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RESUMO

GINDRI, Diego Medeiros. Alteracdes fisiologicas e bioquimicas em funcido da acio
alelopatica de Lantana camara L. na germinacio de sementes de Bidens pilosa L. e
Avena sativa L. 2018, 101 f. Tese (Doutorado em Producio Vegetal - Areas: fisiologia e
manejo de plantas) — Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa de P6s-Graduagao
em Producdo Vegetal. Lages. 2018.

A exploracdo da bioatividade da planta Lantana camara pode levar ao desenvolvimento de
novos produtos de controle biologico tornando-se uma alternativa para o manejo integrado e
sustentavel. O objetivo do estudo foi investigar o efeito fitotéxico de L. camara em processos
fisioldgicos e bioquimicos na germinacao de sementes de Bidens pilosa € Avena sativa. Foram
avaliados o percentual e a velocidade de germinagao, o desempenho de plantulas, estruturas das
plantulas, a integridade de membranas, atividade das enzimas catalase e ascorbato peroxidade,
o teor de prolina, fendlicos, malondialdeido e peréxido de hidrogénio, bem como os metabolitos
aleloquimicos presentes no extrato. As fitotoxinas causaram elevacao na concentracao de H,O»,
nos teores de prolina, fenolicos e MDA, e alteragdes na atividade das enzimas antioxidantes em
A. sativa. Os resultados demonstram que, apesar da ativacao do sistema antioxidante pelas
fitotoxinas, a acumulagdo de espécies reativas de oxigénio causaram danos celulares, resultando
na reducdo da velocidade de germinagdo e crescimento das plantulas, anormalidades no
geotropismo e desenvolvimento radicular. A fase Il da germinacao foi mais sensivel aos efeitos
alelopaticos do extrato em relagdo as fases I e II. Lantadene A e D foram identificados como
possiveis compostos responsaveis pelos efeitos fitotoxicos.

Palavras-chave: Sistema antioxidante. Fisiologia de sementes. Fitotoxicidade. Lantadene.






ABSTRACT

GINDRI, Diego Medeiros. Physiological and biochemical changes in the function of the
allelopathic action of Lantana camara L. on germination of Bidens pilosa L. e Avena
sativa L. 2018, 101 p. Thesis (Doctor in Plant Production - Research area: Physiology and
plant management) — Santa Catarina State University. Post Graduate Program in Plant
Production. Lages, 2018.

Exploration of the bioactivity of the Lantana camara plant can lead to the development of new
biological control products making it an alternative for integrated and sustainable management.
The objective of the study was to investigate the phytotoxic effect of L. camara on
physiological and biochemical processes in the germination of B. pilosa and A. sativa seeds.
The percentage and the germination speed, seedling performance, seedling structure, membrane
integrity, activity of catalase and ascorbate peroxidase enzymes, proline, phenolic,
malondialdehyde and hydrogen peroxide content were evaluated, as well as the profile of the
allelochemicals present in the extract. Phytotoxins caused an increase in H>O» concentration, in
proline, phenolic and MDA contents, and alterations in the activity of antioxidant enzymes in
A. sativa. The results demonstrate that, despite the activation of the antioxidant system by
phytotoxins, the accumulation of reactive oxygen species caused cell damage, resulting in
reduced germination speed and seedling growth, abnormalities in geotropism and root
development. Phase III germination was more sensitive to the allelopathic effects of the extract
in relation to phases I and II. Lantadene A and D were identified as possible compounds
responsible for phytotoxic effects.

Key-words: Antioxidant system. Physiology of seeds. Phytotoxicity. Lantadene.
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1 INTRODUCAO

A alelopatia pode oferecer excelente oportunidade para incrementar pesquisas com
novas entidades quimicas com propriedades herbicidas destacadas e menores impactos sobre o
ambiente ¢ o ser humano do que os compostos sintéticos de uso corrente na agricultura
(REIGOSA et al., 2013). Aleloquimicos na sua maioria sao metabolitos secundarios, liberados
para o ambiente como exsudatos, volateis e ou residuos da decomposicao do tecido vegetal.

Kohli et al. (1997) sugerem trés propostas pelas quais a alelopatia poderia ser
manipulada no manejo de plantas daninhas: transferéncia de genes responsaveis pela sintese de
aleloquimicos entre as culturas; uso de rotacao de culturas, combinando culturas sucessoras
capazes de reduzir a populagdo de plantas daninhas por meio do seu potencial alelopatico e; uso
de aleloquimicos obtidos das plantas como herbicidas, sendo um método seguro e efetivo uma
vez que sao produtos naturais biodegradaveis e ndo persistem no solo como poluentes.

A espécie de planta Lantana camara, ¢ um arbusto aromatico perene da familia
Verbenaceae, considerada mundialmente uma das principais plantas exoticas invasoras
(CHENGXU et al., 2011). Atualmente a alelopatia ¢ considerada, o fator mais importante no
sucesso da invasdo e propagacdo de plantas exoéticas, o que sugere a possibilidade de estudos
da fitotoxidez de seus extratos como subsidio para o desenvolvimento de um herbicida natural.

Os fitoquimicos isolados a partir de extratos de L. camara ja demonstram apresentar
atividade contra outras espécies de plantas (GORLA; PEREZ, 1997; HOSSAIN; ALAM, 2010;
HUSSAIN et al., 2011; KENANY; DARIER, 2013; MAITI et al., 2010; MANOHAR et al.,
2017; MISHRA; SINGH, 2010; VERDEGUER M. et al., 2009).

A fitotoxidez proporcionada por compostos alelopaticos pode resultar na inibi¢dao da
germinagao, redu¢do da velocidade de germinagdo e do crescimento inicial das plantulas em
resposta ao dano celular ocasionado por alteragdes na permeabilidade e seletividade de
membranas celulares ou por modificagdes em nivel hormonal e fotossintético (ABU-
ROMMAN et al., 2010; HUSSAIN; REIGOSA, 2011). Tais processos constituem resultados
da acdo dos aleloquimicos, que atuam diretamente, ou na sinalizacdo de processos de
degradagdo celular, por meio da producdo e acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
resultando em estresse oxidativo celular (BOGATEK; GNIAZDOWSKA, 2007; QIAN et al.,
2009).

Estudos relacionando atividade enzimatica, conteudo de radicais livres, integridade do
sistema de membranas celulares e de outros testes empregados rotineiramente para a avaliagao

do vigor e germinag¢do de sementes, constituem importante ferramenta na elucidacdo dos
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mecanismos de agdo e resposta dos compostos alelopaticos sobre a planta. Esses estudos
conduzidos durante as fases da germina¢ao permitem comparar os resultados com os processos
fisiologicos ja descritos para cada momento da germinagao.

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito alelopatico do extrato aquoso de folhas de L.
camara sobre o desempenho germinativo e o metabolismo antioxidante durante a germinagao
de sementes e o desenvolvimento de plantulas de B. pilosa e A. sativa, e identificar os

compostos fitotoxicos envolvidos no efeito alelopatico.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ALELOPATIA DE PLANTAS

Nas comunidades vegetais as plantas podem interagir de maneira positiva, negativa ou
neutra. As interagdes que se desencadeiam entre organismos vizinhos denominou-se de
interferéncia (MULLER, 1969). Segundo Ferreira (2004) a interferéncia pode ser causada por
competicao (fatores abioticos) e alelopatia (fatores quimicos produzidos por outro individuo).

A alelopatia ¢ diferenciada da competicdo fundamentalmente porque se refere a
liberagao no ambiente de substancias quimicas no meio e, portanto, também ¢ referida como
“guerra quimica”. O termo alelopatia foi usado primeiramente por Hans Molisch (MOLISCH,
1937), para descrever tanto as interagdes quimicas prejudiciais quanto as benéficas de plantas
€ microorganismos.

Segundo Rice (1984) a alelopatia ¢ um tipo de interagdo planta a planta, incluindo
também microorganismos, que podem resultar em efeitos inibitorios ou estimulatdrios. Ferreira
(2004) considera alelopatia a influéncia negativa ou positiva que metabdlitos secundarios
produzidos por uma planta liberados no ambiente tem sobre o crescimento de outras plantas.

Os compostos quimicos responsaveis pela alelopatia sdo denominados aleloquimicos, e
cada espécie pode produzir um conjunto diferente de aleloquimicos, com agdo sobre os
componentes da comunidade em que esta inserida.

Um exemplo do processo adaptativo planta-planta e de como os quimicos de produtos
naturais com suas pesquisas podem trazer grandes beneficios para a humanidade relaciona-se
com a erva Striga asiatica, uma das mais devastadoras pragas das culturas cerealiferas no
mundo. Striga asiatica possui um verdadeiro radar quimico e s6 germina, podendo permanecer
latente no solo por muito tempo, quando a planta hospedeiro libera estrigol. No momento da
liberacdo, a parasita agarra-se as raizes do hospedeiro e dela se alimenta. Gragas as pesquisas
que desvendaram os mecanismos de interacdo parasita-hospedeiro e que determinaram as
estruturas quimicas dos metabolitos secundarios que estdo envolvidos nessa interacdo, os
agricultores antes de semearem os cereais lancam no solo estrigol ou seus derivados sintéticos
que induzem a germinagdo das sementes da erva parasita. O ciclo de crescimento de Striga
asiatica ¢ de 4 dias, que morrera, apos germinar, sem nunca ter encontrado seu hospedeiro
(PINTO et al., 2002).

A aplicagdo em pos-emergéncia de extratos aquosos das partes aéreas de plantas com

potencial alelopatico ¢ uma estratégia alternativa de controle de plantas daninhas em alguns
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paises. No Paquistdo, por exemplo, ¢ utilizado o “sorgaab”, um extrato aquoso da parte aérea
de plantas de sorgo maduras a 10%, que ¢ deixado fermentar por varias semanas até a aplicacao
em pos-emergéncia das plantas daninhas (CHEEMA; KHALIQ, 2000). No entanto, como o0s
niveis de controle obtidos sdo variaveis de acordo com a espécie daninha, estuda-se a
possibilidade de sua utilizagdo associada a baixas doses de herbicida (CHEEMA; KHALIQ,
2002).

Para algumas espécies, € possivel identificar uma substancia principal, responsavel pela
maior parte dos efeitos alelopaticos, como ocorre com a exsudagao de sorgoleone por raizes de
sorgo ou de juglona pelas plantas de nogueira. No entanto, muitas vezes a alelopatia ¢ o
resultado da liberacdo de diversos aleloquimicos em conjunto, que estdo presentes em baixas
concentracoes. No caso do arroz, por exemplo, oziralexinas, flavonas, diterpenoides,
glicosideos de dois benzoxazinodides, cicloexenona e estigmastanois estdo envolvidas no
processo alelopatico (KHANH et al., 2007).

O isolamento de substancias com elevada atividade alelopatica oportuniza o
desenvolvimento de biopraguicidas. Essa alternativa ¢ fundamental na prevencao e combate
aos problemas de resisténcia de plantas daninhas, insetos e microrganismos a agrotoxicos

sintéticos (TREZZI, 2014).

2.1.1 Mecanismos e modo de acdo dos aleloquimicos

A elucidacdo dos mecanismos € do modo pelos quais os aleloquimicos modificam o
crescimento ¢ o desenvolvimento das plantas tem sido, para os pesquisadores, um continuo
desafio.

Uma maneira de se avaliar o modo de acdo de um aleloquimico especifico, seria por
meio do monitoramento do efeito deste produto sobre as principais fungdes das plantas. As
pesquisas neste sentido tem permitido concluir que os aleloquimicos interferem com muitos
dos processos metabolicos primdrios e no sistema de crescimento das plantas. Os aleloquimicos
afetam muitos processos celulares em espécies de plantas alvo, incluindo a interrupcao da
permeabilidade da membrana, a absor¢do de ions (LEHMAN; BLUM, 1999), a inibi¢dao do
transporte de elétrons tanto na fotossintese quanto na cadeia respiratoria (ABARAHIM et al.,
2000; CALERA et al., 1995; PENUELAS et al., 1996), causam danos ao DNA e & proteinas,
alteracoes de algumas atividades enzimaticas (ANAYA; PELAY-BENAVIDES, 1997; CRUZ-
ORTEGA et al. , 1998) e, finalmente, levam a morte celular programada (DING et al., 2007).
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Tais processos constituem resultados da acao dos aleloquimicos, que atuam diretamente,
ou na sinalizacdo de processos de degradagdo celular, por meio da producdo e acumulo de ROS,
resultando em estresse oxidativo celular (BOGATEK; GNIAZDOWSKA, 2007; QIAN et al.,
2009).

A divisdo e o alongamento celular sdo fases essenciais do crescimento e
desenvolvimento das plantas e geralmente os inibidores de crescimento podem modificar estes
eventos. A fitotoxicidade de alguns aleloquimicos ¢ atribuida a sua capacidade de interromper
processos metabolicos normais na planta. A interrup¢ao do metabolismo de aminodcidos € um
mecanismo importante para herbicidas comerciais, como derivados de glifosato e sulfonilureia,
e pode ser um modo de agdo importante para alguns produtos quimicos aloativos. Por exemplo,
a propriedade fito-inibidora de L-canavanina, um andlogo de L-arginina encontrado em
Canavalia ensiformis, provavelmente deve-se a sua capacidade de bloquear o metabolismo da
L-arginina, levando a uma deficiéncia em compostos que sdo derivados da L-arginina
(NAKAGIMA et al., 2001).

Vérios compostos fendlicos modificam a biossintese dos principais constituintes das
plantas e a distribui¢do de carbono nas células. Van Sumere et at. (1972) verificaram que
coumarina, grupos dos acidos cinamico e benzdico, além dos aldeidos, inibiram a absor¢do e
incorporacdo de 14C-fenilalanina pela levedura Saccharomyces cerevisiae. Testes adicionais
com coumarina e acido fertilico mostraram que esses eventos também foram suprimidos em
sementes de alface (Lactuca sativa) e embrides de cevada (Hordeum vulgare). De acordo com
Einhellig (1986) a inibigdo da sintese de proteinas pelos acidos cindmico e fertlico foi um
indicador seguro da acdo desses acidos sobre o crescimento das plantas de alface.

Segundo Einhellig (1986), existem evidéncias que um dos mecanismos de a¢dao dos
aleloquimicos fendlicos ¢ a alteragao no nivel do acido indolacético (AIA), embora outras
substancias como a escopoletina e os acidos clorogénico, cinamico e benzdico inibam ou
estimulem o nivel de AIA. Com base em alguns estudos, Lee et al. (1982) concluiram que os
acidos fenolicos podem ser divididos em dois grupos: supressores da destrui¢do do AIA como
os acidos clorogénico, caféico e feralico e estimulantes da AIA oxidase, como os acidos p-
cumarico, p-hidroxibenxoico e vanilico. Alguns polifenois reduzem o crescimento das plantas
por ligarem-se ao acido giberélico (GA), enquanto outros promovem o crescimento por
ligarem-se ao acido abscisico (ABA). Em bioensaio com ervilha e pepino, o tanino inibiu o
crescimento das plantas induzido pelo GA (CORCORAN et al., 1972).

Os compostos fenolicos interferem na atividade da AIA oxidase e amilase, assim como

outros aleloquimicos alteram a sintese e fun¢do de muitas enzimas. Em varias situacdes os
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aleloquimicos tém inibido proteinases e enzimas pectoliticas, catalases, peroxidases,
fosforilases, celulases e outras (RICE, 1984).

Alguns aleloquimicos, como por exemplo os monoterpenos, sdo capazes de alterar a
taxa respiratoria de algumas plantas. Einhellig (1986) supde que estas substancias sao toxicas,
pois em testes de laboratorio com trigo (7riticum aestivum), alguns dos monoterpenos
aumentaram e outros diminuiram a respiracao das plantas.

Uma ampla série de compostos como as quinonas, os flavonoides e o acido fenolico
interferem com as funcdes mitocondriais. Stenlid (1970) verificou que os flavonoides
interferem com a producgdo de adenosina trifosfato (ATP), enquanto as quinonas inibem a
absorcao de O, embora esta tltima em nivel reduzido possa estimular o processo respiratorio.
Outras pesquisas mostram que os acidos p-cumarico, cindmico e 2-metlinaftoquinona reduzem
a razdo ATP/O em suspensdo mitocondrial de levedura, indicando que houve inibi¢ao da
fosforilagdo oxidativa (PUTNAM, 1987).

Einhellig (1986) estudou o efeito do aleloquimico escopoletina na taxa fotossintética
liquida de varias espécies de plantas cultivadas em solucao nutritiva. Verificou que a adi¢ao de
500 ou 1000 uM de escopoletina no meio de cultivo de tabaco (Nicotiana tabacum) reduziu a
taxa fotossintética liquida a partir do segundo dia e esta continuou a declinar por mais dois dias,
ocorrendo uma lenta recuperagdo, apds este periodo. Verificou também que a respiragdo nao
foi alterada e que a expansdo da area foliar foi reduzida paralelamente a fotossintese. Este
aleloquimico também reduziu a taxa fotossintética do girassol (Helianthus annuus) ¢ do caruru
(Amaranthus retroflexus), portanto, com impacto sobre espécies, C3 e C4. Estudos mais
recentes mostram que o sorgoleone, substancia exsudada das raizes de sorgo, causa inibi¢ao da
fotossintese. Segundo Gonzalez et al. (1997) o sorgoleone provou ser um potente inibidor do
transporte de elétrons no fotossistema II (FSII) em cloroplastos isolados € na membrana do
FSII. Neste estudo o sorgoleone exibiu maior atividade especifica do que o diuron, um dos
herbicidas inibidores da fotossintese mais conhecidos.

