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EFEITOS DO EXTRATO AQUOSO DE FOLHAS DE SOLANUM
LYCOCARPUM St. Hil. NO DESENVOLVIMENTO INICIAL E NA SINTESE
PROTEICA DE PLANTULAS DE SESAMUM INDICUM L.

(Jeronimo, C. A.; Borghetti, F. - Mestrado em Botanica)

Resumo: Solanum lycocarpum St. Hil., conhecida popularmente como lobeira, é uma
espécie arbustiva do bioma Cerrado cujo potencial alelopatico ja foi identificado em suas
folhas e frutos. Extratos aquosos de suas folhas a 1% (p/v) inibem o crescimento e a
diferenciacdo radicular em plantulas de gergelim (Sesamum indicum L.). Sabendo-se que
alteracdes morfoldgicas decorrem de interferéncias no metabolismo celular, os objetivos
desse trabalho foram verificar: (1) a acdo alelopéatica de extratos aquosos de folhas de
lobeira no desenvolvimento inicial, na morfologia e na incorporacdo de matéria seca em
plantulas de gergelim; (2) se o efeito alelopatico causado pelo extrato aquoso de folhas de
lobeira é reversivel morfologicamente nas plantulas de gergelim; (3) as alteragdes no
padrdo de sintese protéica de plantulas de gergelim que estdo sobre o efeito dos
aleloguimicos dos extratos aquosos de folhas de lobeira. O extrato aquoso das folhas de
lobeira causou inibicdo do crescimento das plantulas de gergelim, principalmente nas
radiculas e na maior concentragcdo do extrato, onde provocaram alteracfes como necroses,
inibicdo do aparecimento de raizes laterais e de pélos absorventes. A interferéncia no
contetdo de agua das plantulas por parte dos aleloquimicos foi pequena ou insignificante
em todos os tratamentos e nas diferentes partes da plantula, entretanto houve menor
incorporacdo de massa seca nas radiculas tratadas. Os efeitos causados pelos aleloquimicos
das folhas de lobeira no desenvolvimento e na morfologia das plantulas de gergelim séo
reversiveis, tendo em vista que as mesmas retomaram sSeu crescimento e suas
caracteristicas morfolégicas normais. A incorporacio isotopica de **S-metionina foi maior
nas plantulas tratadas com os aleloquimicos das folhas de lobeira e o perfil protéico das
radiculas apresentou mais diferencas na expressdo do que o perfil dos hipocétilos. No

geral, houve um aumento da sintese protéica nas plantulas tratadas.

Palavras-chaves: alelopatia; Solanum lycocarpum; desenvolvimento inicial; Cerrado;

Sesamum indicum; incorporacao isotopica; proteina; gergelim.
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EFEITOS DO EXTRATO AQUOSO DE FOLHAS DE SOLA’NUM
LYCOCARPUM St. Hil. NO DESENVOLVIMENTO INICIAL E NA SINTESE
PROTEICA DE PLANTULAS DE SESAMUM INDICUM L.

(Jeronimo, C. A.; Borghetti, F. - Mestrado em Botanica)
Abstract: Solanum lycocarpum St. Hil., the common wolf fruit, is a Cerrado shrub in
which leaves and fruits present strong allelopathic potencial. It was previously shown that
aqueous leaf extracts at 1% (w/v) inhibit root growth and root hair differentiation in
sesame (Sesamum indicum L.) seedlings. Considering that the morphological changes
observed in plants subjected to some treatment usually result from the primary effects of
these treatments on plant metabolism, the main objectives of this study were: (1) to
investigate the allelopathic effects of aqueous extracts of Solanum leaves on seedling
growth, root differentiation and dry matter incorporation in sesame; (2) to verify whether
the morphological changes observed in seedlings incubated in the extracts are reversible;
(3) to investigate the effects of the aqueous extracts on protein synthesis during seedling
growth. This study showed that: Aqueous leaf extracts of Solanum at 1 and 3% inhibited
significantly the root growth of sesame seedlings in a dose-dependent manner, the roots
were more affected than the shoots, and root tip necrosis were common at 3%
concentration. Also, aqueous extracts at 3% inhibited lateral root and root hair
differentiation. The water content of the seedlings were not significantly affected by the
extracts. However, roots incubated in the extracts incorporated less dry matter than roots
incubated in water. To investigate whether the allelopathic effects were reversible,
seedlings incubated for two days in the extracts were transferred to water. After five days
in water they resumed normal growth, the root tip necrosis disappeared, and lateral root
and root hair differentiated. Seedlings incubated in the leaf extracts incorporated more *S-
methionine than those incubated in water. Also, the analysis of gels and fluorograms
showed that seedlings incubated in the leaf extracts showed a higher protein synthesis, in
comparison to seedlings incubated in water, and in both cases protein synthesis was higher

in the roots than in the shoots.

Keywords: allelopathy; Solanum lycocarpum; seedling growth; Cerrado; Sesamum

indicum; isotopic labeling; protein; sesame.
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1. Introducéo

Localizado em grande parte no Planalto Central, o Cerrado é um dos seis biomas
que ocorrem no Brasil. E 0 segundo maior, com 2 milhdes de Km? sendo o primeiro a
Floresta Amazo6nica, com 3,5 milhdes de Km2 Esse bioma se caracteriza por sua
sazonalidade. Aproximadamente 90% das chuvas ocorrem nos meses de outubro a margo e
durante os meses de abril a setembro ocorre a estacdo seca (Ribeiro & Walter, 1998). Na
estacdo seca, 0s incéndios ocorrem freqiientemente. Eles podem ser de origem natural,
resultantes de raios, ou de origem antropica (Rodrigues, 1996).

O fogo é um fator de disturbio no Cerrado por causar mortalidade em plantas ja
estabelecidas. Ele reduz a cobertura de lenhosas e da serrapilheira (Ratter et al, 1997),
favorece herbaceas (Ratter et al, 1997, Moreira, 2000) e prejudica o estabelecimento de
plantulas (Hoffmann, 1996).

De maneira geral, os solos do Cerrado séo classificados como Latossolos. S&o solos
antigos, bastante intemperizados, profundos e acidos. S@o considerados distréficos
possuindo baixa fertilidade (Reatto et al, 1998).

A vegetacdo apresenta fisionomias que englobam formacdes florestais, savanicas e
campestres. Nas formacoes florestais predominam espécies arbdreas. Nas savanas estdo
presentes arvores e arbustos esparsos em uma matriz herbacea. Nos campos predominam
espécies herbaceas e algumas arbustivas (Ribeiro & Walter, 1998). Sua flora é constituida
por cerca de 4500 espécies dentre arvores, ervas, arbustos e trepadeiras (Mendonca et al,
1998), sendo um importante centro de biodiversidade e endemismo (Ratter et al., 1997).

Estudos relatam as interacdes quimicas mediadas por metabolitos secundarios entre
as plantas do Cerrado (Oliveira, 2003). Estas interacdes que podem causar efeitos
benéficos ou prejudiciais entre 0s vegetais e, entre estes e microorganismos, sdo definidas
como alelopatia (Rice, 1984; Ferreira & Aquila, 2000). Os compostos quimicos que atuam
na alelopatia sdo produtos do metabolismo secundario das plantas conhecidos como
aleloquimicos (Ferreira e Aquila, 2000). Os aleloquimicos podem se encontrar em
diferentes concentracbes nos diversos tecidos vegetais (Alves et al., 2002) e serem
liberados para o meio por volatilizacéo, lixiviacédo, exsudacéo radicular e decomposicéo de
residuos (Souza Filho & Alves, 2002a).

Testes realizados com extratos aquosos de diferentes 6rgdos de Aristolochia

esperanzae O. Kuntze (papo-de-peru) levaram a um atraso na germinagdo e inibiram o



crescimento de Lactuca sativa L. (alface) e de Raphanus sativus L. (rabanete) (Gatti et al,
2004). Periotto e colaboradores (2004) verificaram que extratos de caules e folhas de
Andira humilis Mart. ex Benth (morcegueira) também tiveram efeitos inibitorios na
germinacdo e no crescimento sobre aquelas mesmas espécies alvo. Extratos aquosos de
folhas de Miconia albicans Triana inibiram o processo germinativo e o crescimento das
radiculas de sementes de Lycopersicon esculentum L. (tomate) e Cucumis sativus L.
(pepino) (Gorla & Perez, 1997). Extratos aquosos de folhas de Campomanesia
adamantium Camb. (gabiroba), Eugenia dysenterica DC. (cagaita), Qualea parviflora
Mart. (pau-terra), Solanum lycocarpum St. Hil. (lobeira) e Trembleya parviflora (D.Don)
Cogn. inibiram o crescimento radicular de plantulas de Sesamun indicum L. (gergelim).
Além disto, os extratos de lobeira, T. parviflora e cagaita induziram desenvolvimento de
raizes laterais, inibiram a diferenciacdo de pélos radiculares e em alguns casos, houve a
inversdo geotropica das radiculas (Borghetti et al, 2005).

O potencial alelopéatico da lobeira tem sido investigado amplamente. Extratos de
folhas e frutos causaram alteracfes morfoldgicas, na germinacdo e no crescimento de
sementes de gergelim in vitro (Oliveira, 2003; Oliveira et al., 2004a; Oliveira et al., 2004b,
Borghetti et al., 2005) e no solo (Aires et al., 2005).

Grande parte dos trabalhos que investigam a acdo de aleloquimicos em plantas-teste
visa quantificar e qualificar os efeitos a nivel morfologico, ou seja, alteracdes na
germinacdo e no desenvolvimento de plantulas. Sabe-se, entretanto que tais efeitos no
crescimento e morfologia das plantulas decorrem de interferéncias no metabolismo celular
(Ferreira, 2004) como: inibicdo da fotossintese; interrupcdo da respiracdo mitocondrial e da
sintese de ATP; producdo de espécies reativas de oxigénio ocasionando danos a
membranas, proteinas e ao DNA, o que pode ocasionar morte celular; comprometimento
do metabolismo de amino&cidos e disturbios na atividade hormonal, entre outros (Weir et
al., 2004).

Ainda sdo poucos os estudos que relatam os efeitos dos aleloquimicos no padréo de
sintese protéica em plantas susceptiveis. Romero-Romero e colaboradores (2002)
verificaram um aumento na sintese protéica de plantas cultivadas que estiveram em contato
com extratos aquosos de plantas consideradas fitotdxicas. Cruz-Ortega e colaboradores
(2002) seqiienciaram uma proteina gue teve sua sintese aumentada em raizes de Phaseolus
vulgares L. (feijdo) tratadas com aleloquimicos produzidos pelas folhas de Callicarpa
acuminata H.B.K. As subunidades dessa proteina indicaram que ela esté ligada a respostas



de defesa das plantas ao ataque de insetos. Os extratos aquosos das folhas de lobeira
também promoveram alterac@es na sintese protéica do gergelim (Jeronimo et al, 2005).

Pouco se sabe sobre os mecanismos fisioldgicos pelos quais os aleloquimicos
atuam (Weir et al., 2004). A atividade dos aleloquimicos pode ser pontual, entretanto,
como o metabolismo celular é regulado por controles do tipo feedback, rotas inteiras
podem ser alteradas (Ferreira & Aquila, 2000; Ferreira, 2004). Conseqilentemente a
descoberta de novos mecanismos de acdo dos aleloquimicos é um trabalho que requer
grande esfor¢co (Romero-Romero et al, 2002) e que, uma vez esclarecidos, trardo grande
contribuicio para a compreensio deste fendmeno (Ferreira & Aquila, 2000).



2. Revisdo Bibliografica

2.1 Metabdlitos secundarios

As plantas desenvolveram ao longo da evolugdo e por meio da selecdo natural,
mecanismos de defesa contra herbivoros, patdégenos e fatores ambientais de estresse, e
mecanismos sinalizadores para atrair polinizadores e dispersores (Wink, 2003). Alguns
desses mecanismos, por muito tempo desconhecidos por suas fungdes, resultam da acdo de
compostos organicos de baixo peso molecular originados pelo metabolismo primario do
carbono nos vegetais (Hadacek, 2002), conhecidos como metabolitos secundarios (Alves et
al, 2002; Taiz & Zeiger, 2004).

O termo “secundario” ndo significa que esses compostos tenham menor
importancia para o vegetal, especialmente considerando-se a bem documentada atividade
bioldgica desses constituintes (Hadacek, 2002). Eles possuem funcBes importantes como:
suporte estrutural fornecido pela lignina; protecdo contra a radiacao ultravioleta e a atracéo
de polinizadores e dispersores pelos pigmentos flavondides; protecdo contra herbivoria e
agentes patogénicos; atuacdo na interacdo planta-planta (Bourgaud et al., 2001; Hadacek,
2002; Taiz & Zeiger, 2004; Wink, 2003).

Alguns dos compostos secundarios sdo fundamentais para o0 crescimento e
desenvolvimento do vegetal. Alguns exemplos sdo: os horménios giberelinas e acido
abscisico; os esterdis que compdem as membranas celulares; os carotendides que atuam
como pigmentos acessorios na fotossintese (Taiz & Zeiger, 2004). Em alguns casos, eles
agem como co-substratos ou co-enzimas, o que dificulta uma distin¢do entre metabolismo
primario e secundario (Hadacek, 2002).

Os metabdlitos secundarios, também denominados de compostos secundarios, se
dividem em trés grandes grupos quimicos. Os terpenos ou terpendides, 0s compostos
fenolicos ou fendis, e os compostos nitrogenados (Bourgaud et al., 2001; Taiz & Zeiger,
2004). Um bom exemplo de um grupo quimico bastante difundido no reino vegetal é
fornecido pelos fendis; por essas moléculas estarem envolvidas na sintese de lignina, elas
sdo comuns a todas as plantas superiores. Por outro lado, outros compostos como 0s
alcaldides, estdo esparsamente distribuidos no reino vegetal e sdo muito mais especificos

para definir géneros e espécies de plantas (Bourgaud et al., 2001). Essa distribuicdo, difusa



mas descontinua, de compostos secundarios constitui a base para a taxonomia quimica e a
ecologia quimica (Bourgaud et al., 2001; Wink, 2003).

A sintese de diversos compostos secundarios que agem na interacdo planta-planta
ocorre a partir da via do acetato e do acido chiquimico (Einhellig, 1996), mas nem todos 0s
compostos secundarios dessas vias estdo envolvidos nas interacdes vegetais (Alves et al.,
2002). A via do acetato produz &cidos organicos, alcoois de cadeia linear, aldeidos e
cetonas, e a via do &cido chiquimico tem como produtos taninos hidrolizaveis, acido
gélico, amino&cidos aromaticos, além de outros (Einhellig, 1996).

A biossintese e 0 acimulo dos metabodlitos secundarios formam-se de processos
altamente regulados, requerendo controles especificos de célula, de tecidos, de
desenvolvimento e do ambiente (De Luca & St-Pierre, 2000). Os metabdlitos secundarios
podem ser translocados de célula para célula, ou a longa distancia via floema ou xilema. O
acumulo ocorre nos vacuolos, idioblastos, ductos, laticiferos, glandulas ou tricomas, entre
outros. Uma vez descartados do seu compartimento, os metabolitos secundarios podem ser
modificados por enzimas. Essas enzimas podem também ser derivadas das plantas, ou do
intestino dos herbivoros, ou de origem microbiana (Hadacek, 2002).

Em diversos casos, 0s mesmos compostos podem apresentar-se como defensivos e
como atrativos nos vegetais (Wink, 2003) e deter diferentes grupos de organismos por
diferentes modos de agdo (Izhaki, 2002). Os monoterpenos e as antocianinas podem atrair
insetos para a polinizacdo de flores e a0 mesmo tempo funcionarem como inseticidas e
antimicrobianos (Wink, 2003). Com o aperfeicoamento das técnicas bioquimicas e com o
advento da biologia molecular, vem sendo demonstrado que os metabdlitos secundarios
desempenham um papel importante na adaptacdo das plantas ao seu ambiente (Bourgaud et
al., 2001).



2.2 Aleloquimicos e Alelopatia

Quando liberados no ambiente, alguns produtos do metabolismo secundario atuam
promovendo efeitos nocivos ou benéficos ao individuo que sofre sua agdo (Rice, 1984;
Ferreira & Aquila, 2000; Taiz & Zeiger, 2004). Esses compostos s&o conhecidos como
aleloquimicos e seus efeitos sdo definidos como alelopatia (Ferreira & Aquila, 2000).

Apesar de o termo alelopatia ser mais comumente usado para descrever interacdes
quimicas entre duas plantas, ele também tem sido usado para descrever a comunicagdo
quimica entre micrébio-microébio, planta-microébio, planta-inseto ou planta-herbivoro (Weir
et al, 2004).

