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1 RESUMO GERAL 

2 

3 Desde os priomórdios da agricultura, o homem teve necessidade de lidar com as 

4 adversidades dos fatores bióticos e abióticos da natureza. Dentre os fatores bióticos, as 

5 plantas daninhas representam um problema para a agricultura uma vez que elas competem 

6 por água, nutrientes, luz solar e espaço, afetando o crescimento e desenvolvimento das 

7 culturas e levando à redução dos rendimentos e da qualidade da produção. Diversas 

8 práticas realizadas de forma mecânica, física, química e biológica vêm sendo estudadas, 

9 discutidas e empregadas ao longo dos anos a fim de se obter sucesso no manejo das 

10 plantas daninhas. Dentre as práticas, o controle químico é a mais utilizada atualmente, ela 

11 tem como vantagem principal a seletividade, sendo vista como uma forma econômica e 

12 efetiva para garantir a produção agrícola. No entanto, apesar das suas vantagens, o 

13 controle químico apresenta pontos negativos. Seu uso contínuo, e muitas vezes abusivo, 

14 leva à   seleção   de   genótipos   resistentes   de   forma   muito   rápida,   dificultando 

15 progressivamente o controle das plantas daninhas. Adicionalmente, moléculas pouco 

16 biodegradáveis levam ao acúmulo de resíduos tóxicos no meio ambiente e nos alimentos 

17 de humanos e animais. A enzima O-acetilserina(tiol) liase (OAS-TL) é responsável por 

18 catalisar a síntese de cisteína nas plantas, passo essencial para a assimilação do enxofre. 

19 Com a inibição total de sua atividade, a planta não pode sobreviver. Esta enzima não está 

20 presente no metabolismo animal, o que a torna um alvo interessante para herbicidas com 

21 baixa toxicidade para humanos e animais. Assim, o presente trabalho teve como 

22 objetivos: 1) selecionar novas moléculas com potencial herbicida utilizando técnicas de 

23 bioinformática; 2)   Avaliar   os   efeitos   dos   inibidores   putativos   da   enzima   O- 

24 acetilserina(tiol)liase (OAS-TL), previamente prospectados in silico, sobre as plantas de 

25 Ipomoea grandifolia em relação à germinação, crescimento inicial, comprimento de raiz 

26 e parte aérea, área foliar, quantidade de folhas, parâmetros de trocas gasosas e 

27 fluorescência de clorofila, quantificação de clorofila, biomassa fresca e seca de plantas 

28 submetidas a tratamentos  com aplicação do inibidor via substrato, via foliar e via 

29 hidroponia. Para as análises in silico, foi realizada a validação por redocking utilizando 

30 os programas AutoDock Vina e Autodock 4 versão 4.2.3, implementado na interface 

31 Pyrx-0.9. O virtual screening foi conduzido a partir de duas bibliotecas, com produtos 

32 comercializáveis da Acros Organics® e Sigma-Aldrich®. A seleção dos melhores ligantes 

33 ocorreu utilizando os dois programas, e a compra das moléculas ocorreu diretamente do 

34 catálogo da empresa Sigma-Aldrich®. Utilizando a OAS-TL como alvo foram conduzidos 
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35 experimentos com I. grandifolia para verificar os diversos parâmetros analisados. As 

36 técnicas in silico permitiram a seleção de moléculas candidatos a inibidores da enzima 

37 OAS-TL, sendo um deles, a O-benzil-L-tirosina (OBT), utilizado neste trabalho. Em 

38 doses menores, observamos um efeito hormese que estimulou o crescimento da planta. 

39 Por outro lado, doses mais altas reduziram o comprimento de raiz, parte aérea, biomassa 

40 e outros parâmetros em ambas as vias de tratamento: pré- e pós-emergente. 

41 

42 Palavras-chave: Metabolismo do enxofre, herbicidas, bioinformática, in vivo, O- 

43 acetilserina(tiol)liase. 

44 
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45 GENERAL ABSTRACT 

46 

47 Since the beginning of agriculture, man has needed to deal with biotic and abiotic factors. 

48 Among the biotic factors, weeds represent a problem for agriculture since they compete 

49 for water, nutrients, sunlight and space, affecting the growth and development of crops 

50 and leading to reduced yields and production quality. Several practices carried out 

51 mechanically, physically, chemically and biologically have been attended to, monitored 

52 and used over the years in order to obtain success in the management of weeds. Among 

53 the practices, chemical control is the most used currently, it has the main advantage of 

54 selectivity, being seen as an economical and effective way to guarantee agricultural 

55 production. However, despite its advantages, chemical control has negative points. Its 

56 continuous use, and often abusive, leads to the selection of resistant genotypes very 

57 quickly, making it difficult to coincide with the control of weeds. In addition, they are 

58 poorly biodegradable and lead to the accumulation of toxic residues in the environment 

59 and in food for humans and animals. The enzyme O-acetylserine(thiol)lyase (OAS-TL) 

60 is responsible for catalyzing the synthesis of cysteine in plants, an essential step for the 

61 assimilation of sulfur. With the full attraction of its activity, the plant cannot survive. This 

62 enzyme is not present in animal metabolism, which makes it an interesting target for 

63 herbicides with low toxicity for humans and animals. Thus, the present work had the 

64 following objectives:   1)   to   select   new   entries   with   potential   herbicide   using 

65 bioinformatics techniques; 2) Evaluation of the effects of putative inhibitors of the 

66 enzyme O-acetylserine(thiol)lyase (OAS-TL), previously prospected in silico, on 

67 Ipomoea grandifolia plants in relation to germination, initial growth, length of root and 

68 aerial part, area number of leaves, gas exchange parameters and coloryl fluorescence, 

69 quantification of chlorophyll, fresh and dry biomass of plants kept under treatment with 

70 inhibitor application via substrates, via foliar and via hydroponics. Validation was 

71 performed by redocking using the programs AutoDock Vina and Autodock 4 version 

72 4.2.3, implemented in the Pyrx-0.9 interface. Virtual screening was controlled from two 

73 libraries, with commercial products from Acros Organics® and Sigma-Aldrich®. The 

74 selection of the best binders occurred using both programs, and the purchase of the lists 

75 occurred directly from the Sigma-Aldrich® company catalog. Using OAS-TL as a target, 

76 experiments with I. grandifolia were controlled to verify the different parameters 

77 analyzed. The in silico techniques allowed the selection of compounds with high 

78 herbicidal potential, one of them being O-Benzyl-L-Tyrosine, used in this work. At lower 
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79 doses, we observed a hormesis effect that stimulated plant growth. On the other hand, 

80 higher doses reduced root length, shoots, biomass and other parameters in both treatment 

81 routes: pre- and post-emergence. 

82 

83 Keywords: Sulfur metabolism, herbicides, bioinformatics, in vivo, O- 

84 acetylserine(thiol)lyase 

85 
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86 RESUMO 

87 

88 A enzima O-acetilserina(tiol) liase (OAS-TL) é responsável por catalisar a síntese de 

89 cisteína nas plantas, passo essencial para a assimilação do enxofre. Com a inibição total 

90 de sua atividade, a planta não pode sobreviver. Esta enzima não está presente no 

91 metabolismo animal, o que a torna um alvo interessante para a busca por princípios 

92 herbicidas de baixa toxicidade para humanos e animais. Dessa forma, os objetivos deste 

93 traballho foram selecionar novas moléculas com potencial herbicida utilizando técnicas de 

94 bioinformática e avaliar os efeitos in vivo de inibidores da enzima O-acetilserina(tiol)liase 

95 (OAS-TL), previamente prospectados in silico. Afim de avaliar o potencial da OAS-TL 

96 como alvo de ação herbicida, prospectamos ligantes por técnicas de docking molecular e 

97 testamos os efeitos dos mesmos in vivo, sobre as plantas de Ipomoea grandifolia em 

98 relação à germinação, crescimento inicial, comprimento de raiz e parte aérea, área foliar, 

99 quantidade de folhas, parâmetros de trocas gasosas e flourescência de clorofila, 

100 quantificação de clorofila, biomassa fresca e seca de plantas submetidas a tratamentos 

101 com aplicação do inibidor via substrato, via foliar e via hidroponia. A partir dos nossos 

102 experimentos, foi possível verificar uma ação mais eficiente em doses maiores. Em doses 

103 menores, podemos observar o efeito hormese que estimulou o crescimento. Em doses 

104 maiores, obtivemos resultados significativos em relação à redução de comprimento de 

105 raiz, parte aérea, biomassa e outros parâmetros com aplicação do inibidor em ambas as 

106 vias de tratamento. 

107 107 

108 Palavras-chave: Metabolismo do enxofre, herbicidas, bioinformática, in vivo, O- 

109 acetilserina(tiol)liase. 

