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Efeitos do acido p-metoxicindmico em raizes de Euphorbia heterophylla

RESUMO

Compostos naturais com acao alelopatica podem servir de base para o desenvolvimento
de produtos que venham a auxiliar no manejo de culturas agricolas, principalmente no
tocante as plantas daninhas. Neste sentido, o objetivo dos trabalhos apresentados a
seguir foi avaliar os efeitos do acido p-metoxicinamico (AMC) em raizes de Euphorbia
heterophylla na fase juvenil. Os resultados indicaram que o AMC apresentou efeito
alelopético, reduzindo significativamente a taxa de crescimento das raizes em baixas
concentracgdes, atingindo inibicdo de 50% e 80% com 47,67 e 190 uM, respectivamente.
Foi possivel observar também uma gradual reducdo da diviséo celular com o aumento
da concentracdo, assim como a perda da viabilidade celular nos apices das raizes
crescidas na presenca do AMC. No entanto, a quantidade de amino&cidos totais foi
incrementada com o acréscimo da concentracdo do AMC. Houve incremento do teor de
acido ferulico, cumario e incorporacdo do AMC na parede celular. A ativacdo da
peroxidase ligada a parede pode sugerir sua participacdo na esterificacdo destes
compostos na parede. A concentragdo dos mondmeros ndo foi afetada e apenas a 180
aumentou a atividade da PAL e o teor de lignina. AMC promoveu um incremento da
respiracdo extramitocondrial, favoreceu o acumulo de perdxido de hidrogénio e ativou
enzimas do metabolismo antioxidativo. A relacdo ATP/ADP foi siginificativamente
reduzida em todos os tratamentos testados.

Palavras-chave: Alelopatia. Planta daninha. Viabilidade celular. indice mitético.

Aminoacidos. Lignina. Respiracao.

vii



Effects of p-methoxycinnamic acid on Euphorbia heterophylla roots

ABSTRACT

Natural compounds with allelopathic action can serve as a basis for the development of
products that will assist in crops management, particulary regard to weeds. Therefore,
the aim of this work present below was to evaluate the effects of p-methoxycinnamic
acid (MCA) on Euphorbia heterophylla roots in the young stage. The resuls indicate
that allelopathic effect of MCA has significantly reduced growth rate on roots at low
concentrations, reaching 50% inhibition with 47.67 uM and 190 uM to 80% inhibition.
It was also possible to observe a gradual reduction of cell division with increasing
concentration as well a loss of cell viability on the roots apices exposed to MCA.
However, the amount of amino acids was increased with acid concentration addition.
There was an increase of ferulic acid, cumaric acid and incorporation of MCA on the
cell wall. The activation of cell wall peroxidase suggest its participation on
esterification process of this components. The monomers concentration was not affect
and only 180increase PAL activity and lignin content. Root apex respiratory was also
affected by MCA. The allelochemical increased the extramitochondrial respiration,
induced the hydrogen peroxide accumulation and activated enzymes of antioxidative
metabolism. ATP/ADP rate was reduced in all treatment tested.

Keywords: Allelopathy. Weed. Cell viability. Mitotic index. Amino acids. Lignin.
Respiration.
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INTRODUCAO GERAL

A alelopatia é a interferéncia de um organismo sobre o crescimento,
sobrevivéncia, desenvolvimento e reproducdo de um outro organismo vizinho, por meio
da liberacdo de compostos quimicos no ambiente. Este fenbmeno ocorre naturalmente
em nivel intra- e interespecifico nas comunidades de plantas, algas, bactérias e fungos
que utilizam dos compostos quimicos, denominados aleloquimicos, para a conquista de
espaco, autodefesa e garantia de perpetuacédo da espécie.

Aleloguimicos s@o substancias ndo nutritivas produzidas pelo metabolismo
secundario vegetal e estdo divididas em trés grandes grupos: terpenoides, compostos
nitrogenados e compostos fenolicos. Estas substancias podem ser liberadas no ambiente
por volatilizacdo por meio das partes aéreas da planta, lixiviacdo das partes aéreas pela
chuva e orvalho, exsudacdo pelas raizes, lixiviacdo proveniente dos restos vegetais ou
decomposi¢do da matéria organica.

Um dos grandes atrativos da alelopatia é a possivel aplicabilidade no manejo das
plantas daninhas, tendo em vista 0 aumento dos custos dos produtos quimicos, o risco
de toxicidade ao homem e aos organismos ndo alvo, a degradacdo do meio ambiente, a
presenca de residuos em alimentos e 0 aumento de casos de resisténcia, todos estes
associados ao uso sistemético e continuo de herbicidas. Porém, o interesse nesta area
pode ser atribuido a dois principais motivos: como base para a producdo de novos
produtos e no desenvolvimento de cultivares geneticamente modificados. Neste, as
plantas podem expressar em maior quantidade determinado aleloquimico que pode ser
liberado durante a fase vegetativa ou mesmo ap6s a morte do vegetal e, desta forma,
contribuir para o controle das plantas invasoras.

A fitotoxicidade das substancias aleloquimicas pode afetar varios processos
fisiol6gicos e bioquimicos, entre eles a germinacdo de sementes e gemas, a divisao
celular, a respiracdo, a fotossintese, a permeabilidade de membranas, o balanco no
sistema antioxidante, alteracdo na atividade de vérias enzimas, entre outros. A
importancia de cada um deles ira depender do composto, da concentracdo e da espécie
receptora. Apesar dos avangos no estudo da alelopatia, o entendimento dos mecanismos
e modo de acdo utilizados pelos aleloquimicos para interferir no crescimento e
desenvolvimento de outra planta ainda sdo de dificil compreensdo. O grande entrave é
que compostos alelopaticos muitas vezes afetam mais de uma fungdo e provocam

efeitos colaterais dificeis de distinguir dos principais. O que para a pesquisa € um



desafio continuo, para as plantas € uma estratégia que garante a interferéncia, pois
agindo em mais de um alvo molecular, a eficacia da acdo alelopatica em organismos
suscetiveis tende a ser melhor sucedida.

A abundancia quimica das espécies vegetais faz com que novas moléculas sejam
constantemente identificadas, isoladas e analisadas como potenciais aleloquimicos.
Dentre estas, derivados do acido cindmico representam uma importante e numerosa
classe de quimicos, que tem atraido um grande nimero de estudos nas areas bioldgicas e
agrondmicas. O acido p-metoxicindmico pertence a este grupo de compostos. No
entanto, sdo escassos o0s trabalhos que confirmam seu potencial alelopatico,
principalmente, seus efeitos em uma planta daninha. Neste contexto, serd abordado,
neste trabalho, um conjunto de estudos que tem por objetivo avaliar o potencial
alelopatico do &cido p-metoxicindmico nas raizes de Euphorbia heterophylla, na fase

inicial de crescimento e desenvolvimento, em um sistema hidroponico.



REVISAO DE LITERATURA

Alelopatia historico e definicGes

O termo alelopatia vem da unido das palavras gregas “alléllon” e “pathos” que
significam de um para o outro e sofrer, respectivamente. O fisiologista vegetal Hans
Molish foi o primeiro a pesquisar e designar este termo baseado em suas observagdes do
fendmeno de interinfluéncia entre plantas e micro-organismos, sem a necessidade de
contato fisico (TANG et al., 1995). A partir dai, 0 interesse em investigar a ocorréncia
deste evento ganhou ampla repercusséo e a definicdo de alelopatia ainda vem sendo
discutida. Rice (1984) sugere que alelopatia é qualquer efeito direto ou indireto,
benéfico ou ndo, de uma planta ou de micro-organismos sobre outra planta, mediante
liberacdo de compostos quimicos no ambiente. Tal caracterizacdo é uma das mais
aceitas atualmente, embora a Sociedade Internacional de Alelopatia em 1996 definiu
como a ciéncia que estuda qualquer processo envolvendo, principalmente, metabdlitos
secundarios produzidos por plantas, algas, bactérias e fungos que influenciam o
crescimento de sistemas bioldgicos com efeitos positivos e negativos (PINTO et al.,
2002).

Os primeiros relatos de interferéncia de uma planta sobre o desenvolvimento de
outra se deu por volta de 300 a.C. pelo discipulo de Aristoteles, Theophrastus, e mais
tarde pelo naturalista romano Plinio, que observou gue sob as arvores de nogueira-preta
ndo cresciam outros vegetais. Apesar do pouco conhecimento sobre alelopatia na época,
Plinio afirmou que “a natureza de algumas plantas, embora ndo levasse outras plantas a
morte, era prejudicial devido as misturas de odores ou extratos” (WESTON, 2005).
Hoje se sabe que a fitotoxina produzida pela nogueira é a juglona, um desacoplador da
fosforilagdo oxidativa (SALING et al., 2011).

O potencial alelopatico de certas plantas tem sido considerado uma ferramenta
importante no manejo de agroecossistemas para uma agricultura sustentavel, uma vez
que pode reduzir a poluicdo ambiental gerada pelo uso intensificado e continuo de
agrotoxicos e até mesmo aumentar a producdo de gréos, frutas e madeira (INDERJIT et
al., 2011).

Para entender melhor o fenémeno da alelopatia, é preciso diferencia-lo da
simples competicdo entre plantas. Competicdo e alelopatia sdo formas de interferéncia,

mas na primeira a planta com potencial alelopatico libera um principio téxico no meio,



enquanto gque na competicdo entre plantas um ou mais fatores necessarios para o
crescimento destas (agua, nutrientes e outros) sdo retirados do ambiente (FRIEDMAM
& WALLER, 1985).

Efeitos alelopaticos pouco intensos no estadio de plantula podem ser
superestimados ou revertidos pelo efeito competitivo (WEIDENHAMER et al., 1996).
Contudo, para determinada quantidade de substdncia alelopética, o aumento da
densidade de plantas-alvo diminui o efeito alelopatico, embora aumente a interferéncia
por competicdo (WEIDENHAMER et al., 1989). Outro evento comum observado na
ciéncia da alelopatia € que um composto alelopatico pode também ser toxico para o
proprio individuo sintetizador ou para individuos da mesma espécie. A esse efeito
autoinibitorio da-se o nome de autotoxicidade ou ainda autoalelopatia. Na agricultura,
sdo importantes os relatos de ocorréncia de autoalelopatia em areas de cultivo de
cenoura, cana-de-acucar, trigo e pepino (JASICKA-MISIAK et al, 2005;
SAMPIETRO, 2006; YE et al., 2006).

Os efeitos benéficos de uma planta sobre outra ndo devem ser desvinculados
do conceito de alelopatia, uma vez que um dado composto quimico pode ter efeito
inibitério ou estimulante, dependendo da concentracdo do mesmo no meio ambiente
(RICE, 1984). Como é o caso do extrato volatil de 6leo de jaborandi, que apresentou
efeito alelopatico benéfico, estimulando o crescimento de radiculas de Letuca sativa
(ALVES et al., 2004).

Os compostos quimicos liberados pelas plantas ou micro-organismos no
ambiente e que estabelecem influéncias benéficas ou deletérias sobre outras plantas ou
micro-organismos sdo denominados aleloquimicos ou substancias alelopéticas
(INDERJIT & KEATING, 1999). Tais substancias podem afetar o crescimento,
prejudicar o desenvolvimento normal e até mesmo inibir a germinacdo de sementes de
outras espécies. Neste caso, quando o composto liberado causa somente efeitos
prejudiciais, recebe também o nome de fitotoxina. O local de sintese dos compostos
alelopaticos ocorre tanto na parte aérea quanto na parte radicular das plantas, sua
concentracdo varia de espécie para especie, e ainda numa mesma espécie, de acordo
com a parte da planta e seu estadio de desenvolvimento (INDERJIT & KEATING,
1999).

Com raras excec0es, 0s aleloquimicos sdo oriundos do metabolismo secundario
das plantas, em geral, das vias metabdlicas do acetato e do acido chiquimico, ou ainda,

de esqueletos quimicos provenientes da combinacdo dessas duas vias (EINHELLIG,



1995). Sao conhecidos pelo menos dez mil compostos secundarios com acao alelopatica
e, apbs diversas tentativas de agrupamentento, TAIZ & ZEIGER (2009) adotaram uma
divisdo destas substancias em trés grandes grupos levando em conta sua rota
biossintética. Sdo eles: compostos fenolicos, terpenos e compostos nitrogenados. Os
compostos fenolicos e o0s terpenos representam 0s principais compostos com
caracteristicas alelopéaticas. Os primeiros constituem um grupo formado por &cidos
fendlicos, flavonoides e cumarinas. Os terpenos, por sua vez, constituem um grupo

formado pelo monoterpenos, di e triterpenos, sesquiterpenos e politerpenos.

Alelopatia na agricultura

Um dos principais objetivos da pesquisa sobre alelopatia inclue sua aplicacéo
nos sistemas de producdo agricola, possibilitando a reducdo do uso indiscriminado de
defensivos quimicos. Neste contexto, 0 manejo de plantas daninhas assume fundamental
importancia, uma vez que pode causar grandes prejuizos a producdo agricola. Somado a
isto, os herbicidas representam mais da metade de todo o volume de defensivos
agricolas aplicados no mundo, que gerou a crescente preocupacdo da populacdo com o
potencial nocivo a salde humana e ao meio ambiente associado ao uso deles.

A alelopatia pode desempenhar um papel benéfico em varios sistemas de
cultivos como a policultura, uso de culturas de coberturas, rotacdo de culturas, cultivo
minimo e plantio direto. O cultivo de girassol (Helianthus annuus L.), em rotacdo com
aveia durante cinco safras, causou menor incremento na densidade de plantas daninhas
nas parcelas onde o sistema de rotacdo foi adotado (LEATHER, 1987). Lactonas
sesquiterpénicas com germacranolide e esqueletos guaianolide e heliannuol liberados
pela decomposicao do girassol seriam responsaveis pela atividade alelopatica (MACIAS
et al., 2000).

Residuos vegetais provenientes de culturas podem fornecer controle de plantas
daninhas através da resisténcia fisica que impdem, bem como agir de forma a barrar a
captacdo de luz pelas espécies daninhas, impedindo a emergéncia destas plantas, ou
ainda limitar ou suprimir a germinacéo e crescimento pela liberacdo de aleloquimicos
(INDERJIT & KEATING, 1999). Culturas, como centeio (Secale cereale L.), trigo
(Triticum aestivum L.), trigo mourisco (Fagopyrum esculentum Moench.), mostarda
preta (Brassica nigra L. Koch), hibridos de sorgo (Sorghum sp.), mucuna (Mucuna

pruriens), girassol (Helianthus annus), bem como as varias espécies de braquidria,



atuam desta forma quando utilizadas nos sistemas de rotacdo e tem, portanto, potencial
de uso no manejo de plantas daninhas (WESTON, 1996; SOUZA FILHO et al., 1997).

Culturas de cobertura também podem oferecer muitos beneficios tanto para a
producdo organica quanto para a convencional. Como por exemplo, Vici spp. e outras
espécies da familia Fabaceae fixam nitrogénio e liberam alguns aleloquimicos que
podem inibir a emergéncia de plantas daninhas. Tokura & Nobrega (2006) avaliaram o
potencial alelopatico de cultivos de cobertura vegetal de trigo, aveia preta, milheto,
nabo forrageiro e colza sobre o desenvolvimento de plantas infestantes. Os autores
observaram que as coberturas vegetais de aveia preta e milheto apresentaram maior
controle sobre as plantas infestantes nas parcelas. Em relagdo a aveia, estudos de
diferentes pesquisadores sugerem que a exsudacgdo de escopoletina pelas raizes destas
plantas poderia ser responsavel pelo possivel efeito alelopatico da cultura. No entanto,
além deste composto, cumarina, acido p-hidroxibenzoico e acido vanilico também estéo
presentes em exsudatos de espécies do género avena (PEREZ & NUNES, 1991),
sugerindo que os efeitos possam ser oriundos de outros compostos ou da interacdo entre
eles. Os genes atrelados a producdo dos compostos alelopaticos da aveia podem ser
identificados geneticamente para que, futuramente, cultivares com elevado potencial
alelopético possam ajudar no controle de plantas daninhas num futuro préximo.

O efeito alelopatico também pode acontecer quando ocorre 0 uso consorciado de
plantas que liberam aleloguimicos. Por exemplo, o consércio de milho com Urochloa
spp (Brachiaria spp) aumenta o rendimento da cultura e o volume de palhada - restos
culturais, melhora a qualidade do solo, além de reduzir a infestacéo por plantas daninhas
(BORGES et al., 2015). Severino et al. (2006) também avaliaram Brachiaria
decumbens, Brachiaria brizantha e Panicum maximum em sistema de integracdo com a
cultura do milho, no que diz respeito aos efeitos destas plantas sobre a infestacdo de
algumas plantas daninhas. Os resultados mostraram que B. brizantha foi a forrageira
mais eficiente em reduzir a infestagdo de Ipomoea grandifolia. P. maximum foi a
espécie que mais reduziu o crescimento de Amaranthus hybridus e a area foliar de
Digitaria horizontalis.

