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Resumo

As plantas sdo capazes de liberar substancias no ambiente que irdo
interferir no crescimento e desenvolvimento de plantas vizinhas. Este
fendmeno € conhecido como alelopatia. Nosso grupo de pesquisa identificou
0 &cido p-metoxicindmico (AMC) como um dos principais responsaveis pela
alelopatia do milheto, uma graminea muito utilizada em sistemas de cultivo
de soja no Brasil. Em estudos preliminares este composto mostrou forte
atividade herbicida sobre plantas de Euphorbia heterophylla. Neste trabalho,
avaliamos os efeitos do AMC sobre o crescimento de plantas de soja. A
incorporacdo de AMC na parede celular foi também avaliada. De modo
geral, nossos resultados mostraram que o AMC teve expressivo efeito
inibitério sobre o crescimento das plantas de soja, reduzindo
significativamente a viabilidade celular das raizes. A incorporacdo de AMC
na parede celular parece ter sido a causa primaria da inibicdo do
crescimento. Provavelmente, isso se deve a possibilidade de o AMC realizar
ligacBes cruzadas entre os componentes da parede celular de forma anéloga
ao acido ferulico, causando o enrijecimento desta estrutura.

Introducao

Pesquisadores tém procurado utilizar a alelopatia como uma
ferramenta aplicada a agricultura. Em um sistema de rotacdo de culturas os
restos vegetais que permanecem sobre o solo antecedendo o préximo
plantio podem liberar compostos que influenciam o estabelecimento da nova
cultura ou o aparecimento de plantas indesejaveis. Plantas indesejaveis
constituem o principal empecilho ao desenvolvimento de sistemas de
agricultura sustentavel. Isso porque essas plantas competem com as
culturas por agua e nutrientes, o que pode trazer prejuizos ao
desenvolvimento da cultura.

Nas ultimas décadas o controle das plantas indesejaveis tem sido
realizado com auxilio de herbicidas. No entanto, algumas espécies
desenvolveram resisténcia aos produtos quimicos comercializados para
esse fim. Por isso, muitos trabalhos em alelopatia visam identificar
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aleloguimicos com potencial para serem utilizados como herbicidas naturais.
Esses compostos devem afetar um processo bioquimico essencial para as
plantas e possuir um mecanismo de acao diferente daqueles dos produtos ja
comercializados. Alguns exemplos de herbicidas naturais sdo cinmetilina ,
um derivado do monoterpeno 1,4-cineole no qual um grupo benzil reduz a
sua volatilidade, e as tricetonas , grupo de herbicidas relacionados com o
aleloguimico leptospermona.

O milheto (Pennisetum glaucum) pertence a familia das gramineas,
sendo uma forrageira anual de verdo, com ciclos vegetativos curtos que
possibilitam sua utilizacdo no consércio de culturas. Alguns estudos
demonstraram os efeitos alelopaticos do milheto na emergéncia de plantas
daninhas tais como Euphorbia heterophylla, Urochloa plantaginea e
Urochloa brizantha (Rios et al., 2011). Entretanto, estudos sobre os efeitos
alelopaticos do milheto sobre plantas cultivadas tais como a soja e o milho
Sao escassos.

Nos ultimos anos, nosso grupo de pesquisa tem procurado investigar
a alelopatia do milheto sobre plantas de E. heterophylla. Em um trabalho
realizado recentemente o extrato aquoso de palhada de milheto mostrou
forte atividade inibitoria sobre o crescimento radicular de E. heterophylla
(Silva, 2013). Uma cuidadosa analise de ressonancia magnética nuclear
(RMN) revelou o acido p-metoxicinamico (AMC) como o principal
componente do extrato.

Dessa forma, neste trabalho avaliamos os efeitos do AMC sobre o
crescimento e viabilidade celular de raizes de plantas de soja. Devido a
similaridade estrutural com o acido ferulico (um importante componente da
parede celular), a possivel incorporacdo do AMC na parede celular com
consequente enrijecimento desta estrutura foi também avaliada.

Metodologia
Material Vegetal e Procedimentos Gerais

Sementes de soja, foram previamente desinfetadas em solucdo de
hipoclorito de sbédio 2% por 5 min. Em seguida, as sementes foram
distribuidas em folhas de papel Germitest CEL-060 umedecidas com agua
deionizada. Os rolos confeccionados foram acondicionados em camara
escura a 25°C por 3 dias. ApoOs esse periodo, plantulas uniformes foram
selecionadas e transferidas para recipientes de vidro contendo 350 mL de
solucéo nutritiva. Para evitar a deficiéncia de nutrientes a solucéo nutritiva foi
substituida a cada dois dias. Os tratamentos foram realizados no 10° e 12°
dias de cultivo pela adicdo de solucdo nutritiva contendo &cido p-
metoxicinamico (AMC) nas concentracées de 0, 50, 100 e 250 mg L™,

Analises de crescimento

No 14° dia de cultivo, as plantas foram retiradas do sistema
experimental e lavadas em agua deionizada. Em seguida, foram
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determinados os comprimentos de raizes e caules, bem como as biomassas
frescas de raizes, caules e folhas. A biomassa seca foi determinada apés a
desidratacéo dos tecidos em estufa a 60°C por 72 h.

