadas por HPLC, como descrito
anteriormente. A fase movel foi metanol/acido acético 4% em agua (30/70, v/v), com
fluxo de 1,0 mL min™ para uma corrida isocratica de 15 minutos. O produto da reacéo,
p-cumarato, foi analisado em 320 nm e identificado por comparagdo com seu respectivo
padrdo. A atividade da TAL foi expressa em pmol 4cido p-cumérico h™* g™ de matéria

fresca.
2.4 Quantificacao de lignina

As biomassas secas (0,3 g) de caule de 14 dias, obtidos apds crescimento em
vermiculita, foram homogeneizadas em 50 mM de tampdo fosfato pH 7,0 (7,0 mL) e
transferidas para um tubo de centrifuga (FERRARESE et al., 2002). O precipitado foi
centrifugado (1.400 g, 6 minutos), lavado e centrifugado sucessivamente como segue:
mais duas vezes com 50 mM tampdo fosfato pH 7,0 (7,0 mL); trés vezes com 1% (v/v)
Triton® X-100 em tamp&o pH 7,0 (7,0 mL); duas vezes com 1 M NaCl em tampdo pH
7,0 (7,0 mL); duas vezes com agua destilada (7,0 mL) e duas vezes com acetona (5,0
mL). O material foi seco em estufa (80 °C, 24 horas) e a massa definida como a fracao
da parede celular livre de proteinas. Esse material foi usado para determinar o teor total
de lignina pelo método do brometo de acetila (MORRISON, 1972). Uma porcdo (20

mg) do material foi acondicionada em tubo de centrifuga e 0,5 mL de brometo de acetila
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25% foram acrescentados. As amostras foram aquecidas por 30 minutos a 70°C,
transferidas para banho de gelo e a reagdo interrompida com adicéo de 0,9 mL de NaOH
2 M. A seguir, foram adicionados 0,1 mL de hidroxilamina-HCI 7,5 M e 2,0 mL de
acido acetico gelado. Apods centrifugacdo (1.000 g, 5 minutos), o sobrenadante foi
diluido e usado para as leituras em 280 nm. Uma curva padrdo a partir do padrdo de
lignina (Aldrich 37,096-7) foi gerada para determinacdo da concentra¢do de lignina. Os
resultados foram expressos mg lignina g™ de parede celular.

2.5 Determinacéo da composicdo monomérica de lignina

A oxidagdo com nitrobenzeno foi usada para determinar a composicdo monomérica
da lignina de caule de 14 dias (ZANARDO et al., 2009). Fracdo da parede celular livre
de proteinas (50 mg) foi selada em uma ampola Pyrex® contendo 1,0 mL de NaOH 2,0
M mais 0,1 mL de nitrobenzeno e aquecida a 170 °C por 2,5 horas, com agitacéo
ocasional da amostra. Ap6s oxidacdo, a amostra foi resfriada em banho de gelo, lavadas
duas vezes com cloroformio, acidificada para pH 3-4 com HCI 5,0 M, e extraida duas
vezes com cloroformio. Os extratos organicos foram combinados, secos e
ressuspendidos em metanol. Todas as amostras foram filtradas em filtro de seringa
descartavel 0,45 um e analisada por HPLC. A fase movel foi metanol/acido acético 4%
em agua (20/80, v/v) com fluxo de 1,2 mL min™ para corrida isocratica de 20 minutos.
As quantificacbes de p-hidroxibenzaldeido, vanilina e siringaldeido foram realizadas a
290 nm utilizando os padrdes correspondentes. Os resultados foram expressos como pg

mondmero mg™ de parede celular.

