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RESUMO

HALLAK, Angela Maria Gatts. Efeito de exsudatos de sorgo (Sorghum bicolor 1.) sobre a
divisdo celular e anatomia de plantulas de feijio (Phaseolus vulgaris L.).. Lavras: UFLA,
1995. 59p. (Dissertagdo - Mestrado em Genética e Melhoramento de Plantas).

Foram instalados experimentos em casa de vegetagdo e laboratério, em 1994, na

ESAL, atualmente UFLA, com o objetivo de testar a agdio alelopitica de exsudatos de raiz de

sorgo sobre plantulas de feijoeiro. Sorgoleone (SGL), o principal produto coletado pelo processo

de cloreto de metileno e 4cido acético (Netzly et al., 1988), foi extraido das raizes de Sorgo,
variedade BR 601, 7 dias apos a semeadura em placas de Petri ¢ armazenado em geladeira.

Solu¢des de 0 (testemunha); 0,01 ; 0,05; 0,10 e 0,15 mM de SGL foram preparadas, usando

solugdes de Hoagland e Johanson (Pizzolato e Regehr, 1978) como solventes. Plantulas de

feijoeiro com 7 dias de idade, germinadas em vermiculita em casa de vegetacdo, foram
transplantadas para estas solugdes. O feijoeiro ndo mostrou sintomas visuais de fitotoxicidade
durante o periodo de tratamento; porém, observagdes citogenéticas mostraram que concentragdes
de 0,01 mM e acima, reduziram o nimero de células nas fases de profase, metafase e anafase se
comparadas a testemunha. Entre as células em metafase, observou-se metafases colchicinicas,

cujas percentagens no 32 e 5° dias de tratamento variaram com as concentragdes de SGL; no 72

* Orientador: Lisete Chamma Davide. Membros da Banca: Itamar Ferreira Souza e Marcio Bastos
Gomide. ’
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dia, estes valores foram inversamente proporcionais as concentragdes variando de 34,3% para
0,01 mM e 6,6% para 0,15 mM. Pode-se observar ainda nas células em anafase, cromossomas em
ponte, atrasados e células poliploides.

Quanto a anilise anatémica do feijdo ndo foram observadas alteragdes nos
tratamentos de 0,01 ¢ 0,05 mM de SGL no 72 dia de tratamento. Entretanto, algumas alteragdes a
nivel de colénquima, parénquima cortical, feixe vascular e bainha amilifera foram observadas

nos tratamentos de 0,10 € 0,15 mM de SGL.



SUMMARY

EFFECT OF SORGHUM (Sorghum bicolor 1..) EXUDATES ON BEAN SEEDLINGS
(Phaseolus vulgaris L.) CELL DIVISION AND ANATOMY.

One experiment was established at Lavras Federal University (UFLA) greenhouse
and laboraty, in 1994, to test the allelopathic effects of sorghum, BR 601 variety, root exudates
on bean seedlings. Sorgoleone (SGL) was extracted by dipping the sorghum roots in methylenum
chloride and acetic acid. Hoagland and Johanson solutions of 0.00, 0.01, 0.05, 0.10 and 0.15 mM
of SGL were used as substracts to growth 7 day-old bean plants. The beans did not show visual
symptons of phytotoxicity during the trial period; however, cytogenetic observations showed that
concentrations of 0.01 mM and above, reduced the number of cells in the prophase, metaphase
and anaphase stages in relation to the control without SGL. Among the cells in metaphase, it was
noticed colchicinic effects at the third and fifth days after treatments with sorgoleone
concentration dependent. On the seventh day, these results had inverse proportion to the SGL
concentration varying from 34.3% with 0.01 mM and 6.6% with 0.15 mM. Within the cells in
anaphase state it could be still noticed that the chromossomes bridged, laggard ones and
polyploid cells. It was not observed any alterations in bean anatomy caused by the treatments of
0.01 and 0.05mM of SGL on the seventh day. However, some changes in the level of
chollenchyma, corticol parenchyma, vascular bundle and amyliferous sheath, have been noticed

caused by the treatments 0f 0.10 and 0.15 mM of SGL.



1 INTRODUCAO

. Os inibidores de germinagdo e crescimento de plantas de origem vegetal
desempenham um papel de relevante importincia no ambiente ecologico. Muitas plantas contém
estas substincias nas folhas, raizes, frutos, flores ou seémentes, as quais sdo liberadas para o solo,
influenciando a germinagdo e o desenvolvimento de outras plantas vizinhas. A presencga destes
inibidores pode afetar a distribui¢do de certas espécies, favorecendo algumas e prevenindo a
ocorréncia de outras, de acordo com a sensibilidade destas espécies ao inibidor (Mayer e
Poljakoff, citados por Dionello e Basta, 1984).

As relages ecofisiolégicas tém sido estudadas por vérios autores em diversas
partes do mundo, ficando demonstrado serem elas capazes de alterar a estrutura, fungdo e a
diversidade de uma comunidade vegetal (Muller, citado por Dionello e Basta, 1984).
—— Substéncias vegetais que inibem a germinagdo ou crescimento de outras plantas,
{
: poderio, eventualmente, virem a ser substitutas eficazes para herbicidas sintéticos atualmente
| 'usados, dependendo da seletividade e toxicidade que apresentarem (Muller, citado por Dionello e
fBasta, 1984). As plantas sintetizam varias substincias com a finalidade de preservar seu espago
vital impedindo o desenvolvimento de outras espécies tanto vegetal como animal, como por
exemplo, insetos e nematodides (Garbs e Sinsbury, citados por Dionello e Basta, 1984),
Entre essas substincias encontram-se os sorgoleones, que sio hidroquinonas

produzxdas € exsudadas pela raiz de sorgo (Sorghum bicolor L.). Sorgoleones foram descobertos
!
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em 1986 por Netzly e Butler na Universidade de Purdue, USA (Souza e Souza, 1991). Formas
reduzidas e oxidadas comportam-se de maneiras diferentes, tanto estimulando como inibindo a
germinagdo de plantas (Souza e Souza, 1991).

Lehle e Putnam (1983), Ja haviam verificado que extratos da parte aérea e raizes
de vérias espécies do género Sorghum sio inibidores da germinagdo e crescimento de plﬁritulas
de um grande nimero de outras espécies. Estes autores mostraram que a acdo inibitdria de
extratos aquosos de sorgo foi conseqi€ncia de um complexo de componentes quimicos,
principalmente complexos fenélicos.

- Panasiuk et al. (1986) observaram qQue vérias espécies de plantas daninhas tiveram
seus crescimentos inibidos quando incubados em placas de Petri com sementes de Sorgo em
germinagdo. Estes autores observaram também, sobre as mesmas plantas, efeitos inibitorios de
lixiviados contidos dentro de potes plantados com sorgo e da agua de um sistema onde raizes de
sorgo se desenvolveram. Por outro lado, Einhellig e Rasmussen (1989) e Souza e Souza (1991)
demonstraram que o sorgo ndo exerce influéncia no desenvolvimento da soja (Glycine max L)),
ndo manifestou alteragsio morfolégica quando submetida a acdo de exsudatos de raizes de SOrgo.

Para que os sorgoleones possam vir a ser utilizados como herbicida, torna-se
necessario, verificar quais plantas tém seu desenvolvimento influenciado pelos exsudatos de
sorgo. Propde-se nesse trabalho, portanto, o estudo da influéncia do sorgoleone no
comportamento do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.). A escolha desta espécie baseou-se no fato
de tratar-se de uma leguminosa como a soja tendo em vista que esta cultura ndo apresentou
efeitos toxicos quando tratada com exsudatos de sorgo (Einhellig e Rasmussen, 1989, Souza e
Souza, 1991), Assim sendo, o presente trabalho teve como objetivo analisar microscopicamente,
o efeito de exsudatos de raizes de sorgo sobre o desenvolvimento do feijoeiro, através de

métodos citogenéticos e anatémicos.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Alelopatia: histérico e conceitos, distingfio de competicio

De acordo com Rice (1984), a capacidade de certas plantas influenciarem o
desenvolvimento de outras foi registrada por Theophratus (300 a.C.) e Democritus (500 a.C).

. Segundo 0 mesmo autor, o termo alelopatia foi primeiramente usado por Molisch
(1937) para caracterizar qualquer efeito causado direta ou indiretamente por um organismo sobre
outro, através de substincias quimicas por ele elaboradas e liberadas no ecossistema.

Tukey (1969) propde que o termo alelopatia deve ser empregado para definir a
influéncia de uma planta sobre a outra,

Putnam e Duke (1978) utilizaram o termo alelopatia para referirem-se aos efeitos
injuriosos de plantas superiores de uma espécie (doadora), na germinagio, crescimento ou
desenvolvimento de plantas de outras espécies (receptoras).

De acordo com Rice (1984), alelopatia ¢ qualquer efeito causado por uma planta,
incluindo microorganismos, que direta ou indiretamente ¢ prejudicial a outra planta através da
liberagdo de compostos quimicos no ambiente comum. Para Einhellig et al. (1982) e Lehle e
Putnam (1983), citado por Einhellig e Rasmussen (1989) e alelopatia ¢ a acéo coletiva de varios

compostos.
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Algumas vezes o termo alelopatia pode ser confundido com competi¢do. Segundo
Szczepanski (1977) citado por Durigan e Almeida (1993), competigdo pode ser definida como a
influéncia causada pelos organismos ao retirarem do ambiente elementos vitais como agua,
nutrientes e luz; baixando seu teor a niveis que prejudiquem o desenvolvimento normal dos

outros seres.
2.2 Liberacdo de aleloquimicos pelos seres vivos

Os seres vivos vivem em comunidades dinimicas cuja constitui¢do é definida por
fatores fisicos (temperatura, luz, pressio atmosférica ...), fatores quimicos (oxigénio, agua,
compostos orgénicos e inorganicos ...) € pelas interagdes que ocorrem entre eles, a maioria das
- quais, ainda pouco conhecidas (Almeida, 1988).