Einhellig (1986) verificou que a adicao de 500 a 1000 uM de escopoletina e acido
clorogénico provocou o fechamento estomatico em tabaco e girassol, com boa correlacao entre
o efeito da escopoletina na abertura estomatica e taxa fotossintética.

Nos estudos com aleloquimicos, a clorose tem sido relacionada como um dos sintomas
da interferéncia destas substancias sobre as plantas. Einhellig (1986) verificou que seis dias
apos o tratamento de plantas de soja com acidos ferulico, p-cumarico e vanilico, as plantas
apresentavam menor peso seco € menos clorofila na folha do que as plantas do tratamento

controle. Em contraste, plantulas de sorgo nao apresentaram redugdo no contetido de clorofila
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nas folhas, apesar do crescimento das plantulas ter sido inibido. No caso da soja, o autor
pressupde que a redugdo da clorofila pode ter sido devida a um aumento na sua degradacdo ou
a inibicdo da sintese de Mg-porfirina pelos aleloquimicos. Inderjit (1996) observou que
compostos soluveis da planta daninha Pluchea lanceolata influenciou o conteudo de clorofila
e a taxa fotossintética liquida das folhas de aspargo (4Asparagus oficinalis) sob condi¢des de
casa de vegetacao.

Monitoramento da absor¢ao de nutrientes por cortes de raizes tem mostrado que os
acidos benzoico e cindmico, as hidroquinonas, juglona, naringenina e floretina sao substancias
que interferem com o processo de absor¢do. Harper e Balke (1981) mostraram que com a
redu¢do do potencial hidrogenionico (pH) do meio de 6,5 para 4,5, o &cido salicilico causou
grande inibi¢do na absor¢do de K+ pelas raizes de aveia.

Os aleloquimicos interferem com a absor¢do de nutrientes, provavelmente devido a um
efeito na membrana celular, como por exemplo, alterando a sua seletividade. Glass e Dunlop
(1974) verificaram que a membrana das células de raiz de cevada foi rapidamente despolarizada
pela adi¢ao de 500 uM do acido salicilico em meio tampao (pH 7,2). O potencial mudou de -
150 mV para proximo de zero em 12 minutos. Acidos benzoéico e cindmico testados a 250 uM,
também causaram despolarizagdo. Igualmente, niveis micro molares dos acidos benzdico e
butirico causaram despolarizacdo da membrana da célula de coledptilo de aveia (BATES;
GOLDSMITH, 1983). Explicagdo plausivel para o decréscimo observado no potencial da
membrana inclui a inibi¢do da ATPase, a qual produz a diferenca de potencial e a reducao na
energia disponivel para seu funcionamento.

Glass e Dunlop (1974) avaliaram o efeito de acidos fendlicos em células de raizes de
cevada e sugeriram que estes compostos causaram aumentos na permeabilidade da membrana
para cations e anions, admitindo um efluxo nado especifico de ions.

De acordo com Einhellig (1986), os acidos p-cumarico e ferulico reduzem o
potencial de dgua das folhas de sorgo e de plantulas de soja, sendo a diferenca resultante
da reducao do potencial osmoético e pressao de turgor das células.

Aleloquimicos que reduzem o crescimento de plantas podem também ter parte dos
seus efeitos relacionados com a interrup¢ao do fluxo normal de agua na planta. Segundo
Rice (1984), os aleloquimicos podem interferir com o fluxo no xilema, pelo entupimento
dos vasos, sugerindo assim, que parece provavel uma interdependéncia entre o balango
hidrico e efeitos dos aleloquimicos.

As interferéncias atribuidas ao fator alelopatia sao o resultado ndo s6 da acao de um

unico, mas de diferentes aleloquimicos, que sdo liberados para o ambiente em
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concentragdes, quantidades e épocas distintas. Considerando essas especificidades, pode-
se assumir que a atividade biologica de uma dada mistura de aleloquimicos sera
determinada ndo apenas pela concentracao de cada componente da mistura, como também

pela interagdo, sigergica ou antagdnica, entre eles (SOUZA FILHO et al., 2010).

2.1.2 Avaliacdo da atividade alelopatica em condi¢des de laboratorio

A influéncia dos fatores bidticos e abiodticos sobre a concentragdo de aleloquimicos nas
plantas deve ser levada em consideracdo durante o processo de elaboragdo dos extratos. Os
extratos podem ser feitos com material vegetal fresco ou seco, colhidos em distintos estadios
fenologicos (vegetativo ou florescimento) e ainda utilizando-se de distintos meios extrativos
como agua e solventes (SOUZA FILHO et al., 2010). Outro aspecto importante ¢ a parte da
planta utilizada para a andlise da atividade alelopatica dos extratos brutos, observa-se
predominancia das folhas como meio preferencial de estudos para indicagdo do potencial da
planta estudada como fonte de compostos quimicos promissores para o desenvolvimento de
estudos mais avangados, porém informacdes sobre outras fragdes da planta, como raizes,
colmos, flores, pdlen e sementes, também sdo encontradas. Aleloquimicos presentes na casca e
outros tecidos das sementes desempenham a funcdo de impedir agdo microbiana, garantindo a
viabilidade das sementes por um longo periodo o que as torna promissoras na investigagao do
potencial alelopatico (SOUZA FILHO et al.,2011).

O tipo de extragao, o volume de solugdo, o substrato, o potencial osmético da solugao,
a espécie alvo e os parametros de avaliacdo também s3o pontos importantes que devem ser bem
planejados e controlados na caracterizagao do efeito alelopatico em condi¢des de laboratorio.

A avaliacao de extratos brutos ¢ um dos procedimentos mais empregados em fase inicial
de prospeccao de atividade alelopatica de determinada planta. Os trabalhos envolvendo extratos
brutos, em geral, utilizam extratos de alta polaridade, como os extratos aquosos, hidroalcodlicos
ou mesmo metanolicos. A hipotese destes trabalhos ¢ que os compostos quimicos de alta
polaridade possuem, também, alta atividade alelopatica, porém as plantas produzem também
aleloquimicos de baixa polaridade, como os monoterpenos, monoterpenos oxigenados,
diterpenos e outros, os quais sao obtidos nos 6leos essenciais. Os compostos fenolicos possuem
alta atividade alelopética e sao de alta polaridade, com alguns deles soluveis em agua (SOUZA
FILHO et al., 2010).

De acordo com a teoria “semelhante dissolve semelhante”, os solventes polares sdo

capazes de solubilizar os solutos também polares, assim como os apolares solubilizam solutos
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também apolares. Alguns dos solventes polares mais conhecidos sdo a agua (solvente
universal), o etanol e o acido acético. Entretanto, o etanol ¢ muitas vezes considerado bipolar
por dissolver com facilidade substancias organicas apolares. Como solventes apolares temos o
hexano, o benzeno e o cloroféormio.

Como forma de avaliagdo das fragdes polares e apolares dos metabolitos alelopaticos a
agua (fracdo polar) e a hidrodestilagdo para extracdo dos Oleos essenciais (fragdo apolar)
apresentacao como alternativa de facil utilizacdao nas pesquisas.

A reducao do potencial hidrico durante a germinagdao de sementes pode resultar em
menores indices de germinagdo ou até mesmo sua inibicdo (CARDOSO, 2004). O potencial
osmotico da solucdo-teste pode levar a superestimagdo dos efeitos alelopaticos, em
determinados casos, ou ainda induzir a existéncia de alelopatia em casos onde nao exista. Em
geral, nos bioensaios, a agua destilada ¢ empregada como controle, sendo as diferengas
observadas entre as duas condi¢des (extrato/substancia e agua destilada) atribuidas aos efeitos
alelopaticos. O potencial osmdtico de uma dada solugdo € proporcional sua concentragdo. Dessa
forma, quanto maior a concentragao-teste, maiores devem ser os cuidados no sentido de isolar
os efeitos osmoticos (SOUZA FILHO et al., 2010).

Em plena disponibilidade de 4gua, a embebicdo das sementes apresenta, em muitos
casos, uma curva trifasica, onde na fase I, o teor de 4gua na semente aumenta rapidamente,
seguido de uma estabilizagdo na fase II, mantida até o inicio da germinagao visivel (protrusao
da radicula), que da inicio a fase III, havendo outro aumento no teor de 4gua, em decorréncia
do crescimento do embrido. A verificagdo da curva de embebicao das sementes submetidas ao
extrato e a 4gua podem indicar se a concentracdo do extrato afetou o padrdo de embebicao das
sementes e por conseguinte mascarando o efeito alelopatico. Solugdes de polietiletoglicol
(PEG) podem simular potenciais osmoticos negativos € podem ser utilizadas como controle
para os ensaios de atividade alelopéatica de extratos.

A 4gua ¢ o principal fator para o inicio da germinacdo, devendo a semente atingir
determinado contetido de agua para poder germinar (CARDOSO, 2004). O volume de solucgao
a ser adicionado em cada bioensaio deve levar em conta o tamanho das caixas, evitando gerar
condigdes anaerobicas, entretanto sendo suficiente para produzir a turgescéncia das sementes
nas 24 horas subsequentes (SOUZA FILHO et al., 2010).

Para ensaios de caracterizacdo de efeito alelopatico, o uso de sementes de espécies
cultivadas, de boa qualidade, ¢ aconselhdvel (FERREIRA; AQUILA, 2000). Entretanto

sementes das plantas daninhas também podem ser utilizadas, desde que os mecanismos de
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dorméncia presente em muitas destas espécies, sejam verificados e manipulados, de modo que
fornecam percentuais de germinacao superiores a 80% (SOUZA FILHO et al., 2010).

Os parametros mais utilizados para caracterizagdo da atividade alelopatica em plantas
sdo a germinagao, velocidade de germinacgao, e o desempenho das plantulas. Souza Filho (2010)
observa que a redu¢do no IVG causado pelo extrato pode superestimar os efeitos causados no
desenvolvimento das plantulas, recomendando que ambos sejam realizados separadamente.
Outras avaliagdes como a atividade de enzimas antioxidantes e a presenca de radicais livres

também sao encontrados em trabalhos, porem com pequena frequéncia.

2.2 CARACTERIZACAO DE Lantana camara L. (VERBENACEAE)

2.2.1 Botanica L. camara

Reino: Plantae (Plantas);
Sub-Reino: Tracheobionta (Plantas vasculares);
Super-divisao: Spermatophyta (Plantas de sementes);
Divisao: Magnoliophyta (Plantas de floracdo);
Classe: Magnoliopsida (Dicotiledonea);
Subclasse: Asteridae;
Ordem: Lamiales;
Famila: Verbenaceae;
Género: Lantana;

Espécie: Lantana camara L.

A familia Verbenaceae compreende 100 géneros distribuidos nas regides tropicais e
subtropicais de todo o mundo (JOLY, 2002). O género Lantana L. apresenta 80 espécies
distribuidas pela América Tropical e Subtropical com alguns representantes na Africa e Asia.

L. camara ¢ arbusto muito ramificado de 2 a 4 metros de altura. As hastes sdo lenhosas
quadradas em se¢do transversal mas tornam-se cilindricas com até¢ 150 mm de espessura com a
idade. As folhas tém 2 a 10 cm de comprimento com bordas dentadas, coloracdo verde brilhante
na superficie superior e verde mais palido na inferior. Crescem opostas umas as outras ao longo
das hastes, sdo asperas e com cheiro aromatico quando maceradas. Possui sistema radicular
forte com raiz principal e muitas raizes laterais rasas. As flores crescem nas axilas perto do

caule. Possuem varias cores. As inflorescéncias sdo aglomerados de 20 a 40 flores individuais
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com cerca de 2,5 cm de didmetro. Os frutos sdo pequenos de coloragdo preto esverdeado. A
espécie propaga-se por sementes e estaquia. Flore-se o ano todo.

Lantana camara L. (cambara, cambara-de-espinho, chumbinho, erva-chumbinho,
cambara-de-duas-cores, cambara-juba, cambara-de-cheiro, cambara-de-chumbo, lantana,
lantana-espinhosa, camard, camard-miudo, camara-de-espinho, camara-de-chumbo, capitio-
do-campo, bem-mequer e mal-me-quer), ¢ uma planta subarbustiva perene, nativa da América
Tropical e bastante frequente em quase todo o territorio brasileiro, onde infesta principalmente
pastagens e terrenos baldios (LORENZI, 2014). L. camara cresce bem em areas mais quentes
do mundo, particularmente as areas temperadas, subtropicais e tropicais. Ocorre em diversos
habitats e em vérios tipos de solo. Geralmente cresce melhor em areas abertas sem sombras,
bordas de floresta, costas de praias, areas perturbadas, beira de estradas e vias férreas. L. camara
cresce melhor em condi¢des de chuva constante ou umidade do solo, particularmente em areas
que recebem mais de 900 mm de chuva.

As plantas exoticas invasoras tornaram-se uma séria ameaga para a biodiversidade
vegetal em muitas partes do mundo. L. camara foi introduzida como ornamental em varios
paises tornando-se uma das plantas daninhas mais nocivas do mundo (CHENGXU et al., 2011;
DAY etal., 2003). L. camara também tem sido relatada na intoxicagdo de gado, btfalo, ovelha,
cabra, cavalos, caes, e cangurus vermelhos cativos (MISHRA, 2015).

A planta possui diversas variedades estéreis, algumas sexo feminino estéril que
produzem sementes, mas muito pouco sao vidveis e algumas sexo masculino estéril onde 10%
ou menos do polen ¢ viavel. Alguns sao macho e fémea estéril. Essa caracteristica pode ser ttil

no cultivo da planta para preparo do biocontrole, evitando sua dispersao.

2.2.2 Metabdlitos secundarios de L. camara

As plantas produzem uma larga e diversa ordem de componentes organicos divididos
em metabolitos primarios (MPs) e secundarios (MSs). Apesar da definicdo entre metabolitos
primarios e secundarios nao ser inteiramente clara, MPs sdo compostos produzidos por todas
as espécies vegetais e outros organismos com funcao estrutural, plastica e de armazenamento
de energia, ao passo que MSs aparentemente ndo possuem relacdo com crescimento e
desenvolvimento da planta e s@o estruturalmente muito diversos (PICHERSKY; GANG, 2000;
TAIZ; ZEIGER, 2013).
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Os MSs tém importantes fungdes ecoldgicas nas plantas, protegem as plantas contra
herbivoros e patdgenos, servem como atrativos para polinizadores e funcionam como agentes
alelopaticos entre plantas e microorganismos (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Os principais grupos de MSs vegetais sdo os terpenos, compostos fenolicos e os
compostos nitrogenados (AHARONI; GALILI, 2011; TAIZ; ZEIGER, 2013). Os terpenos
constituem a maior classe de MSs, sendo sintetizados a partir de acetil-CoA ou seus
intermediarios glicoliticos, em pelo menos duas rotas biossintéticas, a do acido mevalonico e a
do metileritritol fosfato (MEP). Os compostos fendlicos constituem um grupo bastante
heterogénio do ponto de vista metabdlico, eles comtém um grupo hidroxila funcional em um
anel aromatico, sendo sintetizados por diferentes rotas metabdlicas, onde as duas rotas basicas
sao a do acido chiquimico e a do acido mevaldnico. A maioria dos MSs nitrogenados ¢

sintetizada a partir de aminoacidos comuns (Figura 1) (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Figura 1- Visao simplificada das principais rotas de biossintese de metabolitos secundarios e
suas inter-relagdes com o metabolismo primario.
o
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Aleloquimicos de L. cdmara ja foram isolados e documentados por muitos cientistas.
Aleloquimicos estdo presentes em folhas, caule, raizes, frutos e flores da planta (Tabela 1).

As folhas sdo ricas em compostos fendlicos, alcaloides, triterpenoides e flavonoides.
Estudos desta espécie tém demonstrado a presenca de varios terpenoides, esteroides e alcaloides
(GHISALBERTI, 2000). Costa et al. (2009) encontrou predominancia no 6leo essencial os
sesquiterpenos, biciclogermacreno (19,42%), isocariofileno (16,70%), valenceno (12,94%) e
germacreno D (12,34%). Sousa et al. (2013) relatam a presenca de quinonas, taninos
condensados, flavonas, flavonois, flavononodis, flavononas, chalconas, auronas,
proantocianidinas, catequinas, alcaloides e triterpenoides em extratos de folhas de L. camara.

Yadav et al. (2017) encontraram a presen¢a de carboidratos, glicosideos, fenolicos,
flavonoides, proteinas e diterpenos em extrato metandlico de folhas de L. cdmara. Os autores
ndo encontraram a presenca de alcaloides e fito esterdis. Badgujar et al. (2017) relatam a
presenga de compostos fenolicos (144.7+1.34 mg GAE/g extrato seco) e flavonoides
(12.44+2.85 mg QE/g extrato seco) em extrato metandlico. Naz e Bano (2013) também relatam
a presenca de compostos fendlicos (40,85+ 0,01 mg GAE/g) e flavonoides (53,11+0,19 mg/g
de peso seco). Sousa et al. (2015) encontraram teores de 227.10 = 9.07 (GAE g.mg!) e 46.55 +
1.50 (QE g.mg-!) respectivamente para fendlicos e flavonoides em extrato etanélico de folhas
de L. camara.

Yi et al. (2006) relataram a presenca de varios compostos fenolicos em extrato de folha
de L. camara identificados por HPLC, como 4cido salicilico, gentisico, acido B-resorcilico,
4cido vanilico, acido cafeico, acido feralico, Acido p-hidroxibenzodico, cumarina e 6-metil
cumarina.