A utilizacdo de plantas com potencial alelopatico pode ndo ser tdo eficiente na
contencdo de espécies de plantas daninhas se adotadas como Unica estratégia de manejo
(TREZZI et al., 2016). Assim, esta pratica deve ser somada a outras formas de controle

como o fisico, o cultural e o quimico, para que, desta forma, a quantidade de plantas



infestantes ndo ultrapasse o limite maximo que venha causar prejuizos a producgédo da

cultura.

Mecanismo de acdo dos aleloquimicos

Os mecanismos de acdo pelos quais os aleloquimicos utilizam para interferir no

crescimento e desenvolvimento de outra planta, envolve varios processos fisioldgicos e

bioquimicos. No entanto, distinguir entre os efeitos primarios e secundarios, nao é uma

tarefa facil, pois um mesmo aleloquimico pode afetar mais de um processo celular ndo

relacionado. A seguir, sera apresentado alguns dos mecanismos de acdo dos

aleloquimicos

Inibig&o da diviséo celular

A acdo de alguns aleloquimicos, assim como alguns herbicidas inibidores do
crescimento inicial, envolve alguns componentes do processo mitotico. Os
monoterpenoides canfora, 1,8-cineole, B-pineno, a-pineno e canfeno reduzem o
indice mitotico e a sintese de DNA em meristemas radiculares de Brassica
campestris. Porém, estes efeitos ndo foram observados no &pice caulinar,
indicando seletividade morfoldgica (NISHIDA et al., 2005). O 2(3H)-
benzoxazolinone (BOA) inibe o processo mitotico, especificamente a fase G2-M
em alface (SANCHES-MORAIS et al, 2008) e sorgoleona reduz o nimero de
células em divisdo de cada fase da mitose, danificando ainda as tubulinas, que
resulta na formacao de ndcleos poliploides (HALLAK et al., 1999).

Influéncia na respiracao

Ishii-lwamoto et al. (2012) sugerem que o metabolismo mitocondrial pode ser o
principal modo de acdo dos aleloquimicos monoterpenoides, podendo agir em
fases distintas do ciclo respiratério. A maioria das atividades celulares basicas,
como o transporte de ions e solutos pela membrana, a sintese de lipideos,
clorofila, proteinas, acidos nucleicos e a divisdo celular, requere uma fonte de
energia. Pertubagdes na sintese de ATP podem prejudicar, severamente, muitos
destes processos fisiologicos. Em estudos realizados com mitocondrias isoladas,
os aleloquimicos a-pineno, limoneno, 1,8-ceneole e canfora, tanto em plantas de
soja quanto de milho, foi verificado a ativacdo do estado IV da respiracédo e a
diminuicdo do coeficiénte respiratorio, sugerindo que aqueles compostos

possuem uma agdo em comum, como desacopladores da fosforilacdo oxidativa



(ABRAHIM et al., 2003a; ABRAHIM et al., 2003b). Tais efeitos observados em
mitocOndrias isoladas podem, também, se manifestar nas organelas de tecidos
intactos (ISHII-IWAMOTO et al., 2006). Reis (2011) avaliou o efeito do 4leo
essencial de Cymbopogon winterianus Jowit na atividade respiratéria de
Euphorbia heterophylla. No apice radicular intacto, a atividade restiratéria total
foi inibida de forma dose-dependente e, por ndo apresentar respiracdo KCN-
insensivel, possivelmente os componentes ativos do 6leo essencial, reduziu o
fluxo de elétrons via citocromo oxidase. Esta interpretacdo foi corroborada pelo
efeito direto na mitocondria isolada. Os autores verificaram que ocorreu uma
forte redugédo do consumo de O durante a fosforilagdo do ADP (estado I11) sem
afetar significativamente o estado 1V da respiracéo.

Desequilibrio no sistema antioxidante

A geracdo e remocao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e o balanco do
estado redox celular possuem um papel importante no que se refere aos efeitos
alelopaticos. Segundo Weir et al. (2004), a producdo de EROs representa um dos
principais mecanismos de acdo das fitotoxinas. Apds a exposicdo aos
aleloquimicos, as plantas receptoras produzem rapidamente EROs préximo a
area de contato (BAIS et al., 2003; DING et al., 2007) e altera a atividade de
enzimas antioxidantes, como a superéxido dismutase (SOD), peroxidase (POD;
YU et al., 2003) e peroxidase—acido ascorbico (APX; ZUO et al., 2012) numa
tentativa de resistir ao estresse oxidativo. Batish et al. (2008) verificaram que o
acido cafeico induz significativas mudancas na atividade de proteases, PODs, e
polifenois oxidases (PPOs) durante o desenvolvimento radicular e diminui o
contetdo total de fendlicos enddgenos no hipocétilo de feijdo-mungo (Phaseolus
aureus). Chuah et al. (2015) avaliaram o efeito do 2,4-ditert-butylphenol em
duas espécies de planta daninha, a monocotiledénea Leptochloa chinesis (L.) e a
dicotiledénea Hedyotis verticillata (L.). Os autores observaram aumento na
atividade da SOD, POD e catalase (CAT), tanto nas raizes quanto nas folhas das
plantas tratadas, muitas vezes superior a 100% comparado ao controle.

Inibigdo da fotossintese

Os efeitos dos aleloquimicos na fotossintese envolve, principalmente, a inibicéo
ou o dano no maquinario sintético e na aceleragdo da decomposicdo dos
pigmentos fotossintéticos. Consequentemente, as concentragbes destes

pigmentos diminuem, ocorre o bloqueio da tranferéncia de elétrons, reducéo da



atividade da ATP sintase, da sintese de ATP, alterando a condutancia estomatica
e a transpiracdo, inibindo o processo fotossintético (CHENG & CHENG, 2015).
O aleloquimico pode afetar a fotossintese alterando a funcdo do fotossistema Il
(PSII) (WEIR et al., 2004). Por exemplo, sorgoleona inibe a evolugdo do O, ao
se ligar ao sitio Qg do PSII das plantas superiores (CZARNOTA et al., 2001).
Além disso, sorgoleona também inibe a hidroxifenilpiruvato dioxigenase
(HPPD) (MAEZZA et al., 2002). A inibicdo da HPPD resulta em deplecdo dos
niveis de plastoguinona, pois esta enzima faz parte da via biossintética deste
composto. SHAO et al (2009) demostraram que a proteina D1 do PSII é um
importante alvo do pirogalol, alterando a fotossintese em Microcytis aeruginosa.
Alguns aleloquimicos sdo, ainda, inibidores da H'-ATPase do tipo F do
cloroplasto, inibindo a fosforilacdo fotossintética de ADP. Entre eles estdo a
euparina e o piquerol (MENDOZA et al., 1994), geduina e derivados
fenilcumarinas (LOTINA-HENNSEN et al., 2006) e os flavonoides quercitina e
naringenina (MORELAND & NOVITZKY, 1987).

Alteracdo na permeabilidade de membranas

Varios estudos tém demostrado que muitos aleloquimicos podem inibir a
atividade de enzimas antioxidantes e aumentar o conteudo de radicais livres,
resultando em aumentos na peroxidacdo lipidica e da permeabilidade da
membrana (LIN, 2010; HARUN et al., 2014). Zuo et al. (2012) relatam que 0
efeito alelopético do extrato de trigo combinado com o extrato da planta daninha
Alopecurus aequalis acumula EROs como o O; e H,0,, além de incrementar 0s
teores de malondialdeido (MDA) em folhas de batata transgénica e ndo
transgénica. Além disso, foi observado aumento da permeabilidade da
membrana e alteragdo das atividades da SOD e APX. Poonpaiboonpipat et al.
(2013) encontraram que o Oleo essencial de Cymbopogon citratus danifica a
membrana celular de Echinochloa crus-galli L. por causar a peroxidacao lipidica
e aumentar a condutividade elétrica, indicando extravasamento de eletrolitos. As
acOes dos aleloquimicos sobre as propriedades de membrana desencadeando
alteracbes no processo de lignificacdo e nas atividades de enzimas a ela
relacionadas tém sido descritos. Acidos fendlicos reagem diretamente com
grupos sulfidrila que sdo fundamentais para a atividade das APTases. Eles
induzem a atividade de enzimas oxidativas como as peroxidases, bem como

aumentam a producdo de radicais livres, elevando a peroxidacdo lipidica e



afetando a permeabilidade da membrana celular (BARZIMAKENGA et al.,
1997). Simultaneamente, a sintese de lignina na parede celular é ativada. A
lignificagdo esta putativamente associada ao aumento da permeabilidade. Tais
efeitos associados contribuem para a reducdo do crescimento das raizes e, por
conseguinte, da planta (SANTOS et al., 2004).

Aleloquimicos como fonte para novos herbicidas

A busca por herbicidas com um novo perfil ambiental e toxicolégico mais
seguro é crescente a cada ano. Tal procura é guiada por dois principais motivos: a
possivel periculosidade a salde humana e ambiental e a rapida evolugdo de plantas
daninhas resistentes aos herbicidas e a classe de herbicidas atualmente disponiveis no
mercado (DAYAN & DUKE, 2014). Produtos naturais, como os aleloquimicos, podem
ter uma boa aceitagédo pela populagéo, por apresentarem menores riscos comparados aos
herbicidas sintéticos. Alguns exemplos de compostos potenciais que podem permitir a
descoberta de novos herbicidas serdo trados a seguir. Estes aleloquimicos sdo as

momilactonas, os benzoxizinoides e sorgoleona (Figura 1).

o Sorgoleona

Figura 1. Estrutura quimica dos aleloquimicos potenciais como herbicidas (adaptado de
DAYAN et al., 2009).

O 2(3H)-benzoxazolinona (BOA) ¢é exudado pelas raizes de varias gramineas
cultivadas e exerce multiplos efeitos fisiologicos nas plantas receptoras. A geragdo de
EROs e o0 estresse oxidativo sdo eventos-chave no modo de acdo deste composto
(SCHULZ et al., 2013). BOA e 2,4-dhydroxy-7-methoxy-(2H)-1,4-benzoxazin-3(4H)-
one (DIMBOA) estdo, geralmente, na forma de glucosideos nas plantas produtoras. No

entanto, estes glucosideos estdo sujeitos a degradagdo microbiana quando liberados no
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solo, que, por sua vez, € transformada em agliconas (CAMBIER et al., 1999). Estas
agliconas sdo instaveis e facilmente degradadas aos benzoxazolinonas correspondentes
de curto tempo de meia-vida. Tais benzoxazolinonas podem ser novamente
transformadas, tanto quimicamente quanto pela acdo dos micrdbios, em produtos de
maior toxicidade (MACIAS et al., 2004).

Sorgoleona é uma benzoquinona lipidica exudada pelas raizes de sorgo
(Sorghum bicolor L.) que suprime o crescimento de um grande numero de plantas
daninhas monocotiledéneas e dicotileddneas (NIMBAL et al, 1996). A inibicdo do
crescimento foi observada em pré e pds emergéncia, tanto em casa de vegetacdo quanto
em campo (UDDIN et al., 2010). As plantas de sorgo acumulam sorgoleona e seus
analogos em pelos absorvente maduros das raizes, e a produgdo Otima ocorre em
temperaturas que variam entre 25-35 °C. Este aleloquimico atua inibindo a fotossintese,
agindo no PSII e, também, na HPPD blogueando a sintese de plastoquinona. Por
apresentar alta lipofilicidade, sorgoleona é fortemente adsorvida pelos coloides do solo
(TREZZI et al., 2006), além de possuir limitada translocacdo nas plantas alvo, que
limitaria sua acdo como herbicida (DAYAN et al., 2009). No entanto, Uddin et al.
(2014) revelaram que esta substancia, apos formulacdo como p6 molhavel, torna-se
efetiva no controle das plantas daninhas e seletiva as espécies cultivadas. Tal resposta
oferece possibilidades da formulacéo de sorgoleona como herbicida menos agressivo ao
meio ambiente e eficaz para 0 manejo de plantas daninhas.

As monilactonas A e B sdo aleloquimicos secretados pelas raizes de arroz e tém
demonstrado resultados promissores no controle de varias espécies de plantas daninhas
(KATO-NOGUCHI, 2010). Variedades de arroz estio sendo selecionadas e melhoradas
para expressar tal efeito alelopatico (OLOFSDOTTER et al., 2002). Embora o nivel de
controle de plantas daninhas, até o momento, ndo seja equivalente ao obtido com
herbicidas convencionais, as taxas de uso desses herbicidas sdo significativamente
reduzidas nos campos plantados com variedades de arroz alelopatico. Kato-Noguchi et
al. (2013) observaram que monilactonas A e B inibem a germinagdo de sementes de
Arabidopsis por inibirem o processo de degradacdo das proteinas de reserva cruciferim
e cruciferina. Apesar deste resultado, pouco se conhece sobre 0 mecanismo de agéo
dessas momilactonas (KATO-NOGUCHI, 2011).

Para Duke et al. (2000), compostos naturais tém varias vantagens sobre o0s
compostos sintéticos quando apresentam bioatividade. Um dos motivos € que

compostos naturais podem apresentar mecanismo de agdo novo devido a maior
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diversidade de estrutura molecular (BHOWMIK, 2003) agindo de forma incomum a dos
mecanismos de acdo de herbicidas utilizados hoje, sendo, portanto, menos possivel
encontrar populagdes resistentes.

Acido p-metoxicinamico (AMC)

Grande parte dos estudos no campo da alelopatia esté voltada para o isolamento
e identificacdo de estruturas dos compostos que causam efeito alelopatico. Dentre estes
estudos, estdo aqueles que utilizam a palhada de culturas anuais como matéria-prima
para a descoberta de um novo aleloquimico. Este foi o caso de um grande trabalho
realizado em conjunto com diversas areas do conhecimento na Universidade Estadual
de Maring4, incluindo o Laboratério de Bioquimica de Plantas, onde o presente trabalho
foi conduzido.

A palhada do milheto foi particionada em solventes com diferentes polaridades
sendo, entdo, testadas as fracdes resultantes na germinagao e ou crescimento vegetal de
outra planta. A fracdo hidrometandlica apresentou maior atividade alelopatica em
plantas de soja, milho e plantas daninhas (MARCHIOSI, 2012). Na daninha Euphorbia
heterophylla, o crescimento das raizes foi significativamente reduzido bem como a
atividade da fenilalanina amoénia liase e peroxidase ligada a parede celular. Foram
observados também intumescimento e reducdo da zona de alongamento da raiz, danos
fisicos visiveis em microscopia eletronica de varredura (MEV), além de reducdo da
viabilidade celular. No entanto, ndo foi observado estresse oxidativo nas plantas
(SILVA, 2013). Com base nestes resultados, foi realizada a caracterizagdo quimica do
extrato hidrometandlico, que revelou elevada concentracdo do acido p-metoxicindmico
(AMC - dados ndo divulgados), sugerindo que este composto pode ser o principal
responsavel pelo efeito alelopatico.

AMC ¢é um composto organico aromatico derivado do acido cindmico (Figura
2).
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== OH N OH
H3CO
Acido cinamico Acido p-metoxicinAmico

Figura 2. Estrutura quimica do acido cinamico e do &cido p-metoxicinamico.

Existe indicio do AMC ser um dos precursores da cumarina herniarina em
algumas plantas, porém sua via de sintese e sua fungdo ndo estdo claramente elucidada.
O AMC esta presente em grdos de Oriza sativa, nas plantas de Curcuma longa e na
Kaemperfia galanga (BROWN, 1965; STRACK, 1997; HUDSON et al., 2000). O
estudo da atividade bioldgica deste composto vem ganhando o0 interesse de
pesquisadores nos Gltimos anos, principalmente nas areas médicas e farmacologicas.
Em animais, sua acdo esta ligada a protecdo celular e, também, propriedades vaso
relaxantes. Por exemplo, o0 AMC pode impedir a proliferacdo de células ligadas ao
cancer de célon e apresentar atividade hepatoprotetora (KIM et al., 2002; LEE et al.,
2002; OTHAMAN et al., 2006; SIVAGAMI et al., 2012). Além disso, derivados do
AMC sdo amplamente utilizados na industria de cosméticos para a producdo de
protetores solares contra a acdo dos raios UVB (290-320 nm). Embora a investigacéo do
AMC como farmaco ser crescente, escassos sao 0s estudos deste composto no campo da
alelopatia. Um dos poucos trabalhos nessa area aponta o AMC como promissor
nematicida contra o Meloidogyne incognita na fase juvenil, alcancando mortalidade
acima de 97% (MAHAJAN et al., 1992).