110 110 
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111 ABSTRACT 

112 112 

113 The enzyme O-acetylserine(thiol) lyase (OAS-TL) is responsible for catalyzing the 

114 synthesis of cysteine in plants, an essential step for the assimilation of sulfur. With the 

115 complete inhibition of its activity, the plant cannot survive. This enzyme is not present in 

116 animal metabolism, which makes it an interesting target for the search for low toxicity 

117 herbicidal principles for humans and animals. Thus, the objectives of this work were to 

118 select new molecules with herbicidal potential using bioinformatics techniques and to 

119 evaluate the in vivo effects of O-acetylserine(thiol) lyase (OAS-TL) inhibitors, previously 

120 prospected in silico. In order to evaluate the potential of OAS-TL as a target of herbicidal 

121 action, we prospected ligands by molecular docking techniques and tested their effects in 

122 vivo on Ipomoea grandifolia plants in relation to germination, initial growth, root length 

123 and part aerial view, leaf area, number of leaves, gas exchange parameters and coloryl 

124 fluorescence, quantification of chlorophyll, fresh and dry biomass of plants submitted to 

125 treatments with application of the inhibitor via substrate, via foliar and via hydroponics. 

126 From our experiments, it was possible to verify a more efficient action at higher doses. 

127 At lower doses, we can observe the hormesis effect that stimulated growth. At higher 

128 doses, we obtained significant results in relation to the reduction of root length, aerial 

129 part, biomass and other parameters with the application of the inhibitor in both treatment 

130 routes. 

131 131 

132 Keywords: Sulfur metabolism, herbicides, bioinformatics, in vivo, O- 

133 acetylserine(thiol)lyase. 

134 134 
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135 INTRODUÇÃO 

136  

137 As plantas daninhas constituem um dos principais problemas relacionados à 

138 produção agrícola. O custo do controle de ervas daninhas pode variar entre 5% e 20% do 

139 custo total considerando todos os insumos agrícolas necessários para a produção de 

140 alimentos (Gianessi et.al., 2007). Estudos anteriores já relataram que a falta de controle de 

141 plantas daninhas pode reduzir a produtividade da cultura em cerca de 80 a 100% (Merino 

142 et.al., 2019; Chaudhari et.al., 2016). Como por exemplo, algumas lavouras demonstraram 

143 maior capacidade de suportar a interferência de plantas daninhas, mas observou-se perdas 

144 elevadas para soja (70%) (Vitorino et.al., 2017), milho (70%) (Tursun et.al., 2015), 

145 gergelim (20%) (Lins et.al., 2019) e algodão (18%) (Tursun et.al., 2015). Isso se deve ao 

146 fato destas plantas apresentarem alta capacidade de competir com as culturas de interesse 

147 pelos recursos disponíveis do meio ambiente em que estão inseridas como luz, água, 

148 nutrientes e espaço (Vargas e Roman, 2006; Gazziero et.al.,1989). 

149 O uso de herbicidas pode facilitar o controle de plantas indesejadas, diminuindo os 

150 danos causados sobre as plantas de interesse. Desde a descoberta dos primeiros herbicidas, 

151 novos sítios de ação foram descobertos continuamente, em média, um a cada 3 anos (Duke, 

152 2012) levando ao conhecimento de 26 mecanismos de ação reconhecidos pela Herbicide 

153 Resistance Action Committee (HRAC, 2020). 

154 No entanto, o número de herbicidas com novos sítios de ação lançados no mercado 

155 nesta década tem caído (Vargas et al., 2006). O grande sucesso no controle de plantas 

156 invasoras baseado nas culturas transgênicas resistentes ao glifosato, sobretudo soja, milho 

157 e algodão, em meados da década de 1990, levou a uma forte desaceleração da pesquisa por 

158 novos herbicidas com redução do número de patentes em 40% na década seguinte. Essa 

159 carência de novos herbicidas somada ao uso abusivo dos herbicidas existentes para tentar 

160 obter o controle de plantas invasoras têm acelerado o surgimento de daninhas resistentes a 

161 herbicidas. Esta lacuna abre espaço para novos arranjos produtivos envolvendo academia e 

162 indústria que sejam capazes de desenvolver e lançar novos herbicidas. 

163 Além da necessidade de novos herbicidas relacionada ao aumento no número de 

164 genótipos de plantas daninhas resistentes, há uma crescente preocupação em torno da 

165 poluição causada por estes produtos químicos (Das e Mondal, 2014). Mais recentemente, 

166 há uma crescente preocupação com relação à saúde humana, devido ao aumento de doenças 

167 como câncer, doenças renais, autismo, mal de Parkinson e Alzheimer, que tem sido 
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168 relacionadas ao uso excessivo de agroquímicos e seu acúmulo nos reservatórios de água 

169 potável (Carneiro et.al., 2015; Dutra e De Souza, 2017). 

170 Conceitualmente, todas as interações de herbicidas com uma planta, desde sua 

171 aplicação até o efeito final, são denominadas de “modo de ação”. Assim, o modo de ação 

172 dos herbicidas envolve absorção pela planta, movimento de translocação, metabolismo do 

173 herbicida, e a resposta fisiológica da planta. Já o “sítio de ação” dos herbicidas refere-se ao 

174 processo específico que ocorre na planta como, por exemplo, a inibição de uma enzima- 

175 chave da fotossíntese que é essencial ao crescimento e desenvolvimento vegetal. Os 

176 herbicidas podem ser classificados de acordo com a seletividade (não seletiva, controle de 

177 folha larga, controle de folha estreita etc.), o estágio de aplicação (pré-emergente ou pós- 

178 emergente), a translocação na planta (contato ou sistêmica), persistência, ou ainda pelo sítio 

179 de ação. 

180 São conhecidos vários  herbicidas comerciais  e, de acordo com o Herbicide 

181 Resistance Action Committee (HRAC), os utilizados atualmente podem afetar os processos 

182 luminosos, o metabolismo celular ou o crescimento/divisão celular (Gunsolus e Curran, 

183 1991). Estes três grupos compreendem aproximadamente 20 sítios de ação, dentre os quais 

184 se destacam os inibidores da biossíntese de aminoácidos e lipídios, da síntese de clorofila e 

185 carotenoides, dos fotossistemas I e II, do arranjo dos microtúbulos, da síntese de celulose, 

186 do transporte de auxinas e os mimetizadores de auxinas (Gunsolus e Curran, 1991). 

187 O uso intensivo e indiscriminado dos herbicidas, estimulado na época da chamada 

188 revolução verde, aumentou os casos de resistência por diversas plantas (Heap, 2014, 

189 Burniside, 1992). Desta forma, plantas que expressam uma dada característica que a habilita 

190 crescer na presença do herbicida podem se tornar a população dominante. A sensibilidade 

191 a um dado herbicida varia muito entre as espécies de plantas daninhas, sendo algumas delas 

192 naturalmente tolerantes (Vargas e Roman, 2006). A ocorrência de resistência múltipla 

193 agrava ainda mais o problema já que, neste caso, o metabolismo de xenobióticos está 

194 geralmente envolvido, aumentando a capacidade da planta de metabolizar diferentes 

195 compostos tóxicos (Vargas e Roman, 2006). 

196 A grande maioria dos herbicidas utilizados atualmente são moléculas orgânicas 

197 obtidas por rotas sintéticas. Dessa forma, novas estratégias de descobertas de novos 

198 herbicidas visam produtos seletivos, eficientes e com menores riscos ambientais, incluindo 

199 menor toxicidade aos seres humanos e outros animais. Dentre as estratégias disponíveis 

200 para a busca de novos herbicidas está a prospecção de moléculas com atividade biológica. 

201 Com recursos da bioinformática é possível encontrar moléculas inibidores para alvos 
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202 específicos do metabolismo (enzimas/proteínas) que sejam diferentes dos atuais alvos dos 

203 herbicidas comerciais. 

204 Os estudos in silico permitem investigar mecanismos das interações proteína- 

205 proteína e proteína-ligante além de permitir simulações que se aproximem da realidade da 

206 proteína na planta, servindo como ferramenta de apoio para a investigação teórica da 

207 capacidade de inibição que enzimas alvo possam apresentar. Novas ferramentas de 

208 bioinformática permitem inclusive simular se o ligante pode perder viabilidade após 

209 mutações no alvo (Verli, 2014). 

210 O enxofre é um macronutriente vital para plantas e animais. Animais podem 

211 incorporar apenas as formas orgânicas do enxofre, presente nos aminoácidos que contêm 

212 este elemento como a metionina e a cisteína. Por sua vez, as plantas podem captar e reduzir 

213 as formas inorgânicas do enxofre e assimilá-lo em uma variedade de compostos orgânicos 

214 (Buchanan, 2015). O enxofre é fundamental para a síntese de proteínas, coenzimas (biotina 

215 e coenzima A), grupos prostéticos (como os centros ferro-enxofre), compostos de defesa 

216 (glutationa e glucosinolatos) e vários pigmentos e hormônios (Capaldi et.al., 2015; 

217 Gigolashvili e Kopriva, 2014; Kopriva et al., 2012). 

218 As plantas são capazes de reduzir sulfato presente no solo em uma via conhecida 

219 como via de assimilação do sulfato. A principal via de assimilação ocorre em três passos: 

220 ativação do sulfato inorgânico, redução a sulfeto e incorporação do sulfeto no precursor da 

221 cisteína (Birke et al., 2012; Buchanan, 2015). No terceiro passo, redução e incorporação do 

222 sulfeto a reação é catalisada pela O-acetilserina(tiol)liase (OAS-TL), também conhecida 

223 como cisteína sintase (E.C. 2.5.1.47). 