Viabilidade celular

No 14° dia de cultivo, as raizes foram retiradas do sistema
experimental e acondicionadas em placa de Petri contendo
aproximadamente 15 mL de corante azul de Evans 0,25% por 15 min. Em
seguida, as raizes foram lavadas abundantemente em &gua destilada.
Entdo, as extremidades radiculares (aproximadamente 0,5 cm) foram
excisadas e colocadas em tubo eppendorf contendo 1 mL de
dimetilformamida para extragcdo do corante por 50 min. A absorbancia da
solucéo de dimetilformamida foi realizada em espectrofotometro a 600 nm.

Determinacdo do acido p-metoxicinamico (AMC) esterificado a parede
celular

Biomassa seca de raizes (0,05 g) foi macerada por 1 min com 2 mL
de metanol 50%. O extrato metandlico foi adicionado a tubos de ensaio e
acondicionados em banho-maria a 80°C por 90 min, sendo agitado o
conteado na metade do tempo. Em seguida, os tubos foram resfriados em
banho de gelo e centrifugados por 15 min a 3000 rmp, sendo reservado o
sobrenadante em frasco ambar. O pellet foi ressuspendido com 0,5 mL de
metanol 50%, os tubos agitados por 30 s e, entdo, centrifugados por 15 min,
sendo o0 sobrenadante combinado com anterior (este procedimento foi
realizado duas vezes). O precipitado foi acondicionado em estufa a 60°C até
secagem completa. Entdo, 2,5 mL de NaOH foram adicionados ao
precipitado e os tubos levado a banho-maria a 96°C por 2 h. Apds esse
tempo a reagdo de hidrdlise foi interrompida em banho de gelo. As amostras
foram acidificadas (pH 2,0) com 700 uL de HCI 5 M, centrifugadas por 15
min e o0 sobrenadante transferido para um funil de separagéo. Particdo foi
realizada duas vezes com 3,0 mL de éter etilico, sendo reservada a fase
organica. As amostras foram secas em evaporador rotativo.

Antes da analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
as amostras foram solubilizadas em 300 pL de metanol e 700 pL de acido
acético 4%. As amostras foram diluidas (2 vezes), filtradas e injetadas em
cromatodgrafo liqguido com detector UV. Foi utilizada uma coluna de fase
reversa (C18), sendo a fase mdvel uma solucdo de metanol 60% aplicada
com um fluxo de 0,8 mL min™ e coluna de 25 cm.

Resultados e Discussao

De modo geral, nossos dados revelaram que o AMC reduziu o
crescimento de raizes, caules e folhas de plantas de soja. O comprimento
das raizes foi reduzido em 25,30% e 27,53% nos tratamentos com 100 e 250
mg L™ respectivamente. A biomassa fresca das raizes foi mais severamente
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afetada, porém apenas com 50 (55,0%) e 100 mg L™ (39,67%) de AMC. O
AMC, na concentracdo de 250 mg L™, ndo afetou significativamente a
biomassa fresca das raizes. A biomassa seca das raizes foi reduzida
(50,0%) apenas no tratamento com 50 mg L™ de AMC. O comprimento do
caule foi reduzido em média em 23,4% em resposta aos tratamentos com
50, 100 e 250 mg L™ de AMC. Ja a biomassa fresca do caule foi reduzida de
modo dependente da concentracdo, sendo a maior inibicdo (38,16%)
observada com 250 mg LY. O AMC ndo afetou significativamente a
biomassa seca do caule, exceto por uma reducdo de 31,04% na
concentracdo de 50 mg L*. A area foliar também foi expressivamente
reduzida, apresentando reducdes de 22,31%, 38,93% e 56,29% com 50, 100
e 250 mg L™, respectivamente. As biomassas fresca e seca das folhas foram
reduzidas em meédia em 90,78% e 57,16%, independentemente da
concentragdo de AMC utlizada. O tratamento com AMC influenciou
negativamente a viabilidade das raizes de soja. Foram observados
aumentos de 313,51% e 255,52% na liberagéo do corante NBT a partir das
raizes das plantas tratadas com 100 e 250 mg L™ de AMC. Nossos dados
também revelaram que o AMC adicionado exogenamente foi prontamente
incorporado na parede celular de raizes de soja. Isso deve ter levado ao
aumento no numero de ligagdes cruzadas entre os componentes da parede
celular, com consequente enrijecimento da parede celular e inibicdo do
crescimento das plantas de soja.

Conclusbes

O AMC influenciou negativamente o crescimento e a viabilidade das
raizes de plantas soja. O AMC adicionado exogenamente foi prontamente
incorporado na parede celular de raizes de soja, sendo esta incorporacao
responsavel pela inibicdo de crescimento.
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