Singh et al. (2012), analisando o 6leo essencial de L. camara, identificou 52, 50 e 37
componentes respectivamente em folhas, flores e frutos. Trans-f cariofileno (17,65%, 21,80%,
21,42%), sabinene (9,11%, 14,18%, 1,13%), a -humuleno (7,14%, 9,29%, 9,97%) e biciclo-

mecanicroma (5,77%, 8,49%, 2,18%) foram os principais compostos encontrados.
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Tabela 1- Constituintes quimicos metabolitos de Lantana camara (Continua)

Composto

Atividade Biologica

Composto

Atividade Biologica

Compostos Fenoélicos: Benzendides e Fenilpropanoides

6-Methylcoumarin
Caffeic acid

Cinnamic acid

Coumarin

Ferulic acid

Calceolarioside E

Gallic acid
Gentistic acid

Nio determinada.?!
Suprime nematoides e fungos infectantes de

raizes. Supressores da destruigio do AIA.% 1%
14,21, 26

Inibe a ativagdo da H + ATPase plasmatica,
PPase e o processo de germinagdo de
sementes. Inibi¢do da fosforilagdo oxidativa.

Inibe crescimento de plantas de alface.® 1% 2%
39

Toxicidade a Sitophilus oryzae, Tribolium
castaneum e Callosobruchus chinensis. Inibiu
giberelinas. Inibiu a absor¢do e incorporagéo
de 14C-fenilalanina em Lactuca sativa,
Hordeum vulgare e na levedura
Saccharomyces cerevisiae. *' %%

Reduziu os teores de clorofila na folha de soja
e inibiu o processo de germinacédo de
sementes. Inibiu o crescimento de plantas de
sorgo, soja e pepino. Inibiu absorgdo e
incorporagdo de 14C-fenilalanina de plantas
de Lactuca sativa, Hordeum vulgare.
Supressores da destruigdo do AIA. Redugdo
na clorofila de plantas. Reduz o potencial de

agua nas folhas. Aumentou a concentragao de
H,O,, 1348 17:21.38:39

Nao determinada.” %

Nio determinada.'¥2¢

Nio determinada.?!

p-cymene

p- hydroxybenzoic acid

p-coumaric acid

Vanillic acid

Salicylic acid

Isoverbascoside
p-resorcylic acid

Chlorogenic acid
Verbascoside

Nio determinada.'® %

Nematicida. Inibiu a atividade enzimatica.
Estimulou a AIA oxidase. Inibiu
giberelinas. Despolarizou menbrana do
coledpitilo de aveia, % 1%21:3% 42
Estimulantes da AIA oxidase. Redugdo na
clorofila de plantas. Reduz o potencial de
agua nas folhas. Inibi¢ao da fosforilagao
oxidativa. Inibiu giberelinas. Suprime
nematoides e fungos infectantes de raizes.
Inibe o processo de germinacao de
sementes e crescimento de plantas de
pepino. Aumentou a concentragio de
HZOZ,I; 3;8;10; 14;18; 19, 38; 39

Inibe a atividade enzimatica. Redugdo na
clorofila de plantas. Reduziu germinagao
e crescimento de B. pilosa. I Inibiu
giberelinas. Estimulantes da AIA
0xidase.3‘ 8;12;19;21; 39

Inibiu a absor¢do de K+ pelas raizes de
aveia' Despolarizou a menbrana das
células de raizes de cevada.?"+ 44!

Nio determinada.” %

Nio determinada.?!

Nio determinada.?®#’

Inibidor da proteina quinase e processos

antitumor. Atividade antibacteriana > 2% 3%
37

Compostos Fenolic

os: Flavonoides

3,7,4’-trimethoxy-quercetin
3-methoxy-3,7-dimethoxy-quercetin

3-methoxy-quercetin

7-O-p-D-pectolinarigenine

Quercetin 3-rutinoside

Quercetin

Nio determinada.?
Nio determinada.?

Nio determinada.”

Atividade antifuingica contra o
fungo Corynespora cassiicola.’
Nio determinada.'2¢

Nio determinada.'® 2

Hispidulin
Lantanoside

Linaroside

Pectolinarigenin

Camaraside
Pectolinarin

Nio determinada.’

Antimicrobiano ¢ Nematicida. Atividade
nematicida contra Meloidogyne incognita.
Atividade antibacteriana contra
Mycobacterium tuberculosis. 1% 53
Antimicrobiano e Nematicida. Atividade
nematicida contra Meloidogyne incognita.
Atividade antibacteriana contra
Mycobacterium tuberculosis. '%2% 3

Nio determinada.” %

Nio determinada.'®
Nio determinada.” %

Compostos Fendlicos: Furanonaftoquinonas

5-hydroxy-13-(methyldimethyl-

Nio determinada.?

hydroxy)-diodantunezone

6-methoxy-7-hydroxy-

diodantunezone

6-methoxy-8-hydroxy-

diodantunezone

6-methoxydiodantunezone

7-methoxy-5-

Nao determinada.”

Nio determinada.?

Nio determinada.?
Nao determinada.”

hydroxyisodiodantunezone

7-methoxydiodantunezone

7-methoxy-8-hydroxy-

diodantunezone

8-hydroxy-13-
(methyldimethyl-

Nio determinada.?
Nio determinada.?

Nio determinada.?

hydroxy)-diodantunezone

Diodantunezone
Isodiodantunezone

Nio determinada.?
Nio determinada.?

Esteroi

des

3p-hydroxystigmast-5-en-7-one

B-sitosterol

p-sitosterol acetate
p-sitosterol-3-O-p-D-Dglicoside
B-sitosterol-3-0-p-D-glucopiranoside

25,35
7; 25

Nao determinada.
Nao determinada.
Nio determinada.?
Nio determinada.?
Niao determinada.”

p-sitosterole
Campesterol
Lancamarone
Stigmasterol
Stigmasterol acetate

Nio determinada.?
Nio determinada.” 2% 3
Nio determinada.?
Nio determinada.? %
Niao determinada.?” %
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Tabela 1 - Constituintes quimicos metabolitos de Lantana camara (Continuagao)

Composto Atividade Biologica Composto Atividade Biologica
Triterpenos
19¢-hydroxy ursolic, Nio determinada.? Hederagenin, 25-  Nio determinada.”

22p-dimethylacryloyloxylantic acid
22f-angeloyloxy-3p-
hydroxyolean-12-en-28-oic acid
22p-dimethylacryloyloxy-24-
hydroxy-3-oxo0-olean-12-en-28-oic
acid
22B-dimethylacryloyloxy-3p-
hydroxyolean-12en-28-oic acid

22B-dimethylacryloyloxy-
lantanolic acid

22B-hydroxy-3-oxoolean-12-en-
28-oic acid
22B-hydroxyoleanoic acid

22B-0-angeloyl-oleanoic acid
22p-tigloyloxylantanolic acid

24-hydroxy-3-oxoolean-12-en-28-

oic acid
3,24-Dioxo—urs-12-en-28-oic acid

3B,19adihydroxy-ursan-28-oic acid
Betulinic acid
Betulonic acid

Betulonol
Camangeloyl acid
Camaracinic acid
Camaradienone
Camaranoic acid
Camaric acid

Camarilic acid
Camarin

Camarinic acid

Camarinin

Camarolic acid

Camarolide
Euphane lactone A
Euphane lactone B

Euphane lactone C

Icterogenic acid

Icterogenin

Nio determinada.? 3

Atividade antibacteriana contra
25; 29

Mycobacterium tuberculosis.
Atividade citotoxica. 25 2

Atividade antibacteriana contra

Mycobacterium tuberculosis. *

Nao determinada.”

Nio determinada.”
Nio determinada.?**°
Nio determinada.”
Nio determinada.?
Nio determinada.”

Nio determinada.? %

Nio determinada.”
Nio determinada.” %
Nao determinada.”

Nio determinada.?
Nio determinada.”
Nio determinada.”
Nio determinada.?
Nio determinada.”
Atividade nematicida contra
Meloidogyne incognita. *>3*

Nio determinada.”
Atividade nematicida contra
Meloidogyne incognita. *> 3

Atividade antibacteriana.
Atividade antimutagénica. e
Nematicida.'®

Atividade nematicida contra
Meloidogyne incognita. >3
Nao determinada.® ¥

Nio determinada.?
Atividade anticoagulante. 2
Atividade anticoagulante. »

Atividade anticoagulante. 2

Toxico para cabras, gado e
ovelhas.’

Atividade citotoxica. 228

hydroxyolean-12-en-
28-oic methyl ester
Lancamaric acid
Lantabetulic acid

Lantacin

Lantadene A

Lantadene B

Lantadene C

Lantadene D
Lantadienone
Lantaiursolic acid
Lantanilic acid

Lantanolic acid

Lantanone
Lantic acid
Lantoic acid

Lantrigloylic acid
Lupeol analogue
Methyl 3-oxours-late
Methyl ursoxylate
Methylcamaralate
Oleanenoic acid
(Caryophyllin)

Oleanoic acid acetate
Oleanolic acid

Oleanonic acid

Pomolic acid

Ursangilic acid
Ursethoxy acid
Ursolic acid

Ursonic acid

Ursoxy acid

o-amyrin

Nio determinada.?
Nio determinada.?

Atividade nematicida contra Meloidogyne
incognita. >3

Atividade antioxidante.

Morte de cavalos, bovinos, ovinos, caprinos e
coelhos por falha no figado e outros 6rgaos.
Atividade inseticida. Inibe o crescimento de
plantas. Atividade citotoxica. ¥ %25 27:28
Morte de cavalos, bovinos, ovinos, caprinos e
coelhos por falha no figado e outros 6rgaos.
Atividade inseticida. Inibe o crescimento de
plantas. Atividade citotoxica.” 2% 2728
Atividade patotoxica. Atividade citotoxica. >
25;28

Nio determinada

Nio determinada.”

Nio determinada.?

Nematicida. Atividade antimutagénica.
33

18; 25; 32;

Atividade nematicida contra Meloidogyne
incognita.¥ >3
Nao determinada.
Atividade antibacteriana.
Atividade nematicida contra Meloidogyne
incognita. >3

Nao determinada.”

Nio determinada.”

Nio determinada.”

Nao determinada.”

Nio determinada.”

Atividade antibacteriana contra
Mpycobacterium tuberculosis. Atividade anti
inflamatéria %

Nio determinada.”

Hepatoprotetor, anti inflamatério, antiulcera,
antifertilidade, antimicrobiano, nematicida.
Atividade contra Brugia malayi. Atividade
inseticida. Atividade citotoxica. '8:2%2% 3!
Inibe o crescimento em culturas de células de
melanoma em ratos e virus da herpes simples 1
e Il in vitro. Atividade contra Brugia malayi.
Atividade inseticida. 7%

Atividade nematicida contra Meloidogyne
incognita. " 3

25;35
5;25;33

Nio determinada.?

Nio determinada.?

Inibidor de elastase de leucocito.

Ansiolitico. Atividade nematicida contra
Meloidogyne incognita. %>+

Inibe o crescimento de melanoma em células
de ratos em cultura, e o virus Herpes simplex,
tipo I e Il in vitro.'$:?

Nio determinada.”

Nio determinada.?
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Tabela 1 - Constituintes quimicos metabolitos de Lantana camara (Conclusao)

Composto

Atividade Biologica

Composto

Atividade Biologica

Monoterpenos e Sesquiterpenos

1,8-Cineol (Eucalyptol)
Alloaromadendrene
Aromadendrene
Bicycloelemene
Bicyclogermacrene
Borneol
Camphene
Camphor
Caryophylene oxido
Cis-p-menth-2-en-1-ol
Cis-Sabinenehydrate
Cis-p-ocimene
Dipentene
Elemol
Germacrene B
Germacrene D
Geniposide

Isocaryophyllene
Limonene
Linalool
Mintsulfide
Phytol

Sabinene
Spathulinol
Terpin-4-ol

Trans-Cadina 1,4 diene
Trans-Nerolidol
Trans-Sabinene hydrate
Trans-f-ocimene

Inibe crescimento da planta.'’: 153

Nio determinada.'> %
Nio determinada.'®
Nio determinada.'®
Nao determinada.2; **
Nio determinada.'®
Nio determinada.'®
Nio determinada.’
Nio determinada.!! 1525
Nao determinada.
Nio determinada.’

Nio determinada.'®

Inibe o crescimento da planta.’®

Nio determinada.’

Nio determinada.'®

Nio determinada. 132

Inibe a hepatotoxidade e a sintese de
reparo do DNA induzida pela aflatoxina
B1 em hepatécitos primérios de ratos.>
Nio determinada.?; *
Nio determinada.'®
Nio determinada.'"
Nio determinada.’
Nao determinada.’

15;25

5

Nio determinada.'’ %2

Nio determinada.'®
Nio determinada.’
Nio determinada.’
Nio determinada.'®
Nio determinada.’
Nio determinada.’

Valencene
Viridiflorene
o -curcumene

o -Terpinyl acetate
a-copaene
a-cubebene
o-gurjunene
o-humulene
a-phellandrene
o-pinene
o-terpinene
a-terpineol
o-terpinolene
o-thujene
p-bisabolene
p-bourbonene

p-caryophyllene
p-Copaene
p-elemene
p-myrcene
p-pinene

B-selinene
y-elemene
y-muurolene
y-terpinene
9-3-carene
d-cadinene
d-elemene

Nio determinada.* %

Nio determinada.'
Nio determinada.'!
Nio determinada.'®
Nio determinada.'
Nio determinada.'®
Nio determinada.'®
Nio determinada.'!
Nio determinada. '
Nio determinada.'®
Nio determinada.'®
Nio determinada.'®
Nio determinada. '
Nio determinada.'
Nio determinada.'!
Nio determinada.'®

;1525

N
S

Nio determinada.' '3

Nio determinada.'®

Nio determinada.'® %

Nio determinada.'

Inibe a germinagao de sementes. Inibe o
crescimento e a atividade antibacteriana. '
16; 25; 39

Nio determinada.'

Nio determinada.'® %

Nio determinada.'

Nio determinada.'

Nio determinada.'®

Nio determinada.?

Nio determinada.'

Compostos alifaticos: Acidos graxos, oligossacarideos, derivados do acido carboxilico

1-Hexanol
1-octen-3-ol
3-Octanol
Ajugose
Caprylic acid

Nio determinada."
Nio determinada.’
Nio determinada.'®
Nio determinada.?
Nao determinada.”

Icosanoic acid
Lignoceric acid
Myristic acid
N-1-triacontanol
Palmitic acid

Nio determinada.”
Nao determinada.”
Inibe o crescimento de plantas.®
Nio determinada.?

Inibe o crescimento de vegetais.?> %

Cis 3 hexenol Nio determinada.'® Stachyose Nio determinada.?
Cotriacontanoic Acid Nao determinada.” Stearic acid Nio determinada.?
Docosanoic acid Nio determinada.? Verbascotetrose Nio determinada.?
Compostos Diversos
Davanone B Nio determinada.'’ I° Lantanose B Nio determinada.?
Ethyl-B-D-galactoside Nio determinada.® Nonanal Nio determinada.'®
Heneicosane Nio determinada.' Theveside Nio determinada.’
8-Epiloganin Nio determinada.'¥ Derhamnosylverbascoside ~ Nio determinada.”
Lamiridoside Nao determinada.* Martynoside Nao determinada.”
Lantanaside Nao determinada.” Shanzhiside methyl ester Nao determinada.”
Theviridoside Nio determinada.” Isonuomioside A Nio determinada.® %

Lantanose A

Nio determinada.?

Fonte: 'Blum et al. (1985); 2Costa et al. (2009); *Einhellig (1986); “Einhellig e Eckrich (1984); *Ghisalberti (2000);
%Grace-Lynn et al. (2012); "Huang ¢ Huang (2004); Lee et al. (1982); Nogueiras C. et al. (2010); '°Putnam (1987);
"Randrianalijaona et al. (2005); ?Moraes et al. (2010); *Sousa et al. (2015); *Shaukat e Siddiqui, (2002); 3Singh (2012);
16Sonibare e Effiong (2008); '"Van Sumere et at. (1972); '¥*Wahab (2004); *Weir et al. (2004); 2°Yadav e Tripathi (2003);
21Yi et al. (2006); 2Zhou et al. (2006); 2Rajashekar et al. (2013); 2*Kazmi et al. (2013); »Sousa e Costa (2012); 2*Sousa
et al. (2013); 2’Kong et al. (2006); 2®Litaudon et al. (2009); 2°Jiménez-Arellanes (2007); **Sharma e Sharma (2006);
31Shikha et al. (2010); *2Barre et al. (1997); **Saleh et al. (1999); 3*Begum et al. (2000); *Begum et al. (2008); **Pereira
et al. (2008); *Herbert et al. (1991); 3¥Politycka (1996), ¥*Mishra (2015), ““Harper e Balke (1981), *'Glass ¢ Dunlop
(1974), “*Bates e Goldsmith (1983).
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2.2.3 Estudos farmacogndsticos de L. camara

A lantamina, um alcaléide obtido a partir da casca, galhos e raizes de L. camara mostra
efeito antipirético e intensa e atividade antiespasmodica (GHISALBERTI, 2000). E usada na
medicina popular como diurética, expectorante, febrifuga e anti-reumatica (AGRA et al., 2008;
BRANDAO et al., 2009).