Nos vegetais, 0s aleloquimicos podem ser encontrados nas folhas, caules, raizes,
frutos, inflorescéncias, cascas e sementes, ndo havendo um padréo para a quantidade de
distribuicdo em cada uma das partes (Alves et al, 2002; Weir et al, 2004). Esses compostos
podem ser liberados por volatilizacdo, exsudacao radicular, lixiviacdo e decomposicédo de
residuos (Souza Filho & Alves, 2002a; Weir et al, 2004). A decomposicdo de residuos
pode ativar metabdlitos secundarios inertes como aleloquimicos (Ferreira, 2004).

Vérios fatores contribuem para a complexidade da alelopatia (Hadacek, 2002). O
grau de interacdo dos aleloquimicos de uma planta com outros organismos depende de
fatores espécie-especificos (Ferreira & Aquila, 2000) que podem variar de acordo com
fatores ambientais, climéaticos e com o habitat (Einhellig, 1996; Weidenhamer, 1996). Em
nivel intracelular, o controle da biossintese destes compostos é feita por genes que
codificam varias enzimas responsaveis por sua formacdo (Vieira, 2000; Bourgaud et al.,
2001; Hadacek, 2002).

Os principais fatores que definem o potencial biolégico de um aleloguimico se
referem a sua concentracdo, a sua permanéncia e ao limite de resposta da planta sob seu
efeito e que, apesar de ndo ser constante, estd relacionado a sensibilidade da espécie
receptora aos processos de desenvolvimento da planta e as condi¢des ambientais (Inderjit,
2001; Souza Filho & Alves, 2002a; Inderjit & Duke, 2003).

Quando a planta se encontra sob condi¢des adversas como estresse hidrico,
competicdo por nutrientes ou excesso de luz, pode ocorrer 0 aumento da producédo de
metabolitos secundarios (Einhellig, 1996; Reigosa et al., 1999a; Vieira, 2000; Tongma et
al., 2001 Souza Filho & Alves, 2002a), entretanto ndo se sabe se a liberagdo no meio
ambiente ocorre de forma equivalente a sua producdo (Souza Filho & Alves, 2002a). Da



mesma maneira, plantas sob estresse sdo mais susceptiveis aos compostos fitotdxicos
(Reigosa et al., 1999a).

2.3 Mecanismos de acdo dos aleloquimicos

O possivel local de acimulo dos aleloquimicos nas plantas depende da facilidade
com que estes sejam lancados no meio ambiente e da funcdo que irdo exercer. Os
aleloguimicos que se situam nos tecidos mais externos dos vegetais atuam na defesa contra
herbivoros e patogenos (Alves et al., 2002), e sdo sintetizados “de novo” quando a planta
sofre injdria por esses organismos constituindo a chamada defesa induzida (Hadacek,
2002). Aqueles que se acumulam em compartimentos especializados se situando mais
internamente, sendo liberados por exsudacdo, por exemplo, estdo relacionados a
competicdo por recursos entre o0s vegetais (Alves et al., 2002; Hadacek, 2002)
estabelecendo o que se denomina de defesa constitutiva (Hadacek, 2002).

Na planta, os aleloquimicos apresentam freqgiientemente mais de um grupo
funcional representado por uma mistura complexa de compostos que consistem de varios
tipos estruturais. Essa estratégia garante a interferéncia a mais de um alvo molecular em
organismos susceptiveis (Reigosa et al, 1999b; Inderjit et al, 2002; Inderjit & Duke, 2003;
Wink, 2003).

Ao serem lancados ao meio, os aleloquimicos podem agir diretamente no
desenvolvimento de outras plantas ou promover alteragdes no solo, seja em suas
propriedades, na sua dindmica de nutrientes ou em sua biota associada (Hadacek, 2002;
Rizvi et al, 1992). Desta maneira, eles podem condicionar o modelo de sucessao as plantas
preexistentes e as substancias quimicas que elas liberam no meio conforme seu tempo de
residéncia (Ferreira & Aquila, 2000; Ferreira, 2004), promover a permanéncia de espécies
pioneiras, alterar o padréo de distribuicdo das plantas e, até mesmo, afetar a biodiversidade
(Reigosa et al., 1999a).

E comum verificar efeitos alelopaticos causados pela introducdo de espécies
exoticas (Hierro & Callaway, 2003). Em sistemas agroculturais, os efeitos tendem a ser
danosos diminuindo o crescimento e a produtividade (Reigosa et al., 1999a; Ferreira &
Aquila, 2000; Ferreira, 2004). Estudos recentes sugerem que espécies que coexistam por

longo periodo de tempo sdo tolerantes as toxinas liberadas por elas enquanto, por outro



lado, os aleloquimicos liberados por espécies exoticas podem interferir em espécies nativas
(Bais et al., 2003; Hierro & Callaway, 2003).

Varios processos fisiologicos das plantas sdo afetados pela atividade de
aleloquimicos, que podem interferir na atividade hormonal, na sintese e distribui¢do de
metabolitos, na fotossintese, na respiracdo mitocondrial e na morfologia celular (Inderjit &
Duke, 2003; Weir et al, 2004). Como consequencia aos danos celulares, podem ocorrer
alteracbes morfoldgicas no vegetal (Ferreira & Aquila, 2000; Ferreira, 2004). Plantulas
anormais com radicula necrosada e efeitos no crescimento inicial, seja no comprimento da
parte aérea ou radicula, na quantidade de pélos absorventes e na incorporagdo de matéria
seca pelas plantulas, sdo critérios muito usados para caracterizar efeitos alelopéaticos
(Souza Filho & Alves, 2002b, Ferreira, 2004).

Experimentos realizados por Pires e colaboradores (2001a) verificaram que o
extrato aquoso de Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit (leucena) é um forte inibidor da
germinacdo e do desenvolvimento de plantas invasoras. Estes efeitos foram testados em
plantulas de Zea mays L. (milho) (Pires et al, 2001b) onde se constatou a diminuicdo do
crescimento da parte radicular e reducdo do indice mitotico sendo, estes efeitos, crescentes
com o0 aumento da dose dos aleloquimicos. Além disso, testes revelaram um aumento da
atividade da peroxidase e do endurecimento e espessamento das raizes nas concentragdes
mais elevadas do extrato.

Gonzalez e colaboradores (1997) ao testar os efeitos do aleloquimico sorgoleone
presente no exsudado de raizes de Sorghum bicolor L. Moench (sorgo), verificaram que
esta benzoquinona lipofilica atua inibindo diretamente a fotossintese em folhas de
Spinacea oleracea L. (espinafre). Sorgoleone inibiu a cadeia de transporte de elétrons entre
as plastoquinonas A e B (Qa e Qg) agindo de maneira similar ao herbicida atrazina. Outra
pesquisa realizada por Hejl e Koster (2004) constatou que esse mesmo aleloquimico
reduziu a utilizacdo de nutrientes em plantulas de Glycine max L. (soja) e causou um
decréscimo na atividade da H*-ATPase da membrana plasmatica em raizes de milho.

Abrahim e colaboradores (2000) testaram os efeitos de quatro monoterpenos
potencialmente alelopaticos na germinacdo, no crescimeto radicular e na respiracdo
mitocondrial do milho. Os monoterpenos lipofilicos, a-pineno e limoneno, tiveram
atividade menor do que os monoterpenos oxigenados sollveis em &gua, canfora e

eucaliptol, na inibicdo da germinagdo e no crescimento primario da raiz. Entretanto, os



monoterpenos lipofilicos causaram danos ao metabolismo respiratério da mitocondria,
sugerindo que essas diferencas se devam a solubilidade dos monoterpenos.

Koitabashi e colaboradores (1997) constataram que um composto alelopatico
volatil, o terpeno 1,8- cineole presente em espécies do género Salvia (Labiatae), inibiu a
germinacdo e o crescimento radicular de Brassica campestris L. (canola) de maneira dose-
dependente. Nas células meristematicas radiculares esse composto ocasionou um
decréscimo da taxa mitotica, inibindo a sintese de DNA e a proliferacdo celular. Outra
observagdo importante foi obtida a partir da lavagem com agua das plantulas tratadas com
cineole. As mesmas comecaram a crescer novamente indicando que esse efeito é
reversivel. 1sso explica porque os efeitos alelopaticos de Salvia sd@o observados somente
em climas secos.

Cruz-Ortega e colaboradores (1998) ao examinarem efeitos de estresse
aleloquimico causados por extrato de folhas de Sycios deppei G. Don verificaram a
inibicdo do crescimento radicular no feijdo e em Cucurbita ficifolia L. (abobora). As duas
espeécies testadas apresentaram mudancas estruturais em algumas organelas, na membrana
plasmatica e na parede celular.

Baziramakenga e colaboradores (1997) verificaram que acidos fenolicos reduziram
a incorporacao de metionina e fosfato em proteinas e acidos nucléicos respectivamente, de
raizes de soja. Essas reducdes ocorreram conjuntamente com o decréscimo na sintese de
ATP. Lehman e Blum (1999) sugeriram que a atividade inibitoria de acidos fenolicos em
raizes de plantulas de abdbora ocorra devido ao contato com os aleloquimicos.

Compostos fendlicos extraidos do solo onde crescem Pinus laricio Poiret.
(pinheiro) e Fagus sylvatica L. (faia), inibiram a germinacdo de sementes de P.laricio que
foi atribuido a um rompimento na atividade de enzimas envolvidas na glicolise e na via das
pentoses fosfato; as enzimas glicoliticas aldolase, glicose fosfato isomerase e glicose 6-
fosfato desidrogenase tiveram decréscimo em suas atividades na presenca dos compostos
fenolicos, entretanto o exato mecanismo molecular que afetou a atividade enzimatica ndo

foi determinado (Muscolo et al., 2001) .



2.4 Efeitos dos aleloquimicos na sintese protéica e na expressao génica

Poucos estudos relatam os efeitos de aleloquimicos no padrdo de sintese protéica
em plantas susceptiveis. Romero-Romero e colaboradores (2002) testaram o efeito de
extratos aquosos de quatro plantas consideradas fitotoxicas (S. deppei, Accacia sedillense
L. Rico, Sebastiania adenophora Pax & K. Hoffm. e Lantana camara — L.) no crescimento
radicular e no padrdo de sintese protéica de milho, feijao, abdbora e tomate. As respostas
das plantas-alvo aos aleloquimicos foram diversas, porém, no geral, houve um incremento
na sintese protéica. O milho foi 0 menos afetado tanto no crescimento quanto na sintese
protéica e o tomate foi 0o mais sensivel aos aleloquimicos. Essas mudancgas evidenciam
alteragdes no funcionamento bioquimico celular. Aqueles autores acreditam que as
proteinas que aumentaram ou foram induzidas sdo proteinas de estresse que estdo
relacionadas a mecanismos de defesa.

Aleloguimicos produzidos pelas folhas de C. acuminata foram testados na sintese
protéica de plantulas de feijdo, milho e tomate. Uma proteina de aproximadamente 11,3
kDa teve um aumento de sua sintese nas raizes tratadas de feijdo. O sequenciamento desta
proteina indicou que suas subunidades apresentam uma similaridade de 99% ao inibidor da
a-amilase de outras espécies de feijoes. Acredita-se que este inibidor esteja ligado a
respostas de defesa das plantas ao ataque de insetos. Nas raizes de tomate, uma proteina
que foi induzida mostrou 69-95% de similaridade a glutationa-S-transferase que esta ligada
a varias respostas de estresse nas plantas (Cruz-Ortega et al., 2002).

Bais e colaboradores (2003) relacionaram os aspectos ecoldgico, fisioldgico,
bioquimico, celular e genébmico da acdo do aleloquimico (-) catequina presente em
Centaurea maculosa Lam. (centdurea). Utilizando Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.
(arabidopsis) como espécie alvo, acompanhou-se todo o mecanismo de acdo do
aleloguimico. No meristema radicular de arabidopsis, o aleloquimico desencadeou uma
maior producdo de espécies reativas de oxigénio, levando & sinalizacdo em cascata através
da concentracdo de Calcio, que promoveu mudancas na expressao génica levando a morte
do sistema radicular.

Estudos como estes sdo de suma importancia ja que mostram os efeitos primarios
do aleloquimico, ou seja, aqueles que atuam no aparato celular e molecular (Ferreira, 2004)

indicando que mecanismos metabolicos estdo sendo afetados e como ocorre este processo.
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2.5 Estudos em laboratério

Os parametros mais comumente usados em laboratorio para avaliar o potencial
alelopatico de uma espécie em uma espécie-alvo, ou seja, sensivel a acdo dos
aleloquimicos, s&o a germinagao e o crescimento (Ferreira & Aquila, 2000; Ferreira, 2004).

Na germinacdo as avaliacbes sdo feitas sobre a germinabilidade e sobre a
velocidade de germinacdo (Ferreira & Aquila, 2000; Ferreira, 2004). O critério
normalmente usado para determinar a germinacdo é a emergéncia da radicula (Labouriau,
1983).

No crescimento avalia-se 0 comprimento das plantulas e aspectos morfologicos
como presenca de necrose nas raizes e a quantidade de pélos absorventes, incorporacdo de
matéria seca e particio do carbono (Ferreira & Aquila, 2000; Ferreira, 2004).

Os testes séo geralmente realizados em placas de petri ou caixas gerbox tendo como
substrato papel filtro ou solo. Os experimentos sdo conduzidos em cémaras com
temperatura e luminosidade controladas. Deve-se atentar para ndo deixar que as placas
sequem ou que por outro lado fiquem alagadas, eventos que podem interferir nos
resultados (Ferreira & Aquila, 2000; Ferreira, 2004).

2.5.1 Sementes

O uso de sementes de espécies nativas para 0s bioensaios de alelopatia ndo é tao
difundido por estas poderem apresentar algum tipo de dorméncia e uma variabilidade
genética maior, apresentando maior plasticidade, sendo assim, é recomendavel o uso de
sementes de espécies cultivadas de boa qualidade e que apresentam germinacdo rapida e
uniforme. Sementes de tomate e alface * sio exemplos de modelos utilizados por serem de
facil aquisicao e sensiveis a diversos aleloquimicos (Ferreira & Aquila, 2000)

Sementes de gergelim tém sido utilizadas em bioensaios para testar o efeito de
aleloquimicos por estas possuirem comportamento germinativo conhecido e por serem
cultivadas em vérias regides do Brasil sdo de facil aquisicdo. Outras vantagens para seu
uso sdo: germinacdo rapida em uma ampla faixa de temperatura (18,8 e 43,2°C); auséncia

de dorméncia e fotoblastismo; alta viabilidade (88%) e baixo conteudo de agua (5,47%

1 O diasporo da alface é um aquénio
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aproximadamente), o que possibilita seu armazenamento por maior periodo de tempo em
baixas temperaturas (Carvalho et al, 2001). Além disso, essas sementes ja foram testadas
em bioensaios de germinagdo e crescimento sob efeito de extratos de folhas de lobeira,
com resultados bastante satisfatorios (Oliveira, 2003; Oliveira et al, 2004b).

2.6 Alelopatia em Solanum lycocarpum St.Hil.

Popularmente conhecida como lobeira, Solanum lycocarpum St. Hil. (Solanaceae) é
uma espécie arbustiva (Mendonca et al., 1998; Proenca et al., 2000) de ampla distribuicéo
no Centro-Oeste brasileiro. Ocorre nos campos, cerrado sentido restrito e cerraddo (Silva
Junior et al, 2005), sendo comumente encontrada em ambientes perturbados do bioma
Cerrado (Proenga et al., 2000; Silva Junior et al, 2005). Essa espécie € considerada
invasora de areas degradadas (Oliveira-Filho & Oliveira, 1988).

A lobeira € uma espécie sempre-verde (Silva Junior et al, 2005). Suas folhas de cor
verde-acinzentada sdo grandes, apresentando tricomas e espinhos em toda sua extensdo
(Lombardi & Motta Junior, 1993; Silva Junior et al, 2005). As flores sdo roxas e a planta
floresce durante todo o ano. Os frutos s&o carnosos, verdes e grandes e a frutificacdo é uma
atividade continua (Proenca et al., 2000; Silva Junior et al, 2005). A planta-mée libera os
frutos e esses amadurecem apds 2 ou 3 dias exalando um forte odor adocicado que atrai
predadores como besouros, roedores e formigas (Pinto, 1998). As sementes sdo muito
freqUentemente dispersas pelo lobo-guard (Chrysocyon brachyurus) (Lombardi & Motta
Junior, 1993).

Na familia Solanaceae, tropano-alcaldides e ésteres de tropina constituem um dos
mais distintos grupos de metabdlitos secundarios (Griffin & Lin, 2000). Esterdide-
alcaldides sdo compostos dominantes nos géneros Solanum e Lycopersicon (Wink, 2003).
Frutos maduros de Solanum freqiientemente contém glicoalcaldides que possuem mdaltiplas
atividades biologicas como: inibicdo da germinacéo, efeito laxante em animais, deterrentes
para herbivoros, constipacao intestinal em péassaros, entre outras (Cippolini, 2000). Estudos
relatam a presenca dos alcaldides solamargina e solasonina em S. lycocarpum (Motidome
et al, 1970). Analise fitoquimica em suas folhas detectou a presenca de fendis, alcaldides e
flavonoides (Oliveira, 2003).