Euphorbia heterophylla

A planta daninha Euphorbia heterophylla, popularmente conhecida como
amemdoim-bravo, leiteiro ou leiteira, flor-de-poetas ou café-do-diabo, pertence a
familia Euphorbiaceae e € uma planta anual e latescente, caracteristico das plantas desta
familia. Possui porte ereto de 30-80 cm de altura, folhas glabras ou levemente

pubescentes, de forma bastante variavel medindo entre 4-10 cm de comprimento, sendo
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que as inferiores apresentam disposicdo alternada e as superiores opostas. A base do
caule pode ser esbranquicada ou vermelho brilhante.

E. heterophylla se reproduz sexuadamente produzindo sementes e seus frutos
apresentam trés I6bulos que explodem quando maduros, dispersando as sementes de 2 a
5 m ou mais da planta mae (LORENZI, 2006). As sementes germinam rapidamente em
temperaturas alternadas de 25 a 35°C. A emergéncia é maior, 40 a 47% de germinacéo,
quando as sementes estdo entre 0-8 cm de profundidade no solo e cai para 22% a 10 cm,
12% a 12 cm e 0 a 14 cm. Comparadas as outras plantas daninhas, sua capacidade de
germinar em tais profundidades aumenta a competitividade em relacdo a cultura e
dificulta do controle de E. heterophylla (FAO, 2015).

Agressiva em regides de clima quente, esta planta daninha tem centro de origem
na América do Sul (DARLINGTON & WYLIE, 1955). E uma diploide (2n=28
cromossomos) que sofreu poliploidizacdo (2n=56 cromossomos) em outros centros de
dispersdo para adaptacdo nas mais diversas regides do mundo. Sementes recém-colhidas
de éreas tropicais ndo apresentam dorméncia, mas a laténcia € comum durante
temperaturas mais baixas do inverno. Trata-se de uma adaptacdo, pois plantas que
dariam inicio ao crescimento no final da estacdo quente seriam mortas por temperaturas
de inverno. As sementes germinam durante um periodo prolongado no campo e as
plantas crescem muito rapidamente, por isso sdo muito competitivas com as culturas e
podem cobrir completamente uma cultura de soja dentro de 2 a 3 semanas apos a
emergéncia. E citada como problema durante o ciclo de cultivo de legumes, pastagens e
particularmente em soja, ervilha, milho e cana-de-agucar (FAO, 2015).

No Brasil, E. heterophylla infesta mais de 25% dos campos de soja e é uma
dicotileddnea com elevada incidéncia na regido Sul, estando presente em 74% das areas
de soja na regido do Planalto do Estado do Rio Grande do Sul (BIANCHI, 1996).
KARAM et al. (1993) observaram significativas redugdes de produtividade da soja,
onde uma infestacdo de 42,5 plantas m? de E. heterophylla reduziu a producéo em 30%,
em média. E uma espécie alégama, produz até 3.000 sementes por planta e pode reduzir
o rendimento de grdos da cultura da soja em até 80% (KISSMANN & GROTH, 1992).
BIANCO et al. (2007) destacaram que essa planta daninha é um forte competidor por
nutrientes com a soja, sobretudo no 21 estadio de florescimento, periodo em que a soja
tem maior requerimento nutricional. Outros resultados mais preocupantes indicam que
apenas uma ou duas plantas daninhas de E. heterophylla por metro quadrado, reduzem a

quantidade de trifdlios, o acimulo de matéria seca e o teor de micronutrientes das
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plantas de soja, causando interferéncia devido ao estresse causado as plantas,
acarretando alteracbes morfofisiolégicas e reducdo da producdo da cultura
(CARVALHO et al., 2010).

Diversos herbicidas sdo utilizados no controle de E. heterophylla, incluindo o
2,4-D, aciflurofen, fomesafen, oxyflurofen, bentazon, lactofen, imazetapir, imazaquin e
chlorimuron. Herbicidas a base de triazina, como atrazina e metribuzin, podem
estabelecer um controle aceitavel por vérias semanas (especialmente quando as chuvas
sdo abundantes apds a aplicacdo), mas raramente para a temporada completa. Uréias
substituidas, tais como linuron e diuron, ndo possuem nenhum efeito sobre esta erva
daninha (FAO, 2015).
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Efeitos do acido p-metoxicinamico sobre o crescimento radicular e

viabilidade celular de plantas de Euphorbia heterophylla
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Efeitos do acido p-metoxicindmico sobre o crescimento radicular e viabilidade celular

de plantas de Euphorbia heterophylla

RESUMO

A diversidade de compostos com acdo alelopatica tem ganhado o interesse de
pesquisadores em todo o mundo, principalmente aqueles com efeito alelopéatico
negativo sobre o crescimento de plantas daninhas. Neste sentido, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito do acido p-metoxicindmico (AMC) em plantas de
Euphorbia heterophylla. Foi avaliado a taxa de crescimento das raizes, o consumo de
solucdo nutritiva, o teor relativo de agua, o indice mitdtico, a quantidade de
aminoacidos totais e a viabilidade celular dos &pices radiculares. Plantulas de 5 dias
foram cultivadas em sistema hidropdnico durante 48 h, em sala de crescimento com
fotoperiodo de 14 h e temperatura de 30°C dia / 22°C noite. Para avaliacdo da taxa de
crescimento, foram utilizadas 8 concentragdes (0,10, 25, 50, 100, 250, 500 e 1000 uM).
Para a avaliagdo das demais varidveis, os tratamentos foram constituidos das
concentracdes de inibicao de crescimento em 50 e 80%, mais o tratamento controle sem
0 &cido. Todos os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente ao
acaso com quatro repeti¢des. Os resultados revelaram que a acéo fitotdxica do AMC no
crescimento radicular de E. heterophylla pode estar relacionada a diminui¢do do indice
mitotico e que a perda de viabilidade celular, para a maior concentracdo testada, pode
indicar que outro alvo de acdo do composto esteja sendo atingido.

Palavras-chave: Alelopatia. Planta daninha. Crescimento inicial radicular.
Aminoécidos.
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p-Methoxycinnamic acid effects on root growth and cell viability of Euphorbia

heterophylla

ABSTRACT

The diversity of compounds with allelopathic action have gained interest of researchers
around the world especially those with negative effects on the weeds growth. The aim
of this study was to evaluate the effects of p-methoxycinnamic acid (MCA) on the
Euphorbia heterophylla root seedlings. It was measured the root growth rate, nutrient
solution consumption, relative moisture content, mitotic index, total amino acids
amount and the viability of root apices. Five-day-old seedlings were cultivated in
nutrient solution for 48 h in a growth chamber, photoperiod of 14 h and 30 °C light/22
°C dark. For evaluation of growth rate, it were used 8 concentrations (0, 10, 25, 50, 100,
250, 500 e 1000 pM). The other variables, the treatments consisted of growth inhibition
concentrations in 50 and 80% over the control without acid. All the experimental design
was a completely randomized design with 4 replicates each. The results revealed that
the phytotoxic action of MCA on root growth of E. heterophylla can be related to
reduction on mitotic index and the loss of cell viability to the highest concentration may
indicate that other site of action is being achieved.

Keywords: Allelopathy. Weed. Initial root growth. Amino acids.
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1. INTRODUCAO

A alelopatia é um fenémeno natural muito comum em comunidades de plantas,
podendo ser definida como uma interferéncia provocada pela liberacdo de substancias
quimicas no ambiente, que afeta de modo positivo ou negativo o crescimento e 0
desenvolvimento de plantas e organismos vizinhos. Essas substancias quimicas, também
conhecidas como aleloquimicos, sdo de grande interesse para a ciéncia da alelopatia
devido a sua grande diversidade quimica e heterogeneidade de respostas bioldgicas.
Somado a isso, os aleloquimicos representam uma area promissora para a agricultura
atual, que busca o0 manejo de areas agricolas com menor degradacdo ambiental.

A principal fonte de substancias quimicas alelopéaticas provém do metabolismo
secundario vegetal, que estdo classificados como terpenoides, compostos nitrogenados e
compostos fenolicos. Os compostos fenolicos representam um dos grupos com
destacados efeitos alelopaticos, especialmente os derivados dos éacidos cindmico e
benzoico (tais como os acidos clorogénico, p-cumarico, cafeico, ferulico,
protocatecuico, p-hidroxibenzoico, galico e salicilico), os quais tém sido extensivamente
estudados nos ultimos anos. A acdo destes compostos naturais envolve diferentes
processos metabolicos, como inibicdo da germinacdo de sementes, diminuicdo do
crescimento radicular, aumento da lignificacdo, inducdo do estresse oxidativo,
diminuicdo da absorcdo de nutrientes e mudancas no processo fotossintético
(BARKOSKY et al., 2000; YE et al., 2006; ABENAVOLI et al., 2010; BUBNA et al.,
2011; LIMA et al., 2013).

O 4acido p-metoxicindmico (AMC) é um composto organico aromatico derivado
do &cido cindmico. Ha indicios de ser um dos precursores da cumarina herniarina e esta
presente em grdos de Oriza sativa, nas plantas de Curcuma longa e na Kaemperfia
galanga (BROWN, 1965; STRACK, 1997; HUDSON et al., 2000). O estudo da
atividade bioldgica deste composto vem ganhando o interesse de pesquisadores nos
ultimos anos, principalmente nas areas médicas e farmacoldgicas. Em animais, sua agdo
esta ligada a protecdo celular e, também, propriedades vaso relaxantes. Por exemplo, 0
AMC pode impedir a proliferacdo de células ligadas ao cancer de colon e apresentar
atividade hepatoprotetora (KIM et al., 2002; LEE et al., 2002; OTHAMAN et al., 2006;
SIVAGAMI et al., 2012). Além disso, derivados do AMC séo amplamente utilizados na
indUstria de cosméticos para a producdo de protetores solares contra a agdo dos raios

UVB (290-320 nm). Embora a investigagdo do AMC como farmaco seja crescente,
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escassos sdo 0s estudos deste composto no campo da alelopatia. Um dos poucos
trabalhos nessa area aponta 0 AMC como promissor nematicida contra o Meloidogyne
incognita na fase juvenil, alcancando mortalidade acima de 97% (MAHAJAN et al.,
1992).

Estudos realizados em nosso laboratorio demonstraram a atividade alelopatica
do extrato hidrometandlico proveniente de palhada do milheto (Pennisetum glaucum)
sobre a planta daninha Euphorbia heterophylla. A caracterizacdo quimica deste extrato
revelou elevada concentracdo de AMC (dados ndo divulgados), sugerindo que este
composto deve ser o principal responsavel pelo efeito alelopatico do milheto sobre a
planta daninha. Neste sentindo, o objetivo do presente trabalho foi monitorar os efeitos
do AMC no crescimento inicial de Euphorbia heterophylla, a fim de avaliar seu

potencial alelopatico nesta espécie.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material e conducao experimental

As sementes de E. heterophylla foram obtidas da empresa Agro Cosmos Ltda,
produtora nacional de sementes de plantas daninhas. O AMC foi adquirido da Sigma
Chemical Co.

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Bioquimica de Plantas
(BIOPLAN), localizado no Departamento de Bioquimica da Universidade Estadual de

Maringa-Parana.

2.2 Obtencdo das plantas

Sementes de E. heterophylla foram previamente desinfestadas com NaClO 2%
durante 2 minutos, lavadas com &gua destilada e dispostas em papel de germinacgédo
Germitest (CEL-060) previamente autoclavados e umedecidos com &gua deionizada. Os
rolos confeccionados foram acondicionados em recipientes de vidro contendo pequeno
filme de agua para a manutencdo da umidade. Os frascos contendo os rolos foram
envoltos com sacos plasticos transparentes e perfurados para permitir a passagem de luz
e oxigénio, sendo, em seguida, levados a cAmara de germinacdo (Eletrolab — EL 202)
com temperatura controlada (25°C constantes) e fotoperiodo de 12 h. As sementes

germinaram por um periodo de 5 dias.

2.3 Sistema experimental, cultivo e tratamento das plantas

Apds os 5 dias de germinacao, as plantulas foram incubadas em solucao nutritiva
para cultivo hidrop6nico. O sistema experimental era constituido de um recipiente de
vidro medindo 15 x 9 cm (altura x didmetro) e de uma placa de acrilico contendo 25
perfuracdes utilizada para o suporte das plantas. Durante o periodo de incubagéo (48 h)
as raizes das plantas permaneceram imersas em 500 mL de solucdo nutritiva (DONG et
al., 2006), contendo AMC nas concentracgdes de 0, 10, 25, 50, 100, 250, 500 e 1000 pM.
Na regido ocupada pelas raizes, cada sistema foi envolto por um tecido preto com o

objetivo de evitar a passagem de luz para a solugdo nutritiva, que permaneceu sob
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aeracdo continua, com auxilio de uma bomba compressora. O sistema experimental
contendo as plantas foi mantido em sala para crescimento de plantas sob intensidade
luminosa de 400 pmols de fétons m? s™, fotoperiodo de 14h e temperatura de 30°C +
2°C durante o dia e 22°C + 2°C durante a noite. O tempo de incubacéo das plantas foi
de 48 h.

2.4 Variaveis biométricas

O efeito do AMC sobre a taxa de crescimento das raizes de E. heterophylla foi
calculado por meio da diferenga entre os comprimentos inicial e final das raizes nos
tempos 0 e 48 h do periodo de incubacdo, respectivamente. O comprimento da raiz foi
medido com o auxilio de uma régua milimetrada, mensurando a raiz do apice até o colo
da planta. Os resultados foram expressos em percentagem, considerando as plantas

controle com 100% de crescimento.

2.5 Consumo de solucdo nutritiva

A captacdo de solugdo nutritiva pelas plantas foi monitorada pela determinagéo
do volume de solucdo absorvido durante o periodo de incubagdo. Para isso, no momento
da incubacdo, 500 mL de solucdo nutritiva foram minuciosamente medidos em proveta
graduada e adicionados a cada sistema experimental. Ao término do periodo de
incubacdo, o volume de solugdo nutritiva do recipiente contendo as plantas foi
novamente aferido. Para descontar as perdas de solugdo nutritiva por evaporagdo, um
sistema experimental desprovido de plantas permaneceu sob iluminacdo durante todo o
periodo de incubacdo. O volume de solucdo nutritiva absorvido pelas plantas foi
calculado por meio da seguinte equacdo: VC = (Vi — Vf) + Vt, onde: VC = volume de
solugdo consumido; Vi = volume inicial de solugdo nutritiva; Vf = volume final de

solugéo nutritiva e Vt = volume de solugéo nutritiva perdido por evaporagao.
2.6 Teor relativo de agua das raizes
O teor relativo de agua (TRA) foi avaliado apds 48 h de tratamento. Para isso as

raizes das plantas foram lavadas em A&gua corrente, secas em papel toalha e

imediatamente pesadas em balanca digital (peso da matéria fresca). Em seguida, as
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raizes foram colocadas para hidratar em agua deionizada até peso constante (peso
targido). As raizes foram, entdo, colocadas em estufa a 60°C por 72 h para obtencao do
peso da matéria seca. O TRA foi calculado pela formula: TRA= (PF — PS) / (PT — PS) x
100, onde: TRA = teor relativo de &gua (expresso em porcentagem); PF = peso da

matéria fresca; PS = peso da matéria seca e PT = peso turgido.

2.7 indice mitético

Raizes dos diferentes tratamentos foram inicialmente coletadas e excisadas a
dois centimetros a partir do apice radicular. As amostras foram imersas em fixador
Farmer (3:1 etanol:&cido acético glacial) (JENSEN, 1962) durante 2 h em temperatura
ambiente e, em seguida, conservadas em solucdo de etanol 70% até analise. Para
determinacdo do indice mitdtico, as amostras foram tratadas com &cido cloridrico 1 M
por 20 min a 60°C, lavadas em &gua destilada e, entdo, coradas com orceina acética 2%
por 45 min a temperatura ambiente. Apos este periodo, os apices foram lavados em agua
destilada para remocéao do excesso de corante e colocados em lamina de microscopio de
luz. Apbs o0 esmagamento, as amostras foram levadas ao microscépio para contagem de
células. Para cada tratamento foram analisados 5 é&pices, contando pelo menos 1000
celulas cada. O indice mitotico foi obtido dividindo-se o nimero de células em mitose

pelo numero total de células vezes 100.

2.8 Quantificacdo de aminoéacidos

2.8.1 Extracdo genérica

Apbs o periodo de incubagdo, as raizes foram coletadas, lavadas em &gua
deionizada e, posteriormente, enxugadas em papel absorvente. Toda raiz foi macerada
em nitrogénio liquido, com o auxilio de pistilo e cadinho. Em seguida, 0,5 g desse
material foi adicionado em tubo de ensaio graduado contendo 5 mL de
metanol:cloroférmio:dgua (MCW), na proporcdo 12:5:3 (BIELESKI & TURNER,
1996). Apds 24 h, a 25°C, o extrato foi centrifugado a 7000 rpm por 9 min. O
sobrenadante foi reservado em proveta e o precipitado ressuspendido com 2,5 mL de
MCW e homogeneizado com auxilio de bastdo de vidro por 10 min. As amostras foram

centrifugadas novamente e, em seguida, uniu-se os sobrenadantes. Para cada 2 mL da
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fracdo, adicionou-se 0,5 mL de cloroférmio e 0,75 mL de 4gua. Apds vigorosa agitacao,
a solucdo permaneceu em repouso por 24 h. No decorrer deste periodo, ocorreu a
separagdo das fases, sendo retirada a fase aquosa superior com o auxilio de pipeta de
Pasteur, descartando-se a fase cloroférmica.