224 A síntese de cisteína está relacionada à fase de redução assimilatória do sulfato, 

225 marcando a fixação de sulfeto inorgânico em um esqueleto de carbono. A O-acetilserina 

226 (tiol)liase (OAS-TL) catalisa a reação do sulfeto inorgânico com a O-acetilserina (OAS). 

227 Nas plantas, como nas bactérias, a reação é catalisada por O-acetilserina (tiol) liase (OAS- 

228 TL; EC 2.5.1.47; também chamada cisteína sintase) e requer dois substratos: (1) sulfeto 

229 livre, fornecido pela via de redução de sulfato, e (2) O-acetilserina (OAS), um derivado 

230 da serina que é metabolicamente exclusivo da cisteína síntese. OAS é gerado pela serina 

231 acetiltransferase (SAT; EC 2.3.1.30) em uma reação catalisada de serina e acetil coenzima 

232 A (Kredich, 1996; Hell et al., 2002; Hell, 2003; Droux, 2004). 

233 Recentemente, o complexo cisteína sintase foi sugerido como o centro de um 

234 modelo de detecção de metabólito celular baseado na associação e dissociação de SAT e 

235 OAS TL (Hell e Hillebrand, 2001; Hell et al., 2002; Droux, 2003). De acordo com análises 
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236 cinéticas, SAT é mais ou apenas ativa no complexo, enquanto a OAS-TL é basicamente 

237 inativa em associação com SAT e só forma cisteína como um dímero livre (Droux et al., 

238 1998). Como a atividade SAT é sempre limitante da taxa em comparação com a atividade 

239 OAS-TL (Nakamura e Tamura, 1990; Droux et al., 1998), a quantidade de SAT proteína 

240 ligada a OAS-TL no complexo determina a taxa da formação de OAS e, finalmente, da 

241 síntese de cisteína. 

242 A cisteína é direta ou indiretamente o precursor de todos os compostos orgânicos 

243 que contém enxofre em plantas e animais, inclusive do aminoácido metionina (Jurado et 

244 al., 2011), ambos sendo aminoácidos essenciais para a síntese de todas as proteínas. A 

245 cisteína desempenha um papel importante na manutenção da estrutura tridimensional das 

246 proteínas. Grupos tióis das cadeias laterais de resíduos de cisteína distantes entre si na 

247 cadeia polipeptídica podem formar ligações dissulfeto que ajudam a estabilizar a estrutura 

248 terciária e quaternária de proteínas, sobretudo em proteínas grandes e extracelulares (Ufaz 

249 e Galili, 2008). 

250 Considerando a relevância da cisteína para o metabolismo primário das plantas e a 

251 necessidade de herbicidas com novos mecanismos de ação, neste trabalho utilizou-se um 

252 modelo da estrutura tridimensional de OAS-TL obtida in silico anteriormente pelo nosso 

253 grupo (Foletto-Felipe et al., 2021) para prospectar por técnicas de bioinformática novos 

254 compostos orgânicos com potencial para inibir a enzima-alvo. Em seguida, nós testamos a 

255 molécula com melhor escore in vivo em plantas de Ipomea grandifolia. 

256 256 
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257 MATERIAIS E MÉTODOS 

258 Ensaios in silico 

259  

260 Varredura virtual pelo método de docking molecular 

261 Para a realização da varredura virtual, utilizou-se a estrutura tridimensional da 

262 enzima OAS-TL, modelada anteriormente pelo grupo de pesquisa. A modelagem 

263 apresenta sequências de aminoácidos da enzima OAS-TL de milho ((Zea mays L.) O 

264 modelo tridimensional da enzima OAS-TL (ZmCSynt) foi obtido por substituições 

265 pontuais na estrutura cristalográfica do molde com relação a sequência de aminoácidos. 

266 No sítio ativo da enzima foi modelado o substrato OAS e o cofator piridoxial fosfato 

267 (PLP) e a estrutura final consiste em um homodímero (Foletto-Felipe et al., 2021). 

268 Foram validados protocolos de docking molecular em dois programas: AutoDock 

269 Vina (Trott e Olson, 2010) e Autodock 4 implementados na interface Pyrx-0.9 (Dallakyan 

270 e Olson, 2015). Primeiramente, foi realizado o redocking molecular com o substrato da 

271 enzima OAS-TL, a molécula OAS. O redocking, consiste em avaliar a capacidade de 

272 interação do substrato endógeno, ou seja, o substrato presente na estrutura tridimensional, 

273 de se desconectar da estrutura e ao ser inserido novamente, apresentar a mesma 

274 configuração anterior, gerando um escore de referência para ser utilizado na varredura 

275 virtual pelo método de docking. 

276 Para a varredura virtual, foram construídas duas bibliotecas de moléculas a partir da 

277 base de dados ZINC Database (Sterling et al., 2015). A primeira biblioteca era composta 

278 por moléculas pequenas comercializáveis, disponíveis no catálogo da empresa Acros e a 

279 segunda biblioteca era composta por moléculas pequenas comercializáveis, disponíveis no 

280 catálogo da empresa Sigma-Aldrich. Após a construção das bibliotecas, estas foram 

281 filtradas pelos critérios ADMETOX (absorção, distribuição, metabolismo, excreção e 

282 toxicidade) através do Programa DataWarrior (Sander, 2015) e pelas Regras de Lipinski 

283 (Lipinski, 2016). Após filtradas, as bibliotecas foram submetidas aos programas de 

284 docagem utilizando os protocolos validados na etapa de Redocking. 

285 Após os resultados de escore de cada molécula, emitidos pelos programas de 

286 docagem, aquelas que apresentavam escore superior ao valor do escore do substrato OAS, 

287 foram analisadas visualmente por meio do programa Pymol e, aqueles que se mostraram 

288 promissores foram submetidos a três novas repetições, nos programas AutoDock Vina, 

289 AutoDock 4, eliminar resultados falso-positivos. Para expressão do resultado, o escore 
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médio relativo (MRS) das moléculas promissoras, foram calculados utilizando a fórmula 

descrita na equação 1. 

O MRS é um cálculo do valor médio dos escores obtidos nos diferentes programas 

de docking molecular utilizados na varredura virtual. Quanto maior seu valor, melhor a 

interação da molécula candidata com o sítio de ligação na enzima. 

 
 

MRS = Escore médio relativo 

Np= número de programas de docking molecular utilizados nas simulações 

Sp = Escore de cada ligante no programa 

BSp = melhor escore fornecido pelo programa dentre todos os ligantes 

 

Ensaios in vivo 

 
Germinação e crescimento inicial 

Sementes de Ipomoea grandifolia foram adicionadas em ácido sulfúrico 95% para 

quebra de dormência por 40 minutos. Em seguida, as sementes foram lavadas e escolhidas 

para a semeadura. Foram utilizados Gerbox de acrílico sendo seu interior forrado com papel 

de germinação (Germitest). A semeadura consistiu em conter 50 sementes por Gerbox, 

sendo fechados com plástico filme. A solução utilizada para manter as sementes hidratadas 

foi ajustada para estar em pH 6,0. Foi avaliada a germinação, contado as sementes 

diariamente durante 5 dias e no último dia mediu-se em papel milimetrado o crescimento 

inicial, além de parâmetros biométricos e de massa seca e massa fresca foram obtidos para 

dados posteriores. Para esse experimento, foram utilizadas 5 réplicas de cada tratamento, 

ou seja, foram 5 gerbox contendo sementes emergidas apenas com água, 5 gerbox contendo 

sementes emergidas em concentração de 0,25 mM de O-Benzil-L-tirosina (OBT) e 5 

gerbox contendo sementes emergidas em concentração de 0,5 mM de OBT. O objetivo 

desse experimento foi analisar diferenças entre os tratamentos sob os parâmetros: índice de 

germinação, comprimento da raiz do crescimento inicial, comprimento do caule do 

crescimento inicial e comprimento total do crescimento inicial. 

 
Cultivo em substrato – Aplicação em solo e aplicação foliar 

Sementes de Ipomoea grandifolia foram adicionadas em ácido sulfúrico 95% para 

quebra de dormência por 40 minutos. Em seguida, as sementes foram lavadas e escolhidas 
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324 para o plantio. Foram plantadas 6 sementes por vaso de 100 g de substrato de pinus e 

325 vermiculita na razão 1:1. Elas foram semeadas a 2,5 cm abaixo da superfície. Os vasos 

326 foram umedecidos com água até a capacidade de campo e em seguida, foram 

327 acondicionados em sala de cultivo de plantas com temperatura de 30 ºC, fotoperíodo 12/12 

328 h e DFF de 300 μmol m-2 s-1, onde permaneceram por 21 dias. Ao longo dos dias foram 

329 desbastadas para que restassem apenas 2 plantas por vaso. 