As intéracﬁes que se desencadeiam entre os individuos das comunidades foram
definidas por Muller (1966), citado por Almeida (1988), como interferéncia.

Almeida (1988) menciona que os mecanismos alelopaticos e as alteragGes dos
meios fisicos ou biolégicos atuam na natureza concomitantemente, sendo dificil distinguir e
identificar os efeitos individuais, em virtude da complexidade biolégica do processo.

° Os compostos quimicos, quando liberados pelos organismos no ambiente, sdo
conhecidos por substincias alelopiticas, fitoalexinos, aleloquimicos ou produtos secundarios
(Carvalho, 1993). |

Um dos maiores questionamentos ¢ se 0s produtos secundarios envolvidos sio
produtos finais no metabolismo celular ou se s3o sintetizados pela planta com fungdo especifica.

Com relagdo a essa divida, ha duas correntes. Muller (1966) e Whittaker ( 1970) defendem a
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primeira hipétese com base no fato de que esses produtos se encontram em maior quantidade nos
vacuolos das células, onde seriam depositados a fim de evitarem a sua prépria autotoxicidade
(Almeida, 1988). Essa teoria tem sido contestada por Swain (1977), pois segundo ele os produtos
secundarios, sdo produzidos nas células com uma finalidade especifica e que a sua sintese
obedece as leis da genética (Carvalho, 1993).

Segundo Medeiros (1989), muitos produtos secundarios, oriundos de plantas com
agdo fitotoxica, tém sido isolados e identificados. A liberagdo destes compostos num
aéroecossistema pode ocorrer por: volatiliza¢do de substancias provenientes de plantas em estado
vegetativo; lixiviagdo, através da chuva ou sereno de toxinas soluveis em agua da parte aérea ou
de tecidos subterrdneos; de tecidos vegetais em decomposigio; por exsudag@o do sistema
radicular.

Virios experimentos registram efeitos alelopaticos. Elmer (1932) citado por Rice
(1984), demonstrou que uma substincia volatil liberada pela macieira (Malus sylvestris) e pereira
(Pyrus communis), inibia o crescimento de brotos de batata (Solanum tuberosum L.). Rice (1984)
cita que a florizina é um potente composto alelopatico produzido no sistema radicular das
macieiras.

Deuber (1992), verificou que deixando a palha de cana-de-agucar (Saccharum sp.)
sobre o solo apos a colheita, havia impedimento da emergéncia de plantas daninhas, devido a sua
acentuada agdo alelopatica.

. Por outro lado, podemos dizer que nem todas as substincias liberadas pelas
plantas sdo inibidoras; podem ser estimulantes para umas e inibidoras para outras plantas. Como

substdncias estimulantes temos os nutrientes minerais, aminoacidos, acidos organicos,

carbohidratos e horménios de crescimento. As giberelinas estimulam o crescimento de ramos em
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algumas plantas e inibem o florescimento em outras. As auxinas estimulam o alongamento de
ramos e inibem gemas. Esses efeitos alelopéticos tém sido observados em arvores, arbustos e
plantas herbaceas e as substincias podem ser encontradas em folhas, caules, raizes, rizomas,
flores, frutos e sementes, sendo que a folha parece ser a fonte mais consistente de inibidores

(Rice, 1974).

— A presenga desses produtos nos seres vivos, de acordo com o biélogo norte-
 americano Tony Swain (1977), citado por Almeida (1990), constitui uma forma de comunicagso,
pois permite a eles a distingdo entre os que lhes sdo prejudiciais e os benéficos ou indiferentes,
Swain propds em 1977 a teoria de qQue nas comunidades de seres vivos ocorre entre os varios
elementos uma constante guerra quimica, a qual, em ultima andlise, define constituigdo
especifica e quantitativa dessas mesmas comunidades. Almeida (1990) diz que atualmente sio
conhecidos cerca de dez mil produtos secundarios com acdo alelopatica, o que é considerado
apenas uma pequena parte da quantidade virtualmente existente na natureza.

\\_.,,‘, Os compostos ja identificados pertencem a diversos grupos quimicos, atribuindo-
se maior importincia aos terpendides, esterdides, alcaloides, cianohidrinas, acidos graxos de
cadeia longa, poliacetilenos, lactonas insaturadas, taninos, derivados do acido benzdico e do
acido cidnico, fenois, cumarinas e flavonéides, Alguns sgo volateis, como certos terpendides e
poliacetilenos, mas a maior parte € liberada na forma de solutos aquosos. A alelopatia raramente
¢ provocada por uma finica substincia, sendo comum que o efeito se deva a um conjunto de
susbtincias. Os efeitos dependem ainda das condi¢des ambientais, como umidade, temperatura e
outras (Almeida, 1990).

. A forma de atuago dos compostos alelopaticos também ndo ¢ especifica. Cada

um pode afetar mais de uma fungdo nos organismos em que atua e, a intensidade depende da
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concentragdo do composto, da facilidade de translocagdo e da rapidez com que a planta ira
degradar o referido composto. As fungdes prejudicadas com maior freqiiéncia por esses
compostos sdo a assimilagio de nutrientes, o crescimento, a fotossintese, a respiragdo, a sintese
de proteinas, a permeabilidade da membrana celular e atividade enzimatica (Almeida, 1990).

Identificar essas substincias, em diversas culturas, auxilia os especialistas em
methoramento genético na criagdo de genétipos mais resistentes a bactérias, fungos e insetos
(Almeida, 1990). Os compostos alelopaticos responsaveis pela protegdo contra bactérias e fungos
localizam-se principalmente na epiderme dos 6rgios. Quando a célula € atingida por um
patogeno, seu metabolismo ¢é alterado, desencadeando a sintese de produtos secundarios e
aumentando a concentragfo destes no local afetado (Almeida, 1990).

Dentre as culturas em que se tem encontrado maior inibigdo das plantas daninhas
estdo: sorgo, trigo, arroz, aveia e cevada (Putnam e De Frank, 1983).

A alelopatia pode contribuir para justificar a agressividade de plantas presentes
nas culturas (Carvalho, 1993).

- Aleloquimicos fitotoxicos, estdo implicados numa grande diversidade de efeitos
prejudiciais nas plantas. Estes efeitos incluem: atraso ou inibigdo completa de germinagdo de
sementes, crescimento paralisado, injiria ao sistema radicular,clorose, murcha e morte das
plantas (Patrick et al.,1964-1965 ; Rice, 1974, citados por Patrick, 1986).

Substancias fitotoxicas podem inibir o crescimento miceliano, motilidade de
zoosporos ¢ germinagdo de propagulos infectivos de Aphanomyces euteiches e impedir a
podriddo da raiz da ervilha (Pisum sativa L.) (Lewis et al., 1971 ; Papavizas et al, 1980, citado por

Patrick, 1986).
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Patrick (1986) concluiu seus trabalhos dizendo que compostos aleloquimicos tém
amplo espectro de efeitos e atividades e que os compostos fitotoxicos podem predispor doengas
de plantas. Outros podem agir como agentes anti-microbianos protegendo organismos contra
doengas.

Os dois aspectos da alelopatia em doengas de plantas tém recebido pouca atengio
na literatura de patologia de plantas, uma vez que os patologistas nio dio aten¢do aos
mecanismos alelopaticos. Ha, portanto, a necessidade de mais pesquisas nessa 4rea,

Muller (1964) menciona que Salvia leucophylia, Salvia mellifera e Salvia apiana
produzem inibidores volateis os quais afetam outras plantas superiores. Backer (1966)
demonstrou que compostos volateis, produzidos por Eucalyptus globulus labill, sio potentes

inibidores de crescimento de raizes de plantas do género Cucumis (citados por Medeiros, 1989).

2.3 Sorgoleone : caracterizacio da molécula

Breazeale (1924) relata que quando palha de sorgo ¢ incorporada ao solo onde
serdo plantados outros cereais, um efeito nocivo € quase sempre observado, o qual ¢ mostrado
através de uma pobre condi¢do vegetativa nos primeiros estagios de crescimento. Este efeito
poderia ser devido a duas causas: a primeira , o sorgo exsuda substincias téxicas no solo e, a
segunda, o sorgo extrai do solo algum nutriente essencial ao crescimento do cereal.

Esta divida foi sanada por Guenzi ¢ McCalla (1966b) citado por Netzly e Butler
(1986) e Guenzi, McCalla e Norstadt (1967), os quais constataram que o sorgo contém varias

substincias hidrosoliveis que inibem o crescimento de plantulas e a germinagio de sementes de
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outras espécies €, que os compostos fitotéxicos poderiam permanecer no solo pelo menos por 28
semanas.

o Netzly e Butler (1986), através de testes quimicos e técnicas cromatograficas,
como cromatografia de camada fina (TLC) encontraram nos exsudatos hidrofébicos, goticulas de
pigmento amarelo cuja tonalidade variava de amarelo a vermelho purpuro, dependendo do pH.
Além dos pigmentos, encontraram também proteinas, lipides, aminoacidos livres, fenéis e
quinonas nio identificadas. Neste trabalho eles constataram que das 25 cultivares de sorgo
estudadas, todas exsudaram goticulas hidrofébicas amarelas no apice dos pelos radiculares. Nao
houve diferenga qualitativa nas goticulas de sorgo em 6 cultivares.

Netzly et al. (1988), tendo concluido suas analises através de espectrometria,
verificaram que essas goticulas amarelas exsudadas pela raiz do sorgo correspondiam a um
composto novo: 2-hydroxy, 5-metoxy, 3 [( &Z, z)- 811, 14°- pentadecatrine] - p-
benzoquinone, o qual foi denominado de sorgoleone e cuja estrutura quimica encontra-se a

seguir:

OH
OH

H,CO — - N
OH

Segundo Einhellig ¢ Souza (1992), o exsudato inicial consiste de hidroquinonas
que se oxidam facilmente a quinonas mais estaveis. O sorgoleone apds a oxidagio € o principal

componente fitotéxico hidrofébico no exsudato da raiz do sorgo (Einhellig et al., 1993),
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. A observagio de exsudatos hidrofébicos através da cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) revelou um componente principal e cinco secundarios (Y-2,Y-3, Y4, Y-5
€ Y-6 ). Todos com espectros visiveis idénticos ao do pigmento amarelo detectado pela
cromatografia de camada fina (Nip e Burmns, 1969-197 1; Stafford, 1966-1969; Yasumatsu et al.,
1965 citados por Netzly e Butler, 1986).