A fase aquosa foi submetida a banho-maria 38°C por 18 h para eliminacdo do
cloroférmio remanescente e, consequentemente, concentragdo das amostras. Ao final do
processo, mediu-se o volume final das amostras que, posteriormente, foram conservadas

em freezer até determinacdo do teor de aminoacidos.

2.8.2 Derivatizagdo e quantificacdo de aminoacidos livres

A determinacdo dos teores dos aminoacidos livres foi realizada por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) apds derivatizacdo com o-ftaldialdeido
(OPA), como descrito por Marur et al. (1994).

A solucdo de derivatizacdo foi inicialmente preparada dissolvendo-se 50 mg de
OPA em 1 mL de metanol grau cromatografico. Em seguida, foram adicionados a
solucdo de OPA 6,5 mL de tampédo borato-NaOH pH 9,5 (acido bérico 2,4% p/v em
H,O deionizada; pH ajustado com NaOH 2 M). Apos ser filtrada em membrana
Millipore, a mistura foi reservada em geladeira. No dia de uso, 5 pL de 2-
mercaptoetanol foram adicionados a 625 pL da solucdo de derivatizacéo.

Uma aliquota de 200 puL de amostra ou padrdo foi adicionada a 600 pL da
solucdo de derivatizacdo contendo 2-mercaptoetanol, agitando-se em seguida. Apds 2
min de reagdo, a amostra foi filtrada através de membrana de politetrafluoretileno com
poros de 0,45 um e, entdo, analisada (20 pL) em cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia.
O sistema cromatogréfico (LC-20 Prominence HPLC system, Shimadzu®, Japan) estava
equipado com uma bomba de gradiente quaternario LC-20AT, um amostrador SIL-20A
e um detector de fluorescéncia RF 20A ajustado com A de excitacdo e de emissao de
265 e 480 nm, respectivamente. A separacdo dos derivados OPA-aminoacidos ocorreu
em uma coluna de fase reversa Shimpack® CLC-ODS (250 mm x 4,6 mm, 5 pm),
protegida com uma pré-coluna equivalente (10 x 4.6 mm). A eluicdo das amostras foi
realizada com um gradiente linear gerado com o0s solventes A (acetato de sddio 50 mM,
tetrahidrofurano 2% e metanol 2%) e B (metanol 65%), sob um fluxo de 0,8 mL min™.
O gradiente foi programado para aumentar linearmente a proporc¢ao do solvente B, em

relagdo ao solvente A, da seguinte maneira: 0 a 5 min — B aumentando de 20 a 28%; 5 a
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40 min — B aumentando de 28 a 58%; 40 a 56 min — B aumentando de 75 a 95%; 56 a
60 min — B aumentando de 95 para 96%; 60 a 65 min — 100% de B. Apds este tempo, 0
equipamento foi programado para retornar as proporgdes iniciais dos solventes. O
tempo total de corrida foi de aproximadamente 80 min.

Os aminoacidos identificados e quantificados foram: aspartato (Asp), glutamato
(Glu), asparagina (Asn), serina (Ser), glutamina (GIn), arginina (Arg), glicina (Gly),
treonina (Thr), alanina (Ala), tirosina (Tyr), metionina (Met), valina (Val), fenilalanina
(Phe), isoleucina (lle) e lisina (Lys). A concentracdo de cada aminoacido foi calculada

de acordo com uma curva padréo e expressa em pmol mg™ de massa fresca.

2.9 Viabilidade celular

2.9.1 Viabilidade celular por método quantitativo

Ap0s exposicdo ao AMC, as raizes foram excisadas e incubadas por 15 min em
solucdo 0,25% de Azul de Evans. Em seguida, foram lavadas com agua destilada por 30
min e, entdo, embebidas em 3 mL de N,N-dimetilformamida por um periodo de 50 min.
A absorbancia do Azul de Evans liberado foi determinada em espectrofotdmetro a 600
nm utilizando &gua deionizada como branco. A viabilidade celular foi expressa como a
absorbancia determinada a 600 nm (ZANARDO et al., 2009).

2.9.2 Viabilidade celular por método qualitativo

Os éapices radiculares (1,5 cm) das plantas expostas ao AMC foram seccionados
e imersos por 5 s na solucdo de trabalho composta por 1 mL de iodeto de propidio 100
mg L™ (preparado em &gua deionizada) e 20 pL de solucéo de diacetato de fluoresceina
59 L™ (preparado em acetona P.A.).

Os épices foram visualizados em microscopio de fluorescéncia (Axioskop 2
plus, Carl Zeiz) e fotografados com camara especifica (AxioCam MRC high-resolution,
Carl Zeiz) nos primeiros 3 min apo6s a imersdo na solucdo de trabalho. As imagens
foram obtidas pelo método de dupla exposicdo. Inicialmente, a amostra foi exposta a luz
verde usando filtro rhodamine, combinado com refletor 580 e filtros 510-560 nm e, em
seguida, iluminada com luz azul, usando a combinacdo de filtros FITC e KP560 para

obtencgéo da segunda imagem. As imagens foram transferidas para computador usando o
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programa Axio Vision Rel software (v. 4.6) e analisadas no programa Image-Pro Plus
(v. 4.5, Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA) (HUANG et al., 1986).

2.10 Delineamento experimental e estatistica

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado
(DIC). Para a andlise do efeito inibitério do AMC sobre o crescimento da raiz, foram
realizados 8 tratamentos com 4 repeticOes, representados pelo controle e por 7 doses
crescentes do AMC (10, 25, 50, 100, 250, 500 e 1000 uM). Apds a construcdo de uma
curva dose x resposta, calculou-se as concentracfes que levaram a 50 e 80% de inibicéo
do crescimento, denominadas 150 e 180, respectivamente. Dessa forma, para as demais
variaveis, somente trés tratamentos foram realizados [controle, 150 (47,64 uM) e 180
(190 uM)], com 4 repeticdes. A equacdo de regressao da variavel taxa de crescimento
da raiz foi obtida no progrma Table Curve 2D e 3D, sendo escolhida aquela com melhor
ajuste de acordo com o maior coeficiente de determinagdo. Para os demais
experimentos, ap6s a ANAVA (p<0,05), foi realizado o teste t.

Para as analises qualitativas nenhum tratamento estatistico foi empregado.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A presenga de quimicos naturais afeta o crescimento e 0 metabolismo de muitas
espeécies vegetais e este fato nos incitou curiosidade acerca do AMC, a fim de avaliar
seus efeitos como potencial aleloquimico. Os resultados obtidos demonstraram que a
taxa de crescimento radicular da planta daninha Euphorbia heterophylla foi fortemente
inibida pelas diferentes concentragdes do &cido AMC (Figura 1). A inibi¢cdo do
crescimento radicular € uma caracteristica comum dos aleloquimicos sobre plantas
daninhas e plantas cultivadas como Ipomoea triloba (PERGO & ISHII-IWAMOTO,
2011), Bidens pilosa, Ipomoea grandifolia e Senna obstusifolia (PERGO et al., 2008),
Glycine max (BUBNA et al., 2011; PARIZOTTO et al., 2015) e Zea mays (FERRO et
al., 2015). O mesmo efeito foi observado no presente estudo, em que 0 comprimento
das raizes de E. heterophylla foi reduzido com o aumento da concentracdo do AMC,

indicando que esta espécie de planta daninha é sensivel a este composto (Figura 1).
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Figura 1. Taxa de crescimento longitudinal das raizes de E. heterophylla, submetidas as
diferentes concentragdes do acido p-metoxicindamico (AMC) (p<0,05).

Com base na curva dose x resposta confeccionada para analise do crescimento
da raiz, foram calculadas as concentragdes que causaram 50 e 80% de inibicdo do
crescimento, chamadas 150 (47,67 uM) e 180 (190 uM), respectivamente. Estas
concentracdes de AMC foram utilizadas nos experimentos subsequentes. Tal estratégia

foi adotada para melhor estudar os efeitos do AMC sobre a planta daninha E.
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heterophylla, de forma a garantir eficiéncia e acuracidade nas analises bioquimicas e
fisioldgicas.

A 4gua e os sais minerais sdo elementos essenciais ao pleno crescimento e
desenvolvimento vegetal. A limitacdo hidrica ou a caréncia de nutrientes pode
comprometer drasticamente o estabelecimento das plantas no ambiente. Neste sentido,
foi avaliado o consumo de solugéo nutritiva dos tratamentos. Como pode ser observado
na Figura 2, a exposicdo das plantas de E. heterophylla ao AMC por 48 h resultou na
reducdo do consumo de solucdo nutritiva. O controle apresentou maior consumo de
solucdo, seguido pelo tratamento 180. O menor consumo foi observado para o
tratamento 150. Estes resultados podem sugerir que o condicionamento hidrico das
plantas tratadas tenha sido afetado, que, por sua vez, repercutiu na inibicdo do

crescimento radicular.
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Figura 2. Volume de solucdo nutritiva consumido pelas plantas de E. heterophylla
expostas ao acido p-metoxicinamico (AMC). 150 = 47,67 uM; 180 = 190 uM. Médias (n
= 4 + erro padrdo da média) seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste t a
5% de probabilidade.

Para constatar o status hidrico das plantas, tomou-se por modelo o teor relativo
de agua (TRA), que consiste na comparagdo entre as massas fresca e tdrgida,
expressando o resultado numa base percentual, considerando a massa seca
(WEATHERLEY, 1951). Quanto mais proximo o valor de 100%, menor o déficit de
agua do 6rgdo. O TRA das raizes de E. heterophylla tratadas ou ndo com o AMC néo
apresentou diferenca estatistica entre si (Figura 3). Os valores médios obtidos foram

superiores a 95%, que leva a supor que 0 AMC néo interferiu no condicionamento

35



hidrico das plantas e, consequentemente, este pode ndo ser a razéo principal da inibicao
do crescimento observada nas raizes. Desta forma, o menor volume de solucdo nutritiva
para os tratamentos 150 e 180 pode estar relacionado ao menor crescimento das raizes
considerando que plantulas maiores consomem mais solucdo que plantulas menores. Na
tentativa de desvendar o mecanismo de acdo do AMC, foram realizadas analises

citologicas e bioquimicas nas plantas tratadas de E. heterophylla.
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Figura 3. Teor relativo de &4gua (TRA) das raizes de E. heterophylla nos diferentes
tratamentos com o acido p-metoxicinamico (AMC). 150 = 47,67 uM; 180 = 190 uM.
Médias (n = 4 + erro padrdo da média) seguidas de mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste t a 5% de probabilidade.

O indice mitético (IM) é um parametro que vem sendo utilizado para avaliar o
potencial alelopético de vérias plantas e, muitas vezes, apresenta correlacdo positiva
com o crescimento e percentagem de germinacdo (LUBER et al., 2015; PIRES et al.,
2001; SANTOS et al., 2015). Neste sentido, foi avaliado o IM no meristema radicular
das plantas de E. heterophylla tratadas com o0 AMC nas concentragdes de inibicdo 150 e
80. A analise revela IM de 6,6% para as plantas controle, 4,8% para 150 e 2% para o 180
(Figura 4), ou seja, houve um decréscimo do IM com o aumento da concentragdo.
Segundo Andrade et al. (2010), a inibicdo do crescimento radicular pode estar
relacionada a paralisagdo da divisdo celular na interfase, dificultando a profase e,
consequentemente, o crescimento celular. Pires et al. (2001) avaliaram o extrato aquoso
de leucena sobre o IM em pléantulas de milho. Neste estudo, os autores observaram uma
correlagdo direta entre a inibicdo do crescimento radicular e a redugdo do IM e
sugeriram que esta interferéncia pode representar um dos mecanismos de agdo do
extrato. No presente estudo, a reducdo do crescimento, acompanhada pela diminuigéo

do IM, também pode sugerir que 0 AMC atue sobre a diviséo celular.
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Figura 4. Indice mitético dos éapices radiculares de E. heterophylla expostas ao &cido p-
metoxicindmico (AMC). 150 = 47,67 uM; 180 = 190 uM. Médias (n = 4 £ erro padrao
da média) seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste t a 5% de
probabilidade.

O conhecimento do mecanismo de acdo explicaria o motivo pelo qual
determinada variavel é afetada, porém, este ainda é um desafio, uma vez que compostos
naturais podem agir em multiplos alvos moleculares. Quando a analise do aleloquimico
é conduzida para a descoberta de uma nova molécula com potencial herbicida, o
pesquisador pode optar por realizar experimentos em sitios alvo de herbicidas sintéticos
ja conhecidos, no intuito de facilitar a busca de seu modo de acdo (DAYAN et al.,
2000). A inibicao da sintese de aminoacidos, por exemplo, é o alvo de uma gama de
herbicidas que, dependendo do grupo quimico, blogueiam a sintese de aminoacidos
ramificados (inibidores da acetolactato sintase), aminoacidos aromaticos (inibidores da
5-enolpiruvilchiquimato 3-fosfato sintase) ou de glutamina (inibidores da glutamina
sintetase). Na tentativa de desvendar o mecanismo de acdo do AMC nas plantas de E.
heterophylla, uma analise comparativa foi realizada entre os efeitos do AMC sobre 0s
teores de aminoacidos livres e os efeitos causados por herbicidas comerciais sobre 0s

teores de aminoacidos aromaticos, de cadeia ramificada e de glutamina.
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Tabela 1. Teores de aminoacidos livres nas raizes de E. heterophylla expostas ao acido
p-metoxicindmico

Aminoacido Controle : 150 180
pumol mg™ de massa fresca
Asp 0,3516 £ 0,046 b 0,5694 + 0,032 a 0,6382 + 0,009 a
Glu 0,4168 + 0,006 b 0,6275 + 0,056 a 0,6069 + 0,016 a
Asn 164,4066 + 7,728 b  222,7045 + 8,644 b  487,5637 + 65,841 a
Ser 0,5489£0,011b 0,6867 + 0,026 b 1,0877 £ 0,077 a
GlIn + His 2,0263+£0,201 ¢ 3,1489 + 0,161 b 4,2548 + 0,335 a
Arg 0,6405 £ 0,055 b 0,5279 £ 0,028 b 1,0571 + 0,167 a
Gly 0,2598 + 0,008 b 0,2552 + 0,017 b 0,6532 £ 0,044 a
Thr 0,0814 £ 0,001 c 0,1187 £ 0,005 b 0,2067 £ 0,015 a
Ala 0,1510+£0,034 b 0,1778 £ 0,025 b 0,3417 £ 0,038 a
Tyr 0,3776 £ 0,048 b 0,5371 £ 0,036 a 0,6213 £ 0,029 a
Met 0,0268 + 0,001 a 0,0268 + 0,001 a 0,0316 £ 0,003 a
Val 0,0666 + 0,001 c 0,1051 + 0,005 b 0,1205 + 0,005 a
Phe 0,0362 £ 0,001 a 0,0396 + 0,001 a 0,0401 + 0,004 a
lle 0,0332£0,001 b 0,0432 + 0,001 a 0,0459 + 0,004 a
Leu 0,0828 £ 0,010 a 0,0620 + 0,001 a 0,0912+0,015a
Lys 2,1465 £ 0,079 a 1,7368 + 0,064 b 2,2154 £ 0,196 a
SOMA 171,6533 231,3679 499,5767

150 = 47,67 uM; 180 = 190 uM. Asp: aspartato; Glu: glutamato; Asn: asparagina; Ser:
serina; Gln+His: glutamina + histidina; Arg: arginina; Gly: glicina; Thr: treonina; Ala:
alanina; Tyr: tirosina; Met: metionina; Val: valina; Phe: fenilalanina; Ili: isoleucina;
Leu: leucina e Lys: lisina. Médias (n = 5 * erro padrdo da média) seguidas de mesma
letra, na linha, ndo diferem entre si pelo teste t a 5% de probabilidade.

