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RESUMO GERAL

Duranta erecta L. popularmente conhecida como Pingo-de-ouro, € cultivada em regides
tropicais e subtropicais. Possui porte arbustivo com caracteristicas lenhosas, atingindo até 4 m
de altura. Amplamente utilizada na implementacdo de projetos paisagisticos, urbanos e
residenciais, devido a sua resisténcia, rusticidez e excelente resposta a frequentes praticas de
poda de seus ramos, onde, devido ao estresse mecanico, a planta forma uma cobertura forte e
compacta. E conhecidamente rica em flavondides, saponinas, taninos, alcaloides e outras
substancias minoritarias, com potencial farmacolégico e alelopatico. Esse termo caracteriza-se
pela interacdo das plantas, microflora e/ou macrofauna associadas pela acdo de metabolitos
secundarios vegetais e microbianos, que podem afetar, estimulando ou inibindo, o0s
ecossistemas terrestres e aquaticos. Tais efeitos podem ser testados por meio de bioensaios
utilizando diversos parametros fisiologicos, morfoldgicos e citolégicos. Lactuca sativa L. é
amplamente utilizada como bioteste, apresentando caracteristicas favoraveis na avaliagdo de
substancias. Esta dissertacdo é apresentada em forma de capitulos, onde o capitulo 1 apresenta
uma breve revisdo sobre a caracterizacdo botanica de Duranta erecta L., 0s metabolitos
secundarios de D. erecta, a alelopatia como interacdo planta/planta, os mecanismos de agdo e
funcdo das substancias alelopéticas, a utilizacdo de aleloquimicos como bioherbicidas e os
bioensaios vegetais. O capitulo 2 apresenta-se em forma de artigos, formatados de acordo com
anormativa de cada revista, sendo composto de artigo I, Il e I11. No artigo | objetivou-se estudar
a influéncia da préatica da poda sobre o efeito fitotoxico de extratos aquosos e hidroetandlico de
folhas D. erecta sobre bioensaio de L. sativa. Sendo demonstrado que a citotoxicidade e
fitotoxicidade foram ampliadas em plantas que sofreram o estresse da poda. O artigo Il
apresenta o efeito da acdo fitotdxica de extrato foliar hidroetandlico de D. erecta sobre
parametros fisioldgicos e morfoldgicos de plantas de Solanum melongena L. onde se verificou
a reducdo acentuada na fotossintese liquida, na condutancia estomaética, na transpiragdo, no teor
relativo de clorofila, no comprimento de raiz e na massa seca. No artigo Il foi realizado o
fracionamento em solventes de diferentes polaridades a partir de extrato hidroetandlico de
folhas de D. erecta , avaliando a agéo fitotoxica e citotoxica em L. sativa. Investigou-se também
os produtos do metabolismo secundario presentes nas fraces e sua possivel relacdo com as

atividades observadas.

Palavras chave: Alelopatia. Fisiologia alelopatica. Bioensaio. Efeito alelopatico.
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ABSTRACT

Duranta erecta L. popularly known as Goldfinch, grown in tropical and subtropical regions. It
has bushy features with woody characteristics, reaching up to 4 m in height. Widely used in the
implementation of landscape, urban and residential projects, due to its rusticity and excellent
response to the four practical sessions of its branches, where, unlike the strategist, a platform
forms a strong and compact coverage. It is known rich in flavonoids, saponins, tannins,
alkaloids and other minor substances with pharmacological and allelopathic potential. This term
is characterized by the interaction of plants, microflora and / or macrofauna, by the action of
secondary plant and microbial metabolites, which can affect, stimulate or inhibit terrestrial and
aquatic ecosystems. Such effects can be tested by various physiological, morphological and
cytological bioassays. Lactuca sativa L. is widely used as fuel, presenting the favorable
characteristics in the evaluation of substances. This dissertation is associated with the chapters,
which the Chapter 1 presents with summary analysis in the development of botan of D. erecta
L., the secondary metabolism of D. erecta, allelopathy as interaction plant / plant allelopathic
substances, the use of allelochemicals as bioherbicides and plant bioassays. Chapter 2 is
presented as an article form, formatted according to the regulations of each journal, being
composed of articles I, 11 and I11. In the article | aimed to study the pruning practice on the
phytotoxic effect of aqueous and hydroethanolic extracts of D. erecta leaves on the bioassay of
L. sativa. Therefore, cytotoxicity and phytotoxicity were amplified in plants that underwent
pruning stress. Article 11 presents the effect of the phytotoxic action of D. erecta hydroethanolic
extract on the physiological and morphological parameters of Solanum melongena L. plants,
where there was a marked reduction in liquid photosynthesis, stomatal conductance and
transpiration, with no relative content of chlorophyll, root length and dry mass. In the article 111
the fractionation in solvents of different polarities from the hydroethanolic extract of leaves of
D. erecta was evaluated, evaluating the phytotoxic and cytotoxic action in L. sativa. The
secondary metabolism products present in the fractions and their relation to the observed