330 O delineamento experimental se dispôs da seguinte forma: foram destinadas 5 

331 plantas para o grupo controle de solo, o qual recebeu via solo (substrato) água e solução 

332 nutritiva de Hoagland a cada 48 horas; 5 plantas para o grupo aplicação em solo 0,25 mM, 

333 o qual recebeu solução nutritiva de Hoagland com OBT na concentração de 0,25mM; 5 

334 plantas para o grupo aplicação em solo 0,5 mM o qual recebeu solução nutritiva de 

335 Hoagland com OBT na concentração de 0,5 mM. Além da aplicação da molécula via solo, 

336 também foi realizado aplicação via foliar. Para isso, 5 plantas foram destinadas para o grupo 

337 controle foliar o qual recebeu via aplicação foliar apenas com Áureo e água deionizada, 

338 contando com uma média de 20 ml por planta, aos 15 dias de cultivo; 5 plantas para o grupo 

339 aplicação foliar 0,25 mM, o qual recebeu via foliar aspersão de OBT na concentração de 

340 0,25 mM juntamente ao Áureo na concentração de 0,5% e 5 plantas para o grupo aplicação 

341 foliar 0,5 mM o qual recebeu via foliar aspersão de OBT na concentração de 0,5 mM 

342 juntamente ao Áureo. Todo o experimento foi desenvolvido em pH 6,0. 

343 No primeiro dia de plantio, houve rega de 100 mL com apenas água nas plantas 

344 controles e da droga nas plantas que receberam aplicação via solo. Ao longo dos dias as 

345 regas passaram a ser de 50 ml e foi incrementada a solução nutritiva de Hoagland durante 

346 todos os dias de experimento que durou 21 dias. O objetivo desse experimento foi analisar 

347 diferenças entre os tratamentos sob os parâmetros: dose da droga desconhecida, 

348 comprimento de raiz e de parte aérea, massa fresca e seca da raiz, massa fresca e seca da 

349 parte aérea e análise de clorofila (SPAD). 

350 350 

351 Cultivo em hidroponia – Aplicação de OBT nas raízes 

352 Sementes de Ipomoea grandifolia foram adicionadas em ácido sulfúrico 95% para 

353 quebra de dormência por 40 minutos. Em seguida, as sementes foram lavadas e escolhidas 

354 com desenvolvimento e comprimento uniforme de raízes (3 a 5 cm). Em seguida, foi feito 

355 a semeadura das sementes em papel de germinação (Germitest) molhado na proporção 

356 ideal, recobertas com outra folha de papel, enroladas delicadamente e acondicionadas em 

357 tubos apropriados, para preservar a umidade, e climatizados, sendo que o conjunto foi 
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358 enrolado e levado à germinadora BOD nas condições de 25oC, fotoperíodo 12h/12h 

359 (claro/escuro). 

360 As plântulas viáveis obtidas após a germinação foram selecionadas, medidas, e 

361 acondicionadas em suportes ajustáveis apropriados para o crescimento em hidroponia, 

362 contando com um volume final de 100 ml por suporte, utilizando-se solução nutritiva de 

363 Hoagland. Utilizou-se 5 repetições para as plantas controle, 5 repetições para as plantas 

364 tratadas com uma dose de 0,25 mM do inibidor e 5 repetições para as plantas tratadas com 

365 uma dose de 0,5 mM. Todo o experimento foi desenvolvido em pH 6,0. A solução nutritiva, 

366 contendo ou não OBT (0,25 mM e 0,5 mM), foi substituída a cada 48 h durante 12 dias. O 

367 objetivo desse experimento foi analisar diferenças entre os tratamentos sob os parâmetros: 

368 dose da droga desconhecida, comprimento de raiz e de parte aérea, massa fresca e seca da 

369 raiz, folhas e de parte aérea, análise de clorofila (SPAD), quantidade de folhas e área foliar. 

370 370 

371 Parâmetros biométricos 

372 Comprimento da raiz e parte aérea 

373 As medidas das raízes e da parte aérea de ambos os experimentos contaram com o 

374 auxílio de papel milimetrado e régua padrão 30 cm. Após as medidas, as raízes eram 

375 seccionadas da parte aérea e eram destinadas para análise dos próximos parâmetros. 

376 376 

377 Massa fresca e massa seca 

378 Foi realizada análise de massa fresca e seca de todos os experimentos deste trabalho, 

379 sendo que todas as estruturas analisadas (raiz, parte aérea e folhas) foram devidamente 

380 pesadas em balança analítica a fim de medir sua massa fresca e em seguida foram 

381 acondicionadas em papel tipo kraft e levadas à estufa de secagem à 70 °C por 72 h ou até 

382 obtenção de peso constante. Após esse período, com as amostras secas, foi possível pesar 

383 novamente na mesma balança, a massa seca das mesmas. 

384 384 

385 Área foliar 

386 A área foliar foi determinada com a utilização do equipamento LiCor3100C que 

387 utiliza a área do sombreamento causado pela folha, como referência para o cálculo da área 

388 foliar apresentada em cm2. A avaliação foi realizada com todas as folhas totalmente 

389 desenvolvidas da planta (eófilo e folíolos dos trifólios), as folhas foram excisadas da planta 

390 e avaliadas. 

391 391 
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392 Análise de contagem de folhas 

393 As folhas foram seccionadas da parte aérea e contabilizadas manualmente, 

394 considerando as folhas totalmente desenvolvidas de cada planta. 

395 395 

396 Análise combinada dos parâmetros de trocas gasosas e fluorescência de clorofila 

397 Um analisador de gás por infravermelho (LICOR-6800) foi utilizado para avaliar 

398 os parâmetros de trocas gasosas, tais como taxa fotossintética (A), condutância estomática 

399 (gs), transpiração (E) e concentração intercelular de CO2 (Ci). As medições foram 

400 realizadas das 7h as 11h30min, a 25 ºC  e  sob uma densidade de fluxo de fótons 

401 fotossinteticamente ativos (DFFFA) de 1200 mol m-2 s-1 (Marchiosi et al., 2016). 

402 A fluorescência da clorofila a foram estimadas usando o fluorômetro do LICOR- 

403 6800 de amplitude modulada. Após 10 horas de adaptação ao escuro, a fluorescência inicial 

404 (F0) e a fluorescência máxima (Fm) foram estimadas na última folha completamente 

405 expandida. O rendimento quântico fotossintético máximo do PSII (Fv/Fm) foi calculado e 

406 o rendimento quântico do PSII in vivo (ΦF) em plantas adaptadas à luz, simultaneamente 

407 com as análises de trocas gasosas (Marchiosi et al., 2016). 

408 Nas condições adaptadas à luz, após 25 a 30 min de aclimatação por planta, foram 

409 mensurados em conjunto com as análises de trocas gasosas os seguintes parâmetros: 

410 eficiência quântica fotoquímica efetiva (Fv´/Fm´), taxa de transporte de elétrons no PSII 

411 (ETR), quenching fotoquímico (qP) e quenching não-fotoquímico (qN) (Genty et al. 

412 1989; Galazzi 2011). Estes parâmetros foram determinados sob uma DFFFA de 1400 

413 µmol m-2 s-1 em duas condições de concentração de CO2 mantidas na câmara foliar (400 

414 e 2000 µmol mol-1). Todas as avaliações foram realizadas utilizando uma cabeça sensora 

415 com câmara foliar de 2 cm2, temperatura de 27 ºC e déficit de pressão de vapor controlado 

416 entre o ar e a folha (DPV) em 0,2 KPa com vazão de 700 µmol s-1. 

417 417 

418 Quantificação de clorofila 

419 O índice SPAD (Soil Plant Analysis Development) foi determinado usando um 

420 clorofilômetro (SPAD-502, Konica Minolta, Ramsey, EUA). O índice SPAD foi medido 

421 pela transmissão de luz vermelha a 650 nm e a 940 nm, pelo uso do aparelho SPAD-502 

422 (Minolta Corporation, Ramsey, USA). Com base nesses dois valores de transmissão foram 

423 calculado o índice SPAD (Soil Plant Analysis Development). 

424 424 

425 425 
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426 Análise estatística 

427 Para os dados apresentados, foi utilizado análise de variância unidirecional (One- 

428 way ANOVA) e as diferenças significativas foram analisadas no teste de comparação 

429 múltipla de Dunnett. Os valores de p ≤ 0,05 foram considerados estatisticamente 

430 significativos em ambos os testes. As análises foram realizadas utilizando o pacote de 

431 software PrismaTM. 

432 432 
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433 RESULTADOS 

434  

435 Para estabelecer o protocolo de simulação de docking ideal e viabilizar o uso do 

436 modelo final da OAS-TL de milho (Foletto-Felipe et al.,2021) em estudos de varredura 

437 virtual foi realizado o redocking (Figura 3) utilizando os programas AutoDock Vina e 

438 AutoDock 4, com algoritmo de busca e ranqueamento padrão, grid de 0,375 Å, RMSD 

439 menor que 2.0 Å, com centro de busca nos eixos x, y e z de 67, 49, -19 para ambos os 

440 programas, e tamanho da caixa em cada eixo de 10 e 30, respectivamente. 