Os triterpendides da L. camara atrairam interesse consideravel, principalmente por
causa da sua citotoxicidade. A maioria do triterpenodides isolados desta espécie sdo
pentaciclicos, pertencentes a série oleanano, e sio nomeados como lantadenos. Badgujar et al.
(2017) relatam que o extrato metanolico de folhas de L. camara mostrou pronunciado efeito
citotoxico contra cancer humano.

Garcia et al. (2009) relatam que o extrato da folha de L. camara apresentou efeito
quimiopreventivo na carcinogénese em pele de camundongos suicos albinos e fémeas. A
quimiopreven¢do ¢ uma estratégia efetiva para controlar a incidéncia de cancer. Foi
demonstrado que o lantadene A e o seu congénere lantadene A metil-éster tem atividade
quimiopreventiva em cancer de pele de camundongos induzido por dimetilbenzenoantraceno e
12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato. No entanto alguns autores como Rodrigues et. al. (2011)
relatam que L. camara apresenta atividade embriotoxica. Verbascoside, foi isolado e apresenta
atividades antimicrobianas, imunossupressoras ¢ antitumorais. Lantanoside, linaroside e acido
camarinico foram isolados e estdo sendo estudados como possiveis nematicidas (MISHRA,
2015).

Costa et al. (2009) relatam consideravel atividade antibacteriana do 6leo de L. camara,
para Proteus vulgaris, Escherichia coli e Sthaphylococcus aureus, com atividades de toxicidade
inferiores ao limite padrao de 1000 pg/mL. O extrato de flores, folhas, caules e raizes de L.
camara mostrou atividade antibacteriana contra Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus e Staphylococcus saprohiticus (KUMARASAMYRAIJA et al., 2012;
NAZ; BANO, 2013). Segundo Basu et al. (2005) os extratos cloroféormicos e metanolicos de L.
camara inibiram o crescimento bacteriano, sendo mais especifico para as cepas Gram-positivas,
embora a bactéria Gram-negativa P. aeruginosa também tenha sido inibida.

A planta L. camara possui atividade inseticida, nematicida e antifingica do 6leo
essencial relatada por Nogueiras et al. (2010), onde um flavonoide (7-O-B-D-pectolinarigenine)
foi isolado a partir do extrato de folhas desta planta, que mostrou atividade antifingica contra
o fungo Corynespora cassiicola, semelhante aos encontrados para o produto disponivel

comercialmente. Os extratos de L. camara inibiram o crescimento de Phytophthora infestans
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(MAHARJAN et al., 2010). Uma alta concentracdo de extrato de L. camara com mais de 25
mg.ml™! foi necessaria para inibir o crescimento de Aspergillus flavus (MOSTAFA et al., 2011).
O lixiviado de raizes de L. camara tem potencial para controlar os fungos de solo Fusarium
Solani e Rhizoctonia Solani (SHAUKAT E SIDDIQUI, 2002).

Zandi-Sohani et al. (2012) relatam que o 6leo essencial de L. camara tem atividade
repelente forte contra adultos do caruncho do feijao (Callosobruchus maculatus), concluindo
que o oleo essencial pode ser util como uma alternativa para o controle da praga no feijao. A
analise da composicao quimica mostrou grandes quantidades de sesquiterpenos, principalmente
a-humelene (23,3%) e cis-cariofileno (16,2%). Cumarina isolada de folhas de L. Camara
apresentou toxicidade a Sitophilus oryzae, Tribolium castaneum e Callosobruchus chinensis
(RAJASHEKAR et al., 2013). Atividade inseticida do dleo essencial de L. camara também foi
relatada por Mohamed e Abdelgaleil (2008) contra Sitophilus spp. € Tribolium castaneum.

Udo et al. (2014) encontraram atividade nematicida do extrato de L. camara contra
Meloidogyne incognita. O é4cido lantanolico, o 4cido pomdlico e o 4cido lantoico apresentaram
mortalidade de 100% a uma concentragdo de 1,0% apds 24 h, enquanto a camarina, a
camarinina, a lantacina e o acido ursdlico apresentaram 100% de mortalidade a 1,0% de
concentragdo apds 48 h. Extratos metanolicos e etanolicos de folhas e flores de L. camara
mostraram atividade larvicida contra Aedes aegypti (KUMAR; MANEEMEGALALI, 2008).

Gorla e Perez (1997) testando extrato aquoso de folhas frescas de L. camara relatam
efeito inibitorio na germinacao das sementes de Lycopersicon esculentum (Tomate) e Cucumis
sativus (Pepino) quando submetidas a concentracdes acima de 75%. A espécie também causou
efeito inibitorio significativo na germinacdo de sementes de Oryza sativa, Triticum aestivum,
Vigna sinensis, Cucurbita pepo L., Abelmoschus esculentus, Amaranthus tricolor, Acacia
auriculiformis, Paraserianthes falcataria, Albizia procera (HOSSAIN; ALAM, 2010),
Pennisetum americanum, Lactuca sativa, Setaria italica (HUSSAIN et al., 2011), Vigna mungo
(MAITI et al., 2010) e Parthenium hysterophorus (MISHRA; SINGH, 2010).

Manohar et al. (2017) investigando os efeitos alelopaticos de extratos aquoso de folhas
de L. camara em espécies arboreas de Albizia lebbeck e Dalbergia sissoo relatam efeito
inibitorio na germinagao das sementes.

Verdeguer M. et al. (2009) encontrou, no Oleo essencial, altos percentuais de
sesquiterpenos hidrocarbonetos, que apresentaram atividade fitotdxica contra Amaranthus
hybridus e Portulaca oleracea. Kenany e Darier (2013) relatam que o extrato aquoso de L.
camara suprimiu a germinacao de sementes e o crescimento de plantulas Phalaris minor e

Sorghum bicolor, bem como inibiu o alongamento de raizes e caules destas espécies sugerindo
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que o extrato pode ser utilizado como uma substidncia potencialmente alelopatica

(bioherbicida).

2.3 ESPECIES ALVO

Bidens pilosa L. (Asteraceae), conhecida popularmente por picdo preto, ¢ uma planta
anual, herbacea, nativa da América Tropical. Considerada uma das mais sérias infestantes
encontradas em lavouras anuais e perenes do Centro-Sul do Brasil. Muito prolifica e de ciclo
curto, ¢ capaz de produzir até trés geragdes por ano (LORENZI, 2014). A utilizacdo de
herbicidas sintéticos tem se apresentado como Unica ferramenta no controle desta espécie de
planta daninha, levando ao desenvolvimento de bidtipos resistentes aos herbicidas. Populagdes
de bidtipos resistentes aos herbicidas chlorimuron-ethyl, cloransulam-methyl, imazamox,
imazaquin, e imazethapyr, inibidores da enzima acetolactato sintase - ALS, foram identificados
no Brasil em 1993. Recentemente no México, em 2014, foi identificada resisténcia ao herbicida
glyphosate (HEAP, 2014).

Formagio et al. (2012) encontrou efeito fitotoxico do extrato metandlico das folhas e
raizes de capuchinha sobre a germinaciao de picdo-preto. Borella e Pastorini (2010) relatam
que sementes de picdo-preto submetidas aos extratos de folhas e de frutos de umbu (Phytolacca
dioica L.) ndo germinaram, provavelmente devido a presenga de flavondides nos frutos. Corsato
et al. (2010) observaram o efeito inibitorio de folhas frescas de girassol (Helianthus annus L.)
sobre a germinacao de sementes de picdo preto e relataram que os terpenos podem nao ter sido
os responsaveis pelo expressivo efeito inibitdrio do girassol sobre as sementes de picdo preto,
enquanto outras substincias presentes nas folhas, como os flavondides (substincias soluveis
em agua) podem ter ocasionado esse resultado.

Avena Sativa (Aveia branca) possui potencial alelopatico. Extratos da parte aérea dessa
planta provocaram efeito alelopatico negativo na germinagdo e no crescimento de plantulas de
Lolium multiflorum, Euphorbia heterophylla (HAGEMANN et al., 2010). A aveia branca ¢
alohexaploide, onde o maior nimero de genes pode codificar a produgdo maior de
aleloquimicos. Hagemann et al. (2010) verificaram maior efeito alelopatico dos extratos foliares
de cultivares de 4. sativa em relacdo a cultivares de A. strigosa (diploide). Essa caracteristica
pode também conferir maior potencial de tolerancia aos aleloquimicos produzidos por outras
espécies de plantas, tornando a planta 4. sativa uma boa planta modelo para ensaios de efeito

alelopatico com monocotiledoneas.
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2.4  FATORES QUE INTERFEREM NA GERMINACAO DE SEMENTES

Num sentido amplo, a palavra germinagao refere-se ao conjunto de processos associados
a fase inicial do desenvolvimento de uma estrutura reprodutiva, seja uma semente, eSporo ou
gema. Porém, de maneira tradicional, este conceito ¢ aplicado ao crescimento do embrido
(particularmente do eixo radicular) em sementes maduras de espermatdfitas (CARDOSO,
2004).

A germinacao “stricto sensu’” ndo inclui o crescimento de plantulas, a qual comega apds
a germinagdo ser concluida (BEWLEY et al., 2013). Entretanto em tecnologia de sementes a
germina¢do ¢ um atributo de qualidade fisioloégica das sementes, sendo definida como a
emergéncia ¢ o desenvolvimento das estruturas essenciais do embrido, manifestando sua
capacidade para dar origem a uma plantula normal, sob condi¢cdes ambientais favoraveis
(PESKE; BARROS, 2003).

A germinagdo comeca com a absor¢do de dgua pela semente (embebi¢do). A embebicao
ativa complexos processos metabolicos que devem permitir a recuperagao de danos estruturais
ocorridos na semente, durante o periodo de repouso, e conduzir ao crescimento e
desenvolvimento normal no embrido.

A embebi¢do das sementes ¢ um processo fisico, relacionado basicamente as
propriedades coloidais dos seus constituintes e as diferengas de potencial hidrico entre a
semente € o meio externo. No inicio da embebi¢do, o componente matricial da semente ¢ o
principal responsavel pelo movimento da agua, mas, com o aumento da disponibilidade de agua
livre e do metabolismo na semente, o componente osmdtico aumenta sua participagdo no
processo. Em plena disponibilidade de agua, a embebicdo apresenta, em muitos casos, uma
curva trifasica, onde na fase I, o teor de 4gua na semente aumenta rapidamente, seguido de uma
estabilizacdo na fase I, mantida até o inicio da germinagao visivel (protrusao da radicula), que
da inicio a fase III, havendo outro aumento no teor de 4gua, em decorréncia do crescimento do
embrido (BEWLEY et al., 2013)

Durante a fase I, as membranas sofrem a mudanga do estado gel (seca) para o estado
liquido-cristalino (hidratadas). Durante a reestruturacdo das membranas, a rapida entrada de
agua na fase I pode promover o vazamento de metabdlitos de baixo peso molecular e outros
solutos (BEWLEY et al., 2013)

Na fase I da germinagdo, ocorre a reativacdo das enzimas mitocondriais do ciclo de
Krebs e da fosforilagao oxidativa, bem como a sintese proteica a partir de substratos (enzimas,

RNALt, ribossomos, RNAm etc.) presentes na semente madura e reativados com a embebicao.
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Nessa fase, existe uma grande quantidade de RNAm conservado, porém apenas parte dele sera
transcrito e traduzido em proteinas. As reacdes da fase I sdo catalisadas por enzimas preservadas
na semente e ativadas pela hidratagdo. Na fase II, ocorre a ativagdo dos processos metabolicos
necessarios para o inicio do crescimento do embrido. A duracdo dessa fase e a quantidade de
agua na semente sdo dependentes do potencial de 4gua no meio, da temperatura e da presenga
ou nao de dorméncia. A sintese de DNA, divisdes mitdticas ¢ a mobilizagdo das substancias de
reserva ocorre apos o inicio do crescimento do embrido, na fase III (BEWLEY et al., 2013;
CARDOSO, 2004).

A germinacgdo das sementes pode ser influenciada por diversos fatores (morfologia,
viabilidade, dorméncia, luz, temperatura, potencial hidrico, substancias organicas e inorganicas,
fatores bioticos). Substancias organicas liberadas por material vegetal vivo ou morto podem
influenciar a germinagdo de sementes. A maior parte dessas substancias (alelopaticas) atuam
inibindo a germinagdo, embora outras possam promové-la, como o estrigol, substancia
encontrada no exsudado de raizes de Sorghum bicolor, que induz a germinagao da angiosperma
parasita, Striga asidatica (CARDOSO, 2004).

As substancias organicas (aleloquimicos) podem afetar estruturas citologicas e ultra-
estruturais, a concentracao e o balango hormonal, a permeabilidade de membranas, a absor¢ao
de minerais, o movimento dos estdmatos, a sintese de pigmentos, a fotossintese, a respiragao, a
sintese de proteinas, a atividade enzimatica, as relacdes hidricas, e alteragdes no DNA e RNA
(RIZVI et al., 1992). Esses processos constituem resultados da agao dos aleloquimicos, que
atuam diretamente, ou na sinalizacao de processos de degradacao celular, através da produgao
e acumulacdo de espécies reativas de oxigénio, resultando em estresse oxidativo celular
(BOGATEK; GNIAZDOWSKA, 2007; QIAN et al., 2009).

As enzimas superoxido-dismutase, peroxidase e catalase promovem a remocao de
radicais livres durante o processo de deterioragdo em sementes (MUNIZ et al., 2007). Neste
contexto, Singh et al. (2002) afirmam que lactonas sesquiterpénicas sdo capazes de inibir a
germinagdo e afetar proteinas hidrossoluveis, carboidratos e a atividade das enzimas alfa e beta
amilase. Samaj et al. (2004) e Cruz-Ortega et al. (2007) relatam que a a¢do de determinados
aleloquimicos aumenta a atividade de enzimas do metabolismo antioxidativo.

Substancias com efeito alelopatico podem influenciar na velocidade, porcentagem de
emergéncia de plantulas e no crescimento da planta. Testes de qualidade fisioldgica envolvendo
germinagdo, condutividade elétrica e analises bioquimicas, como solubilizacao, degradacao do

amido e atividade das enzimas hidrolases, podem fornecer parametros do vigor e viabilidade
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das sementes diante de agentes externos (NEVES; MORAES, 2005), como os compostos

alelopaticos de plantas.
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3 MATERIAL E METODOS

Obtencao das sementes: Foram utilizadas sementes de Bidens pilosa de duas populagdes
de plantas, coletadas em campo, em Santa Maria/RS (populagio SMA) e em Lages/SC
(populacdo LAG), retirando-se apenas as sementes maduras. As sementes foram
homogeneizadas manualmente e armazenadas em camara seca e fria (50+5% de umidade
relativa e 8+2°C). As sementes de Avena sativa foram adquiridas no comércio e armazenadas
em camara seca e fria (50+£5% de umidade relativa e 8+2°C) até o momento de utilizacao.

Obteng¢ao do material vegetal: As folhas de Lantana camara para o preparo dos extratos
foram obtidas no més de novembro, no municipio de Lages/SC, de plantas adultas em floragao
e sob condig¢des de campo, coletadas pela manha, lavadas com 4gua destilada e secas em estufa
de circulacdo de ar forcada por 72 horas, em temperatura de 40°C. As folhas secas foram
trituradas em liquidificador e armazenadas em camara seca e fria (50+5% de umidade relativa
e 8+£2°C).

Preparo do extrato: As folhas secas trituradas foram misturadas em agua destilada na
concentracdo de 10% (10g de p6/90mL de agua). O material vegetal permaneceu imerso em
agua, a temperatura de 25°C, por 24h, para extracdo dos principios ativos, sendo coado em
tecido de algodao e centrifugado. Os filtrados liquidos resultantes foram diluidos em 4gua nas
concentragdes 0; 1,25; 2,5; 3,75 e 5,0% (v/v) para B. pilosa ¢ 0; 2,5; 5; 7,5 ¢ 10% (v/v) para 4.
sativa, e utilizados nos tratamentos.

Viabilidade pelo teste de germinacao (G): conduzido em cinco repetigdes com cinco
amostras de 50 sementes (B. pilosa) e 25 sementes (4. sativa), semeadas em caixas de acrilico
(12x12cm), sobre trés folhas de papel germitest umedecidas na propor¢do de 2,5 vezes a massa
do papel seco, com as diferentes concentragdes de extrato. As caixas foram transferidos para
camara de germinacao tipo BOD a 25°C e 12 horas de fotoperiodo. Para avaliacao do efeito
alelopatico durante as fazes da germinacdo as sementes foram expostas, durante as fases I e II
da geminagdo, até o inicio da fase III da germinagao (protrusdo radicular) em 4gua destilada e
nas concentragdes do extrato aquoso. As sementes expostas em agua, durante as fases I e II,
foram mantidas e também transferidas para caixas de acrilico contendo as concentragdes do
extrato aquoso e as sementes expostas aos extratos, nas fases I e II, foram mantidas e também
transferidas para caixas de acrilico com agua. As avaliagdes foram efetuadas aos sete dias apds

a semeadura e os resultados expressos em porcentagem de plantulas normais, anormais € mortas

(BRASIL, 2009).
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indice de velocidade de germinagio (IVG): conduzido nas mesmas condi¢des do teste
de germinagdo. Obtido a partir de contagens a cada 12 horas das sementes germinadas
(protrusao radicular minima de 2 mm). As contagens foram realizadas até a obtencao do nimero
constante de sementes germinadas. O IVG foi calculado através da formula (SOUZA FILHO
et al., 2010):
IVG = Y [N1/1 + N2/2+ N3/3+...Nn/n]x 100

Onde N1, N2, N3 e Nn sdo a proporcao de sementes germinadas na primeira, segunda,
terceira e enésima contagem apos a semeadura nas caixas, respectivamente.