activities were also investigated.

Keywords: Allelopathy. Allelopathic physiology. Bioassay. Allelopathic — effect.
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1 INTRODUCAO

O termo alelopatia ganhou nos ultimos anos uma denominagdo mais ampla e completa
de sua interferéncia ambiental. A principio era descrita como “o efeito prejudicial de uma planta
sobre outra” (RICE, 1984), passando a ser denominada pela Sociedade Internacional de
Alelopatia como o impacto das plantas sobre as plantas vizinhas e/ou a sua microbiota associada
e/ou macrofauna, pela producdo de aleloquimicos que muitas vezes interferem inibindo o
crescimento das plantas, mas eles também podem estimular o mesmo. O campo da alelopatia
aborda pesquisas sobre os aleloquimicos que regulam essas interacBes, bem como 0s
organismos (incluindo micrébios e plantas) que produzem esses compostos, ou aqueles que
direta ou indiretamente sao afetados por essas associacdes. Portanto, o0 campo tem ampliado ao
longo dos anos e agora aborda a investigacdo tanto em ecossistemas terrestres (natural e
agricola) e aquaticos (fluviais e maritimas). Além disso, sdo abordadas pesquisas envolvendo
impactos do meio ambiente e da genética na producdo de aleloquimicos e o estudo de
metabolitos produzidos por meio da biossintese secundaria dos vegetais e microorganismos
(IAS, 2019).

Os aleloquimicos apresentam grande potencial para a utilizacdo direta como
bioherbicidas, no manejo integrado de plantas daninhas e na sintese de novos modelos
estruturais de herbicidas (HERNANDEZ-TERRONES et al., 2007). Esses compostos naturais
podem ser empregados para diminuir o impacto ambiental causado por herbicidas
convencionais (XUAN et al., 2005). Algumas classes de metabdlitos secundarios estdo
conhecidamente envolvidos em eventos alelopaticos, estando em destaque os acidos fendlicos,
cumarinas, terpendides, flavonodides, taninos e alcaldides, (RICE, 1984; SOARES;
RODRIGUES; LOPES, 2001; BORELLA; MARTINAZZO; AUMONDE, 2011).

Duranta erecta L., (Pingo-de-Ouro), apresenta na constituicdo de suas folhas
flavonoides, saponinas, taninos e alcaldides entre outras substancias minoritarias (OGBUAGU
et al., 2015; PURI, 2018), que conhecidamente podem ser fonte de aleloquimico de valor
comercial. A bioprospeccdo desses compostos pode ser realizada por meio de bioensaios
vegetais, que consistem na avaliagdo e monitoramento da germinacdo, crescimento inicial de
plantulas, alteracbes no DNA nuclear e na fisiologia de outras plantas alvo, especialmente da
alface (Lactuca sativa L. cv Baba de Verdo), que é uma espécie altamente sensivel a agentes
quimicos (DOS SANTOS et al., 2017; SIMOES et al., 2013).



Desse modo, 0 presente trabalho busca caracterizar meios de potencializar o efeito
alelopatico de D. erecta L., pela avaliacdo de plantas que passam por estresse de podas
constantes e a influéncia da utilizacdo de metodologias extrativas diferentes. Assim como lancar
luzes dos mecanismos de interferéncia sobre aspectos fisioldgicos e citogenotdxicos dos
bioensaios. Ainda, por meio do fracionamento do extrato mais efetivo e com o emprego de

ensaios biodirigidos serdo determinados possiveis compostos fitotdxicos.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1  CARACTERIZACAO BOTANICOS DE Duranta erecta L.