2.6 Extracao dos acgUcares sollveis

Antes da avaliacdo da digestibilidade enzimatica foi realizada a remocdo dos
acucares sollveis, por meio de sucessivas lavagens com &lcool 80%. Para isto, a
biomassa seca da raiz, caule e folha foi moida e transferida separadamente para tubos
falcon e entdo adicionado 9 mL de etanol 80%. Posteriormente, os tubos foram
acondicionados em um shaker a 55 °C, sob agitacdo de 200 rpm por 4 horas. Apds este
periodo, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em etanol 80%, sendo
novamente incubado a 55 °C por mais 4 horas, sob agitacdo. Este procedimento foi

realizado por cerca de seis vezes, até que todo o agucar soltvel tivesse sido extraido.
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Para avaliar a eficiéncia da extracao, foi retirada uma aliquota do sobrenadante para
detectar a presenca de acUcares pelo método do fenol-sulfurico (DUBOIS et al., 1956).
Apo6s 15 minutos de reacdo foi realizada a leitura espectrofotométrica em 490 nm. Apoés
a retirada total de agUcares soluveis, os extratos de parede celular foram centrifugados

(3200 rpm, 5 min.) e o precipitado insolvel secado em estufa, a 60 °C.

2.7 Procedimento de pré-tratamento alcalino

Apds a completa retirada dos acucares soluveis, as amostras foram submetidas a um
pré-tratamento alcalino, adaptado de Lima et al. (2014). Depois de seco, 200 mg de
biomassa de cada 6rgdo da planta foi pesado em tubos de vidro e adicionados 8 mL de
NaOH 0,25M e acondicionados em banho seco a 130 °C por 40 minutos. Depois deste
periodo reacional, as amostras foram colocadas em banho de gelo e, em seguida,
centrifugadas. O sobrenadante foi descartado e para total remocdo da base foram
realizadas quatro lavagens com alcool 80%. Em cada lavagem, o pH do sobrenadante
foi medido até que estivesse entre 6-7. Por fim, as amostras foram centrifugadas (3200
rpm, 5 min.) e descartado o sobrenadante. O precipitado foi secado em estufa a 60 °C,

para posterior determinacdo da digestibilidade enzimatica.

2.8 Digestibilidade enzimatica

Primeiramente foi determinada a atividade enzimatica a fim de calcular a quantidade
de enzima a ser aplicada. Para isso, foi adicionado em um tubo de ensaio 50 uL de
xilano 1% e 50 pL do extrato enziméatico de Aspergillus niveus, diluida 100 vezes,
sendo incubado a 50 °C por 30 minutos. Ap6s este periodo, a reacdo foi interrompida
com 100 pL de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) 1%, e imediatamente fervida a 100 °C
por 5 minutos, acondicionado em banho de gelo, e adicionado 800 pL de agua. A leitura
foi realizada em espectrofotdmetro a 540 nm.

Posteriormente, foi realizada a digestibilidade da biomassa através de adaptacdes do
método proposto por Delabona et al. (2013) e Goncalves et al. (2012). Para isso, foi
pesado 0,015 g de biomassa seca em tubos eppendorf, e efetuada a ressuspensdo em
tampéo acetato 50 mM pH 5,0. A seguir, foi adicionado 20 U/mL do extrato enzimético
e a mistura incubada a 50 °C por 24 horas. Apos este periodo, a suspensdo foi

homogeneizada. Entdo, 100 pL do sobrenadante foram retirados e analisados o0s
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acucares redutores liberados pelo metodo do acido dinitrossalicilico (MILLER, 1959).
A leitura foi realizada no espectrofotdmetro a 540 nm. O teor de agucares redutores
liberados foi expresso por mg g™* de residuo insoltvel em etanol.

2.9 Analises estatisticas

Para testar a significancia das diferengas observadas foi utilizado o programa
estatistica Prism® (GraphPad 6.0, USA). Os dados foram expressos como as médias dos
experimentos + erro padrdo das médias. As diferencas entre os parametros foram
avaliadas pelo teste de comparagdo multipla de Dunnett, ¢ os valores de p < 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos.

3. Resultados e Discussao

3.1 Efeitos do &cido rosmarinico no crescimento das plantas, nos teores de lignina e

sua composicdo monomerica

Das plantas crescidas em vasos foram escolhidos dois periodos de tempo (7 e 14
dias) para determinacdo das medidas de crescimento. Em relacdo as plantas de 7 dias
(Fig. 1) houve um decréscimo de 47% no valor da biomassa seca do caule tratados com
1,5 mM de AR, enquanto os outros parametros de crescimento (comprimento e
biomassa fresca) ndo foram afetados pelo tratamento. J& em relacdo as plantas de 14
dias os parametros biométricos - comprimentos, biomassas frescas e secas - (Fig. 2) dos
diferentes 6rgdos (raiz, caule e folha) das plantas tratadas com 0,25; 0,75 e 1,5 mM de
acido rosmarinico ndo apresentaram mudanca significativa em relacdo as plantas
controle.