Como pode ser observado na Tabela 1, a interferéncia na concentragdo de
aminoacidos causada pela presenca do AMC foi variavel de acordo com a concentracdo
utilizada (47,67 uM ou 190 uM) e com o aminoacido em andlise. Independentemente
deste resultado, a asparagina (Asn) se mostrou o principal aminoacido presente nas
raizes de E. heterophylla, representando mais de 90% do total de aminodcidos. A
concentracdo de AMC necesséria para inibir o crescimento radicular em 50% (150)
aumentou a concentra¢do dos 7 aminoacidos seguintes: Asp, Glu, GIn+His, Thr, Tyr,
Val e lle. No tratamento 180, o aumento de teor foi observado para 12 aminoacidos:
Asp, Glu, Asn, Ser, GIn+His, Arg, Gly, Thr, Ala, Tyr, Val e lle. Os aminoacidos nédo
afetados pelos tratamentos foram Met, Phe e Leu. O 150 reduziu em aproximadamente
20% o teor de Lys, embora o 180 n&o tenha alterado significativamente a concentragéo

desse aminoécido.
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A determinacdo de aminoacidos parece ser uma variavel pouco analisada no
estudo de quimicos naturais com efeito fitotoxico, porém o acumulo de aminoacidos
constitui uma resposta fisiolégica comum em casos de estresse abi6ticos causado por
exemplo, pelo frio (USADEL et al., 2008), salinidade (LUGAN et al.,, 2010) e
temperatura (KAPLAN et al., 2004). Esta elevacdo de teor pode estar associada a uma
sinalizacdo induzida pelo estresse para aumento da sintese ou da degradacdo de
proteinas (KRASENSKY & JONAK, 2012). Além disso, o acumulo de aminoacidos em
condicdes de estresse pode tambeém ser indicativo de dano celular (ROESSNER et al.,
2006; WIDODO et al., 2009). No presente estudo, parece pouco provavel que o AMC
atue na inibicdo da sintese de aminodacidos, tanto ramificados, como aromaticos ou da
glutamina, pois, ao invés de reducéo, houve acimulo destes metabdlitos. No entanto, a
reducdo do crescimento longitudinal das raizes de E. heterophylla expostas ao AMC
pode ser correlacionada com o nimero e com o teor dos aminoacidos afetados pelos
tratamentos. Quanto maior a dose de AMC utilizada, maior foi o numero de
aminoacidos afetados e maiores os teores destes, em relacdo ao controle.

A integridade das células da regido apical radicular foi avaliada por meio de
testes de viabilidade celular, cujo resultado pode indicar dano celular. A viabilidade
celular foi determinada quantitativamente e qualitativamente pelo método de coloragdo
por azul de Evans e por microscopia de fluorescéncia, respectivamente. A coloragédo por
azul de Evans esta baseada na integridade fisica da membrana, ou seja, células viaveis
ndo absorvem o corante (JACYN BAKER & MOCK, 1994). Desta forma, quanto maior
a absorcdo do corante, menor a viabilidade celular. Ja, o método qualitativo de
determinacdo da viabilidade celular faz uso dos corantes diacetato de fluoresceina e
iodeto de propideo. A coloracdo com diacetato de fluoresceina indica a atividade de
esterases nas células viaveis (HUANG et al., 1986). Este reagente, ao atravessar a
membrana plasmatica, é hidrolisado no citoplasma, emitindo fluorescéncia na cor verde
quando iluminado com luz azul. A indicacdo da perda de viabilidade celular se da pelo
iodeto de propideo, que ndo ultrapassa a membrana plasmatica integra, corando células
danificadas ao reagir com fragmentos de DNA, emitindo fluorescéncia da cor vermelha
ao ser exposto a luz verde (CASTRO-CONCHA et al., 2012).

A Figura 5 apresenta os resultados quantitativos para perda de viabilidade
celular das raizes de E. heterophylla. Quando comparado com o respectivo controle, foi
possivel observar que o tratamento 180 reduziu a viabilidade dos apices radiculares em

aproximadamente 100%. Por outro lado, a viabilidade celular ndo foi significativamente

39



alterada pelo tratamento 150. A determinacdo da viabilidade em termos qualitativos
corroborou com os resultados obtidos quantitativamente, sendo encontrada reducdo da
viabilidade das células das raizes de E. heterophylla no tratamento 180 (Figura 6). A
partir da intensidade das cores vermelha e verde foi possivel estimar também as regides
afetadas, ou ndo, pelos tratamentos. No tratamento 180, a regido apical e de
alongamento celular parecem ser as zonas onde a perda de viabilidade celular foi mais
acentuada, dado a uniformidade e intensidade da cor vermelha. Nos tratamentos
controle e 150, a coloragéo verde predominou ao longo de todo o comprimento da raiz,

sugerindo que as células se encontravam viaveis, exceto na regido apical.

0.05+
0.044
0.03+
0.024

0.014

Absorbancia (A 600 nm)

0.00-
Controle 150 180

Figura 5. Perda de viabilidade em raizes de E. heterophylla nos diferentes tratamentos
com o acido p-metoxicindmico (AMC). 150 = 47,67 uM; 180 = 190 puM. Médias (n = 4
+ erro padrdo da média) seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste t a 5%
de probabilidade.

A perda de viabilidade celular, associada a drastica reducdo do crescimento
longitudinal das raizes de E. heterophylla, sugere uma forte atividade alelopética para o
AMC. O efeito fitotoxico promoveu aumento da concentracdo de aminoécidos, que
pode estar correlacionado com a perda de viabilidade celular, o qual, por sua vez, indica

dano celular.
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Figura 6. Viabilidade celular por meio do iodeto de propidio e acetato de fluoresceina
em apices radiculares de E. heterophylla tratadas ou ndo com o acido p-metoxicinamco.
A: controle; B: (47,67 uM) e C: e (190 uM).
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4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram a fitotoxicidade do
AMC nas raizes de Euphorbia heterophylla. A inibicdo do crescimento radicular pode
estar associada a uma diminuicdo do indice mitotico e representar um dos possiveis
mecanismos de acdo deste composto. No entanto, a perda de viabilidade celular, para a
maior concentracdo estudada, indica que possivelmente exista outro alvo primério de
atuacdo do AMC. O acumulo de aminodcidos livres, por sua vez, pode representar uma

resposta ao estresse promovido pelo aleloquimico.
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Acido p-metoxicindmico na lignificagdo de raizes de plantulas de

Euphorbia heterophylla
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Acido p-metoxicindmico na lignificacdo de raizes de plantulas de Euphorbia

heterophylla

RESUMO
O efeito alelopatico do acido p-metoxicinamico (AMC) foi avaliado na atividade da
fenilalanina amonia-liase (PAL), na peroxidase ligada a parede celular (POD), no
conteildo e composi¢cdo monomérica da lignina, no teor de acido ferdlico (AF) e &cido
p-cumarico (AC) em raizes de plantulas de Euphorbia heterophylla. Foi avaliado ainda
a concentragdo de AMC esterificado a parede celular. Plantulas de 5 dias foram
cultivadas em sistema hidrop6nico durante 48 h em sala de crescimento, com
fotoperiodo de 14 h e temperatura de 30°C dia / 22°C noite. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente ao acaso com 3 tratamentos e 4 repeti¢fes. Os
tratamentos foram: 47,67 uM, 190 uM que correspondem as concentracdes de inibi¢do
de crescimento radicular de 50 e 80%, repectivamente, além do tratamento controle sem
0 &cido. Os resultados obtidos sugerem que o AMC possivelmente afetou 0 processo de
lignificacdo, favorecendo o acumulo de AF, AC e incorporacdo do AMC na parede
celular. A ativacdo da POD pode sugerir sua participacdo na esterificacdo daqueles
compostos na parede. A concentracdo dos mondmeros ndo foi afetada e apenas a 180
aumentou a atividade da PAL e o teor de lignina.
Palavras-chave: Lignina. Planta daninha. Fenilalanina amonia-liase. Peroxidase ligada

a parede celular.
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p-Methoxycinnamic acid on the lignification of Euphorbia heterophylla root seedlings

ABSTRACT

The allelopathic effect of p-methoxycinnamic acid (MCA) was tested on phenylalanine
ammonia-lyase (PAL) and cell wall peroxidase (POD) activities, lignin content and its
monomeric composition, ferulic acid (FA) and p-coumaric acid (CA) of Euphorbia
heterophylla roots as well as MCA content. Five-day-old seedlings were cultivated in
nutrient solution for 48 h in a growth chamber, photoperiod of 14 h and 30 °C light/22
°C dark. The experimental design was a completely randomized design, 3 treatments
with at least 4 replicates each. The treatments were 47.67 uM, 190 UM, corresponding
inhibition concentrations of root growth at 50 and 80%, respectively, plus the control
treatment without acid. The results suggest that MCA affects the lignification process
and promoted AF and AC accumulation and MCA incorporation into cell wall. POD
activation could suggest its participation on AF, AC and MCA esterification process.
Monomer composition was not affected by treatments and only 190 uM increased PAL
activity and lignin content.

Keywords: Lignin. Weed. Phenylalanine ammonia-lyase. Cell wall peroxidase.
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1. INTRODUCAO

Aleloquimicos sdo produzidos por vegetais superiores e desempenham um
importante papel na comunicacdo quimica planta-planta, planta-micro-organismo,
planta-inseto e, também, na autoprotecdo contra interferentes do meio (WEIR et al.,
2004). Sejam eles isolados, coletados a partir de exudados e extratos, ou mesmo
sintetizados em laboratdério, podem causar efeitos fitotoxicos diversos, alterando
processos fisioldgicos como a respiracdo, utilizacdo de agua, eficiéncia fotossintética,
absorcédo de nutrientes, sintese de ATP, metabolismo do fitocromo e expressédo de genes
(INDERJIT, 2003; BLUM & GERIG, 2005). O desenvolvimento de ferramentas
analiticas nas éareas de fisiologia vegetal, biologia molecular e bioquimica tem
contribuido expressivamente nos estudos sobre 0s mecanismos de acdo dos
aleloguimicos, muito embora, isso represente, ainda, uma incognita para os estudos de
alelopatia, devido a multiplicidade de alvos moleculares possiveis para estes compostos.

Grande parte dos aleloquimicos é liberada no solo e as raizes das plantas vizinhas
sd0 0s primeiros sitios de contato com estes compostos. Devido a alta atividade
metabolica dos tecidos radiculares, as raizes sdo particularmente suscetiveis ao estresse
causado pelos aleloquimicos. A parede celular € um dos primeiros sitios afetados pelos
sinais de estresse, que sdo transmitidos para o interior da célula, afetando vérias vias
metabolicas (KOMATSU et al., 2010). Dentre os processos de formacdo da parede
celular, a deposicdo da lignina representa uma etapa crucial do crescimento radicular.
Estudos indicam que a reducdo do crescimento radicular, causada por aleloquimicos,
esta relacionada com a lignificacdo prematura das paredes celulares (SANTOS et al.,
2008; BUBNA et al., 2011). A lignina é o segundo polimero mais abundante da
natureza, que interpenetrando as fibrilas de celulose garante a integridade estrutural,
rigidez e resisténcia da parede celular (VANHOLME et al., 2010). A via de sintese da
lignina é a mesma que d& origem a varios outros compostos secundarios, como
flavonoides, cumarinas, taninos e cutina. A primeira reacdo desta via € a desaminagao
do aminoéacido fenilalanina catalisada pela fenilalanina aménia-liase (PAL), que resulta
na formacdo do acido t-cindmico. Na sequéncia, ocorre uma hidroxilacdo no anel
aromatico, catalisada pela cinamato 4-hidroxilase (C4H), para gerar p-cumarato. Na
etapa seguinte, ocorre a ativacdo do acido a tioéster via hidroxicinamoil-CoA ligase (4-
CL), formando p-cumaroil-CoA. Este composto é, entdo, transesterificado pela

chiquimato/quinato 4-hidroxicinamoil-CoA 4-hidroxicinamoil transferase (HCT). A
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reacdo de hidroxilagdo de p-cumaroil-CoA chiquimato/quinato produz cafeoil-CoA, é
transesterificada novamente pela HCT, gerando o cafeoil-CoA. A reacdo de metoxilagdo
catalisada pela cafeoil-CoA o-metiltransferase (CCoAOMT) gera cafeoil-CoA, a partir
de feruloil-CoA. Nas etapas subsequentes pela acdo da cinamoil-CoA redutase (CCR),
ferulato 5-hidroxilase (F5H), acido cafeico 3-O-metiltransferase (COMT) e cinamil
alcool desidrogenase (CAD), CoA teioesters sdo convertidos & monolignois (alcodis p-
cumarilico, coniferilico e sinapilico). Na etapa final da via dos fenilpropanoides,
peroxidases (POD) catalisam a polimerizacdo oxidativa dos trés alcodis para gerar as
unidades monoméricas do polimero lignina: p-hidroxifenil (H), guaiacil (G) e siringil
(S) (VANHOLME et al., 2010; VOGT 2010).

Os termos “core” e “ndo core” tém sido utilizados para diferenciar tipos de lignina
(JUNG & DEETZ, 1993; LAPIERRE; 1993). A lignina core corresponde as unidades
H, G e S que sdo altamente condensadas e muito resistentes a degradacdo. A lignina ndo
core € representada pelos compostos de baixo peso molecular liberados da parede por
hidrélise, representados pelos acidos p-cumarico (AC), fertlico (AF) e seus oligdmeros.
Estes acidos fendlicos podem estar ligados a lignina core, aos polissacarideos da parede
ou a ambos, concomitantemente (JUNG, 1989).

Estudos recentes demonstraram que a aplicacdo exdgena do aleloquimico acido
cindmico e seus derivados hidroxilados promovem a inibig&o do crescimento radicular
de plantas de soja (LIMA et al., 2013; SALVADOR et al., 2013). Segundo estes
autores, essa resposta pode estar vinculada a um enrijecimento da parede celular, uma
vez que os alelogquimicos aumentaram o teor de lignina e seus principais monémeros.
Com base nestes resultados, foi proposto um modelo para 0 mecanismo de acdo dos
acidos fenolicos nas plantas. Apds absorvidos, esses compostos seriam diretamente
canalizados para a via dos fenilpropanoides, induzindo a producéo de lignina. A reducéo
do crescimento das raizes de plantas expostas aos acidos fenolicos seria, portanto, uma
consequéncia do enrijecimento da parede celular, causada pela produgdo exacerbada de
lignina (dos SANTOS et al., 2008; ZANARDO et al., 2009; BUBNA et al., 2011;
LIMA et al., 2013). Outros estudos, porém, tém sugerido que a redugdo do crescimento
radicular e aumento do teor de lignina sdo consequéncias do processo de defesa da
planta contra o estresse provocado pelos aleloquimicos (BOHM et al., 2006; SOARES
etal., 2012; SIQUEIRA-SOARES et al., 2013).

A maior parte dos estudos realizados no campo da alelopatia fazem uso de plantas

cultivadas como planta modelo, sendo escassos os trabalhos que procuraram identificar
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efeitos alelopaticos sobre plantas daninhas. Tendo em vista o fato de as plantas daninhas
representarem uma ameaca a produtividade dos sistemas agricolas mundiais e a sua
crescente dificuldade de manejo, a identificagdo de compostos que influenciem
negativamente o crescimento dessas plantas parece excepcionalmente pertinente. Neste
contexto, Euphorbia heterophylla se destaca como uma das principais espécies
infestantes da cultura da soja no Brasil, apresentando resisténcia multipla aos herbicidas
inibidores da acetolactato sintase (ALS) e protoporfirinogénio oxidase (PROTOX)
(TREZZI et al., 2005). Assim, este estudo teve por objetivo investigar os efeitos
alelopaticos do AMC sobre raizes de Euphorbia heterophylla, avaliando,
principalmente, a atividade de enzimas relacionadas a via de lignificacdo (PAL e POD),

0 teor e a composi¢do monomérica da lignina.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Cultivo e tratamento das plantas de Euphorbia heterophylla

Ensaios de dose-resposta foram conduzidos com plantulas de E. heterophylla
para determinar as concentracbes de AMC necessarias para inibir o crescimento
radicular em 50% (150) e 80% (180), concentracOes estas utilizadas em todos os
experimentos deste estudo. Para obtencdo das plantulas, sementes de E. heterophylla
foram colocadas para germinar e, apés 5 dias, as plantulas foram transferidas para um
sistema hidrop6nico contendo solucdo nutritiva pH 6,0 (DONG et al., 2006). Os
tratamentos foram adicionados a solucao nutritiva, sendo eles 47,67 uM (150) e 190 uM
(180) de AMC, mais o controle (auséncia do acido). Os recipientes contendo as
plantulas foram acondicionados em sala de cultivo, onde permaneceram por 48 h sob
fotoperiodo de 14 h e temperatura de 30°C + 2°C durante o dia e 22°C + 2°C durante a

noite. Foram utilizadas 4 repeti¢fes por tratamento.

2.2 Determinacdo da atividade da fenilalanina amonia-liase (EC 4.3.1.5)

Raizes frescas foram pesadas em balanca digital e maceradas em nitrogénio
liquido. Adicionou-se tampdo fosfato de potassio 100 mM pH 7,5 contendo 1mM de
EDTA e 3 mM de DTT e 4% de PVP (p/v) com volume 1,5 vezes o0 peso de massa
obtido. O homogeneizado foi centrifugado a 1000 rpm por 30 min a 4°C e o
sobrenadante (extrato enzimatico) coletado e armazenado em freezer a -80°C até analise
(AZEVEDO et al., 1998). Entéo, 0,250 mL do extrato enzimatico e 1 mL de tamp&o
borato de sédio 0,1 M (pH 8,7) foram incubados em banho-maria a 40°C por 5 min. A
reacao foi iniciada pela adicdo de 0,3 mL de L-fenilalanina 50 mM. Apéds 1 h a reacdo
foi interrompida pela adigéo de 50 pL de HCI 5,0 M (FERRARESE et al., 2000).