Experimento com sementes de lobeira mostraram que estas apresentam dorméncia

quimica e autotoxicidade causada pela presenca de aleloquimicos. Esses aleloquimicos
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também afetaram o tempo de germinacdo e a germinabilidade de sementes de Cosmos
sulphureus Cav. (cosmos ou picdo-amarelo) quando as sementes das duas espécies foram
colocadas para germinarem em uma mesma placa de petri (Borghetti & Pessoa, 1997).

Extratos aquosos de folhas de lobeira também provocaram um atraso no pico de
germinacdo em sementes de gergelim em diferentes temperaturas. Foi verificado também
inibicdo no crescimento radicular e mudancas morfoldgicas bem como a auséncia de pélos
absorventes e 0 aparecimento de raizes laterais nas plantulas de gergelim tratadas com os
extratos (Oliveira, 2003; Oliveira et al, 2004b). Na concentracdo de 1%, os extratos
aquosos das folhas causaram alteracdes no perfil protéico de plantulas de gergelim. Houve
a inducdo de dois polipeptideos nas radiculas e hipocoétilos (60 kDa e 45 kDa,
respectivamente) e o desaparecimento de um polipeptideo (66 kDa) nas radiculas,
sugerindo que as mudancas na sintese protéica estdo entre os fatores determinantes da
morfologia das plantulas (Jeronimo et al, 2005).

Extratos aquosos do fruto também causaram, em diferentes temperaturas, efeito
redutor na germinacdo do gergelim e na plantula houve inibicdo do crescimento da parte
radicular, aparecimento de necroses e auséncia de pélos radiculares e raizes secundarias
(Oliveira, 2003; Oliveira et al, 2004a).

No solo, o extrato aquoso de folhas reduziu a germinabilidade e o crescimento
radicular em diferentes faixas de temperatura (22, 30 e 38°C) e 0 extrato aquoso de frutos
diminuiu o crescimento das partes aérea e radicular além de causar atraso no tempo médio
de germinacédo a 30°C e diminuig@o da germinabilidade a 22°C (Aires et al, 2005). Esses
resultados indicam um possivel envolvimento dos aleloquimicos dessa espécie na
distribuicdo espacial de plantas no Cerrado (Oliveira, 2003; Oliveira et al, 2004a).

Este tipo de estudo se mostra um campo promissor. Com a identificacdo dos
compostos fitotdxicos e conhecendo seus mecanismos de acéo, estes poderdo ser utilizados
no potencial desenvolvimento de herbicidas biodegradaveis, entre outras aplicacfes
(Vyvyan, 2002).
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3. Objetivos

Verificar a acdo alelopatica de extratos aquosos de folhas de lobeira no
desenvolvimento inicial, na morfologia e na incorporacdo de matéria seca de plantulas de
gergelim;

Investigar se o efeito alelopatico causado pelo extrato aquoso de folhas de lobeira é
reversivel morfologicamente nas plantulas de gergelim;

Investigar alteragdes no padrdo de sintese protéica de plantulas de gergelim que
estdo sobre o efeito dos aleloquimicos dos extratos aquosos de folhas de lobeira.
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4. Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Termobiologia L.G.
Labouriau, do Departamento de Boténica da Universidade de Brasilia (UnB) e nos
Laboratorios de Biologia do Gene e de Biologia Molecular do Departamento de Biologia

Celular da Universidade de Brasilia.

4.1 Preparo do extrato aquoso de folhas de lobeira

Para o preparo dos extratos aquosos foram utilizadas folhas de lobeira coletadas
aleatoriamente de individuos situados no campus da UnB. Em uma estufa regulada a 50°C,
as folhas secaram por um periodo de 24 horas e, apds a secagem, foram trituradas em um
liquidificador. As folhas ndo foram armazenadas para posterior utilizacdo, ja que esse
procedimento afetaria a acdo dos aleloquimicos presentes nas mesmas (Oliveira, 2003).
Portanto, logo ap6s a secagem e a trituracdo das folhas preparou-se o extrato. Para o
preparo do extrato a 5% (p/v) foram pesados 5g das folhas trituradas. Em um béquer, as
folhas foram misturadas em &gua destilada com o auxilio de um bastdo de vidro até
completar o volume final de 100 mL. O béquer foi vedado com parafilme e o extrato
armazenado em geladeira a 6+2°C, por 24 horas, para a extracdo dos aleloquimicos. A
extragdo foi realizada a baixa temperatura para evitar a proliferacdo de microorganismos
(Jacobi & Ferreira 1991). Apos a extracdo, o material foi filtrado com o auxilio de uma
bomba a vacuo, utilizando-se papel filtro Whatman n° 1. A partir do filtrado, foram feitas

diluicdes para as concentracdes de uso nos bioensaios, sendo essas de 1% e 3%.

4.2 Bioensaio de crescimento

Para o bioensaio de crescimento foram utilizadas sementes de gergelim da
variedade “negra” colhidas no estado de Goids na safra de 1998 (fornecidas pela
EMBRAPA) e estocadas em freezer a -20°C. Antes da preparacdo do experimento, as
sementes foram selecionadas, retirando-se eventuais impurezas, sementes danificadas ou
ainda sementes marrons ou brancas.

ObservagOes relatadas por Oliveira (2003) mostram que os aleloquimicos
encontrados nos extratos de folhas e de frutos de lobeira causam atraso no tempo médio de
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germinacdo do gergelim. Para que esse efeito ndo interferisse no experimento de
crescimento, as sementes foram colocadas para germinar em agua para a obtencdo das
plantulas (Ferreira e Aquila, 2000). O final da germinacio foi caracterizado pela
emergéncia de uma das porgdes do embrido (Labouriau, 1983; Borghetti, 2000), neste
caso, da radicula.

As sementes selecionadas foram dispostas para germinar em agua destilada a 30°C
por aproximadamente 28 horas e fotoperiodo de 12 horas em camaras de germinagdo do
tipo B.O.D. (Marconi MA 403) em placas de cultura de vidro de 150 x 130mm contendo
uma folha de papel filtro Qualy @ 15cm, previamente autoclavadas por 20 minutos a
120°C.

Para os experimentos de crescimento foram adicionados em cada placa de cultura
10 mL da solugdo a ser testada: extrato a 1%, extrato a 3% e controle em &gua destilada;
foram distribuidas dez sementes germinadas por placa, nas condi¢bes descritas acima.
Foram feitas trés replicatas de cada tratamento. O experimento de crescimento foi
conduzido nas mesmas condi¢des do experimento de germinacdo das sementes. Ao final
do segundo e do quinto dia de crescimento, mediu-se 0 comprimento da parte aérea e da
parte radicular com o auxilio de um paquimetro, e observaram-se diferencas nas
caracteristicas morfologicas das plantulas como presenca de raizes secundarias, pélos
absorventes e necrose. Foram conduzidas trés repeticdes deste bioensaio.

A analise dos dados de crescimento foi feita comparando-se a média, o desvio
padréo e a variancia de cada tratamento (n=90). Os dados foram submetidos ao teste de
Mann-Whitney a 5% de probabilidade.

Para calcular a porcentagem de inibicdo (Chung, 2001), comparou-se o crescimento
das plantulas nos tratamentos em relagdo ao controle tanto da parte aérea quanto da parte

radicular, utilizando-se a seguinte férmula:
% de inibicdo = [(controle — tratamento)/ controle] x 100
Para cada plantula foi observada a presenca ou auséncia de raizes secundarias,
pélos absorventes e necroses que foram expressos em porcentagem em relacdo ao numero

total de plantulas (n = 90). Esses valores foram submetidos ao teste de Mann-Whitney a
5% de probabilidade.
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O numero de raizes laterais por plantula também foi quantificado quando as
mesmas estavam presentes (n = 90). Para a analise comparativa entre os diferentes
tratamentos, fez-se uma média da quantidade de raizes laterais. Os valores foram
submetidos ao teste de Mann-Whitney a 5% de probabilidade comparando-se controle e

tratamentos.

4.3 Conteudo de &gua e peso seco das plantulas

Apl6s a medicdo das partes aérea e radicular das plantulas, as mesmas e 0s
cotilédones foram separados com um bisturi e pesadas em balanca de precisdo Mettler
Toledo modelo College B154. Em seguida, foram colocadas em estufa a 50°C por 24 horas
e pesadas novamente para a obtencdo do peso seco. Este procedimento foi conduzido em
plantulas com dois (n = 30) e cinco (n = 30) dias de crescimento. A massa fresca e a massa
seca foram pesadas para cada uma das partes em separado. Devido ao baixo peso, as partes
aérea e radicular foram pesadas de 10 em 10. Foram conduzidas trés repeticbes deste
experimento (n = 9). Para obtencdo da porcentagem do conteldo de &gua utilizou-se a

seguinte expressao:
CA = [(PMF - PMS)/ PMF] x 100

onde, CA é o contetdo de agua de cada parte da plantula, PMF é a massa fresca e PMS € a

massa seca.

A massa seca de cada uma das partes da plantula e da plantula inteira foram
comparadas entre controle e tratamentos e estes comparados a massa seca da semente de

gergelim (10 sementes/ repeticdo/ 9 repeticdes).

Os dados de contetdo de agua e de peso seco foram submetidos ao teste de Mann-
Whitney a 5% de probabilidade.
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4.4 Reversibilidade

Para verificar se os efeitos dos aleloquimicos presentes nos extratos de folhas de
lobeira eram reversiveis, plantulas que cresceram por dois dias em contato com 0s
aleloguimicos (extrato a 1% e extrato a 3%) a 30°C e fotoperiodo de 12 horas, foram
transferidas para placas contendo 10mL de agua destilada. As plantulas permaneceram por
cinco dias nas mesmas condicdes de temperatura e luminosidade em que se encontravam
durante o contato com os aleloquimicos. O controle em &gua foi mantido durante todo o
bioensaio, ndo sendo portanto, transferido. Ao mesmo tempo, foi conduzido um tratamento
nas mesmas condi¢des descritas, entretanto, as plantulas permaneceram em contato com 0s
aleloguimicos por sete dias. Ao final do quinto dia ap6s a transferéncia (ou do sétimo dia,
no caso dos controles), mediu-se 0 comprimento da parte aérea e da parte radicular com o
auxilio de um paquimetro, e as diferencas nas caracteristicas morfolégicas das plantulas
como presenca de raizes secundarias, pélos absorventes, necrose e quantidade de raizes
laterais por plantula foram quantificadas utilizando-se 0 mesmo critério do bioensaio de
crescimento. O mesmo foi feito com as plantulas que permaneceram em contato com 0S
aleloquimicos por sete dias.

Para a andlise quantitativa da reversibilidade utilizou-se o seguinte critério: o
tamanho médio das partes aéreas e radiculares das plantulas ao final do quinto dia apds a
transferéncia para a agua (TB) foi subtraido do tamanho médio das partes aéreas e
radiculares das plantulas apds dois dias de crescimento em contato com os extratos (TA)
obtendo-se assim o tamanho final da reversibilidade (R = reversibilidade).

R=TB-TA

A reversibilidade foi comparada ao tamanho medio das partes aéreas e radiculares
das plantulas incubadas por sete dias nas diferentes concentragdes do extrato (TC)
subtraido do tamanho médio das partes aéreas e radiculares das plantulas apés dois dias de
crescimento em contato com os extratos (TA) obtendo-se assim o tamanho final na
presenca dos aleloquimicos (A).

A=TC-TA

Considerou-se o crescimento por sete dias em agua subtraido do crescimento por
dois dias em &gua (Tmax) o valor maximo de crescimento (100% ou controle) tanto para a
parte aérea quanto para a parte radicular. Os valores de R e de A nos diferentes tratamentos
foram comparados em termos de porcentagem ao controle (100%).
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%A = A x 100/ Tmax, e %R = R x 100/ Tmax
Das porcentagens obtidas foram calculados os intervalos de confianca para as
comparagOes entre plantulas controle, plantulas tratadas com os aleloquimicos e plantulas
transferidas para dgua. Os dados morfologicos foram submetidos ao teste de Kruskal-
Wallis a 5% de probabilidade.

4.5 Sintese protéica
4.5.1 Incorporacdo isotdpica

A metionina € um aminoacido que contém enxofre em sua estrutura. Nos eucariotos
ela é sempre o primeiro aminoécido incorporado na cadeia de polipeptideos (Mathews &
van Holde, 1990). Por estar marcada radioativamente, apds ser absorvida pela plantula a
metionina ira marcar as proteinas que forem sintetizadas de novo.

Para este bioensaio foram utilizadas plantulas de gergelim que cresceram nos
tratamentos: extrato aquoso de folhas de lobeira a 1% e controle em agua.

Sementes de gergelim previamente germinadas foram colocadas em placas de
cultura contendo 10 mL da solucéo a ser testada (extrato a 1% e agua) e cresceram sob as
mesmas condicBes da germinacao.

As 42 horas de crescimento, todas as plantulas, tanto do controle (n = 150) quanto
do tratamento com o extrato a 1% (n = 150), foram transferidas para placas de vidro de 4,6
x 4,25mm contendo, na placa controle, 30uL (15uCi/ pL) de **S-metionina diluidos em
3mL de agua destilada, e na placa contendo extrato a 1%, 30uL (15uCi/ pL) de *S-
metionina diluidos em 2mL de extrato aquoso de folhas de lobeira a 1%. A &gua destilada
e 0 extrato aquoso a 1% utilizados para fazer a diluicdo da metionina foram separados no
momento da montagem do experimento e acondicionados em erlenmeyers que
permaneceram na camara de germinacdo durante o crescimento das plantulas e, portanto
sob as mesmas condigdes experimentais.

Em nenhum dos experimentos os cotilédones foram utilizados j& que em testes
preliminares 0os mesmos ndo apresentaram diferencas nos perfis eletroforéticos entre
plantulas tratadas e plantulas controle (Jeronimo, 2003), e mesmo porque sua fungdo no

crescimento inicial estd no fornecimento de esqueletos quimicos ou substancias para o
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crescimento e a diferenciacdo, sendo tecidos destinados a senescéncia apos terem exercido
sua funcdo (Taiz & Zaiger, 2004)

4.5.2 Procedimentos para extracdo de proteinas

As plantulas foram separadas, com o auxilio de um bisturi, em radicula e
hipocétilo. Cada uma dessas partes foi pesada e macerada em 3uL do coquetel de
inibidores de proteinases e de tampdo de extracdo. Para os géis bidimensionais, as
proteinas foram extraidas em tampdo Tris-HCI 160mM, SDS 4%, mercaptoetanol 4%, pH
6.8 obedecendo-se a propor¢do de 500uL de amostra para cada 200mg de matéria fresca. A
maceracdo foi feita em eppendorfs com o auxilio de um pistilo. Durante a maceracdo 0s
eppendorfs foram mantidos dentro de uma caixa de isopor contendo gelo triturado.

Apds a maceragdo, as amostras permaneceram em gelo por um periodo de 30 a 50
minutos para a solubilizacdo das proteinas e, em seguida, foram centrifugadas a 13200 rpm
por 30 minutos. Logo ap0s, retirou-se o sobrenadante com o auxilio de uma micropipeta.

As amostras protéicas foram precipitadas com TCA 100% e ressuspensas em
tampdo O’Farrel (1975). O conteudo protéico das amostras foi quantificado apds a
ressuspensdo (Ramagli e Rodriguez, 1985) e a incorporacdo de metionina radioativa
medida com o auxilio do cintilador (Liquid Scintillation Analizer 1600 TR). Os
procedimentos experimentais de otimizacdo dos metodos citados acima encontram-se

descritos no Apéndice.

4.5.3 Eletroforese em géis bi-dimensionais de poliacrilamida (NEPHGE-
PAGEY)

As eletroforeses em primeira dimensdo foram conduzidas em cuba artesanal. Foram
aplicados 80ug de amostra por capilar para a isoeletrofocalizagdo. As corridas foram
mantidas a 400 V e foram encerradas ao atingir amperagem de valor constante.

As eletroforeses em segunda dimensdo foram conduzidas em cuba Biorad. Em
todas as corridas foi mantida uma amperagem constante de 65mA através de uma fonte

Biorad, com voltagem maxima regulada para 996 V e poténcia maxima de 80W. O gel

! NEPGE - non equilibrium pH gradient electrofocusing. PAGE — polyacrilamide gel electroforesis

20



separador foi feito em concentracdo de 12,5%. Os marcadores de massa molecular
utilizados possuiam proteinas padrédo de peso entre 97,4 a 14,4 kDa.

Para a coloracdo dos géis utilizou-se Comassie blue G. Em seguida, 0s mesmos
foram secos em secadora Biorad (Model 543 Gel Dryer) e expostos a filmes de raio-X (-
18°C) para a obtencdo dos fluorogramas (Bonner & Laskey, 1974). O tempo de exposi¢ao
foi determinado de acordo com a incorporacao radioativa. Na revelacdo dos fluorogramas
foram utilizados revelador e fixador Kodak.