441 
 
 

 

442 

443 Figura 1. Redocking da O-acetilserina (OAS) pelo programa Autodock Vina na interface gráfica Pyrx. A 

444 imagem representa uma sobreposição satisfatória em relação ao ligante e seu sítio ativo. As cores em 

445 questão são representadas da seguinte forma: vermelho: oxigênios; branco: hidrogênios; azul claro: 

446 carbonos; azul escuro: nitrogênios. 

447 

448 A biblioteca com as moléculas disponíveis para venda na empresa Acros é 

449 constituída ao todo por aproximadamente 17 mil moléculas. Após as filtragens pelos 

450 critérios ADMETOX e Regras de Lipinski restaram aproximadamente 5 mil moléculas para 

451 serem submetidas a docking molecular, das quais, 1000 apresentaram boas pontuações nos 

452 programas testados. As moléculas resultantes da biblioteca da Acros após as filtragens, 

453 foram avaliadas de acordo com os escores apresentados nos programas de docking 

454 molecular, e as moléuclas que apresentaram um escore maior que o escore do substrato, 

455 foram selecionadas e suas interações foram analisadas visualmente. Após essa análise 

456 visual quatro moléculas foram elencadas como promissoras para os testes in vivo, sendo 

457 elas: ZINC16892208, ZINC2562555, ZINC159056 e ZINC149993. No entanto, apesar de 

458 terem sido bem ranqueadas no docking, uma análise visual, sendo ela visual revelou que 

459 mesmo os melhores candidatos faziam poucas interações com o sítio ativo, podendo não 
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460 estabelecer uma inibição competitiva, como é o interesse por isso, estas moléculas não 

461 foram utilizados para seguir os estudos até o momento. 

462 A biblioteca de Sigma inicialmente apresentava cerca de 125 mil moléculas. Após 

463 ser submetida à filtragem de toxicidade e de coeficiente de partição, foram selecionadas 

464 aproximadamente 52 mil moléculas para docagem. Uma primeira varredura foi realizada 

465 através do Vina resultando em aproximadamente duas mil moléculas, as quais foram 

466 avaliadas cautelosamente com base em suas interações com o sítio ativo. Com isso, 86 

467 moléculas foram classificadas como candidatas para à inibição da enzima OAS-TL. Estas 

468 moléculas foram submetidas a docagem molecular no programa Autodock 4, resultando em 

469 63 moléculas promissoras. Em seguida foram realizadas três repetições no programa 

470 Autodock Vina e quatro repetições no programa Autodock 4 demonstrando resultados 

471 estáveis nos dois softwares. 

472 A Tabela 1 apresenta os ligantes selecionados da biblioteca da Sigma-Aldrich. Os 

473 ligantes estão organizados do melhor para o pior escore médio relativo (MRS) obtido e 

474 foram os que apresentaram escores acima do substrato OAS (sombreado em amarelo). 

475 Em destaque na tabela é mostrado as três moléculas adquiridas (em negrito) para teste in 

476 vitro e in vivo. 

477 A 10 primeiras moléculas elencadas na tabela receberam um bom ranqueamento, 

478 sendo assim, são bons candidatos à inibidores da enzima OAS-TL, sendo também, boas 

479 moléculas candidatas com potencial herbicida. Porém por conta do valor dessas 

480 moléculas e da disponibilidade para compra, as moléculas compradas para teste in vivo 

481 estão representadas em negrito e, a escolha destas se baseou na similaridade destas 

482 moléculas a um composto ja testado anteriormente pelo grupo de pesquisa, e também, 

483 pelo preço destas moléculas. 

484 484 
485 Tabela 1. Resultados do virtual screening da biblioteca da Sigma-Aldrich em relação ao ligante OAS. 

486 Ligantes com seus respectivos códigos retirados do servidor Zinc Database, sigla das moléculas candidatas 

487 e valor do Score médio relativo (MRS) de cada molécula. Na tabela à esquerda, consta o código Zinc das 

488 moléculas e à direita o seu escore médio relativo (MRS). O MRS está elencado do maior, que representa o 

489 melhor valor, para o menor, que representa um valor menos significativo. 

 

 
Código Zinc Database 

 

 
MRS 

ZINC133159 1,000 

ZINC56586 0,997 

ZINC2512908 0,969 

ZINC402754 0,955 
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ZINC403083 0,949 

ZINC57131 0,945 

ZINC57156 0,941 

ZINC393777 0,938 

ZINC391258 0,932 

ZINC56406 0,932 

ZINC422531 0,925 

ZINC403081 0,924 

ZINC56393 0,924 

ZINC57328 0,923 

ZINC83315 0,919 

ZINC391257 0,912 

ZINC895330 0,904 

ZINC6093700 0,903 

ZINC1529986 0,896 

ZINC2244320 0,891 

ZINC4202402 0,887 

ZINC4202289 0,886 

ZINC57132 0,886 

ZINC968044 0,882 

ZINC12954078 0,879 

ZINC56407 0,878 

ZINC266964 0,878 

ZINC49538680 0,871 

ZINC3871381 0,870 

ZINC8362655 0,864 

ZINC2556575 0,860 

ZINC86010 0,860 

ZINC85742 0,857 

ZINC391781 0,856 

ZINC113778 0,856 

ZINC388689 0,853 

ZINC4255308 0,851 

ZINC57329 0,850 

ZINC403488 0,850 

ZINC895459 0,849 

ZINC388371 0,842 

ZINC83317 0,842 

ZINC19230004 0,832 

ZINC113791 0,829 

ZINC3677329 0,828 

ZINC156682 0,828 

ZINC1700281 0,827 

ZINC1640080 0,826 

ZINC2047472 0,826 
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ZINC2385763 0,824 

ZINC1569733 0,820 

ZINC4222893 0,819 

ZINC2560148 0,818 

ZINC2524882 0,816 

ZINC1719011 0,815 

ZINC126560750 0,814 

ZINC12360599 0,813 

ZINC2516114 0,810 

ZINC2169782 0,807 

ZINC82067976 0,805 

ZINC2170217 0,802 

ZINC19506538 0,801 

ZINC392005 0,793 

ZINC1531037 0,791 

ZINC895446 0,790 

490 490 

491 A molécula O-benzil-L-tirosina (OBT) foi selecionado para compra e para ser 

492 utilizado no decorrer deste trabalho devido à custos e similaridades entre moléculas que já 

493 haviam sido testadas em trabalhos anteriores pelo grupo de pesquisa, e devido também, ao 

494 seu bom ranqueamento pelos programas de docking, apresentar eficientes interações com 

495 o sítio ativo e um MRS superior em relação ao ligante de referência e entre as outras 

496 moléculas. A molécula OBT foi posteriormente encaminhada 

497 para os testes in vivo e avaliação da taxa de inibição. A molécula apresenta MRS 

498 de 1,00 e logP 0,73. O logP representa o coeficiente de partição e refere-se à solubilidade 

499 da molécula. Sua interação e ancoragem no sítio ativo da enzima, é mostrado na Figura 4. 

500 Além da molécula OBT, adquirida da Sigma-Aldrich (Merk) utilizada neste trabalho, foram 

501 adquiridas da empresa Sigma-Aldrich as moléculas O-benzil-L-serina, que apresenta MRS 

502 de 0,86 e logP -1,29 e S-fenil-L-cisteína, que apresenta MRS de 0,85 e logP -0,55, os quais 

503 foram selecionados para os testes in vitro e in vivo. 
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504 Figura 2. Representação in silico da molécula OBT no sítio catalítico da OAS-TL. Na figura em questão, 

505 representa-se em vermelho os oxigênios. Em branco os hidrogênios. Em azul claro os carbonos. Em azul 

506 escuro os nitrogênios. A imagem inteira representa o OBT em seu sítio ativo de ligação juntamente a sua 

507 cadeia proteica. Já o destaque representa o ligante OBT no seu sítio ativo de uma forma mais detalhada. 

508  

509 Tratamento com OBT via solo: 

510 A Figura 5 apresenta o comprimento de raiz da parte aérea, massa fresca da raiz e 

511 da parte aérea, massa seca da raiz e da parte aérea e o índice SPAD. Os tratamentos com 

512 OBT reduziram o comprimento de raiz e elevaram o comprimento da parte aérea. Os demais 

513 parâmetros não foram significativamente diferentes do controle. 



29 
 

 

 
 

 
 

 
Figura 5. Dados biométricos das plantas de I. grandifolia tratadas com (OBT) via solo/substrato em relação 

aos parâmetros de comprimento de raiz e de parte aérea, massa fresca da raiz e da parte aérea, massa seca 

da raiz e da parte aérea e 1° e 2° índice SPAD. Considerou-se P ≤ 0,05 para os resultados que apresentaram 

diferenças significiativas, e os mesmos estão idenficados e representados com asterísco (*) na parte superior 

das barras. 
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514  

515 Figura 6. Aspectos do comprimento de raízes e parte aérea. Na prancha da esquerda e da direita são 

516 apresentadas plantas tratadas com OBT no solo. Em cada prancha aparecem três plantas. À esquerda: 

517 controle. No meio: OBT 0,25 mM. à direita: OBT 0,5 mM. 