As amostras foram apropriadamente diluidas e filtradas em filtro de 0,45 um
acoplado a uma seringa descartavel antes da analise cromatografica. Amostras (20 pL)
foram analisadas em cromatégrafo liquido Shimadzu® (Téquio, Jap&o), equipado com
bomba LC-10AD, injetor Rheodine®, detector UV SPD-10A, mddulo de comunicagéo
CBM-101 e estagdo de trabalho Class-CR10. Uma coluna de fase reversa Shimpack®
CLC-ODS (M) (150 x 4,6 mm, 5 um) foi utilizada a temperatura de 30 °C, juntamente
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com uma pré-coluna (10 x 4,6 mm) equivalente. Uma mistura de metanol:agua (70:30),
aplicada com um fluxo de 0,5 mL min™, foi utilizada como fase mével. A absorgéo foi
mensurada a 275 nm, um comprimento de onda que foi previamente determinado
através de um espectro de absorcdo de um padrdo de acido t-cindmico dissolvido em
fase movel. A coleta dos dados e a integracdo da area dos picos foram realizadas por
meio do software Class-CR10 (Shimadzu®, Téquio, Jap&o). O produto da reacéo, o
acido t-cinamico, foi identificado por comparacdo do seu tempo de reten¢do com aquele
de um padrdo 10 pM. A atividade da PAL foi expressa em nmol t-cinamato h™ mg™ de

proteinas.
2.3 Determinacao do teor e da composi¢do monomérica da lignina
2.3.1 Obtencdo da parede celular

Raizes secas (0,3 g) foram homogeneizadas em 7 mL de tampdo fosfato (50
mM, pH 7,0) e transferidas para tubos de centrifuga de 15 mL (FERRARESE et al.,
2002). O material foi centrifugado (1400g, 5 min) e lavado por sucessiva agitacdo e
centrifugacdo como segue: 2 x com 7 mL de tampéo fosfato (50 mM, pH 7,0); 3x com
Triton® 1% (v/v) preparado em tampéo fosfato (pH 7,0); 2x com 7,0 mL de NaCl 1,0 M
também em tampédo (pH 7,0); 2x com 7,0 mL de &gua destilada; e 2x com 5,0 mL de
acetona. O precipitado foi seco em estufa (60°C, 24 h) e resfriado em dessecador a

vacuo. A massa seca foi definida como a fracéo da parede celular isenta de proteinas.
2.3.2 Determinacéo do teor de lignina

Amostras (20 mg) de parede celular isenta de proteinas foram adicionadas a
tubos de vidro com rosca contendo 0,5 mL do reagente brometo de acetila 25%
(preparado em &cido acético glacial gelado). Os frascos foram aquecidos por 30 min em
banho-maria a 70°C. Apds este procedimento, as amostras foram resfriadas em banho
de gelo e a reacéo interrompida pela adigdo de 0,9 mL de NaOH 2,0 M. A seguir, foram
adicionados 0,1 mL de hidroxilamina-HCI 7,5 M e 4 mL de &cido acético glacial
gelado. As amostras foram centrifugadas (1000g, 5 min) e o sobrenadante diluido e

utilizado para a realizacdo das leituras em espectrofotdmetro a 280 nm. A concentragdo
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de lignina foi determinada, de acordo com uma curva padrio e expressa em mg g™ de
parede celular (MOREIRA-VILAR etal., 2014).

2.3.3 Determinacdo da composi¢do monomeérica da lignina

Para determinar a composi¢cdo monomérica da lignina, foi usada a oxida¢do com
nitrobenzeno (DEAN, 1997). Uma fracdo da parede celular livre de proteinas (50 mg)
foi colocada em uma ampola Pyrex® contendo 1 mL de NaOH 2 M e 100 pL de
nitrobenzeno. A ampola foi selada e aquecida a 170°C por 2,5 h, com agitacdo na
metade do tempo de reacdo. Apds oxidacdo, a amostra foi resfriada, lavada duas vezes
com cloroférmio, acidificada HCI 5 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 0,45 pum e analisadas por HPLC, como descrito
anteriormente. A fase mével foi metanol/acido acético 4% em agua (20/80, v/v), com
fluxo de 1,2 mL min™ para anélise isocratica de 20 min. As quantificacdes de p-
hidroxibenzaldeido, vanilina e siringaldeido foram realizadas a 290 nm utilizando os
padrdes correspondentes. Os resultados foram expressos como mg do mondmero g™ de

parede celular.

2.4 Determinacdo da atividade da peroxidase ligada a parede celular (EC 1.11. 1.7)

A atividade da peroxidase (POD) ligada a parede celular foi determinada pelo
método de oxidacdo do guaiacol (dos SANTOS et al., 2004). Raizes frescas foram
pesadas (0,5 g) e maceradas em gral gelado contendo 5,0 mL tampéo fosfato 67 mM
(pH 7,0) e 0,1 g de PVP (p/v). O homogeneizado foi centrifugado a 3300 rpm por 5 min
a 4°C. O sobrenadante obtido foi descartado e o pellet lavado com &gua deionizada até a
ndo deteccdo da atividade da POD solUvel no sobrenadante. A extracdo da peroxidase
ligada a parede celular foi alcangada incubando-se o pellet em 2 mL de NaCl 1,0 M por
1 ha4°C. Apoés este periodo, 0 homogeneizado foi centrifugado a 3300 rpm por 5 min e
0 sobrenadante considerado como extrato enzimatico. A atividade da enzima foi
determinada em meio de reagdo (1,5 mL) contendo tampédo fosfato 25 mM (pH 6,8),
guaiacol 2,56 mM e H,O, 10 mM. A reacdo foi iniciada adicionando-se 0 extrato
enziméatico apropriadamente diluido ao meio reativo. A oxidacdo do guaiacol foi

seguida por 5 min a 470 nm em espectrofotdmetro e a atividade enzimatica calculada
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utilizando coeficiente de extincdo (25,5 mM™cm™) do tetraguaiacol. A atividade da

POD ligada foi expressa em pmol de tetraguaiacol min™ mgde proteina.
2.5 Determinacéo do teor de proteina total

Os teores de proteinas nos extratos enzimaticos foram determinados de acordo
com Bradford (1976), usando albumina bovina como padrao.

2.6 Determinacdo dos acidos p-metoxicinamico, p-cumarico e ferulico ligados a parede

celular

Os acidos p-metoxicinamico (AMC), p-cumarico e feralico esterificados a
parede celular foram extraidos por hidrdlise alcalina. A biomassa seca das raizes (50
mg) foi homogeneizada com metanol 50% (v/v) e incubada a 80°C por 90 min. Ap4s
este tempo, as amostras foram centrifugadas (3200 rpm, 4°C, 15 min) o sobrenadante
descartado e o precipitado lavado duas vezes com metanol 50% (v/v). O precipitado foi
seco a 60°C por 24 h. Logo ap6s, o material foi ressuspendido em 2,5 mL de NaOH 0,5
M e incubado a 96°C por 2 h. Nestas condi¢des brandas de saponificacéo, os &cidos p-
metoxicinamico, p-cumarico e ferulico ligados a parede celular por ligacdo do tipo éster
sdo liberados na solugdo. O sobrenadante obtido foi acidificado a pH 2,0 com HCI 6 M
e, entdo, centrifugado sob refrigeracdo (4°C) a 320 rpm por 15 min. O precipitado foi
descartado e o sobrenadante acondicionado em baldo de separacdo. Para a coleta dos
acidos esterificados foi adicionando éter etilico (2x) naquelas amostras e, ap6s completa
separacdo das fases, a fracao etérea foi seca em rotaevaporador a 40°C.

As amostras foram ressuspendidas em 4% de metanol/acido acético (30/70, v/v),
filtradas em filtro de 0,45 um acoplado a uma seringa descartavel e analisados em
cromatégrafo liquido Shimadzu® (Téquio, Japdo), equipado com bomba LC-10AD,
injetor Rheodine®, detector UV-VIS SPD-10A, médulo de comunicagdo CBM-101.
Uma coluna (C18) de fase reversa Shimpack® CLC-ODS (M) (250 mm x 4,6 mm, 5
um) foi utilizada a temperatura de 30°C, juntamente com uma pré-coluna (10 x 4,6 mm)
equivalente. A separacdo dos acidos p-cumérico e feralico foi realizada com
metanol/acido acético (30/70, v/v). A fase movel utilizada para o AMC foi
metanol/acido acético 4% (60/70, v/v). O fluxo foi de 0,8 mL min™, modo isocrético. A

absorcdo foi mensurada a 322 nm para o acido ferdlico e 309 nm para os &cidos p-
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cumarico e p-metoxicindmico. A quantificacdo dos acidos foi realizada de acordo com
curva paddo correspondente para cada composto. Os valores foram expressos em pg g™
de biomassa seca para os 4cidos ferdlico e p-cumarico e mg g™* de biomassa seca para o
AMC.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O crescimento e o desenvolvimento vegetal sdo significativamente influenciados
pela presenca de aleloquimicos (WEIR et al., 2004), principalmente em estadios
juvenis. A inibicdo do comprimento e das biomassas fresca e seca das raizes pode
confirmar a vulnerabilidade das plantas & acdo de um agente alelopatico. Em estudos
anteriores, foi demonstrado que as concentracbes de AMC necessarias para inibir o
crescimento longitudinal das raizes de E. heterophylla em 50 (150) e 80% (180) foram,
respectivamente, 47,67 ¢ 190 uM. Neste trabalho, as mesmas doses foram utilizadas
para avaliar o efeito deste aleloquimico na atividade da PAL, teor de lignina e seus
mondmeros, concentracdo dos &cidos ferulico, cumario e AMC, além da peroxidase
ligada a parede celular.

Como pode ser observado na Figura 1, a 180 estimulou a atividade da PAL em
aproximadamente 81% (115,13 + 12,0 nmol t-cinamato h™> mg™ proteina), enquanto que
nenhuma alteragéo foi encontrada no tratamento 150, comparado ao controle. Os efeitos
na atividade da PAL causados pela presenca de aleloquimicos parecem ser
contraditérios, pois ora estimulam (dos SANTOS et al., 2004), ora inibem (BUBNA et
al., 2011; FERRO et al., 2015) ou mesmo nédo afetam sua atividade (SHAN & BLUM,
1987). Por esses motivos, alguns autores defendem que o impacto da PAL na
biossintese de lignina pode ndo ser crucial (ANTEROLA, 2002). No entanto, no
presente estudo, a concentracdo do AMC que reduziu o crescimento longitudinal das
raizes em 80% e aumentou a atividade da PAL também incrementou o teor de lignina
em 11%, (108,83 + 1,77 mg g™ parede celular, Figura 2), sugerindo uma possivel
relacdo direta entre a atividade da PAL e o polimero. Em contrapartida, a exposi¢cdo das
plantas de E. heterophylla ao AMC ndo resultou em alteracbes significativas na

composi¢do monomérica da lignina das raizes (Figura 3).
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Figura 1. Atividade da enzima fenilalanina amonia-liase (PAL) de raizes de E.
heterophylla tratadas com &cido p-metoxicindmico (AMC). 150 = 47,67 uM; 180 = 190
KUM. Médias (n = 6 + erro padrdo da média) seguidas de mesma letra ndo diferem entre
si pelo teste t a 5% de probabilidade.

E estabelecido, desde ha muito tempo, que a lignina é formada principalmente
pelos mondémeros p-hidroxifenil (H), guaiacil (G) e siringil (S) cujas concentracfes
variam de acordo com a espécie vegetal, com o tecido e com a localizagdo na parede
celular. Todavia, a essas unidades principais, mondmeros nao convencionais podem ser
formados a partir de p-cumarato, acetatato de sinapil, alcoois hidroxicinamil acetilados,
p-hidroxibenzoatos, alcodis diidroxiconiferil e ferulatos, que, por sua vez, sao
polimerizados a lignina (SEDEROFF et al., 1999; VANHOLME et al., 2012). Além
disso, dependendo das condices, as plantas simplesmente requerem um polimero com
propriedades especificas e sua composicdo usual (H, G, S) torna-se irrelevante (RALPH
et al., 1997). Com base nesses argumentos e nos resultados obtidos, € possivel sugerir
que o AMC tenha interferido na via dos fenilpropanoides, ativando a PAL e a
polimerizagcdo de outros compostos, que resultou no aumento do teor de lignina. Para
confirmar esta suposi¢do, a atividade da POD ligada a parede celular mais a
concentracdo do AMC, &cido ferllico e &cido p-cumérico foram determinados nas

plantas de E. heterophylla expostas ao aleloquimico.
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Figura 2. Teor de lignina de raizes de E. heterophylla tratadas com &cido p-
metoxicindmico (AMC). 150 = 47,67 pM; 180 = 190 puM. Médias (n = 4 + erro padréo
da média) seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste t a 5% de
probabilidade.
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Figura 3. Composi¢cdo monomerica da lignina de raizes de E. heterophylla tratadas com
0 4&cido p-metoxicinamico (AMC). 150= 47,67 uM; 180 = 190 pM. H: p-
hidroxibelzaldeido, G: guaiacil e S: siringil. Médias (n = 5 + erro padrdo da média)
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste t a 5% de probabilidade.

Pode ser observado na Figura 4 que a atividade da POD, tanto em 150 quanto 180
apresentou aumento significativo em relagdo as plantas controle, com valores duas
vezes maiores que estas (171,00 + 10,9 pmol de tetraguaiacol min™ mg™de proteina).
POD sao enzimas oxirredutoras que podem estar ligadas ionicamente a parede celular e
participam da etapa final da sintese de lignina, convertendo cinamil alcoois e outros
compostos fenolicos a radicais fendxidos, utilizando como substrato H,O,. Estes

radicais formados se polimerizam, gerando complexas ligagcdes entre proteinas, ligninas
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e polissacarideos (ALMAGRO et al., 2009). A andlise de POD ligadas a parede € uma
variavel comum nos estudos dos efeitos de aleloquimicos no processo de lignificacao
das plantas (ZANARDO et al., 2009; BUBNA et al., 2011; SIQUEIRA-SOARES et al.,
2013). Em alguns destes estudos, a ativacdo de enzimas da via dos fenilpropanoides,
como POD e PAL, pode estar associada a um incremento no teor de lignina, que
tornaria a parede celular mais rigida e, desta forma, inibiria o crescimento das raizes
(dos SANTOS et al., 2004; SOARES et al., 2012). No presente estudo, o AMC na 180
ativou a PAL, a POD e alterou o conteudo de total de lignina e, embora ndo tenham sido
observadas alteracbes da PAL e do teor de lignina, o tratamento 150 afetou
significativamente a atividade da POD. Isto sugere uma possivel interferéncia do AMC
no processo de lignificagcdo, ou mesmo, na composicdo da parede celular das raizes de

E. heterophylla.
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Figura 4. Atividade da peroxidase (POD) ligada a parede celular de raizes de E.
heterophylla tratadas com o &cido p-metoxicindmico (AMC). 150 = 47,67 puM; 180 =
190 uM. Médias (n = 4 + erro padrdo da média) seguidas de mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste t a 5% de probabilidade.

A parede celular é composta principalmente por celulose, hemiceluloses, lignina,
pectina, proteinas e compostos aromaticos (MATIAS et al., 2014). Ela d& forma as
células, confere resisténcia mecanica aos tecidos, controla a expansao celular, atua sobre
0 transporte intercelular e participa de processos de sinalizagdo, reconhecimento e
protecdo contra patdgenos. Os polimeros formadores da parede celular constituem
basicamente trés dominios (celulose-hemicelulose, pectinas e proteinas) com funcoes
distintas. O dominio celulose-hemicelulose determina a forma celular, enquanto que o

dominio péctico a porosidade da parede. As proteinas tém papel estrutural e enzimatico.
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Sintetizado na via dos fenilpropanoides, o &cido ferdlico (AF) € um acido
fendlico que desempenha importantes fungdes fisiologicas. No interior da parede
celular, ele é habil por acoplar oxidativamente com outras moléculas de AF, com seus
derivados, com a lignina e com proteinas estruturais (CARPITA et al. 2001; MATIAS
et al. 2014). O grupo carboxilico localizado na extremidade de sua cadeia propenil
prové a habilidade de esterificar hemiceluloses. Dessa forma, o AF pode se ligar
covalentemente a lignina e as proteinas da parede celular por ligagdes do tipo éter e com
os polissacarideos por ligagdes do tipo ester, atuando como um conector universal entre
polimeros da parede celular. Portanto, o AF desempenha um papel chave na cessagdo do
crescimento celular, ancorando a lignina nos polissacarideos da parede (MATIAS et al.
2014). Devido a similaridade estrutural com o AF, supomos que 0 AMC possa também
realizar ligacGes cruzadas entre polimeros da parede celular e limitar o crescimento das
plantas. Para verificar a possivel incorporacdo do AMC na parede celular vegetal, foi
realizada a hidrolise alcalina da parede celular com sua posterior identificacdo e
quantificacdo cromatografica. A quantificagdo de AF e acido p-cumarico também foi
realizada.

