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RESUMO

Sendo a enzima piruvato ortofosfato dicinase (PPDK) essencial para o metabolismo
de plantas C4 e presente em plantas daninhas, tem sido considerada como um alvo
para o desenvolvimento de novos herbicidas. Em estudos anteriores, a floretina foi
identificada como uma substancia inibidora da atividade da PPDK de milho in vitro.
Dessa forma, no presente trabalho, foram monitorados os efeitos da floretina sobre o
crescimento de plantas de milho e atividade da enzima PPDK, com posterior
avaliacdo dos impactos sobre as trocas gasosas. Para isso, plantas de milho foram
cultivadas em sistema hidrop6nico na auséncia ou presenca de floretina (500 uM)
por 21 dias. De modo geral, a floretina reduziu o crescimento das raizes em torno de
30%, mas nao afetou significativamente o crescimento dos caules. Experimentos in
vitro revelaram uma inibicdo dose-dependente da PPDK pela floretina, alcangcando
um grau de inibicdo de 75% a 500 pM. A floretina também reduziu drasticamente a
taxa de assimilacdo de CO, nas curvas de respostas a luz e ao CO,, 0 que deve
estar relacionado com a capacidade da floretina afetar a atividade da PPDK in vivo.
Também foram verificadas reducfes em parametros da fluorescéncia da clorofila a.
Em conjunto, os resultados obtidos revelam que a acao inibitoria da floretina sobre a
enzima PPDK foi capaz de inibir o crescimento de plantas de milho e a performance
fotossintética das plantas.

INTRODUCAO

As plantas daninhas constituem um dos principais empecilhos a producgéo agricola,
podendo ocasionar perdas de até 80%. Apesar do sucesso de controle das plantas
daninhas obtido com os herbicidas, a pequena diversidade de herbicidas utilizando
um reduzido niamero de mecanismos de acdo esta aumentando a ocorréncia de
resisténcia aos herbicidas(LEIN, W., 2004). As piores plantas daninhas do mundo
utilizam a via fotossintética C4. Logo, as enzimas envolvidas na fotossintese C,
representam um alvo atrativo para o desenvolvimento de herbicidas seletivos para
estas plantas(DOYLE, J.R., 2005). A enzima piruvato ortofosfato dicinase (PPDK)
tem um papel de destaque na via fotossintética C4, sendo responsavel pela
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conversdo do piruvato em fosfoenolpiruvato, o substrato para a fixagdo primaria do
CO.. Dessa forma, compostos que inibam especificamente a PPDK podem funcionar
como um herbicida eficiente e seletivo. Com 0 objetivo de explorar esse potencial,
neste trabalho foram monitorados os efeitos de uma substancia inibidora da PPDK
sobre o crescimento e fotossintese de plantas de milho.

MATERIAIS E METODOS
Material vegetal e procedimentos gerais

Sementes de milho (Zea mays L.), cv. IPR-164, foram sanitizadas com hipoclorito de
sodio, lavadas com agua deionizada e postas a germinar entre duas folhas de papel
Germitest® por 72 h. Plantulas uniformes foram transferidas para sistema de cultivo
hidrop6nico contendo solucéo nutritiva (pH 6,0). Os sistemas contendo as plantulas
foram mantidos por 21 dias em sala de crescimento com temperatura de 25°C,
fotoperiodo de 12h/12h (claro/escuro) e uma irradiancia de 300 pmol fétons m? s™.
Solucéo nutritiva contendo floretina foi adicionada ao sistema experimental no 14°
dia de cultivo, sendo substituida a cada 48 h. No 21° dia de cultivo, as plantas foram
determinados os comprimentos e as biomassas fresca e seca de raizes, caules e
folhas.

Analise combinada dos parametros de trocas gasosas

Curvas de resposta a luz e ao CO,, além de analises de fluorescéncia da clorofila a,
foram realizadas utilizando um sistema portétil de fotossintese com fluordmetro
acoplado Li-6800-F2 (Li-Cor Inc., Lincoln, NE, USA), conforme descrito por (Foletto-
Felipe, 2021). O teor de clorofila foi estimado usando um clorofilometro (SPAD-502,
Minolta).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados indicaram que a floretina reduziu o crescimento das raizes, em média,
em 27,7%, quando comparado com o controle. Entretanto, o crescimento dos caules
nao foi afetado pela floretina (tabela 1).

Relevantemente, foram verificadas reducfes notdveis nos parametros de trocas
gasosas (Fig. 1). A figura 1A mostra uma reducdo acentuada na curva de resposta a
luz em plantas tratadas com floretina, quando comparado com plantas controle. A
assimilacdo do CO, foi massivamente reduzida, especialmente sob altas
intensidades luminosas. Em adicdo, 0 mesmo comportamento foi notado em curvas
de respostas ao CO, (Fig. 1B), isto €&, reducdo da assimilacdo sob altas
concentragbes de CO,. Também foram verificadas redugdes na conduténcia
estomatica, transpiracdo e concentracao intercelular de CO,. Esse perfil fisioldgico
sugere limitacdes fotossintéticas, muito possivelmente acarretada pela inibicdo da
enzima PPDK, a qual possui papel crucial na regeneracdo do fosfoenolpiruvato
necessario a assimilagéo priméaria do CO, em plantas C4.
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Tabela 1. Efeitos da floretina sobre o crescimento de plantas de milho.

Floretina Raizes
(UM) Comprimento (cm) Biomassa fresca (g) Biomassa seca (g)
0 38,08 £ 0,888 1,702 +0,1177 0,2344 +£ 0,023
500 29,13 +1,313* 1,207 + 0,0705* 0,1624 +0,013*
Caules

Comprimento (cm) Biomassa fresca (g) Biomassa seca (g)
0 47,55 + 1,338 10,22 + 0,428 1,089 + 0,053
500 47,92 +£1,804 9,250 £ 0,821 1,044 + 0,096

Valores médios + EPM (n = 3 a 10) marcados com asterisco (*) diferem do controle de acordo com o teste de comparacao
multipla de Dunnett (One-way ANOVA) com nivel de significancia 5% (P < 0,05).
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Figura 1. Resposta da assimilacéo a luz (A) e ao CO, (B) de plantas de milho controle ou cultivadas
na presenca de floretina (500 uM) por 14 dias. Para a realizacdo das curvas de resposta a luz a
concentracdo de CO, foi ajustada para 400 pmol mol™. Para as curvas de resposta ao CO, a
densidade de fluxo de fétons fotossinteticamente ativos (DFFFA) foi ajustada em 1200 pmol m? s™.
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Figura 2. Efeito inibitorio da floretina sobre a atividade da piruvato ortofosfato dicinase (PPDK) de
milho. A enzima PPDK foi expressa heterologamente em Escherichia coli e purificada em uma coluna
de alta afinidade pelo niquel.
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Em conjunto, esses dados sugerem que a floretina pode estar inibindo a atividade da
PPDK in vivo, levando a limitagbes na capacidade das plantas de assimilarem o COs,.
Isto estd de acordo com a menor incorporacdo de biomassa nas plantas tratadas
com floretina. De fato, experimentos de cinética enzimatica in vitro confirmaram que
a floretina inibe a atividade da PPDK de milho de forma dose-dependente (Fig. 2).

CONCLUSOES

A floretina reduziu o crescimento e a fotossintese de plantas de milho através da
inibicdo da enzima PPDK.
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