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Resumo:

O aumento da produtividade agricola deve-se a habilidade de controlar, de forma
eficiente, as plantas daninhas em conjunto com o uso de fertilizantes sintéticos. O
uso intensivo ou indiscriminado de um dado herbicida sobre uma populagdo tem
acarretado o desenvolvimento de bidtipos de plantas daninhas resistentes. Desta
forma, a procura por novas moléculas ativas € uma necessidade eminente. Neste
trabalho, avaliamos o potencial herbicida de um inibidor da enzima O-
acetilserina(tiol) liase (SBC), previamente selecionado por ferramentas de
bioinformética. Nas plantas, esta enzima catalisa a assimilacdo do sulfeto em
cisteina, aminoacido doador de enxofre para a sintese de todos os compostos que
contém este elemento. Inicialmente determinamos os efeitos do SBC sobre o
crescimento inicial de plantas de milho e, em um segundo momento, sobre o
conteudo de cisteina de raizes. Nossos dados revelaram uma reducdo acentuada do
comprimento e das biomassas fresca e seca de raizes de plantas de milho expostas
ao SBC. Também verificamos reducdo dos niveis de cisteina, demonstrando a
capacidade do SBC de inibir a enzima O-acetilserina(tiol) liase. Em conjunto, os
resultados obtidos sugerem que o SBC possui potencial para ser usado como futuro
herbicida.

Introducao

As plantas daninhas representam um dos principais empecilhos a producéo agricola,
pois competem com as culturas por recursos naturais como luz, 4gua, nutrientes e
espaco (Vargas e Roman, 2006). Segundo o Herbicide Resistance Action Committee
(HRAC), os herbicidas atuais podem afetar os processos luminosos, o0 metabolismo
celular ou o crescimento/diviséo celular.

O enxofre € um macronutriente vital. As plantas sdo capazes de captar e reduzir as
formas inorganicas do enxofre e assimila-lo em uma variedade de compostos
organicos. As plantas séo capazes de reduzir sulfato em uma via conhecida como
via de assimilacdo do sulfato, cujo produto final é a cisteina. A incorporacdo do
enxofre reduzido neste aminoacido € um passo central na assimilacdo do enxofre
inorganico. Em plantas, assim como em bactérias, a reacdo € catalisada pela O-
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acetilserina(tiol) liase (OAS-TL) ou cisteina sintase, e requer dois substratos: (1)
sulfeto livre, fornecido pela via de reducgao do sulfato, e (2) O-acetilserina (OAS), um
derivado ativado da serina que € metabolicamente usado apenas na sintese da
cisteina (Kredich, 1996; Hell et al., 2002; Hell, 2003).

Devido a importancia da OAS-TL para a sobrevivéncia das plantas, neste trabalho
nés avaliamos o potencial herbicida do SBC (um inibidor da OAS-TL previamente
selecionado através de ferramentas de bioinformatica) sobre plantas de milho.

Materiais e métodos

Sementes de milho (cv. IPR-164) foram sanitizadas com HCIO 2%, distribuidas em
papel Germitest umedecido e germinadas por 72 h a 25°C. Entdo, 25 plantulas
viaveis foram selecionadas e transferidas para recipientes contendo 200 mL de
solugao nutritiva contendo, ou nao, SBC (125-1000 pM). Os recipientes foram
mantidos em camara de germinacdo por 24-96 h a 25°C, fotoperiodo 12h/12h
(claro/escuro) e irradiancia de 300 pmols fétons m? s*. O comprimento e a
biomassa fresca foram determinados apos o periodo de incubacdo. A biomassa
seca foi mensurada apo6s desidratacdo dos tecidos em estufa a 70°C por 72 h. Os
teores de cisteina foram determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) apos derivatizacdo das amostras com bromobimane. Acetato de potéssio
100 mM (pH 5,5) e metanol a 25% foi utilizado como fase movel a um fluxo de
1 mL min™. Uma coluna de fase reversa (CLC-ODS; 250 x 4,6 mm, 5 um) foi usada
para a separacao. O tempo de corrida cromatografico foi de 50 min.