Vigor pela condutividade elétrica: conduzido em quatro repeti¢gdes com quatro amostras
de 100 sementes (B. pilosa), 50 sementes (4. sativa). As sementes tiveram sua massa
previamente aferida e foram submetidas a embebi¢do no extrato, nas diferentes concentragoes,
por 1 hora. Decorrido o tempo, foram lavadas com agua destilada, transferidas para recipientes
contendo 50mL de 4gua destilada e mantidas em BOD a temperatura de 20°C. A condutividade
elétrica foi determinada apds 3, 12 e 24 horas. Os resultados foram expressos em pS.cm.g™!
de sementes (VIEIRA; CARVALHO, 1994).

Vigor pelo crescimento inicial de plantulas: Conduzido nas mesmas condi¢des do teste
de germinagdo. Foram mensurados o comprimento (cm) do hipocoétilo/epicotilo e raiz e
presenca de raizes secundarias. Os resultados foram expressos em comprimento (cm) e
percentual de inibi¢do do crescimento em relagdo ao controle e percentual de presenca de raizes
secundarias (NAKAGAWA, 1999).

Efeito osmotico das concentragdes: conduzido nas mesmas condigcdoes do teste de
germinagdo utilizando-se agua, extrato aquoso das folhas na concentrag¢do de 5,0% e solugdo
de polietilenoglicol (PEG 6000) nas concentragdes de -0,2 e -0,4 Mpa. Foram verificados o
percentual de germinagdo, o indice de velocidade de germinag¢dao e o comprimento total das
plantulas.

Curva de embebicdo das sementes: conduzido para Avena sativa, em duas repeti¢oes
de 25 sementes para cada tempo mensurado, semeadas em caixas de acrilico (12x12cm), sobre
trés folhas de papel germitest umedecidas na propor¢do de 2,5 vezes a massa do papel seco,
com agua e as diferentes concentragdoes de extrato. As caixas foram transferidos para camara
de germinacao tipo BOD a 25°C e 12 horas de fotoperiodo. Em cada tempo, foi retirada duas
amostras de 5 g de sementes e levadas a estufa a 1050°C durante 24h para a determinacao da

umidade. Através da diferencga de umidade entre os tempos, obteve-se a curva de embebigao.
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Teor de H>0»: foi determinado durante a germinacao (24, 48, 72 e 120 h) para 4. sativa,
em 3 repeticdes, por meio de amostras de sementes (200 mg) maceradas em nitrogénio liquido
e homogeneizadas em 2 mL de &cido tricloroacético (TCA) a 0,1%. O homogenizado foi
centrifugado a 3600 rpm durante 15 minutos. Apds centrifugacdo, para quantificagdo do H,O»
utilizou-se 200 puL do sobrenadante acrescido de 800 pL de iodeto de potassio e 200 pL de
tampao fosfato (0,1M pH 7,5), que foram incubados no gelo por 1h, na sequencia as amostras
foram deixadas a temperatura ambiente por Smin e as leituras realizadas em espectrofotometro
UV/VIS Spectro800S a 390nm. Os resultados foram expressos em nmol.g"! de massa fresca
(ALEXIEVA el al., 2001).

Teor de Malondialdeido (MDA): foi determinado durante a germinacdo (24, 48, 72 e
120 h) para 4. sativa, em 3 repeti¢cdes, por meio de amostras de sementes (200 mg) maceradas
em nitrogénio liquido e homogeneizadas em 2 mL de acido tricloroacético (TCA) a 0,1%. O
homogenizado foi centrifugado a 3600 rpm durante 15°. Apds centrifugacao, para quantificacao
do MDA, 250 pL do sobrenadante acrescido de 1 mL de TCA (20%) + TBA (0,5%) foi
incubado em banho-maria (95°C) por 30 minutos, e a reacao interrompida em gelo por 10°.
ApoOs as amostras foram deixadas a temperatura ambiente por 10’ e as leituras realizadas em
espectrofotometro UV/VIS Spectro800S a 600 e 535nm. Os resultados foram expressos em
umol.g"!' de massa fresca (HEATH; PACKER, 1968).

Teor de Prolina: foi determinado durante a germinagdo (24, 48, 72 e 120 h) para 4.
sativa, em 3 repeti¢des, por meio de amostras de sementes (0,3 mg) maceradas em nitrogénio
liquido e homogeneizadas em 6 mL de 4cido sulfo-salicilico (3%). O homogenizado foi
centrifugado a 3600 rpm durante 30’. Apds centrifugagdo, para quantificagdo de Prolina, 2 mL
do sobrenadante acrescido de 2 mL de solucdo de ninidrina dcida e 2 mL de &cido acético glacial
foi incubado em banho-maria (100°C) por 60°, e a reacao interrompida em gelo por 10°. Apds
foi adicionado 2 mL de tolueno agitado vigorosamente e deixado em repouso por 20’
(temperatura ambiente) para separagdo de fases. As leituras da fase superior foram realizadas
em espectrofotdmetro UV/VIS Spectro800S a 520nm. Os resultados foram expressos em
pumol.g”! de massa fresca (BATES et al., 1973).

Teor de Compostos fenolicos: foi determinado durante a germinagao (24, 48, 72 ¢ 120
h) para A. sativa, em 3 repeti¢des, por meio de amostras de sementes (0,3 mg) maceradas em
nitrogénio liquido e homogeneizadas em 3 mL de metanol acidificado (0,1 ml 4acido cloridrico
+ 100 ml metanol - 80%) e no extrato aquoso de folhas de L. camara (10% v/v), em 3 repeti¢des,
por meio de aliquotas de 3 mL. O macerado e o extrato foram incubados em banho-maria (55°C)

po 15° e apos centrifugado a 3600 rpm durante 30°. A reagdo foi iniciada com a adigdo de 100
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pL do sobrenadante em 700 pL de Folin-Ciocalteau (0,25 M) agitado e incubado no escuro por
3’. Ap6s foi adicionado 700 pL de NaxCOs3 (0,2 M) agitado e incubado no escuro por 30°. As
leituras foram realizadas em espectrofotdmetro UV/VIS Spectro800S a 725nm. Os resultados
foram expressos em mg GAE.g! de massa fresca (FOLIN; CIOCALTEU, 1927).

Teor de Flavonoides: foi determinado no extrato aquoso de folhas de L. camara (10%
v/v), em 3 repetigdes, pelo método colorimétrico de cloreto de aluminio (CHANG et al., 2002)
e solucdes padrao (0-1000 pg / mL de quercetina em 80% de metanol). Foram misturados 1 mL
do extrato com 0,5 mL de etanol a 95% (v / v), 0,1 mL de acetato de potassio 1M, 0,1 mL de
solu¢do de cloreto de aluminio (10% de AICl3) e 0,8 mL de agua destilada até um volume total
de 2,5 mL . A mistura foi agitada e incubada a temperatura ambiente durante 30 minutos. A
quercetina foi utilizada como padrao (y = 0.0006x- 0.0995, r2 = 0.80) para a quantificacao do
flavonodide total. As leituras foram realizadas em espectrofotometro UV/VIS Spectro800S. Os
resultados foram expressos em mg QE.mL™! de extrato. Os dados foram apresentados como
média aritmética + desvio padrao para trés repeticoes.

Determinacao de proteinas e extracao de enzimas: foram determinadas durante a
germinagdo (24, 48, 72 e 120 h) para A. sativa, a partir de amostras de matéria fresca de
plantulas maceradas em gral e pistilo com nitrogénio liquido, contendo polivinilpolipirrolidona
(PVPP) 20% e homogeneizados em 1,8 mL de tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,8)
contendo EDTA 0,1 mM e acido ascorbico 20 mM. O extrato foi centrifugado a 13.000 g por
20 minutos a 4 °C e o sobrenadante utilizado para mensurar a atividade enzimatica
(BRADFORD, 1976).

Determinacdo da atividade de Catalase (CAT — EC 1.11.1.6): realizada em 3 repeticdes,
utilizando 25 uL de extrato vegetal (proteina soliivel) extraidas de acordo com Azevedo et al.
(1998). O ensaio foi realizado a 25°C em uma solucao contendo 100 mL de tampao fosfato de
potassio 100 mM (pH 7.5) acrescida de 25 uL de H2O> (solugdo 25%). A reacao inicia-se pela
adi¢do de 25 ul de extrato vegetal e a atividade ¢ determinada monitorando-se a degradacao de
H>0, a 240 nm (pico de absor¢do do H>0») durante o periodo de 1 minuto e dosagem continua
em intervalos de 1segundo em temperatura ambiente, em cubetas de quartzo. Os resultados
foram expressos em umol.min"'.mg prot”! (AEBI, 1983).

Determinacdo da atividade de Ascorbato peroxidase (APX — EC 1.11.1.11):
determinada por metodologia proposta por Nakano e Asada (1981) pelo monitoramento da taxa
de oxidagio do ascorbato por 2 min a 290 nm (e =2.80 x 103 M ! cm™). O meio de reacdo foi
incubado a 30°C e composto por 13 mL de tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0), 2 mL
de acido ascorbico 0,5 mM e 2 ml de EDTA 1mM. A reacdo iniciou-se pela adi¢ao de 1780uL
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do meio de reacdo, seguida de 200 pL de H2O2 0,1mM e 20pL do extrato enzimatico. Os
resultados foram expressos em umol.min"!.mg prot' (NAKANO; ASADA, 1981).

Espectros eletronicos: Foram determinados no extrato aquoso de folhas de L. camara
(10% v/v), na regido do UV/Vis (200-500nm), registrados em um espectrofotometro UV/VIS
Spectro800S, utilizando-se uma cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 1,0 cm e na regido
de infravermelho (FT-IR), determinados nas folhas (pastilhamento em KBr) e no extrato aquoso
de folhas de L. camara (10% v/v)( precionado em cristal), em 5 repeticdes, ulilizando-se um
espectrometro IFS-55 (Modelo Opus v. 5.0, Bruker Biospin, Alemanha) com um detector
DTGS equipado com um acessorio de reflectiancia total de tamanho tnico de reflexdo dourada
(angulo de incidéncia 450). Os espectros foram gravados no modo de absorbancia entre 400 e
4000 Cm’!, com SCAN de 16 vezes e abertura de slit de 4,0 Cm™.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectometria de massas (HPLC-
MS): foi determinado em extrato hidroalcodlico de folhas de L. camara. No processo de
separa¢do cromatografica o cromatografo empregado foi um HPLC 1290 UHD — QtoF —
LC/MSMS (Agilent) cuja fase estacionaria empregada foi uma coluna Eclipse Plus C18 —
RRHO de 100mm x 2,1 com particulas de 1,8 um e a fase movel composta por acetonitrila (B)
e agua (A) acidificada com 0,1% de acido férmico nas anélises no modo de ionizac¢do positiva
ou 0,1% de formiato de amonio nas determina¢des no modo negativo em analises de 20 minutos
para cada injecdo. Para deteccdo dos compostos presentes na amostra, o detector foi
configurado no modo scan onde as amostras foram injetadas duas vezes, uma para o modo
positivo e outra no modo negativo, para a correta determinacao de compostos aceptores ou
doadores de protons, respectivamente, possibilitando a detec¢ao pela técnica espectrométrica
dos ions quasimolar formados a partir dos possiveis compostos presentes.

Analises estatisticas: Os ensaios foram conduzidos em delineamento inteiramente
casualisado. Todos os conjuntos de dados foram testados quanto a sua normalidade e
homogeneidade de variancias antes da analise de variancia conjunta pelo teste F e a comparagao
de médias pelo teste de Dunett, a 1 e 5% de probabilidade. As andlises foram realizadas

utilizando-se o software R (R Core Team, 2017).



52



53

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1  Bidens pilosa L. (PICAO PRETO)

O efeito inibitério do extrato aquoso de L. camara na germinabilidade e
desenvolvimento das plantulas de B. pilosa foi inferior ao efeito inibitorio apresentado pelas
solucdes de PEG a -0,2 e -0,4 MPa (Tabela 2), indicado que o efeito inibitorio do extrato foliar
de L. camara na germinacao, IVG e comprimento de plantulas ndo pode ser explicado por uma

limitag¢@o na disponibilidade de 4gua, mas sim por um efeito fitotéxico do extrato.

Tabela 2 - Comparativo do efeito das solugdes controle, polietilenoglicol e extrato aquoso de
folhas de L. camara na germinacio, IVG e comprimento de plantulas de B. pilosa'.

Solu¢io Germinacio (%) IVG Plantulas (cm)
0% (controle) 903 a 20,1*1,6 a 55%0,5a
Extrato (5,0%) 68°6b 11,5°09b 45%0,1b
PEG -0,2 (MPa) 56 *4 ¢ 52%1.2¢ 3,1703¢
PEG -0,4 (MPa) 0d 0d 0d

Notas: ! Populagio LAG. Dados representados pela média * Erro padrdo da média. Médias seguidas de mesma
letra do controle (0%) na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.
Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

A populagdo LAG apresentou resultado de geminacao das sementes, no tratamento 0%
(controle), muito superior (90°3%) ao da populagdo SMA (422%). A diferenga na germinagao
pode ser atribuida a diversidade genética das populagdo no desenvolvimento e na deterioragdo
das sementes (Figura 2).

A germinacdo das sementes de B. pilosa nao foi afetada pelas concentragdes do extrato
aquoso de folhas de L. camara quando expostas apenas durante a fase I da germinagao (Figura
2A). Entretanto observou-se prejuizo a germinacdo quando as sementes foram expostas ao
extrato apenas na fase III ou em todas as fases da germinag@o. A germinag¢ao foi reduzida para
7076 ¢ 68°6% na populagdo LAG e para 32*2 e 27*2% na populagdo SMA, quando expostas
apenas na fase III e para 6276 e 57°6% na populagdo LAG e para 32*2 e 26"2% na populagdo
SMA quando expostas em todas as fases, respectivamente para as concentragdes de 3,75 e 5%
do extrato (Figura 2A).

Observou-se que o principal prejuizo a germinacao foi devido a ocorréncia de plantulas
anormais, sendo raizes retorcidas a principal anomalia encontrada (Figura 7B). O percentual de
plantulas anormais foi significativamente maior que o controle, quando as sementes foram

expostas aos aleloquimicos apenas na fase IIl ou em todas as fases da germinacdo, nas
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concentragdes de 3,75 e 5,0% do extrato para a populagdo LAG e em todas as concentragdes
do extrato para a populacdo SMA (Figura 2B).

As auxinas sdo compostos caracterizados pela media¢do de respostas tropicas, como
dobrar-se em resposta a gravidade e a luz (BEWLEY et al., 2013). A presenca de elevado
numero de plantulas com geotropismo alterado (Figura 7B) pode ser devido a interférencias dos
fitoquimicos no metabolismo de auxinas.

Outros autores também relatam que extratos de L. camara afetaram negativamente a
geminagdo de sementes de diversas outras espécies (GORLA; PEREZ, 1997, HOSSAIN;
ALAM, 2010; HUSSAIN et al.,, 2011; KENANY; DARIER, 2013; MAITI et al., 2010;
MANOHAR et al., 2017; MISHRA; SINGH, 2010).

Mesmo nao atingindo niveis capazes de prejucar a germinacao das sementes (plantulas
anormais e sementes mortas), o extrato quando exposto as sementes durante as fases I e Il da
germinagdo provocou reducdo na velocidade de germinagdo. A velocidade de germinacao foi
reduzida significativamente em todas as concentragdes testadas em ambas as populagdes. O
IVG foi reduzido de 20,08 no tratamento controle, para 11,51 no tratamento 5,0% na populagao
LAG e de 15,02 no controle para 6,9 no tratamento 5,0% na populagdo SMA (Figura 3). A
reducdo na velocidade de germinagdo indica uma interferéncia dos metabolitos alelopaticos nos
processos fisioldgicos durante as fases I e Il da germinagdo. Nessa fases ocorre a reativacao das
enzimas mitocondriais do ciclo de Krebs ¢ da fosforilacdo oxidativa, bem como a sintese
proteica a partir de substratos (enzimas, RNAt, ribossomos, RNAm etc.) presentes na semente
madura (BEWLEY et al., 2013; CARDOSO, 2004).

Prejuizo a velocidade de germinacdo de sementes de B. pilosa também foi relatado por
Hoffmann et al. (2007) devido a acdo de extratos aquosos de Dieffenbachia picta Schott. Outros
autores apresentam que o extrato aquoso de folhas de L. camara também afetou a velocidade
de germinagdo de sementes de Lycopersicon esculentum e Cucumis sativus (GORLA; PEREZ,

1997).
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de L. camara no percentual de plantulas normais a), plantulas anormais b) e

Figura 2 - Efeito das concentragdes 0; 1,25; 2,5; 3,75 € 5,0% (v/v) do extrato aquoso de folhas
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Figura 3 - Efeito das concentragdes 0; 1,25; 2,5; 3,75 e 5,0% (v/v) do extrato aquoso de folhas
de L. camara no IVG de sementes de B. pilosa.

OoNOBZ N

Populagao

Notas: Médias diferem do controle pelo teste de Dunnett a (**) 1% ou (*) 5% de probabilidade. Dados
representados pela média * Erro padrdo da média.
Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

Com relagdo ao crescimento das plantulas de B. pilosa, o mesmo foi inibido pelo extrato
das folhas de L. camara, sendo o crescimento radicular o mais afetado quando comparado ao
hipocotilo (Figura 4).