O AMC ndo foi identificado no hidrolisado de parede celular de raizes de plantas
controle. Porém, o AMC foi encontrado em parede celular de raizes de plantas de E.
heterophylla expostas a este aleloquimico (Fig. 5). A quantidade de AMC no 150
totaliza 0,56 + 0,03 mg g™ de biomassa e para 180, 1,11 + 0,05 mg g™ de biomassa, ou
seja, a deposicdo do acido ocorreu de forma crescente com o aumento da concentracdo
do aleloquimico. Assim, o AMC aplicado exogenamente parece ser absorvido pelas
raizes e esterificado a parede celular.
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Figura 5. Teor de acido p-metoxicindmico (AMC) esterificado a parede celular de raizes
de E. heterophylla expostas ao aleloquimico (150 = 47,67 uM; 180 = 190 uM). Médias
(n =4 * erro padrdo da média) seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste t
a 5% de probabilidade.

Dentre os compostos aromaticos, o0 AF e o AC desempenham um papel
fundamental na arquitetura da parede celular. Também denominados de lignina ndo
core, sdo compostos de baixo peso molecular liberados da parede por simples hidrdlise,
ao contrario das unidades H, G e S que sdo altamente resistentes a degradacdo quimica.
A deposicdo de AF e AC tem sido relacionada com a diminuicdo do crescimento
vegetal. A enlongacgdo de internddios de arroz irrigado é cessada ap6s um aumento na
deposicdo destes acidos esterificados a parede (AZUMA et al., 2005). Além disso, o
tratamento com AF em plantulas de soja e milho interrompe o crescimento longitudinal
das raizes e aumenta o teor total de lignina (dos SANTOS et al., 2008; FERRO et al.,
2015). Com base nessas referéncias, foi avaliada a concentragdo de AF e AC, tratadas
ou ndo com 0 AMC, e os resultados apresentados na Figura 6.

O tratamento com o AMC nas raizes de E. heterophylla promoveu um aumento
da concentracdo do &cido ferulico, aproximadamente 2x maior no 150 e 180 comparado
as plantas controle (49,57 + 7,30 ug g™ biomassa seca) (Figura 6). No entanto, ndo
diferiram estatisticamente entre si os tratamentos 150 e 180. Para o0 &cido p-cumarico, o
maior acimulo ocorreu no 150 (24,89 + 0,15 pg gbiomassa seca) seguido pelo 180

(17,45 + 0,99 pg g 'biomassa seca).
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Figura 6. Teor do acido ferulico (A) e acido p-cumarico (B) esterificado na parede
celular de raizes de E. heterophylla tratadas com &cido p-metoxicinamico (AMC). 150 =
47,67 uM; 180 = 190 uM. Médias (n = 4 + erro padrdo da média) seguidas de mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste t & 5% de probabilidade.

O aumento da concentracdo de AF e AC pode estar relacionado com a ativagédo
da POD ligada a parede celular observada nas raizes das plantas tratadas com o AMC.
Esta enzima tem a habilidade de converter compostos fendlicos aos radicais fenoxidos,
que, por sua vez, sdo polimerizados a lignina e/ou polissacarideos, enrrijecendo a parede
celular. Pode-se sugerir, também, que este mesmo processo tenha ocorrido para a
incorporacdo do AMC na parede celular, ou seja, houve participacdo direta das PODs
no processo de esterificacdo tanto do AF e AC quanto do AMC junto a parede.

Com base nos resultados obtidos, a parede celular das raizes de E. heterophylla
pode representar um dos possiveis sitios de acdo do AMC. Apesar do aumento no teor
total de lignina e atividade da PAL serem observadas apenas para o 180, 0s principais
constituintes da lignina, os mondmeros H, G e S ndo foram afetados pelos tratamentos
com o AMC em nenhuma das concentracGes testadas. No entanto, houve acumulo de
AF e AC gue podem estar ligados a lignina e aos polissacarideos da parede. Foi possivel
observar também, que o préprio AMC ¢ incorporado a parede celular e passa a ser um
constituinte estrutural da célula vegetal. A ativacdo da POD e o incremento dos teores
de AF, AC mais a deposicdo do AMC sugerem a participacdo desta enzima no processo
de esterificacdo destes compostos na parede. Juntos, todos estes fatores podem ter

contribuido para a diminuicao do crescimento das raizes.
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4. CONCLUSOES

O processo de lignificacdo das raizes de Euphorbia heterophylla foi afetado pela
presenca do AMC. A esterificacdo de AMC, somada ao acumulo de AF e AC, que
compde a lignina ndo core, pode ter alterado a flexibilidade da parede celular e
contribuido para a reducdo do crescimento radicular das plantas. A incorporacdo do
AMC na parede celular também sugere que este composto esteja estabelecendo ligacdes
cruzadas entre os polimeros da parede. O incremento na atividade da POD, por sua vez,
sugere que esta enzima esta envolvida na reacédo de esterificacdo de AF, AC e AMC na
parede. A concentragdo dos mondmeros H, G e S ndo foi alterada pelo tratamento com o

aleloquimico.
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Respiracdo e atividade de enzimas antioxidantes em raizes de Euphorbia heterophylla

na presenca do acido p-metoxicindmico

RESUMO

O efeito alelopatico do acido p-metoxicindmico (AMC) foi testado na atividade
respiratoria de apices radiculares isolados, na atividade das enzimas catalase, peroxidase
e superoxido dismutase, e também no teor de peréxido de hidrogénio em raizes de
Euphorbia heterophylla. Plantulas de 5 dias foram cultivadas em sistema hidroponico
durante 48 h em sala de crescimento com fotoperiodo de 14 h e temperatura de 30°C dia
/ 22°C noite. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente ao acaso com 3
tratamentos com 4 repeticdes. Os tratamentos foram: 47,67 uM, 190 pM que
correspondem as concentragdes de inibicdo de crescimento radicular de 50 e 80%,
repectivamente, mais o tratamento controle sem o acido. AMC promoveu um
incremento da respiracdo extramitocondrial, favoreceu o acUmulo de perdéxido de
hidrogénio e ativou enzimas do metabolismo antioxidativo. A relacdo ATP/ADP foi
siginificativamente reduzida em todos os tratamentos testados. Os resultados permitem
concluir que o AMC promoveu um desequilibrio no metabolismo normal das raizes de
E. heterophylla provocando um estresse oxidativo e reduziu a carga energética celular.

Palavras-chave: Consumo de oxigénio. Planta daninha. Alelopatia. Catalase.

Peroxidase.
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Respiratory and antioxidant enzymes activity of Euphorbia heterophylla roots exposed

to p-methoxycinnamic acid

ABSTRACT

The allelopathic effect of p-methoxycinnamic acid (MCA) was tested on respiratory
activity of root tips, catalase, peroxidase and superoxide dismutase antioxidant enzymes
activity, and hydrogen peroxide content of Euphorbia heterophylla roots. Five-day-old
seedlings were cultivated in nutrient solution for 48 h in a growth chamber, photoperiod
of 14 h and 30 °C light/22 °C dark. The experimental design was a completely
randomized design, 3 treatments with at least 4 replicates each. The treatments were
47.67 uM, 190 pM, corresponding inhibition concentrations of root growth at 50 and
80%, respectively, plus the control treatment without acid. Root apex respiratory was
also affected by MCA. The allelochemical increased the extramitochondrial respiration,
induced the hydrogen peroxide accumulation and activated enzymes of antioxidative
metabolism. ATP/ADP rate was reduced in all treatment tested. These results indicate
that MCA has caused an imbalance on the normal metabolism of E. heterophylla roots
leading to oxidative stress and reduction on energy charge of this plants.

Keywords: Oxygen consumption. Weed. Allelopathy. Catalase. Peroxidase.
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1. INTRODUCAO

O estresse oxidativo pode ser definido como um estado fisioldgico em que a
perda de elétrons excede 0 seu ganho, e sdo geradas espécies reativas de oxigénio
(EROs) que causam danos oxidativos aos componentes celulares (DEMIDCHIK, 2015).
Dentre as véarias formas de EROs encontradas nos sistemas bioldgicos, o oxigénio
singlete *O,, o radical hidroxil (OH), o peréxido de hidrogénio (H.0,), o radical
superéxido (O,") e o 6xido nitrico (NO’) representam os principais componentes que
induzem ao estresse oxidativo (APEL & HIRT, 2004). As injarias causadas sao
rapidamente desencadeadas e podem afetar proteinas, lipideos, carboidratos e acidos
nucleicos, promovendo, em ultima instancia, a morte celular (GILL & TUTEJA, 2010).

As EROs sdo formadas naturalmente nos peroxissomos ou durante a fotossintese
e respiracdo, mais precisamente proéximo as cadeias transportadoras de elétrons dos
tilacoides e mitocdndrias. Em condicgdes fisioldgicas estaveis, as EROs sintetizadas sdo
mitigadas por um aparato antioxidativo que inclui moléculas como glutationa reduzida,
carotenoides, acido ascorbico e tocoferois e, também, um conjunto de enzimas que
compreende a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidases (POD),
glutationa redutase (GR) e dehidroascorbato redutase (DHAR) (GILL & TUTEJA,
2010). No entanto, diversos fatores ambientais podem desfazer este equilibrio entre
producdo e remocdo de EROSs, elevando rapidamente os niveis celulares desses
compostos.

Dentre os fatores externos que alteram o estado redox dos vegetais e induz ao
estresse oxidativo, estd o estresse causado por aleloquimicos (CRUZ-ORTEGA et al.,
2007). O monoterpeno a-pineno, por exemplo, induziu o estresse oxidativo em plantulas
de milho e soja por meio da acdo direta no metabolismo mitocondrial (ABRAHIM et
al., 2003; ISHII-IWAMOTO et al., 2006). O a-pineno parece atuar como desacoplador
do transporte de elétrons para a sintese de ATP, diminuindo o potencial da membrana,
além de inibir a rota da oxidase alternativa (ABRAHIM et al., 2003). Em conformidade
com estes resultados, em raizes primarias intactas, diferentes aleloquimicos
promoveram o estresse oxidativo dado o estimulo da respiracéo insensivel ao KCN e
aumento na atividade da CAT, POD, GR e lipoxigenase (LOX) (PERGO & ISHII-
IWAMOTO, 2011). N&o apenas aleloquimicos isolados, mas também extratos vegetais
com potencial alelopatico, induzem ao estresse oxidativo. RECH et al. (2015)

observaram que, em plantulas tratadas com extrato de Croton argentus, houve aumento
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da atividade de enzimas antioxidativas e da peroxidacao lipidica. Somado a isso, 0s
autores constataram inibicdo da sintese de ATP mitocondrial com descréscimo na
producdo de malato e succinato (RECH et al., 2015). A inducdo do estresse oxidativo
tem sido sugerida como um dos mecanismos de acdo dos aleloquimicos (LARA-
NUNEZ et al., 2006; PERGO et al., 2008; CINIGLIA et al., 2015).

Compreender o0 modo de agdo dos aleloquimicos pode contribuir com a
agricultura moderna, sendo fundamental para o manejo de plantas daninhas que
apresentam casos de resisténcia aos herbicidas, além de reduzir os danos ambientais e a
salde humana associados ao uso continuo destes quimicos. Euphorbia heterophylla L. é
uma planta daninha conhecida popularmente no Brasil como leiteira ou amendoim
bravo. Estéa presente em mais de 25% das lavouras de soja do pais e representa uma das
principais espécies infestante da cultura (FAO, 2015). A descoberta de quimicos
naturais com efeito alelopatico e do seu mecanismo de acdo pode contribuir para a
formulacdo de um novo bioherbicida e, desta forma, auxiliar no manejo dos sistemas
agricolas mundiais.

Mediante 0 exposto acima, o objetivo deste trabalho foi investigar a acéo
alelopatica do acido p-metoxicindmico (AMC) sobre Euphorbia heterophylla, avaliando
as possiveis alteracbes na atividade respiratoria de apices radiculares isolados, no
conteido de H,O; e nas atividades de enzimas antioxidantes.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Cultivo e tratamento das plantas de Euphorbia heterophylla

Ensaios de dose-resposta foram conduzidos com plantulas de E. heterophylla
para determinar as concentracdes de AMC necessérias para inibir o crescimento
radicular em 50% (150) e 80% (180), concentragOes estas utilizadas em todos o0s
experimentos deste estudo. Para obtencdo das plantulas, sementes de E. heterophylla
foram colocadas para germinar e, apés 5 dias, as plantulas foram transferidas para um
sistema hidroponico contendo solucdo nutritiva pH 6,0 (DONG et al., 2006). Os
tratamentos foram adicionados a solucéo nutritiva, sendo eles 47,67 uM (150) e 190 uM
(180) de AMC, mais o controle (auséncia do aleloquimico). Os recipientes contendo as
plantulas foram acondicionados em sala de cultivo, onde permaneceram por 48 h sob
fotoperiodo de 14 h e temperatura de 30°C £ 2°C durante o dia e 22°C + 2°C durante a

noite. Foram utilizadas 4 repeticOes por tratamento.
2.2 Avaliacdo do consumo de oxigénio dos apices radiculares

O consumo de oxigénio dos apices radiculares de E. heterophylla foi mensurado
polarograficamente a 25°C por um eletrodo tipo Clark posicionado numa camara de
acrilico. Aproximadamente 10 mg de apices radiculares foram adicionados a camara de
acrilico contendo 2 mL de solucdo nutritiva (pH 5,8) composta por Ca(NO3), 2 mM,
KNO3; 2 mM, NH,CI 0,43 mM, MgSQO, 0,75 e NaH,PO,4 20 mM (COPELAND, 1992).
Para estimar as contribui¢Ges individuais da citocromo oxidase mitocondrial (KCN
sensivel), da oxidase alternativa e das oxidases extra mitocondriais (KCN insensivel)
para a respiracao total, cianeto de potassio (KCN) 200 uM e &cido salicil hidroxamico
(SHAM) 5,0 mM foram adicionados ao meio, respectivamente. O consumo de oxigénio
foi calculado a partir dos registros polarogréaficos, assumindo uma concentragdo inicial
de oxigénio de 240 pM. Os resultados foram expressos em nmol de O, consumido min™

g™ de peso fresco.
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2.3 Atividade da peroxidase soluvel (EC 1.11.1.7)

A atividade da POD foi determinada pelo método de oxidacdo do guaiacol ( dos
SANTOS et al., 2004). Raizes frescas foram pesadas (0,5 g) e maceradas em gral gelado
contendo 5 mL tampao fosfato 67 mM (pH 7,0) e 0,1 g de PVP (p/v). O homogeneizado
foi centrifugado (3300 rpm por 5 min & 4°C) e o sobrenadante coletado para andlise
enzimatica e determinagdo do contetdo de proteinas. A atividade da POD foi
determinada em meio de reagdo (1,5 mL) contendo tampdo fosfato (pH 6,8) 25 mM,
guaiacol 2,56 mM e H,O, 10 mM. A reacdo foi iniciada adicionando-se o extrato
enzimatico ao meio reativo. A oxidagao do guaiacol foi seguida por 5 min a 470 nm em
espectrofotdmetro e a atividade da enzima calculada pelo coeficiente de extingdo (25,5
mM™ cm™) do tetraguaiacol. A atividade da POD foi expressa em pmol de tetraguaiacol

min™ mg' de proteina.

2.4 Extracdo genérica para determinacdo da atividade da superoxido dismutase e

catalase

Raizes frescas foram pesadas em balanca digital e maceradas em nitrogénio
liquido. Adicionou-se tampao fosfato 100 mM (pH 7,5) contendo EDTA 1,0 mM, DTT
3,0 mM e 4% de PVP (p/v) em um volume de 1,5 mL vezes o peso de raiz. O
homogeneizado foi centrifugado a 1000 rpm por 30 min a 4°C e o sobrenadante

coletado e armazenado em freezer & -80°C até analise (AZEVEDO et al., 1998).