Resultados e Discussao

Nossos dados revelaram um efeito inibitério promovido pelo SBC no comprimento
das raizes (figura 1). Apos 24 h de exposi¢cdo ao SBC, uma reducdo meédia de 34%
foi observada sobre o comprimento das raizes, em comparagdo com o controle. A
reducdo do comprimento das raizes foi ainda mais evidente apos 48 h de exposicao
ao SBC, chegando a 56% na concentracao de 1000 uM. Maxima atividade inibitoria
foi observada ja no tempo de 72 h e 750 uM de SBC, chegando a 63%. Reducdes
de 71% e 68% foram observadas no comprimento das raizes apés tratamento das
plantulas com 750 e 1000 uM de SBC, respectivamente, por 96 h.

O SBC (125-1000 pM) reduziu, em meédia, 15% a biomassa fresca (figura 2A) das
raizes apds 24 h de exposicdo. Apds 48 h de tratamento, reducbes na biomassa
fresca foram observadas apenas com 750 (29%) e 1000 pM (24%) de SBC. No
tempo de 72 h, o efeito inibitério sobre a biomassa fresca foi dose dependente,
alcancando 45% com 750 e 1000 uM de SBC. A maior reducao na biomassa fresca
das raizes foi observada nos tratamentos com 750 (62%) e 1000 (61%) de SBC
apos 96 h de exposicao.

Na biomassa seca (figura 2B) o SBC apresentou padrdo inibitério semelhante ao
verificado para comprimento e biomassa fresca de raizes. Plantulas de milho
tratadas com 250-750 uM de SBC apresentaram biomassa seca 21% menor, em
meédia, do que plantulas controle. O efeito inibitorio foi ainda mais evidente com
exposi¢cées mais prolongadas ao SBC. Por exemplo, reducdes de até 56% foram
verificadas na biomassa seca apoés tratamento das plantulas com 750 uM por 96 h.
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Figura 1 — Efeitos do SBC sobre o comprimento de raizes de plantulas de milho.
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Figura 2 — Efeitos do SBC sobre (A) a biomassa fresca e (B) a biomassa seca de raizes de plantulas
de milho.

A curva padrdo de cisteina demonstrou relacdo linear satisfatoria entre as
concentracdes de cisteina utilizadas e as areas dos picos cromatograficos. Também
€ importante destacar que, por se tratar de deteccao por fluorescéncia, o método &
muito sensivel, permitindo a quantificagdo de cisteina em amostras que apresentam
baixas concentracdes deste aminoacido. A determinacéo do teor de cisteina foi feita
em raizes de milho tratadas ou ndo com SBC 750 uM. Houve diminui¢&o significativa
na quantidade de cisteina livre no tratamento em relacdo ao controle, demonstrando
inibicdo da enzima OAS-TL pelo SBC.

Tabela 1 — Determinacéo da cisteina em raizes de milho tratados ou ndo com SBC
750 UM por 72 h de incubacéo.

Parametro Controle SBC 750 uM

Area 374.836 + 19.918 325.017* +10.251

Médias* (N = 5 + EPM) significancia (p < 0,10) comparado ao controle (Teste t ndo-paramétrico).
Nossos dados sugerem que a reducao dos niveis de cisteina podem ter diminuido a
sintese de proteinas e, dessa forma, o desenvolvimento das plantulas. Além disso, o
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enxofre € elemento essencial para a sintese de coenzima A (Romero, 2014), que
possui importante papel na obtencdo de energia metabdlica, principalmente em
plantulas que nao realizam fotossintese (Fulda, 2004).

As analises de microscopia propostas no projeto ndo foram realizadas devido ao
tempo dispendido na padronizacdo do método cromatogréafico para quantificacao de
cisteina.

Conclusbes

Com base nos dados é possivel afirmar que o SBC inibe a atividade da enzima
OAS-TL em raizes de milho, reduzindo os niveis de cisteina livre e,
consequentemente, o crescimento das plantulas. O SBC possui potencial para ser
utilizado como futuro herbicida.
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