° Segundo Netzly et al. (1988), sorgoleone nio foi encontrado em exsudatos de raiz
de milheto (Pennisetum americanum L.), milho (Zea mays L. ), trigo (Triticum aestivum L),
cevada (Hordeum vulgare L., ).feijdo (Phaseolus aurens L.) ou centeio (Secale cereale L.). Esses
autores, comparam o sorgoleone ao strigol, que € um estimulante de crescimento.

0 A identificagdo de aleloquimicos do sorgo como de outras plantas, ¢ altamente
desejavel para possivel implementagio como herbicida especifico para determinadas espécies ou
como reguladores de crescimento (Putnam e De Frank , 1983).

Segundo descrigio de Rasmussen et al. (1992), exsudatos de raizes de Sorgo
contém varias substincias tanto hidrofilicas como hidrofébicas, que apresentam efeitos
alelopaticos. Esses autores, citam Kuntz quando se refere que sorgoleone antes de oxidar ¢
estimulante na germinagdo da Striga asiatica L.

O sorgoleone foi o primeiro estimulante de germinagio da Striga sp. derivado de
hospedeiro, a ser identificado com pouca solubilidade em agua (Chang et al., 1986; Netzly e
Butler, 1986 ; Netzly et al., 1988).

A forma ativa do sorgoleone foi constatada ser a de hidroquinona instavel, que foi

rapidamente oxidada a quinona inativa (Siame et al.,1993).
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2.4 Efeitos e modo de agio do sorgoleone

Einhellig (1986), citado por Rasmussen (1992), menciona que os aleloquimicos
interferem nos fitohorménios, relaggio planta-dgua, nutrigio-mineral, fungdo dos estdmatos,
fixagdo e distribuigo de CO, e respiragio.

Einhellig (1987), citado por Einhellig e Rasmussen (1989), diz que para que o
sorgo exerca influéncia, o solo ndio pode ter nenhum tipo de preparo.

i Einhellig ¢ Rasmussen (1989), acreditam que o uso planejado de uma cultura de
sorgo granifero como um recurso para o manejo de plantas daninhas poderia reduzir o uso de
herbicida.

Cai et al, (1993), observaram diferengas morfologicas de raizes cultivadas de
Sorgo entre os dois tipos de genétipos SRN39 e 1S4225 mas ndo conseguiram explicar os
mecanismos que controlam essas diferengas.

A condigdo alelopatica do sorgo como planta doadora ¢ o maior fator de inibigdo
de plantas daninhas (Einhellig e Rasmussen, 1989).

. Condigdes ambientais influenciam a alelopatia do sorgo. O nivel de acimulo de
muitos aleloquimicos fendlicos e de cumarinas em uma planta ¢ influenciado por sua idade,
intensidade luminosa e varias condigbes de estresse (Woohead, 1981; Lehle e Putnam, 1982
citados por Einhellig ¢ Rasmussen, 1989).

Netzly ¢ Butler (1986) obtiveram resultados indicando que os exsudatos
hidrofébicos de raizes de sorgo contém componentes que podem ter atividades biologicas que
dependem em muito da espécie testada. Einhellig e Souza (1992) observaram agdo inibitoria de

sorgoleone no crescimento e teor de clorofila de lentilha d'agua (Lemna minor) e na fotossintese
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de soja, em concentragdo de 0,10 mM. Concentragdes de 0,05 mM foram suficientes para inibir o
crescimento de Abutilon theophrasti e Setaria viridis.

Einhellig et al. (1993), sugeriram que o sorgoleone possa também interferir no
processo da fotossintese. Estes autores demonstraram que 50 e 100 UM de sorgoleone
bloquearam a fotossintese e que 10 uM demonstrou reduzir a atividade fotossintética a um nivel
de 50%, em plantas de ervilha (Pisum sativa L.) em relacdo ao controle. Essa influéncia foj
medida pela taxa de liberacdo de oxigénio. O isolamento de cloroplastideos de ervilha também
mostrou que o sorgoleone interfere no mecanismo de fotossintese. Relatam ainda que
concentragdes de 0,1 € 1,0 uM reduzem a liberagdo de oxigénio dependente de CO, pelo
cloroplastideo com Is; aproximadamente de 0,2 mM isto &, a concentra¢dao com a qual o SGL
inibe 50% da fotossintese.

Tudo indica, portanto, segundo Rasmussen et al. (1992), que o sorgoleone impede
a fotossintese e inibe a fungdo mitocondrial interferindo no crescimento das p]éntulas.{ Segundo
Einhellig et al. ( 1993), a atrazine (CgHy4CIN;) que é um inibidor de fotossintese, e, nas mesmas
concentragdes, tem o mesmo efeito do sorgolone.

Ha uma semelhanga estrutural entre SGL € a coenzima Q, que € um intermediario
na cadeia de transporte de elétrons e isso levou Rasmussen et al. (1992), investigarem os
possiveis efeitos do sorgoleone sobre a respira¢do.Os autores observaram que ocorre o bloqueio
do fluxo de elétrons entre o citocromo b e o complexo C;. O sorgoleone inibe a absor¢do de
oxigénio por mitocondrias isoladas bloqueando o fluxo de elétrons no sistema mitocondrial de
transporte de elétrons.

Segundo Einhellig ¢ Souza (1992), o efeito inibidor do sorgoleone ja foi

demonstrado em plantas daninhas que permaneceram entre duas safras de sorgo. Observaram
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também que diferentes propor¢des provocam diferentes efeitos sobre: Abutilon theophrasti,
Datura stramonium, Amaranthus retroflexus, Setaria viridis, Digitaria sanguinalis e
Echinochloa crusgalli. Com 125 UM, ocorre a redugio da elongagio da radicula; Eragrostis tef
50 uM, impede o crescimento e Lemna minor 10 MM, reduz o crescimento de todas as plantas
testadas. Nio foi testado sorgoleone abaixo de 10 BM, mas os dados sugerem que o limite
minimo para o crescimento pode estar abaixo desse nivel.Os mesmos autores verificaram ainda
que sorgoleone nio tem agfio na germinagéo nas primeiras 24 horas, mas a elongagdo da radicula
foi impedida quase que completamente com 250 pM com 48 horas e com 125 uM, o
comprimento da radicula foi a metade do controle. Desta forma, os autores concluiram que o
sorgoleone atinge gramineés ¢ plantas de folhas largas, indicando apresentar efeitos ndo seletivos
€ sugerem que sera neCe§sério testa-lo com maior nimero de espécies para confirmar a falta de
seletividade. y-

~

2.5 Espécies suscetiveis i aciio do sorgoleone

Netzly e Butler (1986) e Netzly et al. (1988) relatam que exsudatos da raiz do
sorgo inibem a elongagdo da raiz da alface (Lactuca sativa) em 85% e ndo afetam o milho
(Zea mays L.).

Einhellig ¢ Rasmussen (1989) referem-se ao sorgo quando dizem que ele inibe
mais plantas daninhas de folhas largas do que as folhas estreitas.

O sorgo inibiu até 40% do crescimento de plantas daninhas e isso ¢ atribuido ao

efeito alelopatico (Putnam e De Frank, 1983, citado por Einhellig e Rasmussen, 1989).
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Weerasuriya et al. (1993) concluiram que exsudatos da raiz do sorgo tanto podem
inibir como estimular a germinagZo de semente de Striga.

Compostos fitotoxicos poderiam permanecer no solo pelo menos 28 semanas
(Guenzi e McCalla, 1966b e Guenzi et al.,1967 citados por Einhellig e Rasmussen., 1989).

Apos extragio aquosa de SGL, Lehle e Putnam(1983), encontraram atividade
inibitéria em fragses quimicas de Lepidium sativum.

Sorgo pode ser usado como uma alternativa de herbicida (Einhellig e Leather, 1988
citados por Einhellig e Rasmussen., 1989). H4 evidéncias que o plantio no residuo de cultura de
sorgo pode controlar plantas daninhas. A eliminagdo de plantas daninhas foi observada quando
alfafa (Medicago sativa) semeada no outono segue sorgo semeado no verio (Forney et al., 1985
citado por Einhellig e Rasmussen, 1989).

Einhellig e Rasmussen (1989), em 3 anos de estudos, demonstraram que a natureza
das culturas (espécies) em um ano influenciou o crescimento de plantas daninhas no outro ano.
Onde havia sorgo, foi notada a redugdo de plantas daninhas.

/[Uma plantagdo feita em 1984 com faixas de sorgo e soja foi analisada no ano
seguinte, verificando-se que a soja estava completamente verde e onde havia sorgo, estava sem
vegetagio. A biomassa de plantas daninhas foi bem menor nas faixas de sorgo (Einhellig e
Rasmussen, 1989).

Foi acrescentado cultura de milho nas faixas, de modo que concentragdes fossem
feitas com uma cultura onde nio houvesse duvida sobre os efeitos da fertilidade do nitrogénio
residual e verificou-se que o crescimento de plantas daninhas foi significativamente mais baixo

em faixas, onde o sorgo havia sido cultivado do que nas faixas onde havia milho e soja. Areas de
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milho apresentaram maior biomassa de plantas daninhas do que as areas de sorgo ( Einhellig e
Rasmusen, 1989).