Os géis e os fluorogramas controles (plantulas incubadas em agua) e tratados
(plantulas incubadas em extrato a 1%) foram analisados visualmente por suas diferencgas.

Os procedimentos e o0s reagentes utilizados nos métodos citados para o0s

experimentos realizados no topico 4.5 encontram-se descritos no Apéndice.
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Comprimento médio

>

5. Resultados e Discussao

5.1 Crescimento e caracteristicas morfologicas

Os efeitos do extrato aquoso das folhas de lobeira no comprimento médio das

plantulas de gergelim apds dois dias e ap0ds cinco dias de crescimento, podem ser vistos na

Figura 1.
M radicular M aérea . M radicular M aérea
2 § 3 - . a
a* ~ 2 - b
1 b c = 1 -
o +
) 1 4 % 2 A c
b ¢ £ 3 - b
2 - S 4
= 5
3 - a o 6 - .
agua 1% 3% agua 1% 304
Concentracdo dos extratos (%) B Concentragao dos extratos (%)

Figura 1. Comprimento médio de plantulas de gergelim (Sesamum indicum L.) incubadas
por dois dias (A) e por cinco dias (B) em diferentes concentracfes (1% e 3%) de
extratos de folhas de lobeira (Solanum lycocarpum St. Hil.) e em &gua. Barras

representam o desvio padréo.
*Colunas seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Mann-Whitney a 5% (n=90
plantulas/ tratamento). As comparagdes foram feitas separadamente entre parte aérea e radicular.

Apbs dois dias, o crescimento da parte aérea foi menos inibido pelos extratos de
folhas de lobeira que a parte radicular (Figura 1A). A parte aérea apresentou um menor
crescimento de acordo com o aumento da concentracdo dos extratos das folhas de lobeira
(Figura 1A). No controle em agua, o hipocétilo cresceu em media 0,75 = 0,24cm de
comprimento, havendo um menor crescimento médio do mesmo no extrato a 1% e no
extrato a 3% (0,57 = 0,31cm e 0,38 £ 0,25cm, respectivamente) (Figura 1A). Na parte
radicular, também houve uma reducdo dose-dependente no comprimento médio das
plantulas tratadas (0,60 + 0,33cm no extrato a 1% e 0,28 + 0,22cm no extrato a 3%)
qguando comparadas ao controle em agua (2,11 + 0,69cm) (Figura 1A). Em termos de
porcentagem observa-se que a inibi¢cdo no crescimento da parte radicular foi maior (Tabela
1).
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Tabela 1. Porcentagem de inibicéo (%) do crescimento de plantulas de gergelim (Sesamum
indicum L.) incubadas por dois dias e por cinco dias em diferentes
concentracdes (1% e 3%) de extratos de folhas de lobeira (Solanum lycocarpum
St. Hil.) e em 4gua.

Tratamentos 2 dias 5 dias
Parte Aérea
agua 0 0
1% 24,00% -7,09%
3% 49,30% 52,48%

Parte Radicular

agua 0 0
1% 71.40% 62,06%
3% 87.10% 91,20%

Apbs cinco dias de crescimento, a parte aérea ndo se mostrou afetada pelo extrato a
1% (1,51 + 0,57cm) quando comparada ao controle em &gua (1,41 £ 0,34cm) (Figura 1B).
Observa-se que houve um incremento na porcentagem de crescimento nos hipocotilos
tratados com o extrato das folhas a 1% de 7,09% (Tabela 1). Entretanto, tal incremento néo
foi significativo se comparado ao controle (Figura 1B).

J& nas plantulas tratadas com extrato a 3% (0,67 + 0,54cm), nota-se uma reducao
significativa no comprimento médio da parte aérea, comparando-se tanto com o controle
em agua quanto com o extrato das folhas a 1% (Figura 1B). A porcentagem de inibicdo do
crescimento na parte aérea € de 52,48% nos hipocétilos das plantulas tratadas com a
concentracdo mais alta do extrato das folhas (Tabela 1). Tal evento corrobora com os
dados encontrados por Oliveira (2003) e Oliveira e colaboradores (2004b). Eles afirmam
como possivel causa para a inibicdo da parte aérea que, mesmo com as raizes necrosadas,
as plantulas estariam absorvendo os aleloguimicos e estes estariam interferindo no
desenvolvimento da parte aérea e/ ou que pelo fato de as raizes estarem danificadas ndo
estariam suprindo a plantula adequadamente.

A parte radicular foi afetada significativamente pelos aleloquimicos apds cinco dias
de crescimento. As plantulas do controle em agua apresentaram radiculas com
comprimento médio de 3,98 + 1,91cm e as plantulas que foram incubadas nos tratamentos
em extrato de folhas a 1% e em extrato de folhas a 3% apresentaram comprimento médio
de 1,51 £ 0,67cm e 0,35 * 0,35cm, respectivamente (Figura 2). Em porcentagem, a reducéo
foi de 62,06% no extrato a 1% e de 91,20% no extrato a 3% (Tabela 1).
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Comparando-se os dois dias de crescimento aos cinco dias, observa-se que a parte
aérea € menos afetada pelos aleloquimicos que a parte radicular (Figuras 1A e 1B). A
maior inibicdo na parte aérea ocorreu no extrato a 3% (Tabela 1). Em estudo realizado por
Pires e colaboradores (2001b), observou-se que o extrato aquoso de folhas de leucena
ocasionou pouca interferéncia no desenvolvimento da parte aérea de plantulas de milho e
um maior efeito inibitério no desenvolvimento da parte radicular. Os pesquisadores
afirmam que a menor interferéncia dos aleloquimicos de leucena na parte aérea se deve,
possivelmente, pela utilizacdo de reservas nutricionais da semente pelas plantulas nesse
estagio de desenvolvimento.

A parte radicular se mostrou bastante inibida tanto nos dois dias quanto nos cinco
dias de incubacdo na presenca dos aleloquimicos. A porcentagem de inibicao foi superior a
60% em todos os tratamentos nos dois dias de crescimento, chegando a 91,20% no extrato
a 3% (Tabela 1). Em ambos os periodos de incubacdo, o efeito de menor crescimento das
raizes foi crescente com o aumento da concentracdo do extrato. Resultados semelhantes
foram encontrados em estudos que utilizavam extrato aquoso de leucena (Prates et al.,
2000; Pires et al., 2001b), em bioensaio realizado com um aleloquimico presente em
espécies do género Salvia — 1,8-cineole (Koitabashi et al., 1997) e na avaliacdo do
potencial alelopatico de Pennisetum glaucum L. (milheto) (Saxena et al. 1995). Varios
trabalhos mostram que as alteracdes promovidas por aleloquimicos na parte radicular séo
um dos melhores indicadores de potencial alelopatico de extratos (Inderjit & Dakshini,
1995; Souza Filho et al., 1997; Galindo et al., 1999; Abrahim et al., 2000; Chon et al.,
2000; Ferreira e Aquila, 2000; Pires et al., 2001b; Batish at al., 2002; Oliveira, 2003; Gatti
et al.; 2004).

Além de interferir quantitativamente no desenvolvimento do gergelim, o0s
aleloquimicos afetaram caracteristicas morfoldgicas nas radiculas das plantulas tratadas.
Nas tabelas 2 e 3 estdo quantificadas as porcentagens de presenca de necroses, raizes

laterais e pélos absorventes.
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Tabela 2. Porcentagem de plantulas que apresentaram necroses, raizes laterais e pélos
absorventes nas radiculas de plantulas de gergelim (Sesamum indicum L.)
incubadas por dois dias em diferentes concentracfes (1% e 3%) de extratos de
folhas de lobeira (Solanum lycocarpum St. Hil.) e em agua.

Tratamento (n=90) Necroses (%) Raizes laterais (%) Pélos absorventes (%)

Controle 0 (a*) 0 100 (a)
Extrato de folhas a 1% 1,11 (a) 0 85,54 (a)
Extrato de folhas a 3% 20,00 (b) 0 2,22 (b)

* Colunas seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Mann-Whitney a 5% (n=90
plantulas/ tratamento).

Nas pléantulas incubadas por dois dias nas diferentes concentragdes do extrato de
folhas a presenca de radiculas necrosadas aumentou de acordo com 0 aumento da
concentracdo do extrato, entretanto a presenca de necroses foi significativa apenas no
extrato a 3% (Tabela 2). Inversamente, a presenca de pélos absorventes diminuiu nas
plantulas incubadas no extrato a 3%. N&o houve diferenca significativa na presenca de
pélos absorventes nas plantulas incubadas em &gua e no extrato a 1%, entretanto foi
possivel notar visualmente que as plantulas incubadas no extrato a 1% apresentaram menor
quantidade de pélos quando comparadas ao controle. Nas plantulas incubadas a 3%, que
apresentaram pélos, também foi possivel visualizar que 0s mesmos encontravam-se em
menor quantidade comparando-se com o controle. Em dois dias de crescimento ndo havia

raizes laterais em nenhum dos tratamentos (Tabela 2).

Tabela 3. Porcentagem de necroses, raizes laterais, pélos absorventes e quantidade média
de raizes laterais em radiculas de plantulas de gergelim (Sesamum indicum L.)
incubadas por cinco dias em diferentes concentragdes (1% e 3%) de extratos de
folhas de lobeira (Solanum lycocarpum St. Hil.) e em agua.

Necroses Raizes  Quantidade média Pélos
Tratamento (n=90) (%) laterais (%) de raizes laterais  Absorventes (%)
Controle 0 (a*) 74,44 (a) **1,73(1,39) b 100 (a)
Extrato de folhas a
1% 8,88 (a) 70,00 (a) 2,43 (2,12) a 92,22 (a)
Extrato de folhas a
3% 83,33 (b) 12,22 (b) 0,33 (1,00) c 0 (b)

*Colunas seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Mann-Whitney a 5% (n=90
plantulas/ tratamento).
**Valores médios seguidos pelo seu desvio padrao.
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Apols cinco dias de incubagcdo, ha um aumento na porcentagem de plantulas
necrosadas (8,88% no extrato das folhas a 1 % e 88,33% no extrato das folhas a 3%).
Prates e colaboradores (2000) verificaram que o extrato aquoso de leucena causou necrose
do &pice radicular de plantulas de milho, principalmente nas concentracbes mais altas do
aleloquimico. De acordo com Ferreira & Aquila (2000), a presenca de necroses na radicula
ocasionada pela acdo de aleloquimicos é um sintoma comum em plantulas afetadas.

Nesse periodo de crescimento ja existem raizes laterais nas plantulas de gergelim.
H& uma reducdo no nimero de plantulas que apresentam raizes laterais de acordo com o
aumento da concentracdo do extrato (74,44% no controle, 70% no extrato a 1% e 12,22%
no extrato a 3%) (Tabela 3). No entanto, ha um aumento do nidmero medio de raizes
laterais por plantula no extrato a 1% (2,43 + 2,12cm) comparando-se com o controle em
agua (1,73 £ 1,39cm) e com o extrato a 3% (0,33 £ 1,00cm). Tal estimulo no crescimento
das raizes laterais em detrimento da raiz principal pode estar relacionado a distarbios no
balangco hormonal (Dayan et al, 2000). Estudos realizados por Brunn e colaboradores
(1992) mostraram que flavondides inibiram o transporte de auxina levando a um distarbio
em seus niveis normais 0 que resultou na indugdo de raizes laterais e na supressdo do
crescimento geotropico da raiz.

A quantidade de pélos absorventes por plantula também foi reduzida no extrato a
1%. Embora a maioria das plantulas tratadas (92,22%) tivessem pélos, a quantidade era
aparentemente menor que a do controle. Nota-se que tal parametro é um sensivel indicador
de efeito alelopético (Miré et al., 1998) tendo em vista que nos diferentes periodos de
incubacdo das plantulas, houve diminuicdo da quantidade de pélos absorventes de acordo
com o0 aumento da concentracao do extrato.

Na figura 2 é possivel visualizar os efeitos do extrato de folhas de lobeira nas
plantulas de gergelim.

Os efeitos de reducdo no tamanho médio, na presenca de raizes laterais e na
presenca de pélos absorventes observados nas plantulas que cresceram em contato com 0s
aleloquimicos em diferentes concentracdes nos diferentes dias de crescimento podem
afetar a absorgdo eficiente dos nutrientes pelas plantulas em condigGes de campo (Abdala
et al, 1998). Outro efeito observado, porém ndo quantificado, foi a inversdo do
gravitropismo nas radiculas das plantulas incubadas na presenca da concentracdo mais alta
dos aleloguimicos (extrato a 3%). Assim como foi relatado por Chon e colaboradores
(2000) e por Oliveira (2003) as raizes cresceram em sentido oposto ao substrato.
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Entre os fatores que podem mascarar efeitos alelopaticos se encontra o potencial
osmotico. O mesmo deve ser considerado especialmente em extratos brutos ja que
substancias como agucares, aminodcidos e acidos organicos, que sdo osmoticamente ativas,
podem promover alteracbes em plantulas tratadas impossibilitando distinguir os efeitos
causados pelos aleloquimicos dos efeitos puramente osméticos (Dayan et al., 2000;
Ferreira & Aquila, 2000).

Oliveira (2003 e 2004b) avaliou o efeito osmdtico do extrato aquoso de folhas de
lobeira nas concentragdes 0, 1, 2, 3, 4 e 5% no crescimento inicial de plantulas de gergelim
em diferentes temperaturas (22, 30 e 38°C) utilizando solugdes de PEG 6000. As plantulas
apresentaram pequena reducdo do tamanho da parte aérea e, em alguns casos, ate
promocdo, o que pode significar que parte dos efeitos observados no crescimento podem
estar relacionados ao efeito osmético. Entretanto, as alteracbes morfoldgicas detectadas nas
plantulas que cresceram na presenca do extrato ndo apareceram nas plantulas que
cresceram na presenca de PEG 6000, ou seja, possivelmente o efeito osmatico nao foi o
responsavel pelos sintomas qualitativos das plantulas, sendo estes causados exclusivamente
pelos aleloquimicos presentes nas folhas.

Diante desses dados, ndo houve a necessidade de serem realizados novos testes com
0 potencial osmotico das folhas de lobeira, j& que os extratos utilizados neste trabalho

foram feitos nas mesmas condi¢des do experimento realizado por Oliveira (2003 e 2004b).
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Figura 2. Plantulas de gergelim (Sesamum indicum L.) que cresceram em contato com
agua (controle) e diferentes concentracdes do extrato de folhas de lobeira

(Solanum lycocarpum St. Hil.). Concentracdes em porcentagem: 0 (4gua), 1 e 3.
(A) Plantulas incubadas por 2 dias e (B) Plantulas incubadas por 5 dias.

5.2 Conteudo de agua e peso seco das plantulas

Em dois dias de crescimento, os cotilédones e os hipocétilos das plantulas que
foram incubadas nas diferentes concentragdes do extrato ndo diferiram significativamente
dos respectivos controles em termos de contetido de agua. Os cotilédones apresentaram no
controle: 77,3% de agua; no extrato a 1%: 78% de agua; e no extrato a 3%: 72% de &gua.
Nos hipocotilos o contetddo de agua foi de 95% tanto no controle quanto no extrato a 1% e
de 93,4% para o extrato a 3%. Nas radiculas, o contetdo de agua foi menor de acordo com
0 aumento da concentracdo do extrato. No controle o contetdo de agua foi de 96,4%, no
extrato a 1% foi de 94,9% e no extrato a 3% foi de 91,3% (Figura 3).
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Figura 3. Conteldo de agua apés dois dias de crescimento de diferentes porcdes de
plantulas de gergelim (Sesamum indicum L.) crescendo em diferentes
concentracdes do extrato (1% e 3%) de folhas de lobeira (Solanum lycocarpum
St. Hil.) e em &gua.

*Colunas seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Mann-Whitney a 5% (n=09).
As comparagdes foram feitas separadamente entre cotilédones, hipocétilos e radiculas.

Em cinco dias de incubacdo os cotilédones e hipocétilos das plantulas que
cresceram no extrato a 3% apresentaram menor contetido de dgua quando comparados aos
respectivos controles e as plantulas que cresceram no extrato a 1%. Os cotilédones
apresentaram 94% tanto no controle quanto no extrato a 1% e 87,1% no extrato a 3%. Os
hipocétilos possuiam 97% de dgua no controle e no extrato a 1% e 95% de 4gua no extrato
a 3%. Ja para as radiculas das plantulas, observa-se a diminuicdo dose-dependente no
contetdo de 4gua a medida que se aumenta a concentracdo dos extratos, assim como foi
observado para as radiculas incubadas por dois dias (Figura 4).

O menor conteudo de agua nos cotiledones se explica porque no final dos
experimentos muitos deles ainda ndo haviam saido dos tegumentos, especialmente em dois
dias de crescimento e no extrato a 3% independentemente do periodo de incubagdo. As
radiculas apresentaram reducdo dose-dependente no contetdo de agua, possivelmente pelo
contato direto com os aleloquimicos (Figuras 3 e 4) 0 que também ocasionou a reducdo no
crescimento e as alteracdes morfoldgicas (Figura 1 e Tabelas 2 e 3).