518  

519 Nas duas doses em que realizamos os tratamentos com OBT observamos uma 

520 redução significativa no comprimento das raízes em relação ao grupo das plantas controle 

521 (Figuras 5 e 6). As reduções foram de 27,08% no grupo OBT 0,25 mM, com as raízes 

522 atingindo 28,06 cm e de 28,49% no grupo OBT 0,5 mM com as raízes medindo 27,52 cm 

523 em relação ao controle, com 38,48 cm de comprimento de raízes. Esses resultados 

524 corroboram a hipótese de que a molécula foi absorvida pela raiz e inibiu o desenvolvimento 

525 das raízes supostamente pela indisponibilidade de cisteína para a síntese constitutiva de 

526 proteínas. 

527 Já em relação à parte aérea, nas duas concentrações, os tratamentos com OBT 

528 induziram um aumento significativo em relação ao controle (Figura 5 e 6). Um aumento de 

529 28,79% foi observado no grupo OBT 0,25 mM com a parte aérea medindo 16,37 cm e 

530 aumento de 104,09% com OBT 0,5 mM, com sua parte aérea atingindo 25,94 cm quando 

531 comparadas ao controle, com parte aérea medindo 12,71 cm. Em face o dado anterior, estes 

532 resultados sugerem um possível efeito compensatório da parte aérea que cresce para obter 

533 energia e compensar o déficit das raízes. Por outro lado, o substancial aumento do 

534 crescimento na parte aérea na menor concentração da molécula também parece refletir um 

535 efeito estimulante imprevisto do OBT. Maiores estudos precisam ser realizados a fim de 

536 esclarecer este efeito. 

537  

538  
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539 Tratamento com OBT via foliar: 

540 A Figura 7 refere-se aos parâmetros biométricos avaliados após a aplicação de OBT 

541 via foliar. Os tratamentos aumentaram a massa fresca da parte aérea no grupo OBT 0,25 

542 mM e diminuíram no grupo OBT 0,5 mM. O índice SPAD também foi aumentado no grupo 

543 tratado com OBT 0,25 mM e diminuído no grupo tratado com OBT 0,5 mM. Os demais 

544 parâmetros não foram significativamente diferentes do controle. 
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Figura 7. Dados biométricos das plantas de I. grandifolia tratadas com (OBT) via foliar em relação aos 

parâmetros de comprimento de raiz e de parte aérea, massa fresca da raiz e da parte aérea, massa seca da 

raiz e da parte aérea e 1° e 2° índice SPAD. Considerou-se p ≤0,05 para os resultados que apresentaram 

diferenças significiativas, e os mesmos estão idenficados e representados com asterísco (*) na parte superior 

das barras. 
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545  

546 Figura 8. Aspectos de clorose nas folhas que recebram OBT no tratamento via foliar. Acima: Controle. 

547 Abaixo: OBT 0,5 mM. 

548  

549 O índice SPAD foi significativamente afetado após o tratamento via foliar das 

550 plantas com o OBT nas duas concentrações (Figuras 7 e 8). Na dose de 0,25 mM o SPAD 

551 aumentou 7,74% e na dose de 0,5 mM, reduziu 8,27% em relação ao grupo controle (Figura 

552 8). Esse resultado é compatível com o investimento na parte aérea observado com relação 

553 ao comprimento na menor concentração, mas indica que na maior concentração o OBT já 

554 pode estar ultrapassando a capacidade de reação da planta com relação à síntese de clorofila. 

555 A redução no conteúdo de clorofila nas maiores concentrações de OBT pode ser observado 

556 na Figura 8. 

557                                           

 

558 Figura 9. Aspectos visuais referente à massa fresca da parte aérea aplicação OBT via foliar. À esquerda: 

559 Controle. Ao meio: OBT 0,25 Mm. À direita: OBT 0,5 mM. 

560  

561 Já em relação à massa fresca da parte aérea também aumentou com a aplicação 

562 foliar do OBT nas duas concentrações (Figuras 7 e 9), sendo um aumento de 34,46% no 
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563 grupo OBT 0,25 mM, pesando em média 1,67 g e 5,71% no grupo OBT 0,5 mM, com peso 

564 de 1,313 g em relação ao grupo controle que pesou 1,242 g. Isso pode estar relacionado 

565 com uma espécie de resposta imunológica da planta, tendo em vista uma injúria ocasionada 

566 pelo inibidor. 

567 Em relação aos parâmetros de análise de trocas gasosas (Tabela 2), os tratamentos 

568 com as concentrações testadas não apresentaram diferenças significativas em relação ao 

569 grupo controle, apenas uma tendência de possíveis diferenças entre os parâmetros. Embora 

570 o OBT tenha prejudicado o crescimento das plantas, os dados obtidos na análise de trocas 

571 gasosas e fluorescência sugere fortemente que a fotossíntese não é o mecanismo primário 

572 da ação da molécula, indicando que o mecanismo de ação da molécula analisado apresenta 

573 grande tendencia de ter como mecanismo de ação enzimas da via do metabolismo do 

574 enxofre. 

575  
576 Tabela 2. Parâmetros da análise de trocas gasosas de plantas de Ipomoea grandifolia com 21 dias tratadas 

577 com OBT nas concentrações de 0,25 mM e 0,5 mM. gs: condutância estomática, Ci: concentração de 

578 carbono intercelular, A: assimilação de carbono, E: transpiração, EUA: eficiência o uso da água, Fv/Fm: 

579 eficiência fotoquímica máxima, Fv’/Fm’: eficiência máxima efetiva, ΦPSII: rendimento fotoquímico do 

580 fotossistema II, ETR: taxa de transporte de elétrons, qP: quenching fotoquímico, NPQ: quenching não 

581 fotoquímico, qL: quenching não fotoquímico. 
 

 gs Ci A E EUA 

Dose de OBT mol (H2O) m⁻² 
s⁻¹ 

µmol (CO2) 
mol⁻¹ 

µmol (CO2) 
m⁻² s⁻¹ 

mol (H2O) m⁻² 
s⁻¹ 

µmol (CO2) mol ⁻¹ 

(H2O) 

0 mM 0,13 ± 0,013 283,2 ± 7,27 8,27 ± 0,36 2,083 ± 0,188 4,162 ± 0,266 

0,25 mM 0,12 ± 0,016 287,4 ± 6,36 7,146 ± 0,61 1,92 ± 0,248 3,942 ± 0,238 

0,5 mM 0,12 ± 0,023 287,9 ± 10,22 7,34 ± 0,98 1,98 ± 0,346 3,995 ± 0,411 

582  

 Fv/Fm Fv'/Fm' ΦPSII   ETR qP NPQ qL 
Dose de OBT    µmol (e-) 

m⁻² s⁻¹ 

  

  0,82 ± 0,44 ± 0,14 ± 48,72 ± 0,32 ±0,014 2,29 ± 0,21± 
 0 mM 0,007 0,014 0,006 2,178  0,14 0,013 
  0,79± 0,47 ± 0,12± 41,6 ± 0,26 ± 2,08 ± 0,16 ± 
 0,25 mM 0,027 0,013 0,010 3,641 0,025 0,18 0,018 
  0,80 ± 0,49 ± 0,14 ± 47,92 ± 0,29 ± 1,80 ± 0,17 ± 
 0,5 mM 0,007 0,011 0,015 5,296 0,032 0,15 0,023 

598         

599         

600     Tratamento com OBT na germinação e crescimento inicial: 

601 A Figura 10 refere-se aos dados de germinação, massa fresca e seca do 

602     crescimento inicial, comprimento da raiz e do caule do crescimento inicial e também o 

603    comprimento total do crescimento inicial. A germinação e a massa seca observadas no 

604 crescimento inicial indicam que houve um efeito inibitório da droga, porém, o efeito não 

605 foi estatisticamente significativo. 
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617 

 
Figura 3. Dados biométricos das plântulas de I. grandifolia tratadas com (OBT) via gerbox/germinação em 

relação aos parâmetros de germinação, massa fresca e seca do crescimento incial, comprimento da raiz, do 

caule e comprimento total do crescimento inicial. Considerou-se p≤0,05 para os resultados que 

apresentaram diferenças significiativas, e os mesmos estão idenficados e representados com asterísco (*) 

na parte superior das barras. 

 

Observamos um aumento na massa fresca do crescimento inicial nas plantas 

tratadas com a concentração de 0,25 mM de 13,71%, pesando em média 1,77 g e uma 

redução no crescimento inicial nas plantas tratadas com a concentração de 0,5 mM de 

28,69% com peso médio de 1,11 g em relação ao grupo controle, com peso médio de 1,55 

g (Figura 10). Foi observado também um aumento do comprimento das raízes no grupo das 
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618 plantas que receberam OBT na concentração de 0,25 mM de 96,26%, medindo em média 

619 42,56 cm e também um aumento nas plantas tratadas com OBT na concentração de 0,5 mM 

620 de 73,69%, medindo 37,67 cm em relação ao controle, medindo em média 21,69 cm (Figura 

621 10). 