Guenzi, McCalla e Norstadt (1967) verificaram o efeito de extratos aquosos de
partes de trigo, aveia, sorgo e milho sobre o crescimento de plantulas de trigo. De um modo
geral, extratos de sementes causaram menor efeito € os de caule maior efeito mibitério sobre as
plantulas de trigo. Os extratos de milho e trigo foram mais téxicos para o milho enquanto que o
trigo teve seu desenvolvimento mais afetado pelos extratos de aveia e sorgo. Substincias
fitotoxicas persistem em residuos de culturas avaliadas durante a decomposigio. A fitotoxicidade
de residuos de sorgo em decomposigdo variou consideravelmente de 1963-1964; em 1963, o tempo
SeCo € muito mais quente do que o normal provocou maior toxicidade no solo. Ao contrario, em
1964, os dados mostraram uma tendéncia geral de um decréscimo continuo na toxicidade, a
medida que a decomposicgo se processou.

Segundo Netzly et al. (1988), com 4 ug de sorgoleone por placa de Petri e em pH
5.5 ndo houve diferenga significativa no elongamento das raizes de alface ;Jaem pH 7.5, foram
notados um leve aumento nas raizes de alface e uma inibig3o nas raizes de caruru (Amaranthus
retroflexus L),

»  Sao fatores importantes para determinar a severidade da atividade do herbicida o
PH e a concentragio. A atividade herbicida do exsudato hidrofébico de sorgo
(Sorghum bicolor L.), foi devido a inibi¢do dependente de concentragdo e pH, do alongamento da
raiz em algumas, porém, ndo em todas as plantas daninhas testadas. Sorgoleones sio também
ativos como alérgenos de contato; provocando erupgiio na pele. As formas de hidroquinonas do

sorgoleone proporcionam um novo modelo molecular, de estrutura simples, que promovem a
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germinagdo de planta daninha. Apenas sua solubilidade e estabilidade, parecem limitar sua
aplicagdo como substéncia quimica de controle (Netzly et al., 1988).
Segundo Souza e Souza (1991) o sorgoleone exerce influéncia no caruru tendo

sido observados sintomas drasticos que levaram a plantula 2 morte.
2.6 Sorgolactone e strigol

Ap6s a identificagdo do sorgoleone como um exsudato da riaz do sorgo, Hauck,
Muller e Schildknecht (1992), verificaram um outro composto o qual foi denominado de
sorgolactone.
| -O sorgo exsuda também através da raiz, o strigol, o qual ¢ encontrado no algodio
(Gossypium hirsutum L.), milho (Zea mays L.) e milheto (Pennisetum americanum L.) (Siame et
al,, 1993),
A striga (Striga asiatica) é sem duvida uma das plantas parasitas mais nocivas.
Causa perdas de rendimento até 70% no sorgo, milho e milheto (Cook et al., 1966 ¢ 1972; Hess,
Ejeta e Butler, 1991).
Um dos mecanismos basicos através dos quais as plantas de sorgo poderiam evitar
0 parasitismo da Striga hermonthica, seria através de uma baixa producdo de estimulantes de
germinagdo (Saunders, 1933; Kumar, 190; Willians, 1959 citados por Olivier, Benhamou e
Leroux, 1991).
O sorgoleone inibe a germinagio de sementes, desenvolvimento de plantulas e
pode ndo interferir em outras espécies; mas pode também estimular a germinagio como acontece

com a Striga asiatica (Souza e Souza, 1991; Weearasuriya et al., 1993).
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Outras substincias também podem estimular a germinagdo da Striga sp. como
etileno (Egley e Dale, 1970), acido sulfirico (Egley, 1972) citados por Siame et al. (1993) e o
cloreto de sédio (Hsiao, Worsham e Moreland, 1981).

Para Hauck, Muller e Schildknecht (1992), o sorgolactone difere do strigo! por ndo
Possuir um grupo metil e a hidroxila; ¢ provavel que o principal estimulante produzido pelo
SOrgo, seja o sorgolactone.

A primeira molécula natural desctita a estimular a germinagdo de striga foi o
strigol, substincia alelopatica isolada da raiz do algodio que ndo ¢ um hospedeiro, induzindo
50% da germinagiio de Striga asiatica na concentragio de 10”''M, sendo considerado muito ativo
(Cook et al., 1966 ¢ 1972).

A Striga hermonthica causa perda substancial de rendimentos em todas as dreas
produtoras de sorgo nos tropicos subimidos, principalmente onde o periodo de pousio foi
reduzido (Sallé e Raynal-Roques, 1989, citados por Carsky et al., 1994).

Segundo Sauerborn (1991), citado por Cechin e Press (1994), a Striga ¢ o género
mais importante de planta daninha que infesta sorgo, milho, arroz (Orysa sativa), cana-de-agiicar
(Saccharum sp.) e cowpea (Vigna unguiculata L.), principalmente no oeste e leste da Africa e
Asia. Esta planta pode reduzir o rendimento do hospedeiro virtualmente a zero. As perdas de
rendimento em culturas infestadas diferem entre as cultivares e também entre as origens da striga
que as infecta, mesmo em condigdes ambientais semelhantes. A Striga hermonthica tem um alto
nivel de diversidade genética, mesmo em Compara¢do com espécies que tenham as mesmas

caracteristicas historicas. (Bharathalakshmi et al., 1990 citados por Cechin e Press, 1994).



18

2.7 Utilizacdo de técnicas citogenéticas para avaliaciio de efeitos de substincias sobre o ciclo

celular

O desenvolvimento de uma planta envolve o crescimento e a diferencia¢do. A
mitose leva ao crescimento pelo aumento do niimero de células. Fatores ambientais que afetam a
divisio celular, afetardo o desenvolvimento do individuo. Dessa forma a analise citogenética é
uma das maneiras que propicia a avaliagio do efeito de determinadas substincias sobre o
desenvolvimento de uma planta. Essa avaliagio pode ser feita através da observagio de fases das
divisdes celulares (mitose e meiose) que permitem verificar a ocorréncia de alteragdes no ciclo
celular e no nimero, estrutura e comportamento dos cromossomas,

O sorgoleone inibe o alongamento de raizes de plantas de alface e o crescimento
de varias outras espécies indicando que trata-se de um composto que pode causar efeitos
prejudiciais as divisdes celulares.

Virios trabalhos tém sido realizados para demonstrar o efeito de substincias sobre
o ciclo celular. Spané e Takahashj (1981) analisaram os efeitos do niridazole, droga utilizada no
tratamento da esquistossomose, a nivel génico, cromossdémico e sobre o indice mitético. Os
autores observaram que apesar da droga ndo ter induzido mutagdes génicas em Drosophila, em
altas concentragdes, aumentou significativamente o numero de aberragbes cromossémicas em
células de medula 6ssea de ratos e diminuiu acentuadamente o numero de células em divisdo de
cebola (Allium cepa).

Segundo Harris (1979), Murray-Lyon e Reynolds (1979), citados por Antunes e
Takahashi (1994), 0 mebendazol (MBZ), que ¢ anti-fingico, anti-helmintico e anti-neupldsico,

aparentemente afeta a fungdo celular em sitios associados com as estruturas e mecanismos
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responsaveis pela divisdo celular de modo que células em divisdo tenderiam a ser danificadas
pelo medicamento. Baseados nesta suposi¢do, Antunes e Takahashi (1994) analisaram seus
efeitos citogenéticos sobre sistemas de mamiferos in vivo e in vitro. Verificaram que o MBZ nio
induziu um aumento significativo na frequéncia de aberragdes cromossomicas, mas os resultados
obtidos mostram que essa droga ¢ eficiente em bloquear o ciclo celular em metafase.

E comum que a populagdo se utilize de plantas medicinais para a automedicag3o.
Dias e Takahashi (1994) alertam que ha necessidade de certos cuidados, pois essas plantas
poderio ser prejudiciais & saide. Estes autores utilizaram dois sistemas biolégicos (medula dssea
de ratos Wistar e células meristematicas de cebola) para verificar o efeito dos extratos aquosos de
duas plantas medicinais (Alpina nutans e Pogostemun heyneanus). Nio foi verificado efeito
sobre os linfocitos de rato, mas houve efeito sobre as células meristematicas de cebola. O efeito
citotéxico, no entanto, desapareceu gradualmente 4 medida que os bulbos de cebola eram
recolocados na agua. A acdo sobre a divisdo celular segundo os autores, provavelmente tenha
resultado de uma agdo toxica reversivel do extrato. A auséncia de aberra¢des estruturais tipo
quebra também sugere que os extratos agem exclusivamente como um agente toxico sobre a
formagdo do fuso mitético, com nenhuma agdo quimica sobre 0 DNA ou sobre 0 complexo
DNA-proteina.

X No trabalho realizado por Sereno et al. (1981), no qual foi analisado o
Ccomportamento meidtico da cultivar de trigo Cinquentenario (C15), apés a aplicagdo de
inseticidas e fungicidas em experimento a campo, notou-se que houve maior freqiiéncia de
anomalias no pélen das espigas provenientes de plantas tratadas, indicando o efeito prejudicial
dos defensivos. O mesmo resultado foi obtido no estagio de metafase II onde houve maior

incidéncia de distirbios de condensacdo. Entretanto, na analise das outras fases da meiose, as
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plantas néo tratadas revelaram maior incidéncia de anomalias que aquelas tratadas. De acordo
com os autores, estes resultados poderiam ser explicados supondo-se que os defensivos
provocassem anomalias nas células mies que originaram os grdos de podlen analisados. Nas
células mées de pélen formadas apés a degradagdo dos defensivos essas anomalias poderiam ser
menos prejudiciais.