O género Duranta, descrito por Linnaeus (1753), pertence a familia Verbenaceae,
composta de ervas, arbustos ou arvores, compreendendo cerca de 100 géneros e 2.600 espécies.
Este género compreende cerca de 35 espécies com arbustos sempre-verdes espalhadas pelas

regides tropicais e subtropicais (PURI, 2018).

Duranta erecta L. (sin: D. repens L., D. plumieri Jacg.) popularmente conhecida como
Pingo-de-ouro e Goldendew drop (SIKARWAR et al., 2014), € nativa do México, América
Central, América do Sul, Argentina, Sul da Florida (possivelmente naturalizadas), Bermudas,
Bahamas e Antilhas. A espécie é amplamente cultivada em regides tropicais e subtropicais que
inclui Havai, Samoa Americana e Guam. Extensivamente cultivada em toda a India ao longo
dos rios, margens de corregos e encostas rochosas. Crescendo selvagemente principalmente em
area costeira seca perto do nivel do mar (100 m de altitude). (HARDIN; ARENA; DURHAM,
1969; TUR; BORELLA; PASTORINI, 2010)

De porte arbustivo possuindo caracteristicas lenhosas, atingindo até 1,5 m de altura. As
folhas sdo simples, opostas ou alternadas. As flores sdo pequenas, em sua maioria azul-parpura
ou de brécteas brancas, distribuidas em racemos terminais ou axilares. Pode ocorrer a presenga
de espinhos nos ramos. Seus frutos sdo drupéaceos, geralmente contendo 8 sementes,
completamente fechadas pelo célice persistente, sendo menos comumente capsulares ou
esquizocarpo. Os usos econdmicos incluem como fontes de madeiras, 6leos essenciais, chas,
ervas medicinais, frutas, gomas, taninos e plantas ornamentais (LORENZI, 2008; TAKATA;
SILVA; BARDIVIESSO, 2012).

Por ser considerada uma planta razoavelmente rastica, exige poucos cuidados no seu
cultivo e é de facil manutencéo, suportando exposicao a pleno sol, aos climas quentes e imidos,
além de ndo apresentar grandes exigéncias na adaptacdo e no cultivo (TUR; BORELLA;
PASTORINI, 2010). Seu cultivo no Brasil ¢ amplamente empregado em jardinagem residencial
e urbana, com grande capacidade de adaptacdo e facil manejo, apresentando rapido crescimento
com propagagdo por meio de estaquia no periodo de outono e inverno, outra de suas
caracteristicas marcantes ¢ sua abundante exibicdo floral violacea ou branca (PURI, 2018;
REZENDE; ZUFFELLATO-RIBAS; KOEHLER, 2014). Devido a sua excelente resisténcia é
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constantemente exposta ao estresse mecanico pela manutencdo frequente da poda de seus
ramos, tal pratica leva a planta a formar uma cobertura forte e compacta que € quase

impenetravel.

2.2  METABOLITOS SECUNDARIOS DE Duranta sp.

Os metabdlitos secundarios sdo constituidos geralmente de estruturas complexas,
possuindo baixo peso molecular e atividades biolégicas marcantes. Seu estudo pode ser
complexo, devido a variacGes temporais e espaciais no conteddo produzido e normalmente,
estdo presentes em baixas concentracdes e em determinados grupos de plantas (GOBBO-
NETO; LOPES, 2007; PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Tais metabolitos ja foram considerados por muito tempo como produtos residuais do
metabolismo primério, sem uma funcdo particular nas plantas. Porém, eles constituem uma
interface quimica entre as plantas e o ambiente circundante, estando intimamente ligados a
processos vitais para as plantas. Sao classificados quanto a estrutura quimica em: nitrogenados
(alcaloides, aminoécidos ndo proteicos e glicosideos cianogénicos), terpendides (6leos
essenciais, triterpenos, saponinas e glicosideos cardioativos) e fendlicos (ligninas, flavonoides
e taninos) (CORREA et al., 2008; TAIZ; ZEIGER, 2013).