622 Já em relação ao comprimento de raiz do crescimento inicial, observou-se aumento 

623 nos dois grupos tratados, sendo um aumento de 96,26% no grupo OBT 0,25 mM medindo 

624 em média 42,56 cm e no grupo OBT 0,5 mM medindo cerca de 37,67 cm, em relação ao 

625 grupo controle, que mediu 21,69. Ao passo que em relação ao comprimento do caule do 

626 crescimento inicial, observou-se um aumento no grupo das plantas que receberam OBT na 

627   concentração de 0,25 mM de 16,59%, medindo 43,26 cm e uma redução de 10,71% nas 

628    plantas tratadas com OBT na concentração de 0,5 mM, medindo 33,13 em relação ao 

629 controle, que mediu em média 37,10 cm (Figura 10). 

630 Também foi observado um aumento do comprimento total no grupo das plantas que 

631 receberam OBT na concentração de 0,25 mM de 45,98% medindo em torno de 85,83 cm e 

632 também um aumento nas plantas tratadas com OBT na concentração de 0,5 mM de 20,42%, 

633 medindo 70,80 cm em relação ao controle, que mediu em média 58,79 cm (Figura 10). 

634 

635 Tratamento com OBT via raiz- hidroponia: 

636 A Figura 11 refere-se aos dados de comprimento da raiz e da parte aérea e massas 

637 frescas da raiz, parte aérea e folhas. Também, alguns de nossos achados estão atrelados a 

638 redução dos teores de L-cisteína, produto da OAS-TL, que a partir do seu déficit ocasiona 

639 diversos problemas na síntese de vários compostos contendo enxofre. 

640 
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641 

642   Figura 11. Dados biométricos das plantas de I. grandifolia tratadas com (OBT) via hidroponia/raízes em 

643 relação aos parâmetros de comprimento de raiz e de parte aérea, massa fresca da raiz, parte aérea e folhas. 

644   Considerou-se p ≤ 0,05 para os resultados que apresentaram diferenças significiativas, e os mesmos estão 

645 idenficados e representados com asterísco (*) na parte superior das barras. 
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646 

647 Figura 12. Aspectos visuais relacionados ao comprimento de raíz e parte aérea (cm): À esquerda: Controle. 

648 Ao meio: OBT 0,25 mM. À direita: OBT 0,5 mM. 

649 

650 Houve um aumento significativo do comprimento das raízes com as plantas tratadas 

651 com OBT nas duas concentrações em relação ao grupo das plantas controle, sendo na 

652 concentração de 0,25 mM um aumento de 41,91%, conferindo 30,85 cm e na dose de 0,5 

653 mM aumento de 65,13%, conferindo 35,90 cm (Figuras 11 e 12) em relação ao grupo 

654    controle, medindo 21,74 cm. 

655 Já em relação ao comprimento da parte aérea, houve uma redução significativa das 

656 plantas tratadas com OBT nas duas concentrações em relação ao grupo das plantas controle, 

657 medindo 6,86 cm, sendo uma redução de 33,73% nas plantas tratadas com OBT 0,25 mM, 

658     que mediram 4,54 cm e redução de 35,24% nas plantas tratadas com OBT 0,5 mM que 

659    mediram 4,44 cm (Figuras 11 e 12). Isso também pode complementar o resultado visto 

660 anteriormente, que menciona um aumento do comprimento das raízes, funcionando assim, 

661 como um efeito compensatório do déficit da parte aérea. 

662 Observamos também uma redução acentuada da massa fresca da raiz nos grupos 

663 tratados com a concentração de OBT, sendo uma redução de 78,15% nas plantas tratadas 

664 com OBT 0,25 mM, pesando em média 0,616 g e redução de 75,53% nas plantas tratadas 

665   com OBT 0,5 mM, pesando em média 0,690 g em relação ao grupo controle, que pesou 

666 2,821 g (Figuras 11 e 12). Da mesma forma, foi observado uma redução da massa fresca da 

667 parte aérea, também acentuada, nos grupos tratados com a concentração de OBT 0,25 mM 

668 e 0,5 mM em relação as plantas dos grupos controle (Figuras 11 e 12), sendo uma redução 

669 de 36,99% no grupo OBT 0,25 mM pesando em média 1,483 g e 24,62% no grupo OBT 

670 0,5 mM, pesando em média 1,774 g em relação ao grupo controle, que pesou 2,354 g. 

671 Podemos observar uma redução acentuada da massa fresca das folhas nos grupos 

672     tratados com a concentração de OBT 0,25 mM e 0,5 mM em relação as plantas dos grupos 
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673 controle, que pesou 3,162 g sendo uma redução de 58,52% no grupo OBT 0,25 mM, 

674 pesando em média 1,311 g e 48,85% no grupo OBT 0,5 mM, pesando 1,617g (Figuras 11 

675 e 12). 

676 A Figura 13 refere-se aos dados de massas secas da raiz, da parte aérea e das 

677 folhas. Em relação à massa seca da parte aérea, nota-se uma redução, porém, não foi 

678 considerado um dado com diferenças significativas. Estudos mostraram que uma vez que 

679 a cisteína é a primeira molécula comprometida em metabolismo vegetal contendo enxofre 

680 e nitrogênio, a regulação de sua biossíntese é de suma importância. 

 

681 

682     Figura 4. Dados biométricos das plantas de I. grandifolia tratadas com (OBT) via hidroponia/raizes em 

683 relação aos parâmetros de massa seca da raiz, parte aérea e folhas. Considerou-se p ≤ 0,05 para os resultados 

684   que apresentaram diferenças significiativas, e os mesmos estão idenficados e representados com asterísco 

685 (*) na parte superior das barras. 

686 

687 Em relação à massa seca da raiz, (Figura 13) podemos observar uma redução nas 

688 duas concentrações em relação ao grupo controle, que pesou em média 0,163 g, resultado 

689      que condiz com a massa fresca que obtivemos. Sendo assim, a massa seca da raiz foi 

690 reduzida em 60,82% no grupo das plantas tratadas com OBT 0,25 mM, pesando em média 
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691     0,064 g e 38,78% no grupo das plantas tratadas com OBT 0,5 mM, pesando em média 0,1 

692     g. 

693 Podemos também observar uma redução acentuada da massa seca das folhas nos 

694 grupos tratados com a concentração de OBT 0,25 mM, pesando 0,184 g e 0,5 mM, pesando 

695 em média 0,246 g em relação as plantas dos grupos controle, que pesou 0,326g sendo uma 

696 redução de 58,52% no grupo OBT 0,25 Mm e 48,85% no grupo OBT 0,5 mM (Figura 13). 

697 A Figura 14 refere-se aos dados de índice SPAD, quantidade de folhas e área foliar. 

698 Neste caso, todos os dados apresentados como estatisticamente significativos. 

699 

 

700 

701   Figura 14. Dados biométricos das plantas de I. grandifolia tratadas com (OBT) via hidroponia/raizes em 

702 relação aos parâmetros de índice SPAD, quantidade de folhas e área foliar. Considerou-se P ≤ 0,05 para os 

703 resultados que apresentaram diferenças significiativas, e os mesmos estão idenficados e representados com 

704 asterísco (*) na parte superior das barras. 

705 
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706 

707 Figura 15. Aspectos de clorose nas folhas que recebram OBT. À esquerda: Controle. Ao meio: OBT 0,25 

708 mM. À direita: OBT 0,5 mM. 

709 

710 Em relação ao índice SPAD (Figuras 14 e 15), foi observada uma redução no teor 

711 de clorofila nos grupos tratados com OBT 0,25 mM e 0,5 mM em relação ao grupo controle, 

712  sendo uma redução de 21,58% no grupo OBT 0,25 mM e 22,82% no grupo OBT 0,5 mM. 

713 Já em relação à quantidade de folhas, foi observada uma redução na quantidade de 

714 folhas (Figuras 14 e 15) nos grupos tratados com OBT 0,25 mM, contando com uma média 

715 de 3,51 unidades e 0,5 mM, contando com 3,59 unidades em relação ao grupo controle, que 

716 conta com uma média de 4,45 unidades, sendo uma redução de 21,23% no grupo OBT 0,25 

717 mM e 19,36% no grupo OBT 0,5 mM. 

718 Já em relação ao último parâmetro discutido, referente à área foliar, foi observada 

719 uma redução na área foliar nos grupos tratados com OBT 0,25 mM e 0,5 mM em relação 

720   ao grupo controle, sendo uma redução de 51,32% no grupo OBT 0,25 mM e 41,05% no 

721 grupo OBT 0,5 mM (Figura 15). 

722 

723     DISCUSSÃO 

724 

725 Interferências na assimilação da cisteína pode ter efeitos severos. A carência de 

726 cisteína inviabiliza a produção de proteínas e consequentemente a formação das estruturas 

727     tridimensionais, devido à impossibilidade de formação das ligações dissulfeto entre os 

728 grupos tióis dos resíduos de L-cisteína, resultando na diminuição do tamanho das plantas e 

729 consequentemente interferindo em suas biomassas e outros parâmetros (Long et al., 2015). 