Samperiz ¢ Blumen (1984) encontraram evidéncias de que a colchicina, além de
dissociar os microtiibulos do fuso mitético de células em proliferagdo, afeta outras fungdes
celulares que sdo dependentes, direta ou indiretamente, dessas estruturas. O efeito da colchicina
no ciclo celular e na velocidade de migragdo dos ameloblastos ao longo do 6rgdo do esmalte, em
incisivos inferiores de camundongo, foi estudado radioautograficamente através da incorporacao
de timidina tritiada naquelas células. Com base nos resultados obtidos, os autores puderam
verificar que no grupo de animais tratados com colchicina houve uma diminuigso das fases da
intérfase (G 13,6 h e G, 13,7 h). A diminui¢go de G pode ter sido determinada pelo aumento do
nimero de ameloblastos em metafase, como conseqiiéncia do final de acdo da droga, em que as
células bloqueadas recuperaram sua capacidade de divisdo e prosseguiram através do ciclo. Ja a
diminuigdo de G1 pode ter sido decorrente dessa diminuigio de G, uma vez que a duragdio desse
tempo foi calculada indiretamente (Samperiz ¢ Blumen, 1984).

A descoberta no inicio dos anos 40 de reguladores de crescimento de plantas que
podiam matar ervas daninhas eficientemente, teve um impacto importante na agricultura
moderna.X Os herbicidas hormonais 4cido 2,4-diclorofenoxiacético (24-D) e 245-
triclorofenoxiacético (2,4,5-T) tém sido os herbicidas mais amplamente usados desde sua
introdugdo logo apés a 2° Guerra Mundial (Turkula e Jalal, 1985). O potencial de danos genéticos

por esses herbicidas continua a ser uma séria preocupacio. O efeito mutagénico refletido pelas
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taxas de trocas de cromatides irmds, foi determinado em cultura de linfocitos humanos. Os dados
foram baseados na analise de 50 células para o controle em cada um dos 3 tratamentos. Uma
dosagem de 50 pg/ml causou um efeito altamente significativo na troca entre cromatides irmas
(SCE); dosagens de 100 e 250 ug/ml elevaram a taxa de SCE, porém, nio significativamente.
Como o 2,4-D ¢ biodegradado rapidamente no solo e na agua, seu uso continuo ndo ¢ seriamente
questionado enquanto ndo se descobre compostos mais seguros. Entretanto, os resultados desse
estudo sugerem que o risco de danos genéticos pela exposigdo direta a amostras comerciais de
2,4-D nio deve ser ignorado. Em dosagens acima de 50 pg/ml uma alta proporgdo das células
pode ser tio severamente afetada que ou ndo entram em divisio ou nio conseguem sobreviver.

i Analisando o efeito da pesticida (1,2) e (3,4) sobre a viabilidade do polen de
Crespis tectorum, Kurinnyi (1983) concluiu que este pesticida causou 31% de esterilidade de
polen. Afimou que a poluicio ambiental por pesticidas mutagénicos apresenta efeitos
gametocidicos nas plantas.

V Segundo Pilinskaya e Stepanova (1984), o inseticida furadan provoca efeito da
biotransformagio sobre a atividade citogenética in vivo e in vitro. A pesquisa foi desenvolvida
em medula dssea de camundongos e em células periféricas de linfécitos humanos. A dose e a
concentragio maximas estudadas das substincias testadas, reduziram o indice mitético em nao
mais do que a metade, o que tornou possivel analisar o nimero de metéfases. Furadan, em doses
de 10 e 0,ImgKg, ndo causou um aumento significativo na. frequéncia de aberragdes
cromossdmicas em células da medula dssea de camundongos, mas induziu efeitos citogenéticos
na cultura de linfocitos humanos e em concentragdes de 300 a 100 pug/ml induziu um aumento

significativo (P < 0,05) da frequéncia de metéfases aberrantes, comparado com o controle. As
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aberragdes cromossdmicas que predominaram foram fragmentos acéntricos isolados e aos pares
que compuseram, respectivamente, 66 e 30% do nimero total de aberragdes.

Avaliagdes citogenéticas também podem ser utilizadas para demonstrar o efeito de
infestagdes por fungos como mostra o trabalho a seguir. Plantas de uma mesma variedade de
cevada foram inoculadas com Seproria nodorum Berk., Septoria tritic Rob., Helminthosporium
sativum Pam., King e Bakke, e infestadas com pulgdes (Metopolodium dirhodum Walker)
infectados com o virus do nanismo amarelo da cevada (Barley Yellow Dwarf Virus). Espigas de
uma mesma planta, apos a inoculagdo, apresentaram até 80 vezes mais anormalidades do pélen
quando comparadas aos resultados obtidos antes da inoculagdo, indicando que a maior incidéncia
de anomalias na divisio meidtica das plantas poderia ser determinada pelo ataque de moléstias

fangicas de espiga e pragas.

2.8 Utilizagcdo de técnicas anatdmicas para avaliacdo de efeito de substincias sobre a

formacio dos tecidos

2.8.] Inibidores e mecanismos de acao dos reguladores de crescimento

Os inibidores de crescimento sao substdncias reguladoras que retardam os
processos de crescimento e desenvolvimento das plantas, tais como o alongamento de raizes ¢
caules, a germinacdo de sementes e o brotamento de gemas. Eles também sdo capazes de
reprimir o crescimento de segmentos isolados de caule e podem agir como antagonistas de

promotores de crescimento, como as auxinas, giberelinas e citocininas.
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Verificou-se que as cumarinas (derivadas do dcido cindmico) também se
comportam como inibidores de crescimento. Ha inibidores de crescimento naturais, de natureza
Jendlica (Ferri, 1979, p.193).

Os reguladores de crescimento podem atuar sobre muitos Jfenomenos do
desenvolvimento das plantas. Devido & grande influéncia dos reguladores sobre esses Jenémenos
e & maneira ordenada e precisa com que eles se sucedem, surge um grande interesse em
entender os mecanismos pelos quais esses processos sdo desencadeados e conduzidos. Ou seja,

Jaz-se necessario entender como os reguladores atuam ao nivel molecular (Ferri, 1979, p.213).

2.8.2 Alteracées fisicas, quimicas e metabélicas dos vegetais por aciio dos reguladores de

crescimento e mecanismo de acéio dos compostos fenélicos

A célula vegetal é constituida de estruturas subcelulares que desempenham as
mais variadas fung3es e a cada uma dessas estruturas esta associada uma série de componentes
quimicos € processos metabélicos, que, em Gltima instincia, lhe conferem propriedades fisicas e
quimicas.

A agdo dos reguladores de crescimento pode, portanto, provocar mudangas fisicas
diretas nas estruturas celulares ao interagir com elas ou, indiretamente, interferindo com o (s)
caminho(s) metabélico (s) que conduzem a um determinado tipo de estrutura.

A célula vegetal ¢ envolvida por uma parede celular, a qual pode sofrer
modificagdes por agdo de reguladores de crescimento que interfiram com fenémenos de
expansdo celular. A membrana plasmatica também constitui um sitio de a¢do hormonal,

especialmente nos fenémenos que envolvem mudangas de permeabilidade ou liberagio de
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substancias a ela ligadas. Os reguladores podem agir também sobre as organelas, suas
membranas, que sdo semelhantes 2 membrana plasmatica ou alterando os processos metabélicos
especificos que essas organelas desempenham (Ferri, 1979).

As substincias alelopaticas liberadas pelas plantas, pertencem principalmente, a
um unico grupamento quimico, os compostos fendlicos, geralmente na forma de 4cidos, Muitas
vezes sio produzidos outros compostos como isoflavonéides e alcaldides, que ao degradarem no
solo, sdo transformados em acidos fendlicos. Dentre estes, os mais frequentemente encontrados
sdo: acido p-cumdrico, acido ferulico, acido vanilico, 4cido p-hidroxibenzéico-acético, acido
salicilico. E interessante lembrar que a esse grupo de compostos, pertence uma das categorias de
herbicidas mais usados na agricultura, a dos fenoxi derivados. O herbicida hormonal mais
popular € o 2,4-D (4cido 2, diclorofenoxiacético) (Tamura, Chang e Suzuki, 1969 ¢ Chou e
Patrick, 1976).

Dentre os compostos fenélicos, a cumarina foi apontada como um inibidor
especifico da sintese de celulose em plantas superiores (Ferri, 1979).

X Sabe-se que hoje em dia h4 necessidade de utilizag@o de herbicidas nas plantacdes
para evitar danos causados por plantas daninhas, mas na maioria das vezes acabam sendo
prejudiciais a satde, além de modificar o sabor dos alimentos. O ideal seria utilizar herbicidas
naturais como o SGL para sanar o prejuizo dos herbicidas sintéticos.

/. Pizzolato e Regehr ( 1978) detectaram que a maioria das dicotiledoneas ¢
danificada pelo 2,4-DB (diclorofenoxibutirico), porque elas o degradam ao 24-D
(diclorofenoxiacético), herbicidamente ativo, pela B-oxidagdo. Apesar do fato de que o 2,4-DB
possa causar apreciavel injuria nas leguminosas, elas possuem mecanismos de resisténcia ao

herbicida. Os autores observaram modificacées precoces da anatomia do interné de soja quando
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pulverizada com o 2,4-DB. Foram observadas alteragdes no floema, nas regides interfasciculares,
e no metafloema condutor. Células do parénquima sofrem maior numero de divisges periclinais,
aumento de volume, divisio posterior em vérios planos e, finalmente, hipertrofia. Outras
modificagdes foram ainda observadas como quebra da epiderme, cértex diferenciado
dependendo da sua localizagio e proliferagio irregular do endoderma. Houve, ainda, modificagio

no parénquima do ultimo metafloema e do floema secundario inicial.

Segundo Dionello e Basta (1984), substincias alelopaticas, inibidoras de
germinagdo e crescimento, podem causar mudangas na estrutura das paredes celulares. Isto seria
andlogo ao caso dos inibidores ou estimuladores de germinagdo, que podem atuar sobre a
membrana celular, regular sua permeabilidade e dificultar ou estimular diferentes processos

necessarios a germinagéo. Dos testes realizados, a raiz foi o 6rgdo mais afetado pelos inibidores

| de crescimento presentes nas espécies Ageratum conyzoide, Crotalaria retusa, Phyllantus niruri

e Vinca rosea. A descoberta de um inibidor de espectro limitado, que afete mais uma espécie de
células mais do que outras, seria ideal. Tal especifidade de agdo pode ser esperada entre as
substincias que afetam uma espécie de planta mais do que outra, raizes e nio caules, folhas e ndo
raizes, etc.