Apesar de estatisticamente ocorrerem diferengas no contetdo de agua nas diferentes
partes das plantulas e nos diferentes periodos de incubacdo, tais diferencas possam néo ser
relevantes sob o ponto de vista bioldgico.
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Figura 4. Contetdo de agua apds cinco dias de crescimento de diferentes por¢des de
plantulas de gergelim (Sesamum indicum L.) crescendo em diferentes
concentragbes do extrato (agua, 1% e 3%) de folhas de lobeira (Solanum

lycocarpum St. Hil.).
*Colunas seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Mann-Whitney a 5% (n=09). As
comparacOes foram feitas separadamente entre cotilédones, hipocotilos e radiculas.

Na tabela 4 esta ilustrado o peso seco das plantulas incubadas no controle e nos

diferentes tratamentos.

Tabela 4. Massa seca apds dois dias e cinco dias de crescimento de diferentes porcGes de
plantulas de gergelim (Sesamum indicum L.) crescendo em diferentes
concentragbes do extrato (agua, 1% e 3%) de folhas de lobeira (Solanum
lycocarpum St. Hil) e da semente de gergelim. (Cot=cotilédones;
Hip=hipocétilos; Rad=radiculas; Plant=plantula; Sem=semente).

Peso Seco (mg)

2 dias 5 dias
Cot* Hip Rad Plant Cot Hip Rad Plant
A 14.0 6.0(9.0) 4.0(1.0) 24.0 (9.0) 120(1.0) 3.0(0) 40(0)  19.0(1.0)
gua
(1.0)** a a a a a a a a
17.0(20) 3.0(0) 20(0) 21.0(1.00 12.0(4.0 4.0 (0) 3.0(0) 19.0 (4.0)
1%
b b b a a b b a
39 17.0(6.0) 2.0(1.0) 1.0(0) 20.0(6.0) 14.0(2.0) 19.0 (2.0)
° b c c a b 3.0(L.0)a 1.0(L0)c a

*Colunas seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Mann-Whitney a 5% (n=09).
** Valores médios seguidos pelo desvio padrao

O peso seco variou bastante entre os diferentes dias de incubagéo, nas diferentes
partes das plantulas e nos diferentes tratamentos. No geral, os cotilédones apresentaram
maior massa seca, seguidos pelos hipocotilos e radiculas. Também se verificou que 0s

cotilédones tratados nos diferentes extratos possuem maior massa seca comparando-se ao
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controle. E possivel que a distribuicdo das reservas contidas nos cotilédones seja afetada
negativamente pelos aleloquimicos, interferindo, conseqlientemente, no ganho de massa
seca nos hipocotilos e radiculas tratadas, exceto nos hipocotilos tratados por cinco dias
(Tabela 4).

Comparando-se a massa seca total das plantulas nota-se que ndo ha diferenca
significativa entre controle e tratamentos. Esse dado contraria o que foi encontrado por
Batish e colaboradores (2002), em que foi verificada a diminuicdo da massa seca em
plantulas de Avena fatua L. (aveia) e Bidens pilosa (picdo-preto) tratadas com o
aleloquimico pathernin; com estudos realizados por Jiménez-Osornio e colaboradores
(1996) em que Oleos essenciais de Chenopodium ambrosioides L. (erva-de-santa-maria)
reduziram a biomassa de Phaseolus acutifolius A. Gray (feijdo); e com experimentos
realizados por Prates e colaboradores (2000) em que o extrato aquoso de leucena inibiu a
incorporacdo de massa seca da parte aérea, parte radicular e total de plantulas de milho.
Contrariamente, o extrato aquoso de leucena ocasionou incremento de biomassa em
plantulas de milho (Pires et al. 2001b).

No presente estudo, observa-se que a parte radicular apresentou menor biomassa
nos diferentes periodos de incubacdo depois do tratamento com o0s extratos e que 0S
hipocdtilos tiveram menor biomassa apenas no tratamento com os extratos por dois dias. A
maior sensibilidade das raizes comparada a parte aérea das plantas foi verificada em
bioensaios realizados por Miré e colaboradores (1998) e Santos e colaboradores (2002).

Também é possivel observar que ocorre perda de massa seca da semente (tendo em
vista que seu peso seco é de 28g) para a formacéo da plantula, e da plantula com dois dias
para a plantula com cinco dias de idade, o que deve estar relacionado com a utilizacdo de
reservas para o desenvolvimento da mesma (Tabela 4). Possivelmente, nos primeiros dias
de desenvolvimento, o catabolismo celular e a respiragdo sejam altos nas plantulas,
desfavorecendo a incorporacdo de matéria. Entretanto, como sera observado no
experimento de reversibilidade, em sete dias de desenvolvimento (Tabela 7), a plantula
aumentou seu peso seco, denotando-se assim, um provavel aumento do anabolismo celular
e um consequiente incremento na incorporacdo de matéria seca. Ainda assim, a massa seca

da plantula com sete dias de idade e menor que 0 peso seco da semente (Tabela 7).
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5.3 Reversibilidade

Em geral, os estudos que tratam de reversibilidade se baseiam em amenizar os
efeitos inibitorios dos aleloquimicos fornecendo substratos que complementam uma
deficiéncia fisioldgica ocasionada pela presenca do inibidor (Dayan, 2000), ou que reajam
diretamente com o inibidor impedindo sua acdo (Galindo et al. 1999; Dayan, 2000). No
entanto, para se utilizar tal método se faz necessario conhecer o(s) sitio(s) de a¢do do(s)
aleloquimico(s) (Dayan, 2000).

Como o presente estudo investigou os efeitos dos aleloquimicos das folhas de
lobeira no crescimento, nas caracteristicas morfoldgicas e no perfil de sintese de proteinas
do gergelim, ainda ndo foi possivel afirmar qual ou quais sdo os sitios de acdo em que 0
extrato aquoso das folhas de lobeira atuam para que se possa determinar qual ou quais
substratos poderiam reverter tais efeitos.

Dentro dessa perspectiva, para se investigar os efeitos dos aleloquimicos presentes
nas folhas de lobeira eram reversiveis, fez-se a lavagem das plantulas que cresceram em
contato com as diferentes concentragdes do extrato.

A transferéncia das plantulas para dgua ap0s um pre-tratamento por dois dias na
presenca dos extratos, resultou em uma recuperacdo morfologica visivel das mesmas.

A parte aérea das plantulas que permaneceram constantemente em contato com o
extrato a 1% cresceu 6,4% a mais do que o controle em agua, entretanto essa diferenca ndo
foi significativa em relacdo ao controle. Em contrapartida, a parte aérea das plantulas
incubadas no extrato a 3% obteve um crescimento 45% menor do que o controle. J& na
parte aérea das plantulas que apds dois dias em contato com os aleloquimicos foram
transferidas para agua e incubadas por mais cinco dias, o crescimento foi menor em 20%
comparando-se ao controle. Portanto, observa-se que a parte aérea mostrou-se mais
sensivel a transferéncia para dgua apenas no extrato a 3% ja que a mesma cresceu 25% a

mais do que aquela que cresceu em contato constante com o extrato (Tabela 5).
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Tabela 5. Comprimento médio (cm) e porcentagem de crescimento das partes aérea e
radicular de plantulas de gergelim (Sesamum indicum L.) que cresceram em
agua e em diferentes concentracdes (1% e 3%) do extrato de folhas de lobeira
(Solanum lycocarpum St. Hil.).

Tratamento Comprimento  Crescimento Comprimento  Crescimento (%)
médio (cm) (%) médio (cm)
Parte Aérea Parte Radicular

agua (controle)* 1,46 (0,7) 100 (a)**** 3,42 (1,09) 100 (a)
1% alelopatia** 1,55 (0,06) 106,4 (a) 2,09 (1,08) 61,30 (bc)
3% alelopatia 0,80 (0,22) 55,27 (c) 0,78 (1,05) 23,00 (d)
1% reversibilidade*** 1,18 (0,21) 81,3 (b) 2,65 (0,81) 77,47 (b)
3% reversibilidade 1,16 (0,44) 79,48 (b) 1,95 (0,52) 57,06 (c)

*Comprimento médio das plantulas que cresceram por sete dias em &gua subtraido do comprimento médio
das plantulas que cresceram por dois dias em agua.

**Comprimento médio das plantulas que cresceram por sete dias em diferentes concentragdes do extrato
subtraido do comprimento médio das plantulas que cresceram por dois dias em diferentes concentracfes dos
aleloquimicos.

***Comprimento médio das plantulas que cresceram por dois dias em diferentes concentracdes do extrato e
que foram transferidas para 4gua onde cresceram por mais cinco dias, subtraido do comprimento médio das
plantulas que cresceram por dois dias em diferentes concentragdes dos aleloquimicos.

****Colunas seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Intervalo de Confianca a
5% (n=90 plantulas/ tratamento). As comparagdes foram feitas separadamente entre parte aérea e radicular.

A parte radicular foi mais afetada pelos aleloquimicos do que a parte aérea. No
extrato a 1% o crescimento da parte radicular foi de 61% e no extrato a 3% foi de 23% em
relacdo ao controle. ApoOs a transferéncia para agua, nota-se que ha um aumento da
porcentagem de crescimento em 16% para as plantulas transferidas do extrato a 1% para a
agua e em 34% para as plantulas transferidas do extrato a 3% para a agua (Tabela 5).
Apesar de haver aumento na taxa crescimento da parte radicular nas plantulas que foram
transferidas do extrato a 1% para a agua, ele ndo foi significativo comparando-se as

plantulas que permaneceram em contato com os aleloquimicos (Tabela 5).
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Tabela 6. Porcentagem de plantulas com necroses, raizes laterais, pélos absorventes e
quantidade média de raizes laterais de radiculas de pléantulas de gergelim
(Sesamum indicum L.) incubadas em diferentes concentragcdes (1% e 3%) de
extratos de folhas de lobeira (Solanum lycocarpum St. Hil.) e em agua.

Tratamento (Nn=90)  Necroses Raizes laterais Quantidade média de Pélos absorventes

(%) (%) raizes laterais (%)
agua (controle)* 0 (ar+*+) 81.11% (a) wxkxx) 35 (1.94) (a) 100% (a)
1% alelopatia** 21.11% (b) 75.55%(a) 1.73 (1.33) (ab) 97.78% (a)
3% alelopatia 53.33% (c) 40%(b) 1.09 (1.61) (c) 3.33% (b)
1% reversibilidade*** 0 (a) 74.44%(a) 1.52 (1.42) (b) 100% (a)
12.22%
3% reversibilidade (ab) 66.67%(a) 1.62 (1.60) (b) 92.22% (a)

*Comprimento médio das plantulas que cresceram por sete dias em agua.

**Comprimento médio das plantulas que cresceram por sete dias em diferentes concentra¢des do extrato.
***Comprimento médio das plantulas que cresceram por dois dias em diferentes concentragfes do extrato e
que foram transferidas para agua crescendo por mais cinco dias.

****Colunas seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis a 5% (n=90
plantulas por tratamento).

*****Valores médios seguidos pelo seu desvio padréo.

As caracteristicas morfoldgicas afetadas nas radiculas tratadas também séo
reversiveis. E possivel observar, na Tabela 6, que a porcentagem de plantulas necrosadas
diminuiu significativamente apds a transferéncia para agua comparando-se com as
plantulas que permaneceram incubadas constantemente nas diferentes concentracGes de
extrato das folhas. Como tecidos que estdo necrosados ndo podem se regenerar, € possivel
afirmar que a coloracéo escurecida nas radiculas das plantulas tratadas nos diferentes dias
de incubacdo se deva pela presenca de compostos fendlicos nos extratos. Esse
escurecimento também é observado no papel filtro que serve como substrato para as
plantulas. Esses dados contrariam o que foi exposto por Ferreira e Aquila (2000) e podem
contrariar também outros estudos que afirmam que tecidos escurecidos sejam necroses.

Para a presenca de raizes laterais e de pélos radiculares, nota-se que as plantulas
incubadas no extrato a 3% foram afetadas significativamente, apresentando tais
caracteristicas em menor quantidade. Entretanto, a transferéncia das plantulas incubadas
nesse extrato para agua, possibilitou a recuperacdo das radiculas que ndo diferiram
morfologicamente dos respectivos controles.

A guantidade média de raizes laterais por plantula foi menor no extrato a 3%, mas
com a transferéncia para a &gua ocorreu um aumento nessa gquantidade. Ja o extrato a 1%

favoreceu o aparecimento de raizes laterais. A quantidade média de raizes laterais nesse
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extrato ndo diferiu significativamente do controle e nem das plantulas transferidas para a
agua.

Os efeitos quantitativos e qualitativos da reversibilidade nas plantulas de gergelim
em relagdo a plantulas tratadas com os aleloquimicos das folhas de lobeira podem ser
vistos na figura 5.

Estudo realizado por Koitabashi e colaboradores (1997) em que o aleloquimico 1,8-
cineole inibiu o crescimento radicular e a sintese de DNA no meristema apical da canola,
mostra que quando cineole foi lavado das raizes tratadas com o aleloquimico, as plantulas
retomaram seu crescimento, o que indica que os efeitos ocasionados por cineole sdo
reversiveis e facilmente eliminados pela lavagem com agua. Essa informacdo corrobora
com os dados encontrados para as plantulas tratadas com os aleloquimicos da lobeira, que
ap6s a lavagem retomaram seu crescimento e comecaram a apresentar caracteristicas

morfolégicas semelhantes as do controle.
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Figura 5. Plantulas de gergelim (Sesamum indicum L.) que cresceram em contato com
agua (controle) e diferentes concentracdes do extrato de folhas de lobeira
(Solanum lycocarpum St. Hil.). Concentra¢fes em porcentagem: 0 (agua), 1 e 3.
(A) Plantulas incubadas por 7 dias na presenca de aleloquimicos e do controle e
(B) Plantulas incubadas por 2 dias na presenca de aleloquimicos e transferidas
para agua onde cresceram por mais 5 dias.
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Um dos fatores que determinam a acdo efetiva de um aleloquimico apds ser
liberado no ambiente e estar em contato com o organismo alvo, é sua permanéncia e seu
tempo de residéncia no meio e nas concentracOes bioativas (Inderjit, 2001; Souza Filho &
Alves, 2002a; Inderjit & Duke, 2003). Observagdes realizadas por Oliveira (2003)
constataram que os aleloquimicos das folhas de lobeira que estdo em contato direto com o
solo, sdo liberados mais expressivamente na época das chuvas, ja que as mesmas perderam
sua atividade em menos de 15 dias comparando-se aos mais de 45 dias das folhas caidas no
solo na época de seca. Isso sugere que a lavagem dos aleloquimicos das folhas de lobeira,
realizadas neste experimento, reduz sua concentracdo no meio até que se elimine o seu
potencial fitotdxico ocasionando a retomada do crescimento e desenvolvimento das
plantulas de gergelim.

Nas plantulas que permaneceram por sete dias em contato com os aleloquimicos, o
conteido de agua foi menor nos hipocétilos incubados no extrato a 3%. Nas radiculas, o
conteddo de agua foi menor quanto maior a concentracdo do extrato ou seja, dose-
dependente. Nas plantulas transferidas para a agua apds dois dias de incubacdo nas
diferentes concentracfes do extrato das folhas, o contetdo de agua nédo apresentou variagdo
entre as diferentes concentragdes do extrato (0, 1% e 3%) e nem entre as diferentes partes
da plantula. Isso deve ser possivel pela recuperacdo das caracteristicas morfologicas das
radiculas na auséncia dos aleloquimicos e pela retomada da capacidade de absorcdo de

agua das mesmas (Figura 6).
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Figura 6. Conteldo de agua de diferentes porcdes de plantulas de gergelim (Sesamum
indicum L.) crescendo em diferentes concentragdes do extrato (agua, 1% e 3%)
de folhas de lobeira (Solanum lycocarpum St. Hil.). A. Plantulas incubadas por
sete dias na presenca dos aleloquimicos. B. Plantulas incubadas por dois dias na

presenca dos aleloquimicos e transferidas para agua crescendo por mais cinco
dias.

*Colunas seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Mann-Whitney a 5% (n=09). As
comparacOes foram feitas separadamente entre cotilédones, hipocotilos e radiculas.

Novamente, apesar das diferencas estatisticas no contedo de agua nas plantulas

incubadas nos extratos, essas diferencas ndo sdo relevantes biologicamente.
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Tabela 7. Massa seca ap0s sete dias de crescimento e do experimento de reversibilidade de
diferentes porgdes de plantulas de gergelim (Sesamum indicum L.) crescendo em
diferentes concentraces do extrato (agua, 1% e 3%) de folhas de lobeira
(Solanum lycocarpum St. Hil.) e da semente de gergelim. (Cot=cotilédones;
Hip=hipocotilos; Rad=radiculas; Plant=plantula; Sem=semente).

