28° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica 10e 11 de outubro de 2019

8° Encontro Anual de Iniciac&o Cientifica Junior

APLICACAO DE INIBIDORES ENZIMATICOS DA VIA DOS FENI LPROPANOIDES
EM PLANTAS DE SOJA VISANDO AUMENTO DA DIGESTIBILIDA DE.

Evandro Ribeiro Machado Filho (PIBIC/CNPqg/FA/UEM),
Diego Eduardo Romero Gonzaga, Wanderley Dantas dos Santos (Orientador).
E-mail: evandromachadofilho@gmail.com, diegoerg@hotmail.com
wdsantos@uem.br

Universidade Estadual de Maringa / Centro de Ciéncias Bioldgicas /
Departamento de Bioquimica / Maringa, PR.

Area e subéarea do conhecimento: Ciéncias Biolégicas / Bioquimica
Palavras-chave: ruminantes, silagem, lignina.
Resumo:

A silagem de soja € uma boa alternativa para suplementar animais devido a sua alta
concentracéo proteica. Como a lignina interfere na eficiéncia da digestao, o objetivo
desse trabalho foi avaliar a digestibilidade da biomassa de soja para silagem apos a
aplicacéo foliar de inibidores das enzimas 4CL, C4H e CALDH da via de biossintese
de lignina. O experimento foi realizado no campo em Iguatemi, PR, utilizando o
delineamento de blocos inteiramente casualizados, com cinco repeticdes. O
experimento foi composto de plantas tratadas em dose Unica de cada inibidor e
plantas testemunhas, sem inibidor. A aplicacdo dos inibidores foi realizada através
da pulverizacao foliar quando as plantas atingiram o estadio fenolégico V6 (40 dias
apos a germinacao). A semeadura da cultivar BMX poténcia RR foi realizada com
espacamento entrelinhas de 0,45 m. Os acucares foram quantificados por
espectrofotometria apds quatro e vinte e quatro horas de digestédo. A aplicagéo foliar
dos inibidores enzimaticos da via dos fenilpropanoides em plantas de soja no campo
proporcionou aumento da digestibilidade em até 30% de forma consistente (P<0,05).

Introducao

A forragem em pastejo € uma forma simples de alimento para ruminantes, porém a
disponibilidade de forragem no Brasil pode variar de acordo com as condi¢des
climaticas, possuindo maior disponibilidade no verdo e crescimento reduzido no
inverno (GOBETT]I et al., 2011).

Uma pratica adotada para contornar esta situacdo é a utilizacdo de silagens de
gramineas, entretanto apesar da facilidade de cultivo e da alta capacidade de
fermentacdo, a silagem de milho, por exemplo, apresenta baixa concentracao
proteica e por isto € um fator limitante para a alimentagdo de animais com grande
demanda nutricional, sendo necessaria a utilizacdo de concentrados proteicos, o que
encarece a producéo animal. (RIGUEIRA, 2007; GOBETTI et al., 2011).

A silagem de soja, em cultivo isolado ou associada a outras culturas, pode
suplementar ruminantes. Além de possuir alta concentracdo de proteina (40%), pode
garantir menores custos de producdo quando comparado com 0s concentrados
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proteicos (EVANGELISTA et al., 2003). O estudo do desempenho de cordeiros da
raca Santa Inés, avaliado por Lima et al (2008), alimentados com silagem em
consorcio de milho-soja, bem como silagem de milho com concentrados proteicos e
silagem de soja exclusivo, evidenciaram que a silagem de soja exclusivo oferece
maior ganho meédio de peso diario em ovinos, equivalente a silagem de milho
suplementada com concentrados proteicos.

Como a lignina interfere na conversao da celulose em acglcares fermentesciveis
diminuindo a eficiéncia da sacarificagdo, estudos realizados na via dos
fenilpropanoides comprovaram que em determinadas concentracdes, alguns
inibidores enzimaticos dessa via proporcionam aumento na digestibilidade do
bagaco de cana-de-acucar em até 250% (DOS SANTOS & BUCKERIDGE, 2018).
Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi analisar a digestibilidade da biomassa de
plantas de soja cultivadas no campo apos a pulverizacéo foliar de inibidores das
enzimas 4CL, CALDH e C4H da via de biossintese de lignina.

Materiais e métodos

O experimento foi conduzido na Fazenda Experimental de Iguatemi da Universidade
Estadual de Maringa localizada no noroeste do Estado do Parana durante a safra
2017/2018. O delineamento experimental foi realizado em cinco repeticdes em
blocos de 9,0 m? inteiramente casualizados. A semeadura da cultivar BMX poténcia
RR foi realizada no dia 19 de outubro de 2017, com espagamento entrelinhas de
0,45 m. O controle de doencas, insetos-praga e plantas daninhas foi realizado.