Quando as sementes foram submetidas ao extrato nas fases I e II da germinagdo, o
crescimento do hipocotilo foi inibido na populagdo LAG e ndo foi inibido na populacdo SMA.
Nestas mesmas condi¢des o crescimento radicular foi afetado em ambas as populagdes (Figura
4A). Os danos fitotdxicos causados aos processos de reativacdo do metabolismo nas sementes
durante as primeiras fases da germinagao, assim como na velocidade de germinagao, também
promovem prejiuizos ao crescimento inicial das plantulas, possivelmente relacionado a sintese
de enzimas ligadas a mobilizacao de reservas.

Quando as sementes foram expostas ao extrato durante a fase III da germinagdo, as
concentragdes de 1,25; 2,5; 3,75 e 5,0% reduziram o tamanho das raizes, comparativamente ao
controle, em 49, 46, 51, e 44% na populacdo LAG e em 46, 36, 38 e 55% na populagdo SMA
respectivamente (Figura 4B). As sementes quando expostas ao extrato em todas as fases da
germinacao (fases I, II e III), apresentaram uma inibi¢do do crescimento de plantula a medida
que aumentou-se a concentragdo do extrato, tanto para o hipocotilo quanto raiz, em ambas as
populagdes testadas. Na concentracao de 5,0%, o hipocétilo e a radicula foram reduzidos em
26 e 45% na populagdo LAG e em 24 e 47% respectivamente na populagdo SMA (Figura 4C).

O crescimento das plantulas depende da divisdo celular, que quando inibida pela acao
de aleloquimicos, compromete seu desenvolvimento normal. Tais processos constituem

resultados da acdo dos aleloquimicos, que atuam diretamente, ou na sinalizacdo de processos
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de degradacao celular, por meio da producdo e acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
resultando em estresse oxidativo celular (BOGATEK; GNIAZDOWSKA, 2007; QIAN et al.,
2009). O efeito inibitorio sobre o alongamento das plantulas pode ser devido a interferéncias
no metabolismo hormonal. Bogatek e Gniazdowska (2007) relatam que aleloquimicos de
girassol induziram um desbalango hormonal entre ABA e Etileno em sementes de mostarda. O
acido ferulico, o 4cido p-cumdrico, o 4cido vanilico e a cumarina, conhecidos aleloquimicos,
inibem a sintese de giberelinas (MISHRA, 2015).

Os acidos vanilico e galico foram sugeridos por Moraes et al. (2010) como os
responsaveis pela reducdo da germinacdo e do crescimento de plantulas de B. pilosa,
submetidas ao extrato da parte aérea de mourisco (Fogopyrum esculentum Moench). Muitos
compostos fenolicos sdo capazes de provocar alteragdes no equilibrio hormonal da planta
receptora, que em certos casos levam a uma inibi¢ao do crescimento. O acido ferulico, o 4cido
p-cumadrico, o acido vanilico e a cumarina, conhecidos aleloquimicos e presentes nas folhas de
L. camara, que também inibem giberelina (MISHRA, 2015).

O extrato aquoso de L. camara também inibiu o alongamento de raizes e caules das
espécies de Brassica juncea, Raphanus sativus, Cucumis sativus, Cicer arietinum, Vigna mungo
e Vigna unguiculata (AHMED et al., 2007), Parthenium hyaterophorus (MISHRA; SINGH,
2010), Phalaris minor e Sorghum bicolor (KENANY; DARIER, 2013), Albizia lebbeck e
Dalbergia sissoo (MANOHAR et al., 2017).

Um dos indicadores do dano da membrana plasmatica ¢ a medida de vazamento
eletrolitico. Os resultados do teste de condutividade elétrica, nos tempos de 3, 12 e 24 horas,
mostraram efeito significativo no extravasamento de solutos das sementes, de ambas as
populacdes, quando expostas ao extrato em todas as concentragdes testadas. Quanto maior a
concentracao do extrato maior a condutividade elétrica (Figura 5). Estes resultados indicam um
dano, causado pelos aleloquimicos, ao sistema de reparo das membranas celulares durante a
embebicdo das sementes. Aleloquimicos podem danificar as membranas celulares através da
interagdo direta com um componente da membrana ou podem resultar em comprometimento de
alguns processos metabolicos necessarios para a manutencdo da funcdo da membrana
(BOGATEK; GNIAZDOWSKA, 2007). Autores relatam que aleloquimicos podem
rapidamente despolarizar a membrana celular, aumentando a permeabilidade e induzindo

peroxidagdo lipidica (ZENG et al., 2001; YU et al., 2003).
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Figura 4 - Efeito das concentragdes 1,25; 2,5; 3,75 e 5,0 % (v/v) do extrato aquoso de folhas de

L. camara no crescimento do hipocétilo (H) e raizes (R) de plantulas de B. pilosa,
avaliadas aos 7 dias apos germinagdo e submetidas ao extrato durante as fases [ e 11

a), [l b) e I, IT e III ¢) da germinagao (Continua).
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Figura 4 - Efeito das concentracdes 1,25; 2,5; 3,75 ¢ 5,0 % (v/v) do extrato aquoso de folhas de

L. camara no crescimento do hipocétilo (H) e raizes (R) de plantulas de B. pilosa,
avaliadas aos 7 dias apOs germinagdo e submetidas ao extrato durante as fases I e 11

a), [lIb)e [, T elllc) da germinacdao (Conclusio).
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Notas: Médias diferem do controle pelo teste de Dunnett a (**) 1% ou (*) 5% de probabilidade. Dados

representados pela média * Erro padrdo da média.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.
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Aumonde et al. (2013) também encontrou maior liberagdo de eletrolitos de sementes de
alface com a elevacdo da concentracdo do extrato aquoso de Philodendron bipinnatifidum. O
acido benzodico, metabolito encontrado em folhas de L. camara, tem um efeito nas membranas,
sendo capazes de provocar mudancas na polaridade que trariam alteracdes na estrutura e

permeabilidade (MISHRA, 2015; Yi et al., 2006).

Figura 5 - Efeito das concentracdes 0; 1,25; 2,5; 3,75 e 5,0% (v/v) do extrato aquoso de folhas
de L. camara no teste de condutividade elétrica de sementes das populagdes LAG e

SMA de B. pilosa.
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Notas: Médias diferem do controle pelo teste de Dunnett a (**) 1% ou (*) 5% de probabilidade.
Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

Observou-se nos resultados uma reducdo significativa em relagdo ao controle, da
presenca de raizes secundarias nas plantulas avaliadas, em todas as concentragdes testadas e em
ambas as populagdes (Figura 6 e 7A). Os resultados de presenca de raizes secundérias foram
31,6, 13,2, 8,4, 2,4 ¢ 2,4 para a populagao LAG e 12,4, 5,2, 2,8, 0 e 0,8 para a populacio SMA
respectivamente para os tratamentos 0; 1,25; 2,5; 5,5; 7,5 e 10% (v/v) do extrato. Ahmed et al.
(2007) também relata efeito inibitdrio no desenvolvimento de raizes secundarias de B. juncea,
R. sativus, C. sativus, C. arietinum, V. mungo e V. unguiculata expostas ao extrato aquoso de
L. camara durante a germinagdo das sementes. Caspersen et al. (1999) observou que o
metabolito secundario acido ferralico provocou a auséncia de pélos radiculares em plantulas de
alface.

As auxinas sdo compostos caracterizados, além da mediagdo de respostas tropicas, pela
sua atividade fisioldgica em promover o desenvolvimento de raizes laterais (BEWLEY et al.,

2013). A redugao ou auséncia de raizes secundarias nas plantulas expostas aos aleloquimicos,
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podem indicar alteragdes no metabolismo de auxinas provocados pelos compostos alelopaticos

presentes no extrato aquoso de folhas de L. camara.

Figura 6 - Efeito das concentracdes 0; 1,25; 2,5; 3,75 e 5,0% (v/v) do extrato aquoso de folhas
de L. camara no percentual de plantulas com raizes secundérias de B. pilosa.
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Notas: Médias diferem do controle pelo teste de Dunnett a (**) 1% ou (¥) 5% de probabilidade. Dados
representados pela média * Erro padrio da média.
Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

Os acidos benzodicos podem estar envolvidos no catabolismo de auxina. Em baixas
concentracgoes, o derivado de 4acido benzoico 3,4-dihidroxibenzéico (3,4-DHB), imita a auxina
estimulando a formagdo de calo, enquanto que concentracdes mais altas desta molécula
inibiram o crescimento radicular de tabaco (MUCCIARELLI et al., 2000). Devido a capacidade
da auxina de induzir a sintese de etileno nos tecidos radiculares, as concentragdes de auxina de
106 M e acima sao consideradas como inibidores do crescimento radicular (TAIZ; ZEIGER,
2013). O 3,4-DHB atuando como um analogo de auxina, podera estimular a sintese de etileno,
o que poderia explicar por que as maiores concentragdes dessa molécula inibem o crescimento
(WEIR et al., 2004).

As plantula submetidas ao extrato aquoso das folhas apresentaram descoloragao do
hipocotilo em relacdo as plantulas controle (Figura 7A e B). As antocianinas sdo pigmentos
dissolvidos em vacuolos dos tecidos epidérmicos com propriedades antioxidantes e os
carotendides também sdo pigmentos responsaveis pela extingdo do oxigénio singleto (KNOX;
DODGE, 1985). A auséncia de pigmentacdo no hipocétilo das plantulas expostas ao extrato de
L. camara pode indicar uma ac¢do de defesa aos agentes toxicos, onde as antocianinas e
carotendides atuaram como antioxidantes (ABE et al., 2007; LOPEZ AGUERO et al., 2006).

Outros autores também relatam a redug@o no contetido de pigmentos carotendides em plantulas
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expostas a extratos aleloquimicos (HUSSAIN et al., 2017; IBRAHIM et al., 2013; PANDEY et
al., 2005) indicando que estes podem estar envolvidos no processo de defesa das plantulas aos

compostos toxicos.

Figura 7 - Plantulas de B. pilosa submetidas ao controle a) e ao extrato aquoso de folhas de L.
camara (5% v/v) b). Presen¢a de raizes secundaria b) e de raizes retorcidas b).
Hipocétilo vermelho a) e descolorido b).
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

4.2  Avena sativa L. (AVEIA BRANCA)

Em plena disponibilidade de dgua, a embebicao apresenta, em muitos casos, uma curva
trifasica, onde na fase I, o teor de 4gua na semente aumenta rapidamente, seguido de uma
estabilizacdo na fase II, havendo outro aumento no teor de 4gua na fase III. Observou-se na
curva de embebicao o padrdo trifasico da germinacao de sementes para todos os tratamentos,
com uma rapida absor¢ao de dgua até 9 horas, uma fase de pouca absorcao de dgua entre 9 ¢ 36
horas, e uma retomada na velocidade de absor¢ao de agua apos 48 (Figura 8). Os resultados
indicam que o potencial osmotico das solugdes do extrato aquoso de folhas de L. camara nao

interferiu na absorcao de dgua das sementes.
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Figura 8 - Embebicao das sementes de 4. sativa submetidas as concentracdes de 0; 2,5; 5,0; 7,5
e 10% (v/v) do extrato aquoso de folhas de L. camara.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

A germinagao das sementes de A. sativa nao foi afetada pelas concentragdes do extrato
aquoso de folhas de L. camara quando expostas apenas durante a fase I e I da germinagao
(Figura 9A). Entretanto a germinagdo das sementes de 4. sativa, quando expostas ao extrato
apenas na fase III da germinagdo, foi afetada significativamente em todas as concentragdes do
extrato aquoso das folhas de L. camara (Figura 9A). A germinacdo foi reduzida, de 785 no
tratamento controle, para 541, 4312, 148 ¢ 6°6% respectivamente para as concentragdes 2,5;
5,0; 7,5 ¢ 10%.

As sementes de A. sativa, quando expostas ao extrato durante todas as fases da
germinagdo, também foram afetadas significativamente na germinagdo em todas as
concentracgoes do extrato aquoso das folhas de L. camara (Figura 9A). Neste tratamento, devido
ao maior tempo de exposi¢do ao extrato, observou-se um maior prejuizo a germinagdo das
sementes. A germinac¢do foi 100% reduzida, chegando a zero na concentragao de 10% (v/v) de
folhas de L. camara.

Observou-se que o principal prejuizo a germinacao foi devido a ocorréncia de plantulas
anormais, sendo raizes atrofiadas e necrosadas a principal anomalia encontrada (Figura 17B).
O percentual de plantulas anormais foi significativamente maior que o controle, quando as
sementes foram expostas aos aleloquimicos apenas na fase III, sendo 16, 40, 46, 79, e 90%, ou
em todas as fases da germinagdo, sendo 16, 47, 82, 87, e 89% respectivamente para TO, T2,5,
T5, T7,5 e T10 (Figura 9B). Segundo Ferreira e Aquila (2000), o crescimento da plantula ¢

mais sensivel aos aleloquimicos, devido as substancias alelopaticas provocarem a necrose da



64

radicula e induzem o aparecimento de plantulas anormais. O fitoquimico cumarina, presente
em extrato aquoso de folhas de L. camara (YI et al., 2006), causa necrose e inibi¢ado do

crescimento radicular (KUPIDLOWSKA et al., 1994).

Figura 9 - Efeito das concentragdes 0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10% (v/v) do extrato aquoso de folhas de
L. camara no percentual de plantulas normais a), anormais b) e sementes mortas c),
de sementes de A4. sativa.
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Notas: Médias diferem do controle pelo teste de Dunnett a (**) 1% ou (*) 5% de probabilidade. Dados
representados pela média * Erro padrdo da média.
Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

Outros autores também relatam que extratos de L. camara afetaram negativamente a
geminagdo de sementes de diversas outras espécies (GORLA; PEREZ, 1997; HOSSAIN;
ALAM, 2010; HUSSAIN et al., 2011; KENANY; DARIER, 2013; MAITI et al., 2010;
MANOHAR et al., 2017; MISHRA; SINGH, 2010,). Tucat et al. (2013) encontraram efeito
alelopatico de extratos aquosos de Baccharis ulicina sobre a germinagao de A4. sativa.

Mesmo nao atingindo niveis capazes de prejucar a germinacao das sementes (plantulas

anormais e sementes mortas), o extrato quando exposto as sementes durante as fases [ e Il da



65

germinagdo provocou reduc¢do na velocidade de germinagdo. A velocidade de germinacdo foi
reduzida significativamente em todas as concentracdes testadas em ambas as populagdes.

O IVG foi reduzido de 13,8°0,3 no tratamento controle, para 11,7°0,8, 10,5°0,5
9,1,73*0,3 8,4*0,2 nas concentragdes 2,5; 5,0; 7,5 e 10% respectivamente (Figura 10). O atraso
na emissdo da radicula pode estar relacionada a interferéncia dos aleloquimicos, presentes no
extrato, nos processos bioquimicos, como reativacdo das enzimas mitocondriais do ciclo de
Krebs e da fosforilagao oxidativa, bem como a sintese proteica a partir de substratos (enzimas,
RNALt, ribossomos, RNAm etc.), que ocorrem durante a fase I e II da germinacdo (BEWLEY
et al., 2013; CARDOSO, 2004). Outros autores apresentam que o extrato aquoso de folhas de
L. camara também afetou a velocidade de germinacao de sementes de Lycopersicon esculentum
e Cucumis sativus (GORLA; PEREZ, 1997). Aleloquimicos presentes em extratos de Baccharis
ulicina e Pinus taeda também reduziram significativamente a velocidade de germinagdo de

sementes de 4. sativa (TUCAT et al. 2013).

Figura 10 - Efeito das concentragdes 0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10% (v/v) do extrato aquoso de folhas de
L. camara no IVG de sementes de A. sativa.
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Notas: Médias diferem do controle pelo teste de Dunnett a (**) 1% ou (*) 5% de probabilidade. Dados
representados pela média * Erro padrdo da média.
Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

O crescimento das plantulas de A. sativa, quando as sementes foram submetidas aos
extratos apenas nas fases I e II da germinagdo afetou negativamente o desenvolvimento do
epicotilo, nao afetando o crescimento radicular. As concentragdes de 2,5 ¢ 5,0% inibiram o
crescimento do epicétilo em 18 e 16% respectivamente em relagdo ao controle (Figura 11A).

Entretanto, quando as sementes foram submetidas ao extrato apenas durante fase I11
da germinagdo, o crescimento radicular e da parte aerea foram afetados negativamente pelo

extrato aquoso das folhas de L. camara, sendo o crescimento do epicotilo o mais afetado. A



66

exposicao aos aleloquimicos apenas na fase III da germinagdo, para as concentragdes 2,5; 5,0;
7,5 e 10% respectivamente, reduziram o tamanho dos epicotilos, comparativamente ao
controle, em 57, 66, 84 ¢ 90% e das raizes em 28, 43, 57 e 62% (Figura 11B). As sementes
quando expostas ao extrato em todas as fases da germinagdo, também apresentaram inibicao
do crescimento de plantula, tanto para o epicétilo quanto radicula. A inibi¢ao de crescimento,
para as concentragdes 2,5; 5,0; 7,5 e 10% respectivamente, comparativamente ao controle, foi
de 57, 81, 89 e 99% para epicotilos e de 41, 58, 74 e 99% para raizes (Figura 11C).