Segundo Ferri (1979), h4 inibidores de crescimento naturais de natureza fenélica.
Um dos componentes do sorgoleone ¢ o acido fenodlico (Lehle e Putnam, 1983), o que justifica a

realizagdo do presente estudo.



3 MATERIAL E METODOS

Para testar o efeito alelopatico do sorgoleone (SGL) foi utilizada a variedade
Carioca MG do feijao (Phaseolus vulgaris L.). O trabalho foi iniciado em Jjaneiro de 94 e foi
conduzido parte no Laboratério de Citologia ¢ Anatomia Vegetal do Departamento de
Biologia/UFLA e parte em casa de vegetagdo da Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas
Gerais (EPAMIG).

3.1 Extracio de sorgoleone

Sementes de sorgo, variedade BR 601, foram colocadas para germinar
semanalmente em placas de Petri com papel de filtro previamente esterilizados e umedecidos
com agua destilada. Cerca de 110 placas com uma média de 12 sementes por placa foram
colocadas para germinar. Foram realizadas 20 extragdes de SGL.

Apos 7 (sete) dias da germinagiio foi utilizada uma solugdo de 20 ml de cloreto de
metileno ¢ 50 ul de acido acético para a extragdo de SGL das raizes. Essas solugdes foram
colocadas num becker de 40 ml onde eram mergulhadas as raizes de sorgo por alguns segundos.
Ap6s algumas horas, essa soluggo evaporava-se ¢ o SGL ficava depositado no fundo do becker,

sendo entdo tampado com papel aluminio e conservado em geladeira até sua utilizaggo.
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3.2 Diluicdio do sorgoleone

A diluigio do SGL foi feita em 1000 ml de solugio nutritiva de Hoagland e |
Johanson (Pizzolato e Regehr, 1978) colocadas em beckeres separados e levados para um
aquecedor-agitador, até a temperatura de 35°C.

Tubo de ensaio com 1 mi de agua destilada foi colocado em banho-maria durante
15 minutos aproximadamente. Nesse tubo de ensaio, foi colocado o SGL previamente pesado,
correspondendo a 1,5 molar = 53 pg.

Em seguida, esta solugfio foi submetida & agitacdo para facilitar A mistura. Foi
utilizada também uma gota de metanol e cloreto de metileno para ajudar na diluigdo do SGL.

A solugdo de SGL obtida, foi adicionada a solugfio de Hoagland e Johanson para
se obter os tratamentos de 0,01; 0,05; 0,10; 0,15 mM de SGL as quais foram utilizadas no

experimento.
3.3 Aplicacdo dos tratamentos nas plintulas de feijio

Sementes de feijdo foram colocadas para germinar em bandejas com bvermiculita
por um periodo de 7 (sete) dias em casa de vegetagdo. Apds este periodo, as plantulas foram
transferidas para frascos de vidro de 200 m] contendo solugio de Hoagland e outros com a
solugdo de Johanson. As plintulas permaneceram nestas solugdes por um periodo de 24 horas
para adaptacdo quando, entdo, foram transferidas para os frascos contendo as diferentes

concentragdes de SGL. Para cada tratamento foram utilizadas 4 plantulas.



28

Durante 7 (sete) dias, foi feita observagio diaria do aspecto das plantulas de feijao

em desenvolvimento.

3.4 Método citogenético

Nos 3%, 5% e 7° dias apés os tratamentos, as pontas de raizes das plantulas de feijao,
com aproximadamente S mm de comprimento, foram coletadas, fixadas em Camnoy (élcool
etilico e dcido acético glacial, 3:1) por 24 horas e estocadas em alcool 70% a 4°C até utilizag3o.
Apos a hidrélise em acido cloridrico 1N a 60°C foi realizada a coloragdo com Giemsa a 2% em
tampdo fosfato e as laminas foram montadas com Entellan, de acordo com a metodologia
proposta por Guerra (1983).

Foram observadas 500 células por lamina, sendo 2.000 por tratamento por dia de
coleta e 30.000 no total do experimento.

Foram analisados os seguintes aspectos da divisdo celular e/ou cromossomas:

- indice mitético (total de células: nimero de células em divisio x 100);
- ocorréncia de metafases colchicinicas;
- ocorréncia de pontes, fragmentos, cromossomas atrasados ¢ micronicleos na anafase e telofase;
- ocorréncia de cromossomas pegajosos;
Para as fotomicrografias foi utilizado filme Fujicromo ASA 100 e fotomicroscépio

de campo claro Carl Zeiss Jena.
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3.5 Método Anatdmico

Foram coletados os caules das plantulas de feijdo no 7° dia apds tratamento, os
quais foram fixados e armazenados em 4lcool 70% até a confecgdio das laminas. As avaliagbes
foram realizadas em cortes transversais, feitos 4 mio livre e corados com vermelho congo diluido
em agua a 1% e verde iodo acético a 1%. As laminas foram montadas com os cortes e agua
glicerinada, de acordo com a metodologia proposta por Dop ¢ Gautié (1928).

A Figura 1 indica onde foi feito o corte a ser analisado na plantula de feijoeiro,

testada no experimento.

3.6 Anailise Estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com 4 repeticdes, com
parcelas subdivididas no tempo. Os tratamentos das parcelas correspondem as doses de SGL e os
da subparcelas, as épocas de coletas. Foi feita a analise de varidncia e regressio.

Modelo matematico :

Yijk=m+ti+eik+dj+ejk+tdij+eijk
m : média geral do carater;
ti .efeitodedosesi;i=1,..5;
e : efeito do erro experimental associado a parcela que recebeu a dose i, na repeticdo k;

d; . efeito de dias de coletaj;j=1, ..3;
ej : efeito do erro experimental associado & subparcela que o dia j, na repetigdo k;
td;= efeito da interagZio nivel i de doses com o nivel j de dias de coleta;

e;j= efeito do erro experimental, associado a subparcela dose i, dia j e repetigdo k.
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FIGURA 1. Plantula de feijoeiro com 14 dias. Seta indica a regido onde foram realizados os
cortes.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Germinacio das sementes de sorgo e produciio de sorgoleone

Pode-se observar que a germinagdo do sorgo ¢ influenciada por fatores como a
temperatura e a quantidade de agua. Quando o papel de filtro na placa de Petri ficava com
excesso de agua, as sementes de SOrgo ndo germinavam ou, se isso acontecia, era muito lento. A
temperatura por volta de 28°C foi ideal para a germinagdo do sorgo e produgdo do SGL. Varias
vezes durante os meses frios (com temperatura aproximadamente 18°C) tentou-se extrair o SGL,
ndo se obtendo sucesso. Esses resultados estio de acordo com o que foi observado na literatura
(Hess, Ejeta € Butler, 1991 e Carsky, Singh e Ndikawa, 1994). Carsky, Singh e Ndikawa, (1994)
verificaram que em 1991, um ano de muita chuva, a populagdo de sorgo emergida foi muito
pequena.

Netzly e Butler (1986), também referem-se ao calor como um fator importante no
desenvolvimento do sorgo. Na época do frio, ndo s6 a germinagdo era retardada como também a
produgio de SGL era menor.

O sorgo com 7 (sete) dias apos a germinagdo ja apresentava suas raizes

avermelhadas; momento em que era feita a extragdo do SGL.
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A cada extragdo foram utilizadas em meédia 1320 raizes de sorgo. Quantidade
relativamente pequena em relagio ao total necessario, sendo portanto, realizadas varias
extragoes.

Netzly et al. (1988) verificaram que a quantidade exsudatos da raiz do sorgo variou
de 1,5 a 2% em relagdo ao peso da raiz. Ha pouco aciimulo de SGL nas raizes, sendo que menos

de 10% pode ser recuperado dos exsudatos.
4.2 Desenvolvimento das plantulas de feijoeiro

Durante os 7 (sete) dias em que as plantulas de feijoeiro foram submetidas aos
trafamentos, observagdes dirias foram feitas no sentido de verificar se o desenvolvimento estava
ocorrendo normalmente. Nenhuma alteracéo foi percebida quanto ao crescimento das plantulas,
aspecto do caule e ndo houve enrolamento e nem murchamento das folhas (Figura 2). No
presente trabalho, as plantulas de feijoeiro nio apresentaram sintomas visuais de fitotoxicidade
durante o periodo teste.

O efeito do SGL sobre o desenvolvimento e varias espécies pode ser observado na
Tabela 1. Verifica-se nesta tabela que o SGL pode nio influenciar o desenvolvimento de uma
planta como a soja, mas pode causar efeitos inibitérios ou estimulantes, dependendo da espécie.

No entanto, Souza e Souza (1991) e Einhellig ¢ Souza (1992) relatam que o SGL
apresenta efeitos ndo seletivos, atingindo gramineas e plantas de folhas largas; sintomas

fitotoxicos foram mais evidentes sobre plantas daninhas do que sobre espécies cultivadas.
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FIGURA 2. Plantulas de feijoeiro submetidas as diversas concentracdes de SGL, no 7° dia de

tratamento.

TABELA 1. O efeito do SGL sobre o desenvolvimento de varias espécies.

Espécie Efeito SGL Autor/ano
Trigo inibiu 81% crescimento raiz, clorose das folhas, Guenzi, McCalla e Norstadt (1967)
redugdo do crescimento e murchamento das plintulas

Milho inibiu 53% crescimento raiz Guenzi, McCalla e Norstadt (1967)
Einhellig e Rasmussen (1989)

Soja ndo causa efeito Einhellig e Rasmussen (1989)
Souza e Souza (1991)

Alface inibiu 85% crescimento raiz Netzly e Butler (1986)
Netzly et al. (1988)

Caruru sintomas drasticos, morte da plantula Souza e Souza (1991)

Lentilha d'agua inibe crescimento, inibe teor clorofila Einhellig e Souza (1992)

Campanhinha chinesa  inibe crescimento Einhellig e Souza (1992)

Setaria inibe crescimento Einhellig e Souza (1992)

Striga estimula mas pode também inibir Weearasurirja et al. (1993).
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4.3 Efeitos do sorgoleone sobre o ciclo celular

Embora néo tenham sido observados efeitos visuais de fitotoxicidade no feijoeiro,
durante o periodo de tratamento, a andlise de 30.000 células do meristema apical das radiculas
demonstrou o efeito negativo do SGL.