730 As plantas podem alterar seu metabolismo para compensar deficiências de enxofre 

731 e nitrogênio, entretanto, as limitações para síntese de cisteína também restringem a síntese 

732   de proteínas e muitas outras substâncias essenciais para o desenvolvimento (Hese et.al., 

733 2004). O metabolismo tiol representado pela ação das glutationas é crítico para o 

734 crescimento, desenvolvimento e defesa contra uma série de estresses ambientais (Rausch e 
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735 Wachter 2005). A cisteína é necessária para a produção de todos os metabólitos contendo 

736    enxofre   como   glutationas,   biotina,   ácido   lipoico,   coenzima   A,   metionina,   S- 

737 adenosilmetionina etc.   Na   ausência de   enxofre o   metabolismo   vegetal   se torna 

738 completamente inviável. 

739 O complexo da cisteína sintase funciona como um sensor metabólico, um 

740 componente do sistema de controle do metabolismo do enxofre primário no nível celular 

741 (Hell e Hillebrand, 2001). Esse sistema é capaz de controlar o fluxo de metabólitos à 

742 montante da cisteína, e a inibição por retroalimentação da enzima serina acetil transferase 

743 (SAT) que é capaz de formar um mecanismo a jusante de controle do produto (Takahashi 

744 et.al., 2000). Em ambos os casos de regulação, estão designados a nível celular e podem 

745 formar a base da interação fonte-dreno em um conceito de planta inteira do metabolismo 

746 do enxofre. 

747 A deficiência de sulfato e nitrato, glutationa ou sacarose desencadeia uma 

748 regulação positiva ou negativa coordenada dos níveis de transcrição, acúmulo de proteínas 

749 e atividade enzimática (Koprivaa et. al, 2015). Estudos mostraram que a resposta à 

750     deficiência de sulfato se sobrepõe fortemente ao efeito da interrupção do transportador 

751 SULTR1;2 ou ao tratamento com O-acetilserina (Hirai et.al, 2003; Maruyama-Nakashita 

752 et. al, 2003). 

753 Herbicidas comerciais reduzem significativamente o crescimento de raízes 

754 (Vettakkorumakankav et al. 2002; Eslamiamirabadi et al., 2020; Wu et al., 2010; Fiskesjö 

755 et a 1981; Ateeq et al., 2002), o que corrobora a hipótese de que a molécula aqui testada 

756 está atuando como herbicida. Perim et al (2009), constatou que todos os tratamentos com 

757 herbicidas resultam na redução da biomassa seca das plantas daninhas. Para I. grandifolia, 

758 o herbicida amicarbazone, apresentou uma resposta maior na redução da biomassa seca em 

759   21 dias após a aplicação, quando comparado estatisticamente à testemunha. O 2,4-D em 

760   baixas concentrações, estimula o crescimento das células vegetais e interage com 

761 hormônios endógenos como etileno, ácido giberélico, ácido abscísico e até auxinas (Brady 

762   e McCourt, 2003). Cassanego et al. (2010), verificou que o desenvolvimento da folha 

763 primária de Regnellidium diphyllum Lindman foi afetado pela presença do 2,4-D. Ao final 

764 da primeira semana, o crescimento da folha primária foi significativamente reduzido 

765   quando comparada com o controle. Foi observado também que em concentrações 

766 superiores houve uma diminuição gradativa do número máximo de folhas formadas, de três 

767   para uma. Todos os outros tratamentos com o herbicida apresentaram menor número de 

768 folhas que a testemunha. 
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769 A falta de enxofre na planta, seja por carência nutricional ou problemas na 

770     assimilação, causa sérios prejuízos como redução da altura e clorose nas folhas, 

771 principalmente, as folhas mais novas (Li et al. 2020). O fenótipo da falta de sulfato consiste 

772 tipicamente em folhas jovens verde-claras, enquanto as folhas maduras permanecem verde- 

773   escuras (Hell, 1997). De forma similar ao que observamos neste estudo, Li et al. (2021) 

774 constataram que os teores relativos de clorofila mudaram significativamente entre várias 

775 árvores frutíferas. Folhas de pessegueiro começaram a apresentar manchas cloróticas 48 h 

776     após o tratamento com glufosinato de amônia, um herbicida que inibe a assimilação de 

777 nitrogênio, ao passo que o glifosato que inibe a síntese de aminoácidos aromáticos, causou 

778 um amarelamento lento aos 12 dias. Em comparação com os controles, o glifosato reduziu 

779 as leituras SPAD de maçã, pêssego e folhas de uva em 80,77%, 16,20% e 11,73%, 

780 respectivamente. Com a aplicação dos herbicidas, os valores SPAD diminuíram, sendo que 

781 um menor valor de SPAD indica que os herbicidas interferiram com a fotossíntese (Li et. 

782 al., 2021). 

783 Plantas que são cultivadas com níveis reduzidos de sulfato desenvolvem sintomas 

784    de deficiência de enxofre que incluem clorose de folhas jovens, e comprometimento no 

785 crescimento e na morfologia da raiz (Hawkesford, 2000; Lopez-Bucio et al., 2003; 

786 Nikiforova et.al, 2003). A clorose resultante, pode estar relacionada com o déficit na síntese 

787 da coenzima S-adenosil-L-metionina (SAM) (Taiz et al., 2017) que desempenha um papel 

788 crítico na biossíntese das clorofilas (Christoffoleti e Nicolai, 2016; Tomaz et al., 2015). 

789 A absorção de herbicidas aplicados no solo pode ocorrer no tecido da raiz e da parte 

790 aérea, tanto em contato direto com herbicida ou dissolvido na solução do solo ou até 

791 presente na fase de vapor. Ao passo que na raiz a absorção é importante na aplicação em 

792 pré-emergência. Substâncias dissolvidas na água como por exemplos herbicidas, entram 

793 em contato com a superfície da raiz e podem ser absorvidas junto com a água. Também a 

794 área da ponta da raiz, incluindo a zona do cabelo da raiz, de algumas espécies de plantas, 

795   por ser coberta por uma fina camada de substância lipídica. Essa não é uma barreira 

796 significativa à penetração, porque água, minerais e herbicidas podem penetrar através da 

797     camada epidérmica. Os herbicidas podem se acumular acima da concentração do meio 

798 externo como consequência de sua lipossolubilidade (Duke, 1985). A inibição da cisteína 

799   sintase pode causar danos nas plantas devido à falta desses aminoácidos ou atrapalhar o 

800 processo de assimilação do enxofre (Kloti et al., 2002). A carência de enxofre em plantas 

801   como Glycine max, Manihot esculenta e A. thaliana ocasionam redução no crescimento 

802 dessa plantas, além de alteração nos teores de etileno e diminuição de vários metabólitos 
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803    primários e secundários dependentes da presença de enxofre (Krishnan e Jez, 2018; 

804     Wawrzynska et al., 2015). 

805 Nossos ensaios mostram que o OBT estimulou o crescimento da parte aérea, 

806 sobretudo em baixas concentrações. Estes resultados suscitam a possibilidade de que o OBT 

807 funcione como um estimulante do crescimento da parte aérea, embora reduza o crescimento 

808 das raízes. Este é um comportamento semelhante ao observado em resposta à auxina que 

809 na mesma concentração estimula o crescimento da parte aérea e inibem o crescimento das 

810 raízes. Foi possível verificar em nossos ensaios, a possível interferência de efeitos 

811 horméticos, sobretudo nas plantas tratadas com a concentração mais baixa de OBT, 

812   sugerindo que ocorra uma estimulação de crescimento e desenvolvimento em um 

813 comportamento de dose-resposta. 

814 Os efeitos horméticos se referem a um comportamento bifásico da curva dose- 

815 resposta. Por exemplo, em baixas doses induzem estimulação e altas doses induzem 

816 inibição (Vargas-Hernandez et al., 2017; Agathokleous et al., 2019 a, b, c). Os herbicidas 

817     podem apresentar esta característica, hora atuando como inibidores e hora como 

818   estimulantes em certas vias vegetais (Brito et al. 2018). Calabrese e Baldwin (2003), 

819 encontraram mais de 9000 exemplos de hormesis promovidas por pesticidas, medicamentos 

820 ou tratamentos de radiação, sendo todos os resultados dependentes da dose utilizada de cada 

821 substância. 

 

822 CONCLUSÃO 

823 

824 Estudos in silico permitiram selecionar um conjunto de moléculas com potencial 

825 inibitório sobre a OAS-TL, uma enzima-chave na via de assimilação do enxofre. O 

826     candidato com melhor escore, OBT, foi testado in vivo e inibiu significativamente o 

827 crescimento de plantas de Ipomea grandifolia sem afetar a fotossíntese. Adicionalmente, o 

828 OBT também apresentou um efeito estimulante inesperado sobre a parte aérea das plantas. 

829     A inibição do metabolismo do enxofre causa danos às plantas e inibidores enzimáticos 

830     como o OBT têm potencial para apresentar atividade herbicida. Estudos adicionais são 

831 necessários para demonstrar o efeito inibitório do OBT sobre a OAS-TL in vitro e 

832     desvendar seu mecanismo de inibição por cinética enzimática. Por fim, será necessário 

833 demonstrar de forma inequívoca o sítio de ação da droga in vivo e a causa do efeito 

834 estimulante sobre o crescimento da parte aérea observado neste trabalho. 
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