O crescimento das plantulas depende da sintese de DNA, divisdes mitdticas e da
mobilizacdo das substancias de reserva das sementes (BEWLEY et al., 2013; CARDOSO,
2004), que quando inibida pela a¢do de aleloquimicos, compromete seu desenvolvimento
normal. Outros autores também correlacionaram uma redu¢do drastica do indice mitotico ao
efeito citotoxico nas células da ponta da raiz, com modificagdes morfoldgicas e necrose,
provocada pelos aleloquimicos presentes em extratos aquosos de Capparis spinosa L. € Cleome
arabica L. (LADHARI et al., 2014). Os compostos alelopaticos presentes no extrato aquoso de
L. camara também inibiram o alongamento de raizes e caules, durante a germinagdo, das
espécies de Phalaris minor € Sorghum bicolor (KENANY; DARIER, 2013).

Um dos indicadores do dano da membrana plasmatica ¢ a medida de vazamento
eletrolitico. Os resultados do teste de condutividade elétrica, nos tempos de 3, 12 e 24 horas,
mostraram efeito significativo no extravasamento de solutos das sementes quando expostas ao
extrato em todas as concentracoes testadas. Quanto maior a concentragao do extrato maior a
condutividade elétrica (Figura 12). Estes resultados indicam um dano ao sistema de reparo das
membranas celulares durante a embebi¢do das sementes, causado pelos aleloquimicos presentes
no extrato.

Estudos mostram que o aumento da vazao eletrolitica de raizes de Echinochloa crus-
galli sob o estresse de 6leo essencial de Cymbopogon citratus € resultado de dano a integridade
de membranas (POONPAIBOONPIPAT et al., 2013). Reigosa et al. (2001) relataram que o
estresse do acido hidroxamico, conhecido aleloquimico, aumentou significativamente o
vazamento de eletrélitos das raizes de alface apos 4 horas. Aumonde et al. (2013) também
encontrou maior liberacao de eletrolitos de sementes de alface com a elevacao da concentragao

do extrato aquoso de Philodendron bipinnatifidum.
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Figura 11 - Efeito das concentragdes 0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10% (v/v) do extrato aquoso de folhas de

L. camara na inibicdo de crescimento do epicotilo (E) e raizes (R) de plantulas de

A. sativa, submetidas ao extrato durante as fases [ e Il a), [l b) e I, IT e III ¢) da

germinagao.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.
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Aleloquimicos podem danificar as membranas celulares através da interagdo direta com
um componente da membrana ou podem resultar em comprometimento de alguns processos
metabolicos necessarios para a manutencdo da funcdo da membrana (BOGATEK;
GNIAZDOWSKA, 2007). Autores relatam que aleloquimicos podem rapidamente despolarizar
a membrana celular, aumentando a permeabilidade e induzindo peroxidacao lipidica (YU et al.,
2003; ZENG et al., 2001). A toxicidade de muitas quinonas e fenodis pode ser atribuida em
grande parte a formacdo de radicais de semiquinona que doam elétrons para o oxigénio
molecular, formando espécies reativas de oxigénio - ROS (HAMMOND-KOSAK; JONES,
1996; TESTA, 1995). Posteriormente, esses radicais podem afetar a permeabilidade da
membrana, causar danos ao DNA e proteinas e gerar moléculas de sinalizagdo de peroxidagao
lipidica (WEIER et al., 2004), resultando na formacdo de vdarios produtos, incluindo

malondialdeido (MDA) (MANESS et al., 1999).

Figura 12 - Efeito das concentracdes 0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10% (v/v) do extrato aquoso de folhas de
L. camara (v/v) no teste de condutividade elétrica de sementes de A. sativa.
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Notas: Médias diferem do controle pelo teste de Dunnett a (**) 1% ou (*) 5% de probabilidade. Dados
representados pela média * Erro padrdo da média.
Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

Os teores de MDA foram pouco maiores no tratamento T5 (2,070,1 umol.g™! e 2,2*0,3
pumol.g™!) que no controle (1,9*0,2 pmol.g™! e 2,070,1 umol.g") nos tempos de 24 e 48h de
germinagio, apresentando uma grande elevacdo, no tratamento T5 em 72h (3,0%0,1 umol.g) e
permanecendo alto as 120h (2,7°0,1 umol.g!) de exposi¢do ao extrato. Quando as sementes
foram retiradas do estresse nas 48h de germinagdo, observou-se 24h apos, no tempo de 72h,
uma reducio nos niveis de MDA (1,80,2 umol.g™!), e na situagdo oposta, quanto as sementes
foram expostas ao extrato nas 48h de germinacao, observou-se, 24h apos, uma grande elevagao

(3,6°0,1 umol.g™!) (Figura 13). Os teores elevados de MDA nas sementes expostas ao estresse
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demostram uma maior peroxida¢do lipidica, indicando que os aleloquimicos presentes no
extrato de L. camara provocaram elevado grau de estresse oxidativo.

Ladhari et al. (2014) relatam que os niveis de MDA também aumentaram em raizes e
folhas de alface apds o tratamento com extratos aquosos de C. spinosa e C. arabica. Os acidos
ferulicos e p-coumaricos aumentaram a peroxidagdo de lipidios nas raizes de milho, ervilha e
rabanete (GMEREK; POLITYCKA, 2011). A peroxidacao lipidica também foi observada em
soja submetida ao extrato fendlico de Brassica napuse (HADDADCHI; GERIVANI, 2009) e
em sementes de mostarda (Sinapis alba L.) submetidas ao extrato de Helianthus annuus L.

(ORACZ et al., 2007).

Figura 13 - Teores de malondialdeido (MDA) (umol.g! massa fresca) em sementes de A4. sativa
submetidas ao extrato de L. camara.
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Notas: Dados representados pela média * Erro padrio da média.
Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

Embora os aleloquimicos atuem como inibidores da germinacao das sementes, seu
modo de acdo muitas vezes ndo ¢ claro. O estresse oxidativo participa do fendmeno fitotdoxico
(BOGATEK; GNIAZDOWSKA, 2007; WEIR et al., 2004).

Condigdes fisiologicas de estresse, bem como a fotossintese e a respiragao, levam a
producao de espécies reativas de oxigé€nio (ROS), que sdo seqiiestrados por sistemas
antioxidantes, de natureza enzimatica e ndo enzimatica, confinados em diversos
compartimentos celulares nas plantas (APEL; HIRT, 2004). Mecanismos ndo enzimaticos
incluem a prolina, flavonoides e carotenoides. Por sua vez, mecanismos enzimaticos em plantas
incluem, entre outras enzimas, a superoxido dismutase — SOD, ascorbato peroxidase - APX e a
catalase - CAT. SOD atua como primeira linha de defesa, dismutando o ion superdéxido a

peréxido de hidrogénio (H202). APX e CAT subsequentemente detoxificam o peroxido de
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hidrogénio. O estresse oxidativo celular ¢ funcdo da quantidade de ROS, no entanto, o balango
de SOD, APX e CAT ¢ crucial a supressao do efeito toxico das ROS (APEL; HIRT, 2004).

Observou-se, nas 24 horas de germinagdo, o teor de H,O> de 148*4 nmol.g™! para o
controle e de 157°12 nmol.g"! para as sementes expostas ao extrato, com uma elevagio para
2006 e 2042 nmol.g!' de H>O, nas 48 horas respectivamente (Figura 14). Os resultados
mostraram que ndo houveram diferencas até 48 horas de germinagdo nos teores de H>O> nas
sementes de A. sativa expostas ou ndo aos aleloquimicos de L. camara. A elevagao no teor de
H>0> nas sementes em ambos os tratamentos pode ser explicada pelo fato de que nas sementes
ortodoxas, a embebi¢do (fase I da germinagdo) reativa a respiracdo mitocondrial, e esses
processos geraram um excesso de ROS (BAILLY et al., 2008; KRANNER et al., 2010).

Em 72 horas de germinagao, quando as sementes ja estavam na fase III, observou-se a
manutengdo do teor de H>O» nas sementes expostas ao extrato (200°5 nmol.g™!) e uma pequena
reducdo do contetdo nas sementes controle (182*3 nmol.g!). Niveis mais altos nas sementes
expostas ao extrato podem ser explicados pelo fato das mesmas permanecerem em estresse
durante o desenvolvimento das plantulas. Alguns estudos relataram que metabolitos
alelopaticos causaram acumulacao de H>O; em algumas plantas (MUTLU et al., 2011; ORACZ
etal.,2007; POLITYCKA, 1996; SINGH et al., 2006, 2009). Entretanto observou-se que ambos
os tratamentos das sementes que foram retiradas do estresse ou submetidas ao estresse apds 48
horas de germinagdo apresentaram uma grande redugdo do teor de H,O em 72 horas, 160711
nmol.g”!' e 153*7 nmol.g™! respectivamente. O teor de H2O> nas plantulas de 4. sativa em 120
horas de germinagio foi elevado para niveis de 25018 nmol.g™! (T0), 248*16 nmol.g™! (T5),
241*11 nmol.g™! (TO_5), 23821 nmol.g! (T5_0), semelhante para todos os tratamentos (Figura
14).

Bogatek e Gniazdowska (2007) relatam que aleloquimicos de girassol induziram um
desbalango hormonal entre ABA e Etileno em sementes de mostarda, provovado pelo acumulo
de H202 nas sementes. O efeito inibitdrio sobre o crescimento das plantulas de A. sativa (Figura
11) pode também ser devido a um desbalanco hormonal entre ABA e Etileno, sinalizada pelo
acumuo de H>O», provovado pelo efeito fitotoxico do extrato, nas 72 horas de germinagao
(Figura 14).

Em alguns casos, um aleloquimico pode estar diretamente envolvido na producdo de
ROS, enquanto que o aumento das enzimas oxidantes ¢ uma resposta secundaria ao aumento
dos radicais livres. Em outros casos, o alleloquimico pode inibir diretamente as enzimas
oxidantes por danos gerais na sintese de proteinas deixando a planta vulneravel ao dano

oxidativo (BAILS et al., 2003; MUSCOLO et al., 2001; WEIR et al., 2004).
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Figura 14 - Teores de H2O> (nmol.g! de massa fresca) em sementes de 4. sativa submetidas ao
extrato de L. camara.
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Os niveis da enzima catalase - CAT nas sementes expostas ao extrato de L. camara
apresentaram-se maiores que o controle apds 24h de germinacio, 14,3*1,6 umol.min!.mg prot-
1(T5) e 6,2%0,5 umol.min!.mg prot! (Controle), entretanto em 48h de germingio apresentaram-
se menores no tratamento T5 (31,571,6 umol.min"'.mg prot! ) que no controle (50,60,4
umol.min'.mg prot!) (Figura 15A). A elevacdo nos niveis de CAT até 48h, do tratamento
controle, pode ser explicada pelo acumulo de H>O» e outras ROS, possivelmente provocado
pela reativacao da respiragdo mitocondrial. Em 72h, observou-se também, quando as sementes
foram expostas ao extrato apds 48h de germinacdo (Tratamento 0 5), uma elevagdo nos niveis
de CAT apods 24h de exposicdo (72,82,8 umol.min"'.mg prot!) e uma reducdo no tempo
seguinte (46,2*1,4 umol.min"!.mg prot!). Em situacfio inversa, observando-se a capacidade de
recuperagao das plantulas apos o estresse, quando as sementes foram retiradas da exposicao ao
extrato (Tratamento 5 0), observa-se também uma elevagio (43,84,5 umol.min™'.mg prot™!),
porem menor que no tratamento 0_5, nos niveis de CAT em 72h, permanecendo semelhante no
tempo seguinte (48,9°8,6 umol.min!.mg prot™!) (Figura 15A).

Em 72h, na fase de desenvolvimento de plantulas, a atividade da enzima CAT
apresentou um declinio para o controle (33,5°1,4 umol.min!.mg prot), apresentando-se
semelhante ao tratamento T5, que manteve o mesmo nivel que em 48h (29,86,4 umol.min"'.mg
prot!). Em 120h a atividade de CAT também apresentou um declinio, sendo de 19,5%2,1
umol.min"!.mg prot! e 15,8*3,2 umol.min"!.mg prot! respectivamente para os tratamentos

controle e T5 (Figura 15A).
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Atividade mais alta de CAT, logo ap0s a exposi¢ao (24h), nos tratamentos expostos aos
aleloquimicos, ocorreram possivelmente devido a sinalizagdo pelo maior acumulo de ROS
provocado pelo extrato, e niveis menores que o controle apds 48h de exposi¢do, ocorreram
possivelmente pela acdo da enzima para neutralizagdo das ROS ou por reducdo na sintese de
proteinas. Oracz et al. (2007) relatam aumento da atividade de CAT em sementes de mostarda
(Sinapis alba L.) submetidas ao extrato de Helianthus annuus L. até 8 dias de germinagao.
Entretanto autores, como Pandey et al. (2005), relatam uma reducao na atividade da CAT em
plantas (Chara zeylanica ) submetidas ao extresse alelopatico (hidroquinona). Lin et al., (2000)
também relatam que extratos aquosos de arroz bloquearam a atividade de catalase em
Echinochloa crus-galli.

A atividade da enzima Ascorbato peroxidase (APX) apresentou-se semelhante entre o
controle (0,9*0,4 umol.min™!.mg prot') e as sementes expostas aos aleloquimicos (0,8*0,2
umol.min"!.mg prot™!) nas 24h de germinagdo. Observou-se uma grande elevagio na atividade
da APX nas sementes expostas ao estresse nas 48h (3,070,1 umol.min"'.mg prot!) e uma
reducio em 72h (1,7%0,5 umol.min!.mg prot™!) e 120h (0,9*0,1 umol.min"'.mg prot!) (Figura
15B). Niveis mais altos em 48 h ocorreram possivelmente devido a sinalizagdo pelo acumulo
de ROS provocado pelo extrato e niveis menores em 72 e 120h possivelmente pela acdo da
enzima para neutraliza¢do das ROS. Muscolo et al. (2001) relatam que compostos fendlicos tais
como o acido vanilico, p-cumarico e p-hidroxibenzoico foram capazes de inibir a atividade
enzimatica em plantulas. Essas substancias sao encontrados em folhas de L. camara (MISHRA,
2015; Yl et al., 2006).

O tratamento controle permaneceu com niveis baixos de atividade da enzima APX
(0,6°0,2 umol.min™'.mg prot™!) até 48h de germinacdo, tendo seus niveis elevados durante a fase
111 da germinacdo para 1,6*0,3 umol.min"!.mg prot! em 72h e 2,8*0,1 umol.min!.mg prot! em
120h (Figura 15B).

Do mesmo modo que no tratamento T5, em 72h, observou-se, quando as sementes foram
expostas ao extrato apos 48h de germinagdo (Tratamento 0 _5), uma elevagdo nos niveis de APX
apos exposi¢do aos aleloquimicos, sendo 1,0°0,1 umol.min'.mg prot! (72h) e 1,6*0,5
umol.min"!.mg prot! (120h). Em situagdio inversa, quando as sementes foram retiradas da
exposi¢do ao extrato (Tratamento 5 0), observa-se uma redugio na atividade de APX (1,070,2
umol.min"".mg prot!), 24h apés retiradas do estresse e uma elevacio apds este momento
(1,4%0,2 umol.min"!.mg prot!) em 120h (Figura 15B).

As sementes ortodoxas entram em quiescéncia sem conteido de APX, sendo o ciclo

ascorbato-glutationa (via de Halliwel-Asada) ativado durante as fases II ou III da germinagao
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(HERNANDEZ-PEREZ et al., 2015). A APX ¢ uma das principais enzimas da via de Halliwel-
Asada. A ASC ¢ necessaria para a atividade de dioxigenases, que estdo envolvidas na sintese
de hormodnios como etileno, acido giberélico e abscisico acido, entre outros, que sao necessarios
para o ciclo celular e divisao celular em radiculas (NAMBARA; MARION-POLL, 2003). Os
baixos niveis de APX nas sementes expostas ao extrato de L. camara podem explicar o menor
desenvolvimento radicular das plantulas de A4. sativa (Figura 15B).

Hernandez-Pérez et al. (2015) também encontraram niveis de APX menores em
plantulas de Alvaradoa amorphoides submetidas a restricao hidrica e Pandey et al. (2005) relata
também que a hidroquinona reduziu a atividade da APX em plantas de C. zeylanica no tempo

72h, porém neste caso também foi menor em 24 e 48h.

Figura 15 - Atividade de Catalase (CAT) (umol.min"!.mg prot') a) e Ascorbato peroxidase
(APX) (umol.min"!.mg prot!) b) em sementes de A. sativa submetidas ao extrato
de L. camara.
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Notas: Dados representados pela média * Erro padrio da média.
Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

Observou-se no estudo uma elevacao nos niveis de prolina até 48h, tanto no estresse
(261%0,1 pmol.g!) como no controle (262%0,1 umol.g™!), entretanto os niveis permanecem altos,
262*0,1 pmol.g! em 72h e 261%0,1 pmol.g™! em 120h e reduzem-se no tratamento controle para
124*2,4 pmol.g™! em 72h e 960,1 pmol.g™! em 120h (Figura 16A). De acordo com Singh e Rao
(2003), a prolina protege as proteinas da desnaturacdo, o que pode explicar a elevacao e
manutencdo de teores elevados nas plantulas submetidas ao estresse, como tentativa de defesa
das plantulas ao dano aleloquimico. O aumento do contetido de prolina também foi registrado
em Triticum turgidum e em Pisium sativum em resposta a aplicacdo do fitoquimico, relatado
presente em folhas de L. camara (Tabelal), cuamarina (ABENAVOLI et al., 2006), em Tagetes

erecta sob tratamento com lixiviados de Jatropha curcas (WANG et al., 2009) e em folhas de
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trigo com extrato aquoso de folhas de milho (IBRAHIM et al., 2013). Mais recentemente
Ladhari et al. (2014) também observaram acumulacdo do nivel de prolina em folhas de alface
em resposta ao extrato metandlico de Cleome arabica, entretanto, nas raizes, essa acumulagao
foi reduzida.