Através da analise de variincia e regressdo observou-se que tanto as concentragdes
(doses) como os dias de coleta interferiram no ciclo celular. Com relagfio as doses aplicadas, os
coeficientes de determinagio foram significativos a nivel de 1% para o indice mitético
R?= 0,9080) (Figura 3), bem como para os indices de interfase (R? = 0,8956), de préfase

R2= 0,9193) e de metafase (R? = 0,1650), sendo niio significativo para anifase em relagéo a

testemunha (Figura 1A).
[® —Interfase (Y1) & -- Mitose (Y2) |
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FIGURA 3. Efeito das doses de SGL sobre o indice mitético do feijoeiro.
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Quando se considerou os dias de coleta, a correlago foi significativa para todas as
variaveis a nivel de 1%, em comparagdo com a testemunha sendo encontrado os seguintes
coeficientes de determinagio para intérfase (R*= 0,9948), profase (R? = 0,9627), metafase (R? =

0,9987) e anafase (R = 0,8204). O material foi coletado no 3% 5° e 72 dias de tratamento

(Figura 2A e Figura 4).
L' —Interfase (Y1) A --Mitose (Y2T,
450
g 300
3
s Y1=470,500000 - 14,950000X  R®=0,0948%*
° Y2= 31,275000 + 14,275000X  R%=0,9943%+
2
3
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________________ A---TTTTTTTTTTTTT
Y
0 I
3 5 7
Dias ap6s tratamento com SGL

FIGURA 4 Efeito do tempo de tratamento do SGL sobre o indice mitético do feijoeiro.

A telofase, ultima fase da mitose, ndo foi analisada porque 0 numero de células
que se encontravam nesta fase foi muito pequena (Tabela 2). Nesta tabela verifica-se que na
primeira coleta (3° dia), todas as concentragbes de SGL aplicadas levaram a um aumento na
porcentagem de intérfase e diminuicio das fases da mitose quando comparadas com a

testemunha. A dose que mais afetou a divisdo celular foi de 0,10 mM de SGL. Na segunda coleta
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(5* dia, no entanto, a dose mais baixa (0,01 mM) foi a que mais afetou a divisio celular,
ocorrendo um aumento gradual a partir da terceira dose sem, no entanto, se igular & testemunha.
A diminuigdo das células em divisdo na terceira coleta (7° dia) acompanhou o aumento da dose.
O menor indice mitético nesta coleta (23,25%) foi maior que o das testemunhas da primeira e da
segunda coleta (21,90% e 23,00%, respectivamente). Estes dados indicam, que, apesar do SGL
ter afetado negativamente a divisdo celular nas 3 coletas, no 7° dia as plantulas, tratadas e nio

tratadas, provavelmente deveriam estar mais adaptadas as condigdes do experimento.

TABELA 2. indice mitético e das fases da mitose (%), nas diversas concentragdes de SGL e nos

diferentes dias de coleta.

Concentragdes de SGL (mM) MI P ™M 1A IT*
3°dia
0,00 21,90 18,30 24,50 1,00 0,15
0,01 17,40 16,50 0,70 0,20 0,00
0,05 12,25 11,25 0,70 0,30 0,00
0,10 10,80 9,35 1,10 0,35 0,00
0,15 13,25 11,05 1,45 0,65 0,10
5 dia
0,00 23,00 20,00 1,80 0,95 0,25
0,01 17,55 13,95 2,25 1,10 0,25
0,05 18,20 12,05 3,95 2,00 0,20
0,10 21,40 16,85 2,60 1,50 0,45
0,15 21,60 16,75 3,15 1,35 0,35
7° dia
0,00 30,25 21,75 6,45 . 1,95 0,10
0,01 30,45 25,00 3,35 1,70 0,40
0,05 27.30 21,10 3,65 1,55 1,00
0,10 24,15 19,55 2,80 1,30 0,50
0,15 23,25 18,95 3,00 0,95 0,35

IMI - indice mitético IP - indice profase IM - indice metafase IA - indice anafase



37

Na Figura 5, fica claro o comportamento das fases da mitose em fungfio dos dias

de coleta e nas diversas concentragdes.
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FIGURA 5. Efeito das doses e tempo de tratamento do SGL sobre o ciclo celular do feijoeiro.

O nimero total de células observadas em cada fase na testemunha foi considerada
como 100 e correlacionada com o numero de células observadas nos tratamentos.

A intérfase foi sempre acima do valor da testemunha. Com o tratamento de
0,01 mM houve um pequeno aumento inicialmente no 3¢ dia até o 5° dia, sofrendo uma queda no
7° dia de tratamento. Com o tratamento de 0,05 mM no 3° dia o nimero estava maior em

comparagdo com o tratamento de 0,0l mM, ocorrendo uma queda no 5° e¢ 7° dia. Com o
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tratamento de 0,10 mM no 3° dia o niimero foi mais elevado que o tratamento de 0,05 mM, houve
uma queda no 5° dia e uma pequena elevagio no 7° dia. Com o tratamento de 0,15 mM no 3° dia
o niimero foi um pouco mais baixo que o tratamento 0,10 mM, houve queda no 52 dia e elevagdo
no 7° dia, semelhante ao tratamento de 0,01 mM.

A préfase, na maioria da vezes, apresentou abaixo da testemunha. Com o
tratamento de 0,01 mM houve uma queda do 3° para o 5° dia ¢ depois uma elevagdo no 72 dia
bem superior ao valor do 3° dia, e ultrapassando o valor da testemunha, Com o tratamento de
0,05 mM os valores do 3° e 5° dias foram os mesmos e inferiores a testemunha, elevando-se no 72
dia, mas manteve ainda inferior a testemunha.. Com o tratamento de 0,10 mM o valor do 3 dia
foi baixo, elevando-se no 5° dia e ocorrendo mais uma elevagio no 72 dia, permanecendo esse
valor abaixo da testemunha. Com 0 tratamento de 0,15 mM, o aspecto foi semelhante ao
tratamento de 0,10 mM, houve elevagdo do 3° para o 5° dia e do 5° para o 7° dia de tratamento.

Em todos os tratamentos a metafase apresentou uma elevagdo brusca do 3° para o
5° dia e depois uma redugdo também brusca do 5° para o 7° dia. Com o tratamento de 0,0l mM, o
valor inicial no 3° dia foi bem inferior a testemunha, elevando-se no 52 dia pouco acima de 100 e
sofrendo queda no 7° dia. Com o tratamento de 0,05 mM do 3° para o 5° dia teve elevagio
brusca e uma queda também brusca do 5° para o 7° dias. Com o tratamento de 0,10 mM, houve
uma elevagio do 3° para o 5° dia e uma queda do 5° para o 7° dia, porém, menos brusca que a
ocorrida com o tratamento de 0,05 mM. Com o tratamento de 0,15 mM, houve uma elevagdo do
3° para 0 5° dia € uma queda do 5° para o 7° dia.

A anifase juntamente com a metafase, foi a fase que mais variou e atingiu os
valores mais altos que aqueles apresentados nas outras fases. Com o tratamento de 0,0lmM o

indice ficou quase que paralelo a metéfase, houve uma elevagio do 32 para o 5° dia e depois uma
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queda no 7° dia. Com o tratamento de 0,05 mM foi o que iniciou com o menor numero no 32 dia
e no 5° dia, havia atingido o pico mais alto de todos os tratamentos e em todos os dias. Do 5° para
o 7° dia houve também uma queda brusca. Sua variagdo foi semelhante 4 metdfase. Com o
tratamento de 0,10 mM, houve elevagio do 3° para o 5° dia e uma queda do 5° para o 7° dia. Foi
superior & metafase. Com o tratamento de 0,15 mM, houve elevagiio do 3° para o 5° dia e uma
queda do 5° para o 7° dia, sendo também superior & metafase.

Além de diminuir o niimero de células em divisio o SGL levou a formagdo de
metafases colchicinicas (Tabela 3 e Figura 6), pontes e cromossomas atrasados em anafases e

teléfases (Figura 7) e niicleos poliploides.

TABELA 3. Média de células em metafase no 3°, 5% ¢ 7° dias de tratamento com SGL e % de
metafases colchicinicas MC).

3%dia 5° dia 7° dia

Concentragdes

de SGL (mM) Metafase % MC Metafase % MC Metifase % MC
0,00 12,25 0,0 9,0 0,0 32,0 0,0
0,01 3,50 0,0 10,0 12,5 11,0 34,3*
0,05 3,50 0,0 14,0 41,0% 12,5 31,5
0,10 5,00 9,0 11,0 18,2 11,25 19,6
0,15 4,50 37,9* 12,5 26,0 14,0 6,6

Através da anilise estatistica, verificou-se a ocorréncia de um ntmero
significativo de metafases colchicinicas na maioria dos tratamentos, com excegdo das
concentragGes de 0,01 e 0,05 mM do 3° dia; todas as outras induziram a formacgio de metafases

colchicinicas.
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FIGURA 6. Metafases mitéticas do fe

ijoeiro: metafase nonnél (A) e metafase colchicinica (B).
Aumento total: 1.700X.
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FIGURA 7. Anomalias do ciclo celular do feijoeiro tratado com SGL. (A) telofase com ponte e

(B) anafase com cromossama atrasado. Aumento total: 1.700X.
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No 5 dia 0 maior indice foi no tratamento de 0,05 mM e no 72 dia, houve uma
inversio e, a maior porcentagem de células em metafase colchicinica foi observada no menor
tratamento (0,01 mM). Isso leva a pensar que quanto maior o tempo do tratamento, uma menor
dose € capaz de causar efeito.