Esses produtos representam vantagem adaptativa especificas para cada grupo de
plantas. Sua acdo esta relacionada aos mais diversos niveis de interacdo quimioecoldgica,
seja contra a acdo de microrganismos, virus, insetos, predadores ou na protecdo contra a
radiacdo. Promovem a atracdo de agentes polinizadores ou dispersores de sementes, contribui
para o balancgo hidrico das plantas e no armazenamento de nitrogénio. Funciona ainda como
compostos alelopaticos o qual ira interferir no ciclo de vida de outras plantas (KROYMANN,
2011; WINK, 2018)

Dentre as diferentes classes de metabolitos secundarios, as principais substancias
fitoquimicas ativas descritas em Duranta erecta L. sdo (Tabela 1) alcaloides (YOUSEF, F
WAHBA KHALII, S K, PAPPAS, [s.d.]), glicosideos flavonoides (IJAZ et al., 2010),
saponinas (AHMED et al., 2009; HIRADATE et al., 1999), esteroides (AHMAD et al., 1998),
taninos (AHMED, et al. 2009) e triterpenos (SINGH et al., 2016). Os outros constituintes ativos
séo Durantol (SINGH et al., 2016), scutellarein, pectolinaringenina (SUBRAMANIAN; NAIR,
1972), glicosidos de iridoid como repenosido (SALAMA et al., 1992; TAKEDA et al., 1995)

e cumarinolignoides como cleomiscosin e repeninas (AHMAD et al., 2009). Abou-Setta; Nazif;
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Shahat, (2007) relataram seis novos compostos isolados de Duranta repens, como B-sitoserol,
naringenina, acetdsido, lamiida, sacarose (a-glucopiranosil-p-fructopiranésido).

As pesquisas demonstram que o0 género Duranta spp. € uma promissora fonte de
quimioativos. Subsongsang e Jiraungkoorskul (2016), relatam as diferentes aplicacdes
farmacoldgicas de Duranta erecta como sendo: atividade antioxidante, atividade bactericida,
atividade antifingica, atividade antiviral, atividade antiparasitica, e propriedades inseticidas
(ABOU-SETTA; NAZIF; SHAHAT, 2007; NIKKON et al., 2008, 2009; 1JAZ et al., 2010;
KHAN et al., 2013; SIKARWAR et al., 2014; OGBUAGU et al., 2015; HEMAVATHY J,
2016; ROY et al., 2016; SHAHAT et al., 2005). Ha relatos que a toxicidade dos frutos de
Duranta spp. possa ter matado criangas, cdes e gatos, devido a sua larga utilizacdo em
jardinagem (SCANLAN, 2006).

Quadro 1 - Compostos bioativos isolados de Duranta erecta Linn.

(continua)

Classe Estrutura Nome Trivial Referéncia

Triterpeno B-Amyrin Nikkon et al.,
(2008)

Triterpeno 12-Oleanene 3p, 21p-diol Nikkon et al.,
(2008)

Glicosideo oH Acteoside Shahat et al.,

Feniletanoide Ho Icocwz@w (2005)

Iridoide Lamiide Shahat et al.,
COOH;
ﬁ\"“/% (2005)
Hom— l
Ho” H\(O
HO
r* OH o\
i

Fonte: Autor, 2019
(continua)
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Classe Estrutura Nome Trivial Referéncia
Iridoide COOCH; Lamiide Abou-Setta;
Nazif; Shahat
CH,OH
05@ (2007)
o OH
OH
Saponina Pseudo-ginsenoside-RT1 Shahat et al.,
(2005)
Esteroide N B-sitoserol Abou-Setta;
Nazif; Shahat
(2007)
Flavonoide Naringenin Abou-Setta;
Nazif; Shahat
(2007)
Sucrose (a-glucopyranosyl Abou-Setta;
(1-2) B fructopyranoside) Nazif; Shahat
(2007)
Raffinose (o- Abou-Setta;
galactopyranosyl (1—6) Nazif; Shahat
glucopyranosyl-(1—2) (2007)
fructopyranoside)
Cumarino Ahmad et al.,
lignoides (2009)

Fonte: Autor, 2019



14

(continua)
Classe Estrutura Nome Trivial Referéncia
Cumarino 1 - Repenina A Ahmad et al.,
lignoides 2 - Repenina B (2009)
3 - Repenina C
4 - Repenina D
5 - CleomiscosinaA
6 - Durantina A
Iridoid 1 - Duranterectosides A Takeda et al.,
Glucoside ” 2 - Duranterectosides B (1995)