O contetdo de compostos fendlicos nas sementes de A. sativa apresentaram uma
reducdo ao longo da geminacdo no tratamento controle e no tratamento exposto ao extrato (T5),
entretanto o contetido de fenolicos apresentou-se mais elevado no tratamento TS5 nos tempo de
48, 72 e 120h. Em 24h o conteudo de fenolicos foi de 49,5°1,2 mg GAE.g'e 47,50,5 mg
GAE.g! e em 120h de 36,170,2 mg GAE.g"' e 39,3"0,4 mg GAE.g"' respectivamente para o
controle e T5. Observou-se também uma redugdo, nos tempo de 72 e 120h, no conteudo de
fenolicos nas sementes que foram retiradas do estresse (Tratamento 5 0) e expostas ao extresse
(Tratamento 0_5) apds 48h de germinag¢do. Em 72h o contetido de fenolicos foi de 48,30,8 mg
GAE.g'e 43,9°1,6 mg GAE.g"' e em 120h de 43,9%0,7 mg GAE.g' e 42,9*1,0 mg GAE.g"!
respectivamente para tratamento 5_0 e tratamento 0_5 (Figura 16B).

Djanaguiraman et al. (2005), também relatam que os aleloquimicos aumentaram o teor
de fendlicos em sorgo e feijao, entretanto Ladhari et al. (2014) relatam uma elevagao em raizes
e uma reducdo em folhas de alface, e Pandey et al. (2005) uma redugdo em plantas de Chara
zeylanica. Compostos fendlicos sdo metabolitos que podem atuar como defesa ao estresse
fisiolégico e também como aleloquimico (TAIZ; ZEIGER, 2013), dependento de cada
composto, desta forma ¢ dificil afirmar que os compostos fendlicos encontrados durante a
germinagdo nas sementes de 4. sativa foram produzidos pelas sementes como forma de atenuar

0 estresse ou sdo oriundos do extrato de L. camara.

Figura 16 - Teores de Prolina (umol.g”! massa fresca) a) e Fenolicos (mg GAE.g!) b) em
sementes de A. sativa submetidas ac ~—trato de L. camara.
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Figura 17 - Plantulas de A. sativa no tratamento controle a) e submetidas ao extrato aquoso de
folhas de L. camara 5% (v/v) b).

a)

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

43  PERFIL FITOQUIMICO DO EXTRATO AQUOSO DE L. camara

O espectro eletronico de varredura, obtido na regido UV-Vis (200 a 500 nm), do extrato
aquoso das folhas de L camara (10% v/v), apresentou picos de absorbancia em 205, 215, 240,
285,305, 330 e 345 nm (Figura 18). Os compostos fendlicos exibem forte absorvancia na regiao
ultravioleta — UV (200 a 400 nm). Compostos fenolicos alelopaticos como o acido ferulico
exibe uma absorvancia maxima a 215 nm com absorvancias adicionais a 287 nm ¢ 312 nm, o
acido p-coumarico exibe uma absorvancia maxima a 286 nm com absorventes adicionais a 209
nm e 220 nm e a catequina e epicatequina absorvem fortemente a 280 nm (HOLSER, 2012).
A maioria dos flavon6ides mostra uma banda de absor¢do na regido de 210 a 290 nm e uma
segunda banda na regiao de 320 a 380 nm (BLOOR, 2001).

O resultados indicaram a presenca de compostos fenolicos e flavondides no extrato,
entretanto geralmente os espectros da regido UV-Vis ndo apresentam um numero suficiente de
estruturas finas que permitam identificar um analito de forma inequivoca. Assim dados
qualitativos da regido ultravioleta devem ser complementados com outras analises (HOLSER,

2012).
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Figura 18 - Espectros eletronicos de absor¢ao no UV-Vis (200-500 nm) do extrato aquoso de
folhas de L. camara 10% (v/v).
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

O extrato aquoso de folhas de L. camara apresentou teores de 336,8+6,2 mg GAE.ml’!
e 124+5,3 mg QE.ml"! para compostos fenélicos e flavonéides respectivamente. Outros autores
relatam a presencga de compostos fendlicos e flavondides em extrato metandlico de folhas de L.
camara (YADAV et al., 2017), entretanto em menor quantidade, 144.7+1.34 mg GAE.g-! e
12.44+2.85 mg QE.g ™! de extrato seco (BADGUJAR et al., 2017) e 40,85+ 0,01 mg GAE.g-'e
53,11£0,19 mg QE.g! de extrato seco (NAZ; BANO, 2013). Os resultados de quantificacio
confirmaram a presenca de compostos fenolicos e flavondides no extrato, indicado nos
espectros de UV-Vis e sinalizando a hip6tese de estarem nestes grupos quimicos as substancias
metabolicas causadoras da alelopatia na germinagdo de B. pilosa e A. sativa.

Os espectros de absor¢do na regido de infra vermelho FT-IR, reforcaram as evidéncias
da presenca de acidos fénolicos alelopaticos e trouxeram evidéncias da presenga de terpendides
alelopaticos nas folhas e extrato aquoso das folhas de L. camara.

Os espectros FT-IR das folhas apresentaram 12 picos de absorcao (Figura 19 A), onde
as bandas em 3396 e 3388 cm ! podem estar relacionadas ao alongamento de vibragdo de
grupos hidroxilicos, relacionados a ligagao intermolecular de OH em élcool (KUMAR et al.,
2015) e em 4cidos carboxilicos (OLIVEIRA et al., 2016). A banda 2927 cm ! encontrada esta
relacionada ao estiramento assimétrico de C-H de grupos -CH3 ou -CH> em &cidos corboxilicos
(LU; RASCO, 2012; OLIVEIRA et al., 2016) ou ligacdo intermolecular de OH em alcool
(KUMAR et al., 2015).

A banda encontrada em 1640 cm™ (Figura 16 A), pode ser devido a vibragdes de
alongamento de grupos C = C de aneis aromaticos de B-Pinene e f-Caryophylleno (OLIVEIRA
et al., 2016; SCHULZ; BARANSKA, 2007), vibra¢des de estiramento de grupos C=0O de
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cetonas ou alcenos conjugados (KUMAR et al., 2015) ou aminas e grupos carboxilicos,
vibragdo de flexdo assimétrica de N-H de aminas, vibragcdo de alongamento C=0O de acido
caféico, de lipidios ou de flavonodides (OLIVEIRA et al., 2016).

O derivado do acido salicilico, acido 2,4-dihydroxybenzoico apresenta vibragao do
grupo -OH na banda de 3374 cm™! e do grupo C=0 na banda de 1650 cm™! (TAKAC; TOPIC,
2004). O 4acido salicilico e seu derivado 2,4 dihidroxi estdo presentes em muitas plantas, tento
ambas as assinaturas sido encontradas nas folhas de L. camara.

A banda 1609 cm™! pode estar relacionada ao alongamento de grupos C=0O de cetonas
ou alcenos conjugados (KUMAR et al., 2015) ou vibragdo de grupos éster -COO™ (SCHULZ;
BARANSKA, 2007). A banda 1518 cm™! pode estar relacionada ao alongamento do grupo C=C
de aneis aromaticos de compostos fendlicos e flavonoides (OLIVEIRA et al., 2016). A banda
1444 cm™! est4 relacionada a vibragdo de grupos -CH> presente em B-Caryophylleno e 1419
cm! relacionada a vibragdo de alongamento de grupos -COO" (SCHULZ; BARANSKA, 2007).

A banda 1265 cm’ estaria relacionada a vibragdo do grupo C-O relacionados a
hidroxiflavonoides (OLIVEIRA et al., 2016), ou ao alongamento do grupo C-C-O de compostos
fenodlicos (SCHULZ; BARANSKA, 2007). A banda 1201 cm™! estaria relacionada a vibragio
C-0, C-O-H, deformacao C-O-C e alongamento C-C (LU; RASCO, 2012) e C-N de aminas
(KUMAR et al., 2015), sendo também relacionada ao alongamento do grupo C-C-O de
compostos fendlicos (SCHULZ; BARANSKA, 2007).

A banda 1154 cm! nio foi identificada, e a banda 1063 cm™! poderia estar relacionada
ao alongamento do grupo éster C-O (LU E RASCO, 2012; OLIVEIRA et al., 2016; SCHULZ;
BARANSKA, 2007), ao alongamento C-C (LU; RASCO, 2012; SCHULZ; BARANSKA,
2007) e a deformacao C-O-C (LU; RASCO, 2012) reacionada ao metabolito 1,8-Cineole
(OLIVEIRA et al., 2016).

Lantadene, metabolito secundério encontrado em folhas de L. camara, apresenta
vibracdo do grupo -OH na banda de 3448 cm’!, estiramento assimétrico de C-H de grupos -CHj
ou -CH> em 4cidos corboxilicos na banda 2921 cm™, vibragdo de grupos -CH> em 1455 cm’!
e alongamento do grupo C-C-O na banda 1303 cm™ (INGAWALE; GOSWAMI-GIRI, 2014).
Essas assinaturas vibracionais foram encontradas em folhas de L. camara, nas bandas 3396,
2927, 1444 e 1265 cm’!, evidénciando a presenca de Lantadene.

Nos espectros de folhas de L. camara, foram encontradas varias bandas relacionadas a
terpenos, compostos fendlicos e flavonoides, estando algumas relacionadas a 1,8-Cineole, [3-
Pinene, B-Caryophylleno, lantadene, acido caféico e derivado do acido salicilico, compostos

relatados presentes em folhas de L. camara e também relatados com potencial alelopatico.
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Os espectros FT-IR do extrato aquoso de folhas de L. camara também apresentaram 12
picos de absorcdo (Figura 19 B). As bandas em 3902, 3853, 3541, 2621 e 1983 cm ™! ndio foram
identificadas.

A banda 1473 cm™! pode estar relacionada a deformagio de C-H em -CH» (LU; RASCO,
2012). A banda 1458 cm’! esta relacionada a vibragdo de C-H em -CHj3 e -CH; e vibragio C=C
de anéis aromaticos de flavonodides e compostos fenolicos (SCHULZ; BARANSKA, 2007;
OLIVEIRA et al., 2016). A banda 1436 cm™' esta relacionada a deformacio de -CH, (SCHULZ;
BARANSKA, 2007), presente em Lantadene na banda 1455 cm™.

As bandas 1395 e 1365 cm™' sdo relatadas como a vibragao simétrica de -CH3 (C=0) em
¢éster-COO™ (LU; RASCO, 2012; SCHULZ; BARANSKA, 2007) relacionada aos metabolitos
1,8-Cineole e B-Caryophylleno (OLIVEIRA et al., 2016).

As bandas 1004 ¢ 979 cm™! podem estar relacionadas a vibragio dos grupos C-O e C-O-
H, ao alongamento C-C e a deformagdo C-O-C (LU; RASCO, 2012), esta ultima presente na
molécula de 1,8-Cineole (OLIVEIRA et al., 2016) e Lantadene (INGAWALE; GOSWAMI-
GIRI, 2014).

No espectro do extrato aquoso de folhas de L. camara, também foram encontradas
bandas relacionadas a terpenos, compostos fendlicos e flavonoides, possivelmente relacionadas
a 1,8-Cineole, B-Caryophylleno e Lantadene.

Os possiveis compostos encontrados no extrato hidroalcoolico de L. camara pela técnica
espectrométrica (HPLC/MSMS(QTof)) no modo positivo, foram camaraside, camaroside e
acido salicilico (Tabela 4). Yi et al. (2006) relatam que o polifenol acido salicilico presente no
extrato de folhas de L. camara causou forte inibigdo no crescimento ¢ desenvolvimento de
Eichhornia crassipes. O efeito alelopatico do acido salicilico ¢ atribuido a inibi¢do da absor¢ao
de K+ e a despolarizagdo da menbrana das células de raizes (GLASS;DUNLOP, 1974;
HARPER; BALKE, 1981; YADAV; TRIPATHI, 2003). O composto camaraside foi relatado
presente em L. camara por Wahab (2004), entrtanto ndo foi relacionado com -efeitos

alelopaticos. Também ndo foram encontrados relatos de alelopatia causado por camaroside.
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Figura 19 - Espectros de absor¢ao FT-IR de folhas a) e extrato aquoso 10% (v/v) b) de L.
camara.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

Os possiveis compostos encontrados no extrato hidroalcodlico de L. camara pela técnica
espectrométrica (HPLC/MSMS(QTof)) no modo negativo foram isoverbascoside, lantanaside
e verbascoside com massa molar idéntica de 623 e férmula molecular de Cz9 Hzgs O15. Outro
grupo de moléculas de massa molar 554 idéntica foram landene A, landene D e Acido 22 p—
Hidroxi-3- oxoolean-12-en-28-oic, que apresentaram espectro de massas de m/z proxima a

553,39 e formula molecular de C3s Hss Os (Tabela 4).
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Isoverbascoside, lantanaside e verbascoside ja foram relatados presentes em folhas de
L. camara (GHISALBERTI, 2000; HERBERT et al., 1991; SOUZA; COSTA, 2012),
entretanto nenhum deles relatado com atividade alelopatica no desenvolvimento de plantas.
Verbascoside ¢ relatado como inibidor da proteina quinase e processos antitumor (HERBERT
et al., 1991), também com atividade antibacteriana (PEREIRA et al., 2008). Ja Lantadene A,
além de atividade antioxidante, citotoxica, inseticida e toxicidade a animais por falha no figado
e outros 6rgaos (GHISALBERTTI, 2000; GRACE-LYNN et al., 2012; LITAUDON et al., 2009;
SOUZA; COSTA, 2012), apresenta capacidade de inibir o crescimento de plantas (KONG et
al., 2006).

Tabela 3 - Indicagao de compostos através da massa molecular detectada na analise do extrato
hidroalcoodlico das folhas de L. camara, empregando espectrometria de massa in
tandem QToF, modo scan e ionizagdo negativa e positiva.

Tempo de

retencdio (min) Massa (u) m/z (-H) Composto
0,659 138,0316 139,039 Acido salicilico
1,786 492,12691 4931351 Camaraside
2,148 476,13224 477,1405 Camaroside
Isoverbascoside
1,094 624,20614 623,1986 Lantanaside
Verbascoside
Landene A
4,786 554,39856 5533913 Landene D

Acido 22 - Hidroxi-3-
oxoolean-12-en-28-o0ic

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

Os resultados obtidos ndo podem ser conclusivos, mas podem nortear, quais compostos
podem estar presentes nos extratos testados. Os compostos identificados pela técnica
espectrométrica (HPLC/MSMS(QTof)) com efeito negativo no desenvolvimento de plantas ja
relatados foram 4cido salicilico e lantadene. O composto acido salicilico apresentou assinaturas
nos espectros FT-IR das folhas, entretando nao foi assinalado no extrato aquoso. Ja lantadene
apresentou assinaturas vibracionais nos espectros FT-IR das folhas e também do extrato aquoso.
Diante do exposto ¢ possivel inferir que lantadene pode ser o metabolito presente no extrato
aquoso de folhas de L. camara causador da alelopatia na germinagdo de B. pilosa e A. sativa.

Ensaios adicionais serdo necessarios para o isolamento e confirmc¢ao da atividade
alelopatica de lantadene presente no extrato aquoso de folhas de L. camara e seu efeito sobre o

processo germinativo das especies avaliadas.
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5 CONCLUSOES

As fitotoxinas causaram elevagdo na concentragdo de H»O», nos teores de prolina,
fendlicos ¢ MDA, ¢ alteragOes na atividade das enzimas antioxidantes catalase e ascorbato
peroxidase em A. sativa. Os resultados demonstram que, apesar da ativacdo do sistema
antioxidante pelas fitotoxinas, a acumulagdo de espécies reativas de oxigénio causaram danos
celulares, resultando na redu¢do da velocidade de germinacdo e crescimento das plantulas,
anormalidades no geotropismo e desenvolvimento radicular. A fase III da germinagao foi mais
sensivel aos efeitos alelopaticos do extrato em relacdo as fases I e II. Lantadene A e D foram

identificados como possiveis compostos responsaveis pelos efeitos fitotoxicos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados encontrados neste trabalho, confirmaram a possibilidade de exploragao da
bioatividade da planta L. camara para o desenvolvimento de novos produtos fitossanitarios no
controle de plantas daninhas.

A interferancia negativa no crescimento das plantas indica a possibilidade de utilizagao
do extrato aquoso das folhas de L. camara como redutor de crescimento das plantas daninhas
em fases iniciais de desenvolvimento, reduzindo sua capacidade de competi¢do com as espécies
de interesse econdmico. A reducdo do desenvolvimento e ndo a morte das plantas daninhas
também pode possibilitar a manutencdo do equilibrio ecologico, sem elevadas perdas de
produtividade da cultura em cultivo.

Estudos complementares como dose e formas de aplicagdo, bem como do efeito
alelopatico do extrato sobre as espécies de interesse economico serao necessarios, entretanto
caso os aleloquimicos presentes no extrato também causem efeito negativo no desenvolvimento
das espécies de interesse, uma hipdtese de sua utilizagdo € em jato dirigido nas entre linhas de
cultivo.

Os resultados encontrados no trabalho, bem como os resultados relatados por outros
autores indicam que uma agricultura mais sustentavel ¢ possivel, entretanto a manutengao de

linhas de pesquisa ¢ indispensavel para resultados praticos.
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