Para determinacdo do teor de lignina e composicdo monomeérica foi utilizado
somente o caule de plantas de 14 dias. E plausivel que os dados de crescimento obtidos,
tanto para plantas de 7 e de 14 dias, sejam resultantes da auséncia de efeitos sobre o
conteddo de lignina (Fig. 3) das plantas tratadas com acido rosmarinico (0,25 a 1,5
mM), ja que este parametro também nédo apresentou diferenca em relacdo as plantas
controle. Sendo assim, & possivel que o crescimento ndo tenha sido afetado com o
tratamento devido a auséncia de efeito do acido rosmarinico sobre o contetdo de lignina

das plantas, haja vista que o processo de lignificacdo esta intimamente relacionado com
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0 crescimento celular. E, consequentemente, a composicdo monomérica (H/G/S) do
caule das plantas de milho de 14 dias ndo foi afetada pelo tratamento com &cido

rosmarinico.

3.2 Efeitos do acido rosmarinico na via de fenilpropanoides

As andlises enzimaticas também foram realizadas utilizando o caule das plantas de
14 dias de crescimento. As duas enzimas analisadas (Fig. 4), PAL e TAL, ndo foram
afetadas pelo tratamento com acido rosmarinico, diferentemente do que aconteceu com
as raizes tratadas por 24 horas em hidroponia, o que indica a diferenca na sensibilidade
de plantas cultivadas. Portanto, pode-se perceber que ha grande diferenca nos efeitos
observados sob as plantas de milho quando estas sdo expostas a condi¢cfes diferentes,
como o tipo de 6érgdo analisado, idade da planta e o tipo de sistema em que ela se
desenvolveu. Assim, a via de fenilpropanoides ndo tendo sido afetada culminou na

auséncia de efeitos também sobre o processo de lignificacéo da planta.

3.3 Efeitos do acido rosmarinico na digestibilidade enzimatica

Nos ensaios de digestibilidade foram utilizadas plantas de 7 e 14 dias de idade, nos
quais o caule e folhas foram utilizados para realizacéo das analises. As amostras de cada
Orgdo e em cada idade das plantas aqui utilizadas foram submetidas a incubag¢do com
extratos de xilanase por 24 horas.

Os resultados da digestibilidade do caule e folhas das plantas de 7 dias estéo
mostrados na Fig. 5. Como se nota, ndo houve efeito aparente sobre a digestibilidade do
caule das plantas tratadas com &cido rosmarinico, quando comparadas com as plantas
controle (Fig. 5A). No entanto, houve significativo aumento na hidrélise enzimética das
amostras de folhas das plantas tratadas (Fig. 5B). Os tratamentos com acido rosmarinico
aumentaram de 99% (com 0,25 mM) a 113% (com 1,5 mM) a digestibilidade das folhas
(Fig. 5B, interna).

Apesar de o tratamento com &cido rosmarinico ndo ter exercido efeito significativo
sobre os pardmetros anteriormente descritos, houve um expressivo aumento na
digestibilidade das plantas de milho com 14 dias, em comparacdo com plantas controle
(Fig. 5). Todas as concentracdes de acido rosmarinico aplicadas culminaram em

expressivo aumento da digestibilidade, no caule das plantas, em relacdo as plantas
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controles (Fig. 5C). A menor concentracédo (0,25 mM) foi a que revelou maior aumento
de digestibilidade, alcangando 82% em comparag¢do com o controle. As plantas tratadas
com &cido rosmarinico 0,75 e 15 mM revelaram aumentos de 76 e 56%,
respectivamente, na digestibilidade (Fig. 5C, interna). Ja, as folhas (Fig. 5D) ndo
sofreram alteracbGes significativas nas quantidades de acucar liberado, quando
comparadas as plantas controle.