3 - Duranterectosides C
4 - Durantoside |
5 - Durantoside Il
6 - Lamiidoside

7 - Lamiide

8 - Durantoside |11

9 - Duranterectosides D
10 - Lamalbide
11 - Lamalbide Hexaacetate

oMe 0

8 Meo—%;>/\)k
r! R?
9 COMe H
10 H H

11 COMe COMe

Fonte: Autor, 2019
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(continua)
Classe Estrutura Nome Trivial Referéncia
Iridoid adisol oH Verbascoside Takeda et al.,
Glucoside A ag—omen~{-on (1995)
trans-caffeoyl—0
\ on
HO (0]
kue \, 12
OH OH
Fitosterol Durantol Singh etal.,
(2016)
Saponina 1 - Durantanin | Hiradate et
2 - Durantanin 11 al., (1999)
3 - Durantanin I11
CH,OH
on A GHOH
o OH
1: R = a-L-Rha-(1—-3")-B-D-Api-(1—4)-a-L-Rha-(1—2)--L-Ara
2: R = a-L-Rha-(1—3)-B-D-Xyl-(1—4)-[3-D-Api-(1—3)]-a-L-Rha-(1—2)-B-L-Ara
3: R = a-L-Rha-(1—3)-B-D-Xyl-(1—4)- 0-L-Rha-(1—2)-B-L-Ara
4:R=H
Flavonoide 5 1 - 7-0O-a-d-glucopyranosyl- ljaz et al.,
o 3,4"-dihydroxy-3'-(4-
I . hydroxy-3-methylbutyl)-5,6- (2010)
s dimethoxyflavone
2 -7-0-a-
dglucopyranosyl(6"’-p-
f R R R o, _ ydroxcinnamoyl)-3,4'-
dihydroxy-3'-(4-hydroxy-3-
ToCoH oM HoH methylbutyl)-5,6-
2 CHs CHy H H dimethoxyflavone
7 M GHy OH, Ac 7 - 7-0-0-d-glucopyranosyl-
3,5-dihydroxy-3'-(4"-
acetoxy-3"-methylbutyl)-
6,4'-dimethoxyflavone
Flavonoide 3 - 3,7,4'-trihydroxy-3'-(4- ljaz et al.,
hydroxy-3-methylbutyl)-5,6- (2010)

CHy H CHg ¥

hac o CHe
CH3 H CHy " CHa
OH
Hz‘?)m,CHa

CHy H CHs CH;

dimethoxyflavone

4 - 3,7-dihydroxy-3'-(4-
hydroxy-3-methylbutyl)-
5,6,4'-trimethoxyflavone
5 - 5,7-dihydroxy-3'-(2-
hydroxy-3-methyl-3-

butenyl)-3,6,4'-
trimethoxyflavone

6 - 3,7-dihydroxy-3'-(2-
hydroxy-3-methyl-3-buten-
yl)-5,6,4'-trimethoxyflavone

Fonte:

Autor, 2019
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Assim, os compostos quimicos provenientes do metabolismo secundario descrito da
literatura com conhecido efeito alelopatico pertencem aos grupos dos &cidos fendlicos,
cumarinas, terpenoides, flavonoides, alcaldides, glicosideos cianogénicos, derivados do acido
benzoico, alcaloides, taninos e quinonas complexas (BORELLA; MARTINAZZO;
AUMONDE, 2011 PINA-RODRIGUES; LOPES, 2001; RICE, 1984; SOARES; VIEIRA,
2000). Hiradate et al., (1999) isolou trés novas saponinas triterpénicas e as identificou como
potenciais aleloquimicos em bioteste com Brassica juncea var. cernua. Ogbuagu et al., (2015)
quantificou em folhas de Duranta erecta a presenca de 0,85 mg de flavondides, 0,78 mg de
saponinas, 0,49 mg de taninos e 0,14 mg de alcaloides, para cada 100g de folha em extrato

metanélico.