Peso Seco (mg)

7 dias Reversibilidade
Cot Hip Rad Plant Cot Hip Rad Plant

Agua 120 (1.0) 5010 6.0(0) 230(1.0) 12.0(1.0) 6.0 (0) 23.0 (1.0
a a a a a 50(1.0)a a a

1% 12.0(1.0) 6.0(1.0) 4.0(1.0) 21.0(2.0) 13.0(1.0) 21.0(1.0)
a a b a a 40(1.0)a 4.0(1.0)b b

30 140(3.0) 5.0(2.0) 2.0(1.0) 21.0(3.0) 13.0(2.0) 5.0 (0) 3.0(0) 20.0 (2.0)
a a c a a a c b

*Colunas seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Mann-Whitney a 5% (n=09).
** Valores médios seguidos pelo desvio padrao

Apo0s sete dias de crescimento e do tratamento de reversibilidade (Tabela 7), os
cotilédones, assim como em dois e cinco dias de incubacdo (Tabela 4), apresentam maior
conteldo de massa seca. Ja as radiculas e hipocoétilos controle apresentaram massa seca
similar, enquanto que as radiculas tratadas obtiveram menor massa seca em relacdo aos
hipocoétilos tratados, resultado similar ao encontrado por Mir6 e colaboradores (1998) e
Santos e colaboradores (2002) (Tabela 7). Os hipocotilos tratados ndo diferiram em
biomassa seca entre si e nem em relacdo ao controle. A massa seca da plantula variou no
tratamento de reversibilidade, onde houve diminuigéo nas plantulas tratadas com o extrato.

As radiculas se mostraram mais sensiveis ao tratamento com o extrato das folhas
mesmo apos o tratamento de reversibilidade, indicando que a lavagem dos aleloquimicos
ndo deixou de afetar a distribuicdo de biomassa negativamente. Contudo, nota-se que no
tratamento a 3% reversibilidade ha um pequeno aumento da massa seca comparando-se
com as radiculas tratadas por sete dias no mesmo tratamento o que pode indicar um inicio

de ganho de incorporagdo de matéria.
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5.4 Sintese protéica
5.4.1 Incorporacao isotépica

Para se chegar a uma metodologia eficiente de absorcao do isétopo radioativo *S-
metionina foram realizados testes preliminares que estdo descritos com seus respectivos
resultados no Anexo.

A incorporacdo isotopica realizada para a obtencdo das amostras protéicas aplicadas
nos geéis bi-dimensionais esté representada na Figura 7.

A parte radicular das plantulas que cresceram em contato com o extrato a 1%
incorporou menos metionina comparando-se a parte radicular das plantulas que cresceram
em agua. Ja os hipocétilos que foram incubados em agua e aqueles incubados em extrato a
1% ndo apresentaram diferencas em sua incorporagdo. A incorporagdo nas radiculas e nos
hipocdtilos incubados em agua foi de 287 754 cpma e de 89 439 cpma respectivamente. Ja
nas partes das plantulas incubadas no extrato a 1% a incorporacao foi de 216 501 cpma nas

radiculas e de 80 453 cpma nos hipocétilos (Figura 7).

B 35S Metionina
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200000 -

150000

100000 -

50000 - ' l
0 - ‘ \ \

Radicula  Radicula Hipocétilo Hipocétilo
agua 1% agua 1%

Incorporagdo CPMA

Figura 7. Incorporagdo isotépica (CPMA) de **S-metionina em radiculas e hipocétilos de
plantulas de gergelim (Sesamum indicum L.) que cresceram por 48 horas
incubadas em agua e em extrato de folhas de lobeira (Solanum lycocarpum St.
Hil.) a 1%. As 42 horas **S-metionina (3uCi/ plantula) foi diluida na solucéo
(Agua ou extrato a 1%) em que as plantulas estavam incubadas (n=150). Barras
representam o desvio padréo.

Observa-se que houve maior incorporacao isotépica nas radiculas comparando-se

aos hipocétilos. Como as radiculas estavam em contato direto com a solucéo, é provavel
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que isso tenha favorecido a incorporacdo. Outra hipotese seria que ocorra uma demora na
chegada do is6topo até a parte aérea.

Oliveira (2003) ao fazer analise fitoquimica do extrato aquoso de folhas de lobeira
detectou a presenca de fendis. Um dos processos fisiologicos afetados negativamente por
compostos fenolicos é a sintese de proteinas (Reigosa et al. 1999b).

Baziramakenga e colaboradores (1996) ao verificarem os efeitos dos é&cidos
fenolicos nos niveis de proteina presentes em plantulas de soja comprovaram a
interferéncia desses compostos na captura de **S-metionina. Os écidos hidréxi-benzéico e
cumérico aumentaram a captura de *°S-metionina enquanto que os &cidos benzéico,
cinamico, ferrulico e vanilico reduziram a captura. Pesquisa realizada por Cameron e Julian
(1980) também indica que os 4cidos cindmico e ferrlico reduziram a incorporacéo de **C-
tirosina nas proteinas de plantulas de alface. Estes estudos sugerem que a interferéncia no
metabolismo de proteinas pelos &cidos fendlicos € um dos principais mecanismos que
influenciam o crescimento da planta.

Pelos resultados encontrados nas plantulas de gergelim tratadas com o0s
aleloquimicos das folhas de lobeira, pressupde-se que a reducdo da incorporacdo de *S-
metionina, possivelmente, se deva pela presenca de compostos fendlicos nas folhas de
lobeira, entretanto, uma identificacdo detalhada desses compostos conjuntamente com
bioensaios que testem o efeito dos mesmos na incorporacdo de **S-metionina se faz

necessaria para que se possa afirmar a consisténcia desses dados.

40



5.4.2 Perfil eletroforético bi-dimensional

Os géis de hipocétilos e de radiculas controle (incubadas em &agua) e tratadas
(incubadas na presenca de aleloquimicos de folhas de lobeira) e seus respectivos
fluorogramas estdo apresentados nas figuras 8-11.

Nos géis de hipocotilos de gergelim controle e tratados (Figura 8 — A e B), observa-
se que as proteinas 1, 2, 3 e 4 e aquelas presentes nos grupos a e ¢ tiveram sua expressao
aumentada pela presenca do extrato de folhas de lobeira a 1%. J& a proteina 5 e aquelas
presentes no grupo b tiveram uma redugdo muito sutil em sua expressao na presenga dos
aleloguimicos das folhas.

Nos fluorogramas controle e tratado dos hipocétilos de gergelim (Figura 9 — A e B),
nota-se que as proteinas presentes nos géis ndo foram marcadas com o is6topo radioativo,
tendo em vista que as mesmas quase nao aparecem ou ndo estdo presentes (setas e balGes
pretos). Entretanto, proteinas que ndo aparecem nos geéis (setas vermelhas e azuis: Figura 8
- A e B), possivelmente pelo menor poder de deteccdo da coloracdo com comassie blue,
estdo presentes nos fluorogramas (setas vermelhas e azuis: Figura 9 — A e B). E possivel
visualizar que apenas quatro proteinas (10, 12, 13 e 14) presentes no fluorograma controle
aparecem no fluorograma tratado e que, além disso, as proteinas que estdo presentes no
fluorograma tratado (17-23) ndo aparecem no respectivo controle, mostrando haver sintese

“de novo” diferencial nos hipocotilos incubados na presenca dos aleloquimicos.

41



kDa

97,4
66,2

45,0

31,0

21,5

14,4

kDa

97,4

66,2

45,0

31,0

21,5

14,4

4,86 . 7,28 8,56

|
1
A <10
I~ <«11 b
~ A4
- b 112 W j
A
e N
A
6 7
-_—T ety L n . A
4,86 7,28 8,56

1 <19
i 20
R 10
2 <+
b T 11 L18
~a
’ 4 Lt

'/4
e

B . B

Figura 8. Geis bi-dimensionais NEPHGE-PAGE de proteinas de hipocétilos de gergelim (Sesamum

indicum L.) incubadas por dois dias em agua (A) ou em extrato aquoso de folhas de
lobeira (Solanum lycocarpum St. Hil.) a 1% (B). Setenta microgramas de proteinas foram
aplicadas em cada gel. O padrdo de massa molecular (kDa) esté indicado a esquerda dos
géis. As faixas de pH estdo indicadas acima dos géis. Setas e balGes pretos representam
proteinas observadas nos géis, setas vermelhas indicam proteinas presentes no
fluorograma controle e setas azuis indicam proteinas presentes no fluorograma tratado.

42



4,86 7,28 8,56

kDa '

97,4
66,2

e i

-
b

1. b

Sy Lo 4
3\
X 4
o “
P ar
215 A

450 |

67
14,4 et T TR e e | 1 | A
8,56
e
kDa
97,4
66,2
45,0
¥r 18
310 2!
4
A/
5
A/

Figura 9. Fluorogramas de proteinas de hipocétilos de gergelim (Sesamum indicum L.) incubadas
por dois dias em &gua (A) ou em extrato aquoso de folhas de lobeira (Solanum
lycocarpum St. Hil.) a 1% (B). Setenta microgramas de proteinas foram aplicadas em
cada gel. O padrdo de massa molecular (kDa) estd indicado a esquerda dos
fluorogramas. As faixas de pH estdo indicadas acima dos fluorogramas. Setas e balbes
pretos representam proteinas observadas nos géis, setas vermelhas indicam proteinas
presentes no fluorograma controle e setas azuis indicam proteinas presentes no
fluorograma tratado.
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Comparando-se ao perfil dos hipocétilos, as radiculas apresentam, de forma geral,
maior sintese protéica (Figura 7). Além disso, como ja era esperado, diferencas foram
encontradas quando se comparou os perfis de hipocétilos e de radiculas,
independentemente do tratamento (4gua ou extrato de folhas a 1%) (Figuras: 8 — A e B e
10-AeB).

A comparacdo de géis de raizes controle e tratadas mostra que algumas proteinas
apresentaram spots ligeiramente mais intensos no tratamento (proteinas 1, 2, 3, 11, 15, 20),
e outras menos intensas (proteinas 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 13, 14, 16, 17, 18, 19), quando
comparadas ao controle (Figura 10 — A e B).

No fluorograma do controle notou-se a presenca de algumas proteinas presentes no
respectivo gel (proteinas: 5, 9, 12, 14, 16, 19). No tratamento ndo foi possivel detectar
sobreposicao entre proteinas presentes nos géis e nos fluorogramas (Figura 11 — A e B).

Além das proteinas encontradas no gel controle, também houve a expressao “de
novo” de proteinas no fluorograma controle (proteinas 21 a 32; Figura 11 - A). No
fluorograma tratado observou-se a presenca de proteinas encontradas no fluorograma
controle (proteinas 21, 27, 29, 30, 31, 32), mas ndo presentes nos géis. Além disto,
observou-se proteinas sintetizadas “de novo” apenas no fluorograma tratado (proteinas 33
a 43; Figura 11 — B). Isto foi observado também para os hipocotilos (Figura 9 — B).

Como foi verificado pela analise dos perfis protéicos, os hipocétilos tiveram poucas
alteracGes ocasionadas pela acdo dos aleloquimicos, j& as radiculas mostraram maiores
alteracGes. Em contraste aos fluorogramas, em nenhum dos géis, tanto de hipocétilos
quanto de radiculas, foi constatada a presenca de proteinas cuja sintese tenha sido induzida
ou reprimida pelo tratamento.

Estudos realizados por Romero-Romero e colaboradores (2002), com extratos
aquosos de folhas de Sycios deppei G. Don, Accacia sedillense L. Rico, Sebastiania
adenophora Pax & K. Hoffm. e Lantana camara L. mostraram o efeito dos aleloquimicos
dessas espécies no crescimento radicular e na sintese protéica do milho, feijdo, abobora e
tomate. De maneira geral, 0s extratos ocasionaram inibicdo do crescimento radicular e
aumento da sintese protéica. Algumas proteinas tiveram um decréscimo de sua expressao,
ou mesmo totalmente reprimidas, enquanto outras tiveram sua sintese induzida pelos
extratos.

Estudo semelhante foi feito por Cruz-Ortega e colaboradores (2002), onde

resultados similares foram encontrados ao se testar os aleloquimicos do extrato aquoso de
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Callicarpa acuminata H.B.K. em feijao, milho e tomate. Neste caso, as radiculas de feijao
e de milho apresentaram, no geral, proteinas com expressdo aumentada, enquanto que no
tomate a maior parte das proteinas sofreu um decréscimo em sua expressao.

Ainda no trabalho realizado por Cruz-Ortega e colaboradores (2002), uma proteina
de 11.3 kDa que teve sua sintese aumentada significativamente nas raizes tratadas de feijéo
foi seqlienciada e sua sequéncia de aminoacidos mostrou 94% de similaridade com o
inibidor a-amilase de outra espécie de feijao. No milho, a identificacdo de uma proteina de
27.5 kDa, que também foi induzida nas radiculas tratadas, mostrou 95% de similaridade
com a enzima glutationa-S-transferase de uma espécie do género Solanum (S. commersonii
Dumal - batata). Segundo os autores, polipeptideos inibidores de a-amilase e a enzima
glutationa-S-transferase estdo relacionados a diferentes respostas de defesa nas plantas,
seja por ataque de patdgenos ou de insetos, ou como mecanismo de resposta a estresses.

Assim como foi observado por Romero-Romero e colaboradores (2002) e por Cruz-
Ortega e colaboradores (2002), em geral houve aumento da sintese protéica nas radiculas
de gergelim tratadas com os aleloquimicos de lobeira. De acordo com o que foi relatado
pelos autores acima, € possivel que as proteinas que tiveram sua sintese aumentada em
resposta aos tratamentos sdo proteinas de estresse que estao relacionadas a mecanismos de
defesa tais como as “heat shock proteins” (HSPs), “pathogenic-related proteins” (PR), ou
“salinity and dehydratation proteins” (LEA). Ja as proteinas que tiveram sua sintese
diminuida podem estar envolvidas nos processos de divisdo celular, alongamento,
formacédo de parede celular ou trafego vesicular (Romero-Romero et al. 2002 e Cruz-
Ortega et al. 2002).

O aumento na sintese protéica de hipocétilos e radiculas de gergelim tratados com o
extrato de folhas de lobeira corrobora com o aumento da incorporagdo de metionina
radioativa verificado no bioensaio anterior (Figura 7). Nesse contexto, nota-se que a
incorporacdo de is6topo radioativo é uma boa forma de se quantificar os efeitos na sintese
protéica. A incorporacdo isotopica aliada a analise de perfis eletroforéticos permitiu
mostrar que os perfis em gel de comassie blue e os perfis dos fluorogramas séo distintos e
revelam diferentes padrbes de expressao.

Diversas proteinas presentes nos géis ndo sdo sintetizadas “de novo”, logo
aparentemente nédo estdo participando do crescimento inicial e de respostas das plantulas a
acdo dos extratos, entretanto é interessante identificar as proteinas que tiveram sua sintese

aumentada significativamente nos geis para que se possa afirmar tal suposicao.
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Figura 10. Géis bi-dimensionais NEPHGE-PAGE de proteinas de radiculas de gergelim (Sesamum
indicum L.) incubadas por dois dias em agua (A) ou em extrato aquoso de folhas de
lobeira (Solanum lycocarpum St. Hil.) a 1% (B). Setenta microgramas de proteinas
foram aplicadas em cada gel. O padrdo de massa molecular (kDa) estd indicado a
esquerda dos géis. As faixas de pH estdo indicadas acima dos géis. Setas pretas
representam proteinas analisadas nos géis, setas vermelhas indicam proteinas presentes

no fluorograma controle e setas azuis indicam proteinas presentes no fluorograma
tratado.
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Figura 11. Fluorogramas de proteinas de radiculas de gergelim (Sesamum indicum L.) incubadas
por dois dias em agua (A) ou em extrato aquoso de folhas de lobeira (Solanum
lycocarpum St. Hil.) (B). Setenta microgramas de proteinas foram aplicadas em cada
gel. O padrdo de massa molecular (kDa) esta indicado a esquerda dos fluorogramas. As
faixas de pH estdo indicadas acima dos fluorogramas. Setas pretas representam
proteinas analisadas nos géis, setas vermelhas indicam proteinas presentes no
fluorograma controle e setas azuis indicam proteinas presentes no fluorograma tratado.
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Um dos objetivos de estudos alelopaticos que abordam os aspectos morfoldgicos,
fisiolégicos e moleculares é a descoberta de novos produtos naturais que possam ser
empregados no controle de pestes e doengas nos vegetais, bem como a descoberta do modo
de acdo desses compostos (Cruz-Ortega et al., 2002).

E interessante observar que o presente estudo, além de mostrar a atuacdo dos
aleloguimicos presentes nas folhas de lobeira no crescimento e em parametros
morfol6gicos, também apresentou as mudangas que ocorrem na expressdo proteica,
abrindo novas perspectivas para um melhor conhecimento dos mecanismos de a¢do dos
aleloquimicos a nivel celular.