A denominagio metafase colchicinica ¢ utilizada para indicar aquelas metafases
Que apresentam os cromossomas espalhados como ocorre quando se emprega um inibidor
mitdtico, como a colchicina. Esse alcaloide, despolimeriza as proteinas microtubulares
impedindo a formagio das fibras do fuso de divisdo. Desta forma, ndo ocorre a segregacao dos
cromossomas na anafase e a célula volta para a intérfase sem que a divisdo se complete. Como ja
havia ocorrido duplicagdo do DNA na intérfase anterior, a célula torna-se poliploide (Figura 8).
No caso do feijoeiro, cujo nimero somatico de cromossomas € 2n = 2x = 22, foram encontrados
nicleos com 2n = 4x = 44 cromossomas, o que vem reforgar a hipotese do inibidor sobre o ciclo
celular para o SGL.

O efeito do SGL sobre os cromossomas foi detectado através da observagdo de
cromossomas atrasados, pontes e fragmentos nas anafase e teléfase.

As pontes e cromossomas atrasados foram observados na concentragio 0,05 mM,
no 5° dia de tratamento e nas concentragdes de 0,01; 0,05 ¢ 0,10 mM do 72 dia. A ocorréncia de
pontes indica que o SGL pode estar provocando quebras nos cromossomas, os quais unem-se,
ficando com dois centrémeros. No momento da segregacdo, na andfase, quando os centrémeros
de um mesmo cromossoma vio para polos opostos, ¢ possivel visualiza-las. Isto leva 4 um ciclo,
denominado por McClintocks (1942) de “ciclo quebra-fusdo-ponte”. Normalmente,
acompanhando essas pontes, existem fragmentos de cromossomas acéntricos, os quais sdo

perdidos durante a divisio celular, levando a formagdo de células com nucleos deficientes.
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Provavelmente essas alteragdes seriam mais frequentes se o periodo de coleta fosse mais
prolongado.

A ocorréncia de cromossomas atrasados pode ser devida 4 ma formagdo das fibras
cinetocorias do fuso de divisdo, fazendo com que esses cromossomas néo sejam puxados para os
polos. O aumento na viscosidade dos cromossomas, tornando-os pegajosos, também, pode levar
ao atraso dos mesmos.

As anomalias encontradas neste trabalho ndo foram observadas nas plantas
testemunhas. Pode-se considerar, portanto, que o feijoeiro apesar de apresentar cromossomas
pequenos, constitui um bom sistema para a avaliagdo do efeito e substincias sobre o ciclo celular

€ 0S cromossomas.

FIGURA 8. Célula poliploide. Aumento total: 1.700X.
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4.4 Anilise anatémica do caule do feijoeiro

4.4.1 Descrigio do corte transversal do caule de feijoeiro

As Figuras 9 e 10 apresentam os aspectos do corte transversal do caule do
feijoeiro.

Algumas das caracteristicas analisadas na testemunha, encontram-se a seguir:
Epiderme: unisseriada; parede periclinal externa das células epidérmicas expessa € convexa;

cuticula delgada, estriada, presenca de estdmatos e tricomas (simples e pluricelulares). Estomatos

em posi¢do mais elevada em relagdo as células epidérmicas comuns,

Colénquima: do tipo angular-lacunoso, ocorre em todo o contorno do caule; nas porgges

angulosas pode ser constituido por 3-4 camadas celulares, e no restante ¢ formado por uma

camada.

Parénquima cortical: formado por 3-4, raramente 5 camadas celulares, que pode ser

caracterizado como um colénquima, devido a presenca de cloroplastideos.

Bainha amilifera: estrutura de reserva de amido, apresentou-se continua em toda a extensio do

corte.

Feixes vasculares: colaterais, porgdo floematica e xilemitica separadas por cdmbio fascicular.
Na regido onde foi feito o corte Jé se instalou um cambio tipico, ja havendo a formagdo de novos
feixes vasculares entre aqueles de maior tamanho e que correspondem as regides angulosas do

caule. Externamente ao floema, em contato com a bainha amij lifera, ocorre a apresenca de fibras.

Parénquima medular: tipico, células com grios de amido.



LEGENDA:

1 Epiderme

2 Colénquima

3 Parénquima Cortical
4 Bainha amilifera

5 Floema

6 Faixa Cambial

7 Xilema

8 Parénquima medular

FIGURA 9. Esquema do corte transversal do caule de feijoeiro. Reduzido 40%.
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LEGENDA:

1 Epiderme

2 Colénquima

3 Parénquima Cortical
4 Bainha amilifera

5 Floema

6 Faixa Cambial

7 Xilema

8 Parénquima medular

FIGURA 10. Corte transversal do caule do feijoeiro com 14 dias (testemunha). Aumento total:

1.700X.
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Comparando essas estruturas observadas na testemunha, nos tratamentos de 0,01 e
0,05 mM de SGL, nenhuma alteracio foi evidenciada.

Nos tratamentos de 0,10 e 0,15 mM de SGL, pequenas alteragdes ocorreram.

O colénquima apresentou-se com menor niimero de camadas nos angulos, 1 a 2
camadas celulares comparadas com 3-4 da testemunha, nas regides intermedidrias o
espessamento foi quase que restrito a porgdo da parede em contato com a epiderme enquanto que

na testemunha ocorre em todo o contorno (Figura 11).

LEGENDA:

1 poucas camadas celulares no colénquima
2 maior niamero de camadas no parénquima
3 floema rico em fibras

FIGURA 11. Corte transversal do caule do feijoeiro. Aumento total: 680X.
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No parénquima cortical foi observado maior namero de camadas celulares. Este
aumento, provavelmente tenha ocorrido em virtude da diminuigdo das camadas de colénquima
(Figura 11).

Quanto a bainha amilifera, essa apresentou-se evidentemente descontinua nas

regides situadas entre os feixes de maior porte (Figura 12).

FIGURA 12. Corte transversal do caule do feijoeiro com bainha amilifera descontinua. Aumento
total: 680X.
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O feixe vascular apresentou xilema com menor numero de elementos de vaso
lenhoso e formagdo de vasos deformados (ao invés de mais ou menos arredondados, estio
alongados no sentido radial). No tratamento de 0,15 mM de SGL, essa altera¢do foi ainda mais
evidente, com maior niumero de vasos deformados (Figura 13). No floema observou-se a presenca
de fibras em maior nmimero de camadas extra-xilematicas na porgdo externa do floema,

imediatamente abaixo da bainha amilifera (Figura 11).

FIGURA 13. Corte transversal do caule do feijoeiro com xilema em forma alongada. Aumento
total: 680X.
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4.5 Efeito do sorgoleone sobre o feijao

As alteragdes ocorridas na divisdo celular e no caule do feijoeiro tratado com SGL
provavelmente se devam a presenca do 4cido fenélico um dos compostos do sorgoleone.

Os fenoxidcidos, de acordo com Deuber (1992), podem inibir a divisdo celular ou
estimula-la dependendo da dose aplicada e da parte da planta em que se encontra. O efeito
inibitorio pode ser direto, quando afeta, por exemplo, os microtibulos, impedindo assim a
segregagdo cromossdmica e interferindo na formagdo da parede celular. Outras vezes, podem
atuar indiretamente sobre a divisio celular, afetando a sintese de acidos nucléicos (Deuber,
1992).

Os resultados desse trabalho parecem indicar que houve efeito sobre os
microtibulos, uma vez que devem ter impedido a formagdo das fibras do fuso de divisdo
(metafases colchicinicas e nucleos polipléides) e, levado 4 uma ma orientagdo dos microtibulos
durante a formagzo da parede celular (células mais alongadas do xilema).

O fato do aparecimento de células apresentando cromossomas atrasados e pontes
na anifase principalmente na dltima coleta mostra o efeito do tempo sobre os cromossomas.
Provavelmente essas alteragbes fossem mais frequentes se o periodo de coleta fosse mais
prolongado.

Com esses resultados, podemos dizer que o potencial alelopatico do Sorgo
(sorgoleone) interferiu no feijoeiro e salientar que, tornar-se necessério, cada vez mais buscar
técnicas que permitam estudos mais complexos, capazes de avaliar os efeitos de substincias em
outras plantas, os quais nem sempre se manifestam através do aspecto fisico da plantula e num

curto periodo de teste.
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Entendemos que o trabalho deveria proseguir através de avaliagdes no campo e da
avaliagio do efeito do SGL sobre fertilidade. O emprego desse tipo de estudo em plantas

suscetiveis poderia auxiliar na compreensdo do efeito do SGL sobre a divisdo celular e formagdo

dos tecidos.



5 CONCLUSOES

O SGL atuou despolimerizando os microtibulos que formam o fuso de divisio
induzindo uma diminuigiio no indice mitético e a ocorréncia de metafases colchicinicas e
poliploidia.

Com maior tempo de tratamento, o SGL induziu quebras cromossémicas que
levaram a formagso de pontes e fragmentos em anéfases e telofases.

O SGL induziu alteragdes a nivel de colénquima, parénquima, bainha amilifera e

feixes vasculares. O efeito sobre os microtubulos levou ao aparecimento de células alongadas no

xilema.
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FIGURA 1A. Efeito das doses de SGL sobre o ciclo celular do feijoeiro.

|® —Interfase (Y1) 4 - Profase (Y2) W --Metifase (Y3) ¢ -- Anafase (Ya) |

450
[ )
4

'é 300 + Y1 =470,500000 - 14,950000X R’= 0,9948**

3 Y2= 34258333 + 9,975000X Rl= 0,9627*+

=3 Y3 = - 1979167 + 2,612500X R?= 0,9987+*

g Y4= - 0420833 + 1,187500X R2= 0,8204*+
£
z 150 —

Dias apos tratamento com SGL

FIGURA 2A. Efeito do tempo de tratamento do SGL sobre o ciclo celular do feijoeiro.