Os inibidores das enzimas foram aplicados através da pulverizagéo foliar quando as
plantas atingiram o estadio fenologico V6. Para isso, utilizou-se um pulverizador
costal modelo XR11003 pressurizado por CO,, 0 que proporcionou um volume de
calda equivalente a 380 L ha™. O experimento apresentou plantas testemunhas, sem
a aplicacao dos inibidores e plantas tratadas com inibidores das enzimas 4CL, C4H
e CALDH, em dose unica de cada inibidor. Para melhor espalhamento do inibidor
sobre as folhas utilizou-se um adjuvante (Aureo®) na concentracdo de 0,5% V/V. A
Tabela 1 mostra as concentracoes utilizadas de cada inibidor.

Tabela 1: Concentracao dos inibidores enzimaticos utilizados na pulverizacao foliar

Inibidor Concentracdo
Inibidor da enzima 4CL 1,0 mM
Inibidor da enzima 4CL 2,0 mM
Inibidor da enzima C4H 1,0 uM
Inibidor da enzima C4H 2,0uM
Inibidor da enzima CALDH 0,5 mM
Inibidor da enzima CALDH 1,0 mM

A colheita foi realizada quando as plantas atingiram o estadio fenolégico R6, sendo a
época mais adequada para a colheita da soja para silagem devido ao alto valor
proteico e producdo de matéria seca, descontando 0,5 m de bordadura para evitar
possiveis contaminacdes. Cinco plantas de cada parcela foram colhidas.

Apos a colheita, as plantas de cada parcela foram trituradas em uma ensiladeira em
conjunto, formando uma unica biomassa, pretendendo simular o que acontece no
campo. Posteriormente, a biomassa foi transferida para uma estufa de secagem com
ventilacdo for¢cada e, apds a secagem, a biomassa de cada parcela foi retriturada em
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um moinho faca e armazenada em uma estufa de secagem a 60 °C até o momento
das andlises.

Para os ensaios de digestibilidade da biomassa lignoceluldsica, os acucares soluveis
da biomassa foram removidos. O material resultante livre de agucares soluveis (AIR-
residuo insolavel em alcool) foi seco a 60°C e utilizado nas etapas seguintes. Apos a
secagem, para a realizacdo da digestibilidade enzimatica, foram pesados 15 mg de
AIR em microtubos e suspendidos em tampdo acetato (50 mmol L™, pH 5,0),
juntamente com 20 U mL™ de xilanase obtida do extrato de Aspergillus niveus para
um volume total de reacao de 1,0 mL. As amostras, junto com um controle (amostra
sem enzima), foram incubadas a 50 °C. Apdés a incubacdo, uma aliquota de 100 uL
do sobrenadante foi analisada para a deteccdo de acucares redutores liberados
durante o processo. Os agucares foram quantificados apds quatro e vinte e quatro
horas de sacarificacdo por espectrofotometro a 540 nm e os valores foram
expressos em mg.g™ de AlR.

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise para determinar a significancia
das diferencas entre as amostras. Através do programa Graph Pad Prism® (Versao
6,0), o teste de Dunnett foi utilizado com P<0,05.

Resultados e Discussao

De acordo com a Figura 1, ap0s 4 horas de digestibilidade, obtivemos aumento
significativo de 30% na sacarificacdo de plantas tratadas com o inibidor da enzima
4CL na concentracdo de 2,0 mM. ApOs 24 horas de digestibilidade (Figura 2), as
plantas tratadas com os inibidores das enzimas 4CL (1mM) e CALDH (0,5mM),
proporcionaram aumentos consistentes de 11% e 16%, respectivamente.
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Figura 1. Digestibilidade da soja apés 4 horas de Figura 2. Digestibilidade da soja apds 24 horas de
digestdo. Barras marcadas com asterisco (*) foram digestao. Barras marcadas com asterisco () foram
diferentes do controle pelo teste de Dunnett, diferentes do controle pelo teste de Dunnett,
(P<0,05). (P<0,05).
Como a lignina dificulta a conversdo da celulose em acgucares livres reduzindo a
eficiéncia da sacarificacdo e as plantas de soja apresentam alto teor proteico,
oferecemos uma estratégia de utilizacdo da planta de soja para silagem tratada com

inibidores enzimaticos da via de biossintese de lignina a fim de oferecer maior
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possibilidade de ganho de peso em ruminantes. Al\é?h/disso, 0 método apresentado
oferece uma alternativa ao uso de organismos geneticamente modificados e permite
ajustar a intensidade da inibicdo, bastando para isso modificar a concentracdo do
inibidor.

Conclusobes

A aplicacdo de inibidores das enzimas 4CL e CALDH é eficiente no aumento da
digestibilidade da biomassa de plantas de soja para silagem.
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