A utilizacdo da protedmica para o estudo de respostas das plantas a diferentes tipos
de estresse vem se tornando um campo crescente. Essa ferramenta pode fornecer a
avaliacdo direta dos processos bioguimicos através de informacdes sobre as proteinas
envolvidas nas respostas das plantas aos estimulos ambientais (Renaut et al., 2006), e tem
se mostrado uma boa alternativa para se tracar os efeitos alelopaticos no metabolismo

vegetal.
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5.5 Conclustes

1) O extrato aquoso das folhas de lobeira causou inibicdo do crescimento de
plantulas de gergelim, principalmente nas radiculas e na maior concentragdo do extrato;

2) Constatou-se a presenca de necroses, inibicdo do aparecimento de raizes laterais
e de pélos absorventes, nas radiculas de gergelim tratadas. O efeito foi maior quanto maior
a concentracao do extrato;

3) A interferéncia no contetdo de agua das plantulas por parte dos aleloquimicos
foi pequena ou insignificante em todos 0s tratamentos e nas diferentes partes da plantula;

4) Houve menor incorporacdo de massa seca nas radiculas tratadas com o extrato
das folhas em diferentes concentracdes;

5) Os efeitos causados pelos aleloquimicos das folhas de lobeira no
desenvolvimento e na morfologia das plantulas de gergelim séo reversiveis;

6) Os experimentos de reversibilidade comprovaram que os tecidos escurecidos nas
radiculas tratadas ndo estavam necrosados, e que um possivel acumulo de fendis promoveu
a alteragdo na coloragéo.

7) A incorporagéo isotopica de **S-metionina foi maior nas plantulas tratadas com
os aleloquimicos das folhas de lobeira;

8) O perfil protéico das radiculas apresentou maior quantidade de spots que o perfil
dos hipocotilos, tanto para plantulas tratadas como para plantulas controle. No geral, houve
um aumento da sintese protéica nas plantulas tratadas;

9) Os padrdes de expressdo proteica sdo distintos entre geéis e fluorogramas,
evidenciando que diversas proteinas ndo sdo sintetizadas “de novo” e que aparentemente
ndo estariam participando do crescimento inicial e de respostas das plantas a acdo dos
extratos.

10) A incorporacgdo isotopica conjuntamente a analise de perfis eletroforéticos se
mostra como uma ferramenta importante no estudo dos processos bioquimicos envolvidos
na acdo dos aleloquimicos presentes nas folhas de lobeira no desenvolvimento inicial do

gergelim.
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Apéndice - Tampdes, reagentes e procedimentos utilizados nos experimentos de extragdo
de proteinas e eletroforeses.

Cogquetel de Inibidores de Proteases

O coquetel de inibidores de proteases consistiu de 3 inibidores diluidos em 250 pL de
tampao (Tris-HCl 10 mM, pH 7.,4), respeitando as seguintes concentragdes:
TPCK: Concentragdo de uso de 50 mg/mL.
TLCK: Concentracao de uso de 50 mg/mL.
Leupeptina: Concentrag¢do de uso de 2 mg/mL.
N&o convem preparar solugdes estoques do coquetel de inibidores pois diversos
destes podem degradar com o armazenamento. Preparar na hora de uso.

Precipitacdo e Ressuspensdo de Proteinas

Diluiu-se TCA 100% na amostra para 10%;

Deixou-se a amostra no gelo por 30 minutos;

Centrifugou-se por 10 minutos em microcentrifuga: max. 10000rpm.
Escorreu-se bem o sobrenadante.

Adicionou-se 500uL de acetona 20% e lavou-se 2-3 vezes.

Em cada lavagem centrifugou-se por 5 min/10000rpm.

Secou-se e ressuspendeu-se em tampao O Farrel.

Quantificacdo protéica (Método de Bradford modificado)

e Tampao Bradford comercial da Biorad foi diluido na propor¢do de 4mL de agua para
ImL do Bradford totalizando uma quantidade final suficiente para construir a curva
padrao e para quantificar as proteinas das amostras desejadas.

e Para construir a curva padrdo (absorbancia x concentracio de proteinas) colocou-se em
ependorfs identificados as seguintes medidas:

Estoque BSA Agua Bradford 1X [ ] final de BSA
(1000pg/mL) (uL) (uL) (pg/mL)

0 20 1000 0

4 16 1000 4

8 12 1000 8

12 8 1000 12

16 4 1000 16

20 0 1000 20

e A leitura da curva foi feita em espectofotometro Hitachi que ja havia sido ligado pelo
menos 30 minutos antes da leitura das absorbancias para calibrar.

e Ajustou-se, no aparelho, o comprimento desejado: 595 nm.

e O aparelho foi zerado (branco) com: 20uL de agua + 1000 uL de Bradford.

e Fez-se a leitura das amostras em ordem crescente de conteiddo de BSA para a obtengdo
da curva padrao.
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Para a leitura das amostras com conteudo protéico desconhecido dissolveu-se 2uL da
amostra + 2ul. de HC1 0,1N + 16uL de agua + 1000 puL de Bradford..

O zero das amostras com conteudo protéico desconhecido foi determinado diluindo-se
2uL do tampao O’Farrel + 2pulL de HCI 0,IN + 16uL de 4gua + 1000 pL de Bradford..
Para a leitura, transferiu-se as amostras dos ependorfs para cubetes apropriados para o
espectofotometro.

A leitura das amostras pode ser feita em duplicata. Retira-se a média das absorbancias
para calcular o volume de proteinas para S0uL de proteinas.

Para se obter somente a leitura da absorbancia das proteinas para a construgcdo da
curva, subtraiu - se o zero das outras quantidades de amostras contendo BSA +
Bradford.

Para a constru¢do do grafico da curva padrdo e para a obtengdo da quantidade de
proteinas das amostras utilizou-se a planilha do Excel apresentada abaixo

Curva Padrao - Bradford
1,2

E 1

c

o 081

3 061 /

» 04

'S: 02 |

0 T T T T
0 5 10 15 20 25
concentragcdo BSA (mg/mL)
—e— ABS 595 nm Linear (ABS 595 nm)

[}
[BSA] ABS.
Equagdo da
Reta
y=ax+b 0,0097 0,0667
Amostras Leitura  [concent.] Volume [Estoque] Volume p 50 ug
1 0,0000 -6,8763 0 #DIV/0! #DIV/0! uL
2 0,0000 -6,8763 0 #DIV/0! #DIV/0! uL
3 0,0000 -6,8763 0 #DIV/0! #DIV/0! ulL
4 0,0000 -6,8763 0 #DIV/0! #DIV/0! ulL
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Incorporacao isotopica

1. Cortou-se papéis filtro de 1 cm?.

2. Colocou-se 1 uL do lisado sobre o papel e deixar secar.

3. Colocou-se os papéis em 10 mL de TCA 10% no gelo por 10 min.

4. Transferiu-se os papéis para 5 mL de TCA 5% e ferveu-se por 5 min.
5. Transferiu-se os papéis para 5 mL de TCA 5% no gelo por 5 min.

6. Lavou-se os papéis em 5 mL de metanol por 2 min.

7. Em seguida, lavou-se os papéis em 5 mL de acetona por 2 min.

8. Deixou-se os papéis secarem' e mediu-se a radioatividade no cintilador.
Solugao para o Cintilador.

PPO S5¢g

POPOP 03¢g

Tolueno g.s.p. 1litro

Colocou-se os papéis nos tubos apropriados e adicionou-se a solucdo acima.

Ajustou-se os tubos no carretel, e na frente deste encaixou-se o programa
apropriado ( protocolo 3 - *S).

O programa apropriado para a leitura do is6topo em consideracdo foi escolhido no
menu da tela do computador, onde também se ajustou o tempo de leitura.
Instalou-se o carretel dentro do cintilador, iniciou-se a leitura e aguardou-se a
impressdao do resultado. No presente caso, considerou-se que uma incorporacao
satisfatdria registra uma leitura acima de 100 000 cpma.

Foi feito o controle. Este passou apenas pelas etapas 1, 2 ¢ 8 do protocolo acima.

A medigdo da incoracdo foi feita em duplicatas.

Eletroforese em Primeira Dimensao

Seguem as tabelas com as quantidades e concentragdes dos tampdes e solugdes

utilizados nas eletroforeses, assim como a composi¢ao dos géis e as condi¢des de corrida.

Tampao de lise (1X) *

Reagente Quantidade Concentragao
57¢g 9,5M
Uréia
NP-40 10% 2,0 mL 2,0%
Anfolitos pH 5-7 400 pL 1,6%
Anfélitos pH 3,5-10 100 pL 0,4%
[-mercaptoetanol 0,5 mL 5,0%
Agua g.s.p volume final
10 mL
Volume Final

** evitar manuseio brusco e /ou excessivo pois a amostra é muito espumante.
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Tampao Overlay *

Reagente Quantidade Concentracao

48¢g 8,0 M

Uréia

NP-40 10% 1,0 mL 1,0 %

Anfolitos pH 5-7 200 L 0,8 %

Anfolitos pH 3,5-10 50 uL 0,2 %

Agua g.s.p. volume final

Volume Final 10 mL

* adicionar tracos de verde de metila para o acompanhamento visual da corrida. Fazer

usando os mesmos reagentes do tampao de lise, principalmente os anfélitos.

Confecg¢ao dos Géis

Reagente 2-DITC
50¢g

Uréia
Agua 2,0 mL
NP-40 10% 2,0 mL
Anfolitos pH 3,5-10 500 pL
Anfolitos pH 3.5-5 -
Anfolitos pH 4-6.5 -
Anfolitos pH 5-7 -
Sol. Acrilamida-Bis. 30% 1,3 mL
APS 10 % * 15 puL
TEMED * 10 uLL

* Aplicados no momento do preparo do gel.

Solugdes Estoque

¢ Acrilamida 30% (p/v)

Acrilamida 282 ¢ 564 ¢ 2,82¢g

bis-acrilamida 1.8¢ 0.36¢g 0,18¢g

agua destilada gsp 100 mL 20 mL 10 mL
¢ NP-40 10% (v/v)

NP-40 SmL

agua Milli-Q 45 mL

¢ Estoque Acido fosforico (H;POy) 0,03 M (densidade = 1,685, PM 98,0) 85%: 1,64 mL
para 1000 mL de agua Milli-Q (Deve ser preparado na hora de uso, pois é muito

volatil).

»  Concentracao de uso (H3;PO4) 0,01 M: 0,547 mL para 1000 mL de agua Milli-

Q.
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¢ Estoque Hidroxido de Sédio (NaOH) 0,05M PM 40,0: 2,0 g para 1000 mL de 4gua
Milli-Q (Preparar preferencialmente no momento de uso).
» Concentragdo de uso (NaOH) 0,02 M: 0,8 g para 1000 mL de agua Milli-Q.

¢ Uré¢ia 7M PM 60,06: 21,02 g para 50 mL de agua Milli-Q.

Tampoes de corrida e condi¢des de migragao

Cuba ITC
Superior ! 0,01 M H3POy4 (+)
Inferior ' 0,02 M NaOH (-)
Migracdo

Pré-corrida Nao necessita
Corrida 400 V/4-5 h

'Freqiientemente utiliza-se a concentracdo de estoque das solucBes para a corrida.

2 Como no caso do ITC a posicao dos tampdes foi invertida, deve-se inverter também a
polaridade. Corre sempre da base para o acido. O ITC modificado segue 0 mesmo
procedimento. Para parte de baixo (basico) o volume é de 1800 mL e para parte de cima
(acido) é de 700 mL.

A corrida encerra quando a corrente ficar constante
Procedimentos experimentais

1. Pipetou-se a acrilamida/bisacrilamida, o NP40 (10%) e a agua, misturou-se bem.
Adicionou-se a uréia e, sendo necessario, aqueceu-e a solugdo (NO MAXIMO 50° Q)
para dissolvé-la. Apos dissolver a uréia, adicionou-se os anfolitos e misturou-se.
ANTES de adicionar TEMED e persulfato, preparou-se todo o material, tubos, solu¢do
de uréia 7M, seringa e suporte para aplicar o gel nos tubos.

2. Marcou-se com caneta de retroprojetor até a altura que os tubos sdo preenchidos com o
gel (11 cm), todos devem ter a mesma altura, fechou-se na base com parafilme,
encheu-se com a seringa lentamente da base para o 4pice para evitar bolhas, mas nao
tao lento, para evitar polimerizagdo do gel. Apds preencher todos os tubos, colocou-se
um pouco de solucdo de uréia 7M para a polimerizacdo uniforme do apice. Apds
polimerizado, retirou-se a uréia com um movimento brusco, retirou-se o parafilme.

3. Instalou-se os capilares na cuba, aplicou-se agarose no local de inser¢ao dos capilares
(borrachinhas) e verificou-se se havia vazamento na parte superior colocando um
pouco de tampdo, evitando que o tampao caisse dentro do tubo. Nado colocou-se
(ainda) o tampao acima do nivel dos tubos.

4. Aplicou-se o tampao da parte inferior nos capilares (base) com o auxilio de uma
seringa evitando, dessa forma, a permanéncia de bolhas na base dos tubos.

5. Misturou-se bem a amostra (centrifugar a 10000 rpm/5 min) pois a uréia
freqiientemente precipita. Aplicou-se lentamente no apice do tubo, encostando-se a
ponteira no fundo e na lateral do tubo para evitar espumar e a formacao de bolhas. Em
seguida, aplicou-se o tampao overlay - S50uL (com tracos de verde de metila) sobre a
amostra para evitar o contato desta com o tampao superior de corrida.
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11.

Colocou-se o tampao superior dentro dos capilares completando o volume destes, e
depois lentamente dentro da cuba superior até cobrir bem todos os capilares.

Ligou-se os eletrodos conforme procedimento acima (no caso da cuba 2ITC a
polaridade ¢ invertida nos eletrodos da fonte).

Controle do pH. Um dos tubos foi escolhido para receber apenas o tampao de amostra
e o overlay. Este gel foi utilizado para se medir o gradiente de pH.

A retirada dos géis de dentro dos tubos foi feita numa vasilha com agua, um de cada
vez para poder identificar a amostra. Isto foi feito impulsionando na por¢do superior
com uma seringa com agua. Armazenou-se o gel em freezer.

Tubos com gel ndo utilizados podem ser armazenados. Para tal, deixou-se a uréia,
colocou-se parafilme na parte superior, guardou-se a temperatura ambiente.

Limpeza dos capilares em solugdo sulfocromica, e da seringa em dgua abundante.

Preparo das tripas para a segunda dimensao

Deixou-se as tripas imersas em tampao de transferéncia por 30 min, sob agita¢do
suave.

Apoiou-se as tripas sobre o gel da segunda dimensao (preparado apenas com o pente
para aplicagcdo dos marcadores de peso molecular — ver abaixo), por convengao, com a
porcdo alcalina do gel (mais irregular) virada para os marcadores. Fixaou-se a tripa
sobre o gel com agarose previamente aquecida.

Iniciou-se a corrida, conforme protocolo. Quando o azul atingiu a altura dos
marcadores de peso, desligou-se a cuba, aplicou-se os marcadores, e reiniciou-se a
corrida (duracdo, aproximada de 4:30 horas).

Preparo dos padrdes de massa molecular para corrida
(para 20uL — 10 pL por poco)

1.Preparou-se o tampao estoque para os padrdes (estoque temperatura ambiente):

Agua destilada -4,8 mL
0,5M Tris-HCIpH 6,8 - 1,2 mL
Glicerol - 1,0 mL
10% (p/v) SDS -2,0mL
0,1% (p/v) bromofenol - 0,5 mL
9,5 mL

2. Preparou-se o tampao redutor para aplicagdo (N0 momento do uso):

19ulL Tampao Estoque
1uL B-mercaptoetanol
1uL padrdes

Ferveu-se por 5 minutos a 95°C. Esfriou-se e aplicou-se nos pocos (10 xL por

pOGo).
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Eletroforese em Sequnda Dimensao

Os géis de poliacrilamida-SDS 12,5% foram feitos conforme tabela abaixo:

Solug¢des estoque

Separador 12,5%

Concentrador 3,8%

(mL) Concentracao (mL) Concentragao
Final Final

Acrilamida/bisacrilamida 25 12,5% 2,5 3,75%
(30:0,8)
Tampao estoque do gel -- - 5,0 0,08 M
Concentrador
Tampao estoque do gel 7,5 0,375 M -- --
Separador
SDS 10% 0,6 0,1% 0,2 0,1%
Agua 23,9 11,3
Persulfato de aménio 10%* 0,450 0.075% 0,150
TEMED* 0,030 0,05% 0,015

Volume final p/ 2 géis 60 mL 40 mL

* Aplicados no momento do preparo do gel.

Solugdes Estoque

Acrilamida/bisacrilamida: 29.2 g de acrilamida e 0.8 g de bisacrilamida sdo diluidos
em agua e o volume é completado para 100 mL. Armazenamento no escuro, 4°C, por
até 30 dias.