Véarios desses compostos naturais podem servir como modelos potenciais no
desenvolvimento de agroquimicos (BARBOSA; PIVELLO; MEIRELLES, 2008; VYVYAN,
2002). Do ponto de vista genético, a biologia molecular (especialmente transgénicas), ou
mesmo a genética de melhoramento classica, podem acelerar o objetivo de aumentar a producéo
de aleloquimicos desejaveis pelas culturas. Estudos genéticos sdo extremamente Uteis para
entender melhor o verdadeiro papel dos aleloquimicos nas interagGes planta-planta e avaliar
suas limitagOes e efeitos no meio ambiente (TREZZIA et al., 2016; WINK, 2018).

2.3  ALELOPATIA: INTERACAO PLANTA/PLANTA

Devido a sua caracteristica séssil as plantas desenvolveram complexos mecanismos de
defesa que atuam como barreiras fisicas e quimicas. As defesas estruturais se caracterizam pela
presenca de ceras, cuticula, tricomas, parede celular espessa, actleos e espinhos, enquanto as
barreiras quimicas agem como substancias toxicas, repelentes, deterrentes e atrativas
(PASCHOLATI, 2006). Dentre as substancias quimicas encontram-se biomoléculas ativas,
usualmente chamadas de “aleloquimicos” que quando liberados no ambiente pelas plantas,
denominadas de alelopaticas, provocam interferéncia sobre o0 meio ambiente
(ALBUQUERQUE et al., 2011; SOUTO et al., 2015).

Embora esse termo tenha sido cunhado por Hans Molisch (1937), descrevendo “o efeito
prejudicial de uma planta sobre outra”, 0S primeiros escritos sobre o assunto séo atribuidos a
Teofrasto (300 aC), que notou a interferéncia nociva de plantas de repolho sobre uma videira,

sugerindo que tais observagcOes eram causadas por “odores” das plantas de repolho (RICE,
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1984). Atualmente o termo alelopatia refere-se ao impacto das plantas nas plantas vizinhas e/ou
da microflora e/ou macrofauna associadas pela producdo de aleloquimicos, metabolitos
produzidos por meio da biossintese de produtos secundarios vegetais e microbianos, que podem
afetar, estimulando ou inibindo, os ecossistemas terrestres (naturais e agricolas) e aquaticos
(marinhos e ribeirinhos) (FAR; BAGHERZADEH, 2018; IAS, 2019).

Todas as plantas sdo capazes de produzir metabdlitos secundarios, sendo encontrados
nas folhas, caules, raizes, rizomas, sementes, flores e até mesmo no polen (CHON; NELSON,
2010; FERREIRA; AQUILA, 2000). Sua concentracdo ndo € constante, podendo variar entre
diferentes espécies, nos diferentes 6rgdos da planta, e em plantas da mesma espécie de acordo
com o estadio de desenvolvimento, varia¢cdes sazonais e com o estresse bidtico e/ou abidtico
presente no tempo e espaco (ALBUQUERQUE et al., 2011; CHON; JENNINGS; NELSON,
2006).

As estratégias de liberacdo desses compostos para 0 ambiente variam de acordo com a
espécie. As principais vias conhecidas sdo: (1) exsudacdo e deposicdo na superficie da folha,
com subsequente lavagem pela chuva; (2) exsudacdo de compostos volateis de partes verdes
vivas da planta; (3) decomposicao de residuos de plantas (por exemplo, queda de serapilheira
ou raizes mortas); e (4) exsudacdo radicular (ALBUQUERQUE et al., 2011;
SCOGNAMIGLIO et al., 2013; RICE, 1984)

O estudo e a compreensdo da alelopatia desempenha um papel fundamental no meio
ambiente, contribuindo para o controle de ervas daninhas, na protecdo de cultivos e
restabelecimento das culturas. A implementacdo adequada do principio alelopatico pode
promover melhoras na produtividade das culturas através do controle ecolégico de ervas
daninhas, pragas, doengas, conservagdo de nitrogénio em terras cultivadas e especialmente na
sintese de novos agroquimicos. Baseados em produtos naturais, a sintese de novas estruturas
bioativas ganharam proeminente atencdo de cientistas envolvidos na pesquisa alelopética.
(CHON; NELSON, 2010).