De um modo geral, pode-se constatar um efeito positivo no que tange aos dados de
digestibilidade de caule e folhas das plantas tratadas com &cido rosmarinico. Segundo
Perera et al. (2012), a lignina tem sido relacionada com o rendimento de sacarificacao,
provocando, assim, as tentativas para modificar o contetldo/ composicao de lignina para
melhorar a eficiéncia da digestibilidade da biomassa lignocelulésica. Sendo assim,
apesar da auséncia de efeitos sobre o contetdo de lignina e monémeros das plantas
analisadas no presente trabalho, o &cido rosmarinico influenciou positivamente no
rendimento da sacarificacao.

De acordo com Zhang et al. (2011) o conteudo de lignina é o primeiro fator
negativamente correlacionado com a degradabilidade da parede celular. No entanto, ndo
é possivel, até o momento, modificar geneticamente plantas com teores de lignina
drasticamente reduzidos, haja vista a necessidade de se manter um grau minimo de
lignificagdo para garantir resisténcia a planta, transporte de seiva nos vasos, e protecéo
contra ataques de parasitas. Por isso, é necessario recorrer abordagens técnicas que
permitam aumentar o potencial de melhoria da degradabilidade das gramineas
preservando performances agrondmicas aceitaveis. Por conseguinte, e no que tange aos
dados obtidos neste trabalho, é de significativa importancia o aumento da
digestibilidade acompanhado da ndo interferéncia no crescimento e lignificacdo das
plantas de milho. Desta forma, o presente trabalho demonstrou que as plantas tratadas
com &cido rosmarinico ndo apresentaram desarranjos no seu crescimento e no contetdo

de lignina revelando, porém, um grande aumento na quantidade de agUcares liberados.
4. Concluséo
Como notado, o acido rosmarinico nao influenciou o crescimento e a lignificacdo das

plantas de milho. Porém, exerceu efeito expressivo e positivo sobre a digestibilidade

enzimatica. Sendo assim, o acido rosmarinico podera ser utilizado como indutor da
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digestibilidade da biomassa lignocelulosica na producdo de biocombustiveis sem

comprometer as performances agrondémicas aceitaveis.
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Fig. 1. Efeitos do &cido rosmarinico no crescimento de plantas de milho de 7 dias.
Comprimento do caule (A) e folha (D); Biomassa fresca do caule (B) e folha (E);
Biomassa seca do caule (C) e folha (F). Valores médios * erro padrdo da média (n =3 a
4), seguidos por * sdo significativamente diferentes do controle de acordo com o teste
de Dunnett (p < 0,05).

Fig. 2. Efeitos do acido rosmarinico no crescimento de plantas de milho de 14 dias.
Comprimento de raiz (A), caule (D) e folha (G); Biomassa fresca de raiz (B), caule (E)
e folha (H); Biomassa seca de raiz (C), caule (F) e folha (I). Valores médios  erro
padrdo da média (n = 5), seguidos por * sdo significativamente diferentes do controle de

acordo com o teste de Dunnett (p < 0,05).

Fig. 3. Efeitos do acido rosmarinico no conteddo de lignina (A) e composicado
monomeérica (B, C e D) do caule de plantas de milho de 14 dias. Lignina referida como
a soma de H+G+S (E) e razdo S/G (F). Valores médios + erro padrdo da média (n = 5),
seguidos por * sdo significativamente diferentes do controle de acordo com o teste de
Dunnett (p < 0,05).

Fig. 4. Atividades da fenilalanina amonia liase (A) e tirosina amonia liase (B) de caule
de plantas de milho de 14 dias. Valores médios + erro padrdo da média (n = 4), seguidos
por * sdo significativamente diferentes do controle de acordo com o teste de Dunnett (p
<0,05).

Fig. 5. Digestibilidade do caule e folha de plantas de milho, avaliada pela acdo da
xilanase. Caule (A) e folha (B) de 7 dias (n = 3); caule (C) e folha (D) de 14 dias (n =
5). Valores médios + erro padrdo da média seguidos por * sdo significativamente
diferentes do controle de acordo com o teste de Dunnett (p < 0,05). Graficos inseridos
em 5B e 5C representam percentuais de aumentos da digestibilidade em relagcdo ao

controle (0 mM).
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Fig. 2
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Fig. 4
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Fig. 5
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