Tampao estoque do gel concentrador: Tris-HCI1 0,5 M, pH 6,8: 6,0 gramas de tris sdo
dissolvidos em 40 ml de dgua. pH ajustado a 6,8 com HCI 1,0 M (aproximadamente
48 ml). O volume ¢ completado para 100 ml com 4gua. A solugdo ¢ armazenada a
4°C.

Tampao estoque do gel separador: Tris-HCI 3,0 M, pH 8,8: 36,3 gramas de tris e 48 ml
de HCI 1,0 M sdo misturados e levados a um volume final de 100 ml com &gua.
Armazenado a 4°C.

Tampao de corrida [uso]: Trizma 0,0375 M, glicina 0,3 M, SDS 0,1%: 4,54 gramas de
tris, 22,52 gramas de glicina e 1 grama de SDS sao dissolvidos em agua suficiente
para completar um litro de solugdo. Armazenado a 4°C. Para eletroforese em cuba
Biorad, sao necessarios dois litros e meio de tampao de corrida.

Tampao de transferéncia: Tris-HCl 80 mM, B-mercaptoetanol 2,0%, SDS 2,0%, azul
de bromofenol 0,02%. Ajustar pH para 6,8.

Solugdes utilizadas para corar e para secagem dos géis:

Corante: Comassie blue G 0,1% em 40,0% metanol, 10,0% acido acético, dgua gsp.

100 ml.

Descorante: 40,0% metanol, 10,0% &cido acético, agua gsp. 100 ml.
Preservador: 10,0% 4cido acético, a4gua gsp. 100 ml
Solugdo para secagem: Metanol 40,0%, glicerol 5,0%, dgua qsp. 100 ml.
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10.

11.

Procede-se a secagem em secador de gel 65°C/3 horas.
Medidas para o preparo das solugdes utilizadas na revelacdo dos fluorogramas.

Revelador Kodak Dektol: o estoque ¢ comercializado para se fazer um volume final de
3,8L com 551g do pd revelador. Para o experimento fez-se uma dilui¢do de 150% do
revelador para que a revelagdo pudesse ser acompanhada lentamente. Para isso diluiu-
se 58g do p6 em 1L de agua deionizada.

Fixador Kodak: o estoque comercializado faz um volume total de 3,8L com 700g do
po6 fixador. Para o experimento fez-se 400 mL da solugao.

Acido Acético 1%: fez-se 1L dessa solucdo.

Procedimentos experimentais para eletroforese em segunda dimensao e
fluorogramas.

Preparou-se os reagentes para confeccdo dos géis. Dissolveu-se a acrilamida/
bisacrilamida no respectivo tampao, conforme tabela acima, adicionou-se o SDS e
completou-se com dgua. Reservou-se.

Preparou-se as placas para preparo dos géis, usando graxa de silicone entre os
espacadores € o vidro para impedir vazamento do gel. Dispds-se as placas no suporte.
Adicionou-se o TEMED e o persulfato de amonia no gel SEPARADOR, e virou-se
lentamente a solu¢do dentro da placa, com esta inclinada para impedir formagao de
bolhas. Colocou-se o suporte na horizontal, e o gel foi coberto com butanol ou mesmo
agua para que a polimerizacao formasse uma superficie superior uniforme; aguardou-
se a polimerizagdo.

Apbs a polimerizagdo do gel separador, lavou-se a parte interna das placas com agua e
secou-se bem. Preparou-se o gel CONCENTRADOR com o TEMED e o persulfato e
adicionou-se nas placas. Colocou-se o pente antes da polimerizagao.

Retirou-se o pente e removeu-se as placas do suporte. As placas foram entdo instaladas
na cuba.

Encheu-se a cuba inferior com tampao de corrida, evitando a permanéncia de bolhas
na base da placa. Encheu-se a parte superior da cuba com o tampdo de corrida, e
depois aplicou-se as amostras de proteinas.

Instalou-se os eletrodos, regulou-se a fonte e procedeu-se a corrida conforme
amperagem, voltagem e poténcia ja citadas.

Apbs a corrida, removeu-se as placas, retirou-se os géis e colocou-se para corar nos
tampoes apropriados. Lavou-se todo o material utilizado conforme procedimentos
usuais.

Os géis foram tratados com corante apropriado conforme detalhamento descrito acima,
dispostos sobre papel-filtro e colocados no secador por 60°C/3 h.

Ap0s a secagem, eles foram expostos a filmes de raio X a —15° C por até sete dias.
Colocou-se no cassete um filme de raio-X e sobre este o gel seco com a parte das
proteinas virada para baixo, de forma que a parte sensivel do filme ficasse em contato
direto com o gel.

Ap6s o periodo de exposicao, o filme de raio-X foi revelado em uma sala escura.
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Retirou-se o filme e o gel do cassete. O filme (sem o gel) foi mergulhado em uma
bandeja contendo a solug¢do reveladora. A revelagdo foi acompanhada visualmente
observando-se o gel contra a luz vermelha.

Apo6s o aparecimento das bandas, o filme foi lavado rapidamente em 4gua corrente e
mergulhado em 4cido acético por alguns minutos para parar a revelagao.

Novamente lavou-se o filme em agua corrente e o mesmo foi mergulhado na solucao
fixadora por alguns minutos. O filme foi novamente lavado em agua corrente e
colocado em um "varal" para secar. Nesse ponto ele pode ser exposto a luz branca.

Protocolo para Coloragdo de Géis com Nitrato de Prata:

Lavou-se os géis em agua bidestilada por 15 min.

Fixacdo: Fixou-se as proteinas presentes no gel com uma solugdo metanol 50% v/v,
acido acético 12% v/v e formalina (formaldeido) 0,05% p/v por no minimo uma hora.
Lavou-se os géis em etanol 50% por trés vezes de 20 minutos cada.

Incubou-se os géis em tiosulfato de sodio (NaS,03.5H,0 0,02% p/v) por um minuto.
Lavou-se os géis em agua deionizada por 3 vezes de 20 segundos cada.

Incubou-se os géis em solucdo de nitrato de prata (AgNO; 0,2% p/v; formaldeido
0,077% v/v) por 20 min.

Lavou-se novamente em agua deionizada, duas vezes de 20 segundos.

Incubou-se os géis em solugdo reveladora (Na,COs 6% p/v; NaS,03.5H,0 0,0004%
p/v; formaldeido 0,05% v/v), em movimentos suaves até o aparecimento das bandas
(dez a trinta minutos).

Lavou-se rapidamente em agua deionizada por duas vezes.

. Parou-se a reacdo colocando-se os géis numa solucdo 50% metanol, 12% acido

acético.
Armazenou-se os géis em solugdo 1% dacido acético, 4°C até o momento da secagem.
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AnNexo

Testes preliminares para aumentar a eficiéncia da incorporacdo isotdpica e

para a obtencédo do perfil eletroforético uni-dimensional SDS-PAGE.

Metodologia

Para este bioensaio foram utilizadas plantulas de gergelim que cresceram nos
tratamentos: extrato aquoso de folhas de lobeira a 1% e controle em agua.

Sementes de gergelim previamente germinadas foram colocadas em placas de
cultura contendo 10 mL da solugdo a ser testada (extrato a 1% e &gua) e cresceram sob as
mesmas condicGes da germinacéo.

No primeiro experimento, foram utilizadas 30 sementes de gergelim por tratamento.
As 24 horas de incubacdo, 10 plantulas de cada tratamento foram marcadas com *°S-
metionina através da aplicacio de 3uL (45uCi/ plantula) nas radiculas. As 48 horas foi feita
a extracdo de proteinas. As amostras protéicas obtidas nesse experimento foram aplicadas
em géis uni-dimensionais (SDS - PAGE).

No segundo experimento, foram utilizadas 100 plantulas para cada tratamento. As
42 horas de crescimento, metade das plantulas controle e metade das plantulas tratadas
foram marcadas com *S-metionina (15uCi/ plantula) por toda a extensdo da radicula,
principalmente nos pélos radiculares das plantulas que ja os apresentavam, com o objetivo
de aumentar a superficie de absorcdo. As 48 horas de crescimento ou seja, 6 horas de
marcacao isotopica, fez-se a extragdo de proteinas de hipocotilos e radiculas.

Outro experimento de incorporagdo foi feito com o objetivo de tentar aumentar a
eficiéncia de incorporagio da metionina pelas plantulas. As 42 horas de crescimento, todas
as plantulas, tanto do controle (n = 150) quanto do tratamento com o extrato a 1% (n =
150), foram transferidas para placas de vidro de 4,6 x 4,25mm contendo, na placa controle,
30uL (15uCi/ pL) de **S-metionina diluidos em 3mL de 4gua destilada, e na placa
contendo extrato a 1%, 30pL (15uCi/ pL) de **S-metionina diluidos em 2mL de extrato
aquoso de folhas de lobeira a 1%. A agua destilada e o extrato aquoso a 1% utilizados para
fazer a diluicdo da metionina foram separados no momento da montagem do experimento e
acondicionados em erlenmeyers que permaneceram na camara de germinacdo durante o

crescimento das plantulas e, portanto sob as mesmas condi¢des experimentais.
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Em nenhum dos experimentos os cotilédones foram utilizados j& que em testes
preliminares os mesmos nao apresentaram diferencas nos perfis eletroforéticos entre
plantulas tratadas e plantulas controle (Jeronimo, 2003).

As eletroforeses foram conduzidas de acordo com Laemmli (1970) em cuba Biorad.
Em todas as corridas foi mantida uma amperagem constante de 50mA através de uma fonte
Biorad, com voltagem maxima regulada para 996 V e poténcia maxima de 80W. O gel
separador foi feito em concentracdo de 12,5%. Foram aplicados aproximadamente 20ug de
proteina por poco. Os marcadores de massa molecular utilizados possuiam proteinas padréo
de peso entre 97,4 a 14,4 kDa.

Para a coloragdo dos geis utilizou-se o procedimento com nitrato de prata (Blum et
al., 1987). O tempo de exposicdo dos fluorogramas foi determinado de acordo com a
incorporacdo radioativa. Na revelacdo dos fluorogramas foram utilizados revelador e
fixador Kodak. Os procedimentos experimentais dos métodos citados encontram-se

descritos no Apéndice.

Resultados

A incorporacdo isotdpica nas proteinas das amostras utilizadas no gel de uma
dimensdo (SDS-PAGE) foi menor nos hipocétilos do que nas radiculas de todos os
tratamentos. Na parte radicular, a incorporacdo foi maior para o extrato a 1%
(139.370cpma) do que para agua (108.631cpma). No hipocotilo ocorreu o inverso, sendo a
maior incorporacdo em A&gua (56.374cpma) e a menor incorporacdo no extrato a
(19.226cpma). No entanto, como ndo foram feitas repetices para as contagens isotopicas,
ndo é possivel afirmar se as diferencas dentro das mesmas partes da plantula séo
significativas (Figura 1).

Provavelmente, a baixa incorporacdo nos hipocotilos quando comparada a parte
radicular (Figura 1) ocorra por haver uma demora na chegada do is6topo radioativo até as
partes aéreas das plantulas, ja que o local de aplicacdo do mesmo é diretamente sobre a

radicula sendo este o principal local de absorc¢éo.
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Figura 1. Incorporacéo isotpica (CPMA) de **S-metionina em radiculas e hipocétilos de
plantulas de gergelim (Sesamum indicum L.) que cresceram por 48 horas
incubadas em agua e em extrato de folhas de lobeira (Solanum lycocarpum St.
Hil.) a 1%. As 24 horas foi aplicada **S-metionina (45uCi/ plantula) nas radiculas
das pléantulas. 35S total: radioatividade presente na amostra; 35S ptn:
radioatividade incorporada pelas proteinas. (A) Incorporacdo isotopica nas
radiculas (n=10) (B). Incorporacdo isotopica nos hipocotilos (n=10).
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Figura 2. Incorporacdo isotopica (CPMA) de **S-metionina em radiculas e hipocétilos de
plantulas de gergelim (Sesamum indicum L.) que cresceram por 48 horas
incubadas em agua e em extrato de folhas de lobeira (Solanum lycocarpum St.
Hil.) a 1%. As 42 horas foi aplicada **S-metionina (15uCi/ plantula) nas radiculas
das plantulas. 35S total: radioatividade presente na amostra; 35S ptn:
radioatividade incorporada pelas proteinas. (A) Incorporacdo isotdpica nas
radiculas (n=50) (B). Incorporacéo isotopica nos hipocétilos (n=50).
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Nas amostras de proteinas obtidas no segundo experimento, observa-se que 100%
da metionina aplicada foi incorporada pelas radiculas e hipocotilos (Figura 2). Como foi
observado nas amostras utilizadas em eletroforese uni-dimensional (Figura 1) houve uma
maior incorporagdo na parte radicular (Figura 2). Assim como no experimento de
incorporacdo isotdpica anterior, a aplicacdo neste experimento foi diretamente sobre das
radiculas, o que pode ter ocasionado a baixa incorporacao na parte aérea.

Tanto nas radiculas quanto nos hipocétilos houve uma maior incorporacdo no
controle em &gua (308.946cpma e 33.014cpma, respectivamente) e uma menor
incorporacdo na presenca do extrato de folhas a 1% (160.025cpma e 21.065cpma,
respectivamente) (Figura 2). Isso pode dever-se ao fato de que nas plantulas tratadas com
os extratos ha uma diminuicdo e em alguns casos, auséncia de pélos absorventes nas
radiculas, o que pode diminuir a superficie de contato e consequentemente a absor¢do da

metionina durante o periodo de incorporacéo.
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Figura 3. Incorporacéo isotpica (CPMA) de **S-metionina em radiculas e hipocétilos de
plantulas de gergelim (Sesamum indicum L.) que cresceram por 48 horas
incubadas em agua e em extrato de folhas de lobeira (Solanum lycocarpum St.
Hil.) a 1%. As 42 horas **S-metionina (3uCi/ plantula) foi diluida na solucéo
(dgua ou extrato a 1%) em que as plantulas estavam incubadas. 35S total:
radioatividade presente na amostra; 35S ptn: radioatividade incorporada pelas
proteinas. (A) Incorporacdo isotopica nas radiculas (n=150) (B). Incorporacdo
isotopica nos hipocétilos (n=150).
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Outro fator que poderia explicar a menor incorporagdo na presenca do extrato de
folhas seria que os aleloquimicos interferiram na absorcdo e conseqilientemente na
incorporacdo isotopica. Entretanto, ao diluir-se o isétopo radioativo diretamente na solucao
(dgua ou extrato a 1%) em que as plantulas estavam incubadas ocorreu um aumento na
eficiéncia de absorgéo por parte das plantulas que cresciam no extrato a 1%, eliminando a
possibilidade de interferéncia dos aleloquimicos nesse processo (Figura 3). Na parte
radicular a incorporacéo foi de 318.629cpma para as plantulas que cresceram em agua e de
339.385cpma para as plantulas que cresceram no extrato de folhas a 1%. Nos hipocétilos a
incorporacdo foi de 77.039cpma em &gua e 83.301cpma em extrato a 1% (Figura 3).

O fator que possivelmente explica esse fato foi que a aplicacao do is6topo deixou de
ser pontual passando a ter contato com a radicula como um todo o que provavelmente
aumentou a absor¢édo por parte da mesma. Ainda assim, a incorporagéo isotopica foi maior
na parte radicular (Figura 3), o que leva a crer que ou haja pouca absor¢do do is6topo na
parte aérea ou que haja uma demora na chegada do is6topo até ela.

O gel uni-dimensional das amostras protéicas obtidas das radiculas e hipocotilos do
gergelim mostrou poucas diferencas comparando-se as plantulas controle as plantulas
tratadas. Os perfis protéicos de radiculas e hipocétilos foram muito similares (Figura 4).

A comparagdo do fluorograma de plantulas controle e pléantulas tratadas mostraram
poucas diferencas. Um polipeptideo de aproximadamente 50 kDa foi induzido nas raizes e
um polipeptideo de aproximadamente 45 kDa foi induzido nos hipocétilos das plantulas
tratadas. Por outro lado, um polipeptideo de aproximadamente 66 kDa desapareceu do
fluorograma das radiculas tratadas (Figura 4).

No geral, a sintese protéica pareceu ser mais intensa nas raizes do que nos
hipocétilos. Como esperado, diferencas podem ser encontradas quando comparando perfis
protéicos de raizes e hipocotilos, independentemente de onde as plantulas foram incubadas
(&gua ou extrato a 1%) (Figura 4).

Para obtencdo de melhores comparacdes dos perfis protéicos de plantulas controles

e tratadas foram feitos géis bi-dimensionais.
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A. Gel B. Fluorograma

Figura 4. Gel uni-dimensional SDS-PAGE (esquerda) e fluorograma (direita) de proteinas
de radiculas e hipocotilos de gergelim (Sesamun indicum L.) incubadas por dois
dias em agua ou em extrato aquoso de folhas de lobeira (Solanum lycocarpum St.
Hil.). Vinte microgramas de proteinas foram aplicadas por poco. Padrdo de
massa molecular (kDa) esta indicado a esquerda. Os tratamentos estdo indicados
abaixo dos pocos.
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