2.5 Atividade da superdxido dismutase (EC 1.15.1.1)

A atividade da SOD foi determinada pelo metodo fotoquimico do azul de nitro-
tetrazolio (NBT) (GIANNOPOLITIS, 1977). O meio de reacdo continha tampdo fosfato
50 mM (pH 7,8), NBT 75 uM, riboflavina 4 uM, metionina 13 uM, EDTA 1,0 mM,
além do extrato enziméatico. O meio de reacdo foi incubado sob luz fluorescente (56
pumol m? s™) por 10 min. A fotoreducdo do NBT (formagdo do formazan) foi
mensurada espectrofotometricamente a 560 nm. Uma unidade de atividade da SOD foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para inibir 50% da reducdo do NBT.
A atividade da superéxido dismutase foi expressa em unidade (U) de SOD min? mg™ de

proteina.
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2.6 Atividade da catalase (EC 1.11.1.6)

A atividade da catalase (CAT) foi determinada por método espectrofotométrico
(TAMANKOVA et al., 2006). O meio de reacdo continha tamp&o fosfato 60 mM (pH
7,4) e H,0, 60 mM. A reacdo foi iniciada adicionando-se 0,1 mL do extrato enzimatico.
A mistura foi incubada por 4 min a 37°C e a reacdo paralisada pela adicdo de molibdato
de amonio (32,4 mM). A absorbancia das amostras foi determinada em 405 nm e a
atividade da enzima calculada pelo coeficiente de extincdo 0,0655 mM™ cm™. A

atividade da CAT foi expressa em pumoles de H,0; min™ mg™ de proteina.

2.7 Determinacdo de proteinas

Os teores de proteinas nos extratos enzimaticos foram determinados de acordo
com Bradford (1976), utilizando albumina bovina como padrao.

2.8 Determinacdo da concentracdo de H,0,

Raizes frescas foram pesadas (0.5 g) e maceradas em gral gelado contendo 1,5
mL de acido tricloroacético (TCA) 0,1%. O homogeneizado foi centrifugado a 3000
rpm por 20 min. Em seguida, o sobrenadante foi coletado e armazenado em freezer até
analise. O meio de reacdo continha tampao fosfato 10 mM (pH 7,0) e iodeto de potassio
(K1) 5,0 M. A reacgdo foi iniciada adicionando-se 0,5 mL do extrato de raizes. Apos 1
min, foi determinada a absorbancia da amostra em espectrofotbmetro a 390 nm
(SERGIEV et al.,, 1997). A concentracdo de perdxido de hidrogénio (H,O,) foi
calculada pelo coeficiente de extingdo 6,159 mM “cm, sendo expressa em umol g* de

massa fresca.
2.9 Determinacdo da relacdo ATP/ADP

Raizes frescas foram pesadas em balanca digital e maceradas com HCIO4 0,6 M
em um volume de 5,0 mL vezes o peso de raiz. O homogeneizado foi centrifugado a

5000 rpm por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi coletado e neutralizado a pH 6,5-6,8

com KOH 1 M. A mistura neutralizada foi colocada em banho de gelo por 30 min. Apds
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este tempo, foi efetuada a filtragem em papel filtro para remocéo do perclorato de
potéssio (LIU et al., 2005).

As amostras foram novamente filtradas em filtro de 0,45 pum acoplado a uma
seringa descartavel e analisados em cromatégrafo liquido Shimadzu® (Téquio, Japéo),
equipado com bomba LC-10AD, injetor Rheodine®, detector UV-VIS SPD-10A,
médulo de comunicagdo CBM-101. Uma coluna (C18) de fase reversa Shimpack®
CLC-ODS (M) (250 mm x 4,6 mm, 5 um) foi utilizada a temperatura de 30°C,
juntamente com uma pré-coluna (10 x 4,6 mm) equivalente. A eluicdo das amostras foi
realizada com um gradiente linear gerado com os solventes A (tampéo fosfato 44 mM,
pH 6,0) e B (tampdo fosfato 44 mM mais metanol (1:1-v/v)), sob um fluxo de 0,8 mL
min? (COLTURATO et al., 2012). O gradiente foi programado para alternar a
proporcédo do solvente B, em relacdo ao solvente A, da seguinte maneira: 0,01 a 2,5 min
— B aumentando de 0 a 0,5%; 2,501 a 5,0 min — B aumentando de 0,5 a 3%; 5,01 a 7,0
min — B aumentando de 3 a 5%; 7,01 a 8,0 min — B aumentando de 5 a 12%; 8,01 a 10
min — B aumentando de 12 a 15%; 10,01 a 15 min — B aumentando de 15 a 28%; 15,01
a 22 min — B diminuindo a 0%; 22,01 a 30,0 min — 100% de A. Apds este tempo, 0
equipamento foi programado para retornar as propor¢des iniciais dos solventes. A
leitura das amostras foi feita a 254 nm e a identificacdo dos picos obtida por
comparacdo com 0s tempos de retencdo pela injecdo de padrdoes ATP e ADP sob
mesmas condi¢cdes experimentais. A concentracdo de cada composto foi realizada de

acordo com curva padrdo correspondente.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A acdo fitotoxica de muitos aleloquimicos afeta direta ou indiretamente varios
processos fisioldgicos essenciais para as plantas. Dentre eles esta a respiracao, processo
crucial do metabolismo energético celular. A respiracdo pode ser medida ap6s o
isolamento mitocondrial ou determinada em tecidos intactos, como &pices radiculares
(ISHII-IWAMOTO et al., 2012). No presente estudo, avaliamos a atividade respiratoria
de éapices radiculares de plantas de Euphorbia heterophylla expostas ao AMC e 0s
resultados foram representados na Figura 1.

A taxa de consumo total de oxigénio, medida na auséncia dos inibidores SHAM
e KCN no meio de reagéo, foi elevada em 20 e 47% nas plantas tratadas com as doses
150 e 180 de AMC, respectivamente. A respiracdo insensivel ao KCN, que representa a
respiracdo via oxidase alternativa somada a atividade das oxidases extramitocondriais,
também foi aumentada de forma dose-dependente pelos tratamentos com AMC. Por
outro lado, um decréscimo na respiracdo sensivel ao KCN, que representa a
contribuicdo da citocromo oxidase para a respiracdo total, foi observado apenas no
tratamento 180. A respiracdo sensivel ao SHAM ndo foi afetada pelos tratamentos
analisados.

Os resultados demonstraram que a fosforilagdo oxidativa mitocondrial foi
reduzida no tratamento 180, como indicado pelo baixo valor da respiracdo sensivel ao
KCN. Este fato pode estar associado com uma diminuicdo da demanda por ATP,
provocada pela presenca do AMC, uma consequéncia do desequilibrio do metabolismo
energético das plantas de E. heterophylla, assim como de outros processos metabolicos,
que acabou reduzindo o crescimento das plantas. AlteracGes na atividade respiratoria de
raizes de plantas daninhas expostas a uma variedade de aleloquimicos também foram
observadas por outros autores (PERGO & ISHII-IWAMOTO, 2011).
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Figura 1. Atividade respiratdria dos apices radiculares de plantas de E. heterophylla
tratadas com acido p-metoxicinamico (AMC). 150 = 47,67 uM; 180 = 190 uM. Médias
(n =5 + erro padrdo da média) seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste t
a 5% de probabilidade. Respiracdo total: taxa de consumo de oxigénio na auséncia de
inibidores; Respiracdo KCN sensivel: diferenga entre o consumo total de oxigénio e a
respiracdo insensivel ao KCN. Respiracdo SHAM sensivel: diferenca entre 0 consumo
total de oxigénio e a respiracdo SHAM insensivel.

O aumento da respiracdo KCN insensivel ocorre quando o oxigénio é convertido
em superdxido e peroxido de hidrogénio, ou ainda é utilizado pela oxidase alternativa
mitocondrial e outras oxidases citosolicas ou ligadas @ membrana. Como a respiracdo
sensivel ao inibidor SHAM néo diferiu entre os tratamentos (Figura 1), o consumo de
oxigénio insensivel ao KCN, observado para 150 e 180, sugere a atividade daquelas
oxidases nas plantas tratadas. Para confirmar esta hipdtese, foi determinada a atividade
de algumas relacionadas ao estresse oxidativo.

As concentracbes do AMC, que inibem o crescimento das raizes de E.
heterophylla, aumentaram significativamente a atividade da enzima peroxidase (POD)
(Figura 2) em 153% e 38% para 150 e 180, respectivamente, comparadas ao controle
(8,03 + 0,22 pmol min® mg™ de proteina). Somado a isto, a atividade da enzima
catalase (CAT) tambem aumentou 11,5% para o 180 comparada ao controle (15,87 +
0,63 umol min® mg™ de proteina) (Figura 3). No entanto, nenhuma mudanca foi

observada para a atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) (Figura 4).
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Figura 2. Atividade da peroxidase (POD) soluvel de raizes de E. heterophylla expostas
ao acido p-metoxicindmico (AMC). 150 = 47,67 uM; 180 = 190 uM. Médias (n = 4 +
erro padrdo da média) seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste t a 5% de
probabilidade.
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Figura 3. Atividade da catalase (CAT) de raizes de E. heterophylla expostas ao acido p-
metoxicindmico (AMC). 150 = 47,67 pM; 180 = 190 puM. Médias (n = 4 + erro padrdo
da média) seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste t a 5% de
probabilidade.
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Figura 4. Atividade da superoxido dismutase (SOD) de raizes de E. heterophylla
expostas ao acido p-metoxicinamico (AMC). 150 = 47,67 uM; 180 = 190 uM. Médias (n
=4 + erro padrdo da média) seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste t &
5% de probabilidade.

POD, CAT e SOD séo enzimas reconhecidas como mantenedoras da homeostase
celular, trabalhando no combate as altas concentracdes de EROs (H,0; e O,"), que sdo
formados naturalmente durante processos vitais dos vegetais superiores. Alteracdes
nestas vias que geram ERQOs, como por exemplo a mitocondrial, assim como mudancas
do comportamento enzimatico antioxidativo, podem representar mecanismos que
fundamentam a fitotoxicidade de quimicos naturais presentes na germinacdo e/ou
crescimento inicial de alguma planta (ISHII-IWAMOTO et al., 2012). Pergo et al.
(2011) avaliaram os efeitos de alguns alelogquimicos no metabolismo energético e
enzimas relacionadas ao estresse antioxidativo na planta daninha Ipomoea triloba L. Os
autores concluiram que o aumento nas atividades da CAT, POD e lipoxigenase, assim
como, 0 aumento da respiracao insensivel ao KCN, podem ser o resultado da presenca
dos aleloquimicos durante a germinacéo e crescimento inicial da planta, que resultou em
aumento do estresse oxidativo. Em concordancias com estes resultados, Rech et al.
(2015) observaram que o efeito alelopatico do extrato de Croton argenteus esta
relacionado a inducdo do estresse oxidativo, dado pelo incremento nas atividades da
POD, CAT, SOD e GR. Além disso, o metabolismo energético das plantas tratadas
tambem foi afetado, com decréscimo na sintese de ATP, seguido por diminui¢do na
producdo de malato e succinato.

Estresses bidticos e abidticos podem aumentar a producdo de EROs e afetar

negativamente vérias fungdes celulares devido aos danos causados nos acidos nucleicos,
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na oxidacédo de proteinas e peroxidacdo lipidica. EROs incluem radicais livres como O’
~, OH", HO, e RO’ e também formas moleculares (ndo radicais) como o0 H.0, e *0,. A
quantificacdo dessas espécies é de fundamental importancia no estudo do estresse
oxidativo, principalmente para explicar o0 comportamento enzimatico antioxidativo.
Todavia, a alta reatividade e curto tempo de meia vida dificultam a analise dessas
substancias. O H,O, é uma ERO com reatividade moderada e seu tempo de meia vida é
relativamente longo (1 ms), que o torna uma das principais moléculas mensuradas em
casos de estresse. Neste sentido, foi determinada a concentracdo de H,O; nas raizes de
E. heterophylla expostas ou ndo ao AMC e os resultados estdo apresentados na Figura
5. Foi possivel notar um aumento significativo de 70% no teor de H,O, nas raizes

crescidas na presenca de AMC, quando comparado com o controle.
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Figura 5. Concentracdo de peroxido de hidrogénio (H2O,) em raizes de E. heterophylla
expostas ao acido p-metoxicinamico (AMC). 150 = 47,67 uM; 180 = 190 uM. Médias (n
=4 + erro padrdo da média) seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste t &
5% de probabilidade.

A reducdo univalente de O," ~ produz H,0; e, por isso, os sitios de producédo do
O, ~ também séo considerados centros de origem do H,0, (GILL & TUTEJA, 2010).
SOD ¢ a principal enzima avaliada em condi¢fes de estresse que promove a sintese de
O,", pois catalisa a conversdo de O, a H,0,. No presente estudo, apesar de ser
encontrado elevados niveis de H,0, nas raizes de E. heterophylla tratadas com o0 AMC,
ndo foram observadas alteracdes significativas na atividade da SOD. Este resultado
pode ser explicado pelo fato de existirem outras vias que também produzem H,O, em
condigdes de estresse como, por exemplo, a dismutacdo de O, /HO, -, realizado por
NADPH oxidases e heme-peroxidases Classe Ill, ambas enzimas encontradas no espago
extracelular (APEL & HIRT, 2004; DEMIDCHIK, 2015). Desta forma, o AMC pode
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alterar estas outras vias de sintese favorecendo o acumulo de H,O;, que, por sua vez,
pode difundir-se para o citoplasma e estimular a atividade das enzimas CAT e POD.

O balango entre as enzimas SOD, POD e CAT é crucial para suprimir o efeito
toxico dos niveis de EROs celular. N&o raro, uma enzima pode estar ativada enquanto a
outra permanece sem alteracdo (APEL & HIRT, 2004). Este pode ser o motivo pelo
qual foi possivel detectar diferencas na atividade enzimatica da POD e CAT nos
tratamentos analisados. A enzima POD esta mais ativa na 150, comparada ao 180,
enquanto que a CAT, nesta mesma concentracdo, ndo apresentou diferengas
significativas com as plantas controle (Figuras 2 e 3). J4, para a 180, a atividade da POD
é maior que o controle e menor que a 150, porém, houve ativacdo da CAT para a maior
concentracdo. Assim, a 180 requer ambas enzimas, POD e CAT, para minimizar 0s
efeitos deletérios da alta concentracdo de H,0,, enquanto que a 150 ativa apenas a POD.
Com base nestes resultados, o efeito fitotoxico do AMC pode ser devido, pelo menos
em parte, a inducdo do estresse oxidativo nas raizes de E. heterophylla, como indicado
pela alteracdo da atividade das enzimas POD e CAT. A ativagdo dessas enzimas, por
sua vez, representa um dos possiveis mecanismos de defesa diante da elevada
concentracdo de H,0..

Adenilatos (ATP, ADP e AMP) participam de vérias reacGes celulares e sdo
importantes reguladores de muitas reagcbes metabolicas. O nivel de forforilacdo destes
compostos indica o status energético celular e a razdo ATP/ADP pode ser utilizada para
este fim. A Figura 6 apresenta a razdo ATP/ADP das raizes de E. heterophylla expostas
ao AMC. Como pode ser observado, a razdo ATP/ADP diminuiu significativamente
com o aumento da concentragdo. Alteragcdes na razdo ATP/ADP podem ser o resultado
de uma alteracdo da cinética da ATPase ou oriundo de perturbacdes no equilibrio entre

sintese e demanda de ATP.
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Figura 6. Razdo ATP/ADP de raizes de E. heterophylla expostas ao é&cido p-
metoxicindmico (AMC). 150 = 47,67 pM; 180 = 190 puM. Médias (n = 4 + erro padréo
da média) seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste t a 5% de
probabilidade.

E importante ressaltar que o mecanismo de acdo de muitos quimicos naturais
que induzem o estresse oxidativo é ainda pouco conhecido. Apesar dos avangos no
mecanismo molecular, é dificil concluir se estes aleloquimicos sdo causa ou efeito da
producdo de EROs (SYTYKIEWICZ, 2011). No manejo integrado de plantas daninhas,
é comum a utilizacdo de herbicidas que causa a morte do vegetal, além de outros
fatores, pela inducdo do estresse oxidativo. Este fendbmeno é comum em herbicidas dos
grupos inibidores do fotossistema Il e I, e, também, nos herbicidas que inibem a sintese
de compostos antioxidantes, como o0s carotenoides. Desta forma, a selecdo de
alelogquimicos com acdo oxidativa que inibam o crescimento e desenvolvimento de

plantas daninhas pode contribuir para a formulagdo de um novo herbicida.
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4. CONCLUSAO

O AMC alterou a respiracdo normal dos apices radiculares da Euphorbia
heterophylla e, possivelemte, desencadeou um estresse oxidativo nas plantas. Estimulou
a respiracdo extramitocondrial em todos os tratamentos avaliados e inibiu a respiracdo
KCN sensivel, apenas para a maior concentracdo testada. Porém, a carga energética
celular, representada pela relagdo ATP/ADP, foi siginificativamente reduzida em todos
os tratamentos. O teor de H,O, foi incrementado, assim como as atividades das enzimas
POD e CAT. No entanto, ndo foram observadas diferencas significativas na atividade da
SOD.
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