2.4  MECANISMO DE ACAO E FUNCAO DAS SUBSTANCIAS ALELOPATICAS

Estudos dos efeitos dos aleloquimicos sobre a germinacdo e/ou desenvolvimento da
planta denotam manifestacdes secundarias de reacGes ocorridas a nivel molecular e celular
inicialmente. O modo de a¢do das substancias alelopaticas pode ser dividido em acdo direta e
indireta. A agdo direta ocorre quando os compostos se ligam as membranas da planta receptora

ou penetra nas suas celulas, interferindo diretamente no seu metabolismo. A agéo indireta inclui
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alteragcbes no microambiente do solo, modificando a biodisponibilidade de nutrientes e
influenciando a populagéo de microrganismos e suas atividades (FERREIRA; AQUILA, 2000;
XIE et al., 2010).

Os compostos alelopaticos podem afetar caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas seja
nos processos da germinagdo ou no crescimento e desenvolvimento das plantulas,
desencadeando uma diversidade de respostas na assimilacdo de nutrientes, fotossintese,
respiracdo, nas relacdes hidricas, abertura dos estdomatos e disponibilidade mineral. Tais
alteracdes podem ocorrer em diferentes niveis celulares, seja na divisao e alongamento ou nas
estruturas que controlam a permeabilidade das membranas, a sintese proteica, interacdo com
hormbnios, efeito sobre as enzimas, metabolismo respiratorio, fotossintese, absorcdo de
nutrientes, inibicdo da sintese de proteinas e mudancas no metabolismo lipidico (CORREA et
al., 2008; GATTI; PEREZ; LIMA, 2004; RICE, 1984; SCOGNAMIGLIO et al., 2013).

Em estudos laboratoriais, os efeitos provocados sobre a planta alvo podem ser
observados em parametros que avaliem o atraso ou a inibicdo completa da germinagédo de
sementes, na paralisacdo do crescimento, injdria do sistema radicular, necrose da radicula ou
até mesmo a auséncia de raizes devido a inibicao do ciclo celular. Também é verificado clorose,
murcha das folhas e a completa morte das plantas (CORREIA; CENTURION; ALVES, 2005;
SOUZA FILHO; GUILHON; SANTOS, 2010; TUR; BORELLA; PASTORINI, 2010). Essa
interacdo do alelogquimico com a planta alvo, quando observado em ambientes naturais,
resultam de uma interacdo complexa entre os fatores genéticos e ambientais (RODRIGUES et
al. 1999).

Entre os grupos de metabdlitos secundarios de compostos com potencial alelopatico ja
descritos, destacam-se os fendis, terpenos, poliacetilenos, acidos graxos, peptideos glicosideos,
taninos, alcaloides, cianogénicos, sesquiterpenos, flavondides, acidos fenolicos (FILHO et al.,
2013; REIGOSA et al., 2013).

Dentro do grande nimero de metabdlitos secundarios ja isolados e descritos na literatura
apenas uma pequena parte desses compostos tém seus modos de acdo identificados. Muitas
destas substancias operam por mecanismos que, de forma geral, envolvem a sintese de
aminodacidos (glutamina sintetase, aspartato aminotransferase, ornitina carbamiltransferase, 3-
cistationase), a sintese de pigmentos (ALA sintetase), as funcdes da membrana plasmatica (H+
-ATPase, NADH oxidase), a fotossintese (CF1 ATPase), a sintese de lipideos (AcetilCoA
transacilase, 3- oxoacil-ACP sintase, ceramida sintase) e a sintese de acidos nucléicos (RNA
polimerase, adenilsuccinatosintase, AMP desaminase) (VYVYAN, 2002).



19

2.5  UTILIZACAO DE ALELOQUIMICOS COMO BIOHERBICIDAS

Devido ao grande uso extensivo de herbicidas e por possuirem ciclos curtos, muitas
plantas daninhas tem desenvolvido resisténcia aos herbicidas comerciais utilizados em larga
escala e muitas vezes empregado de forma indevida (POWLES; YU, 2010).

Tais herbicidas provocam um estresse rapido e extremo nas plantas alvos e alguns
estudos ja mostraram que hd uma semelhanca entre os sitios e 0 mecanismo de acdo de
substancias quimicas isoladas a partir das plantas e de herbicidas sintéticos. Outra possibilidade
para utilizacdo de aleloquimicos é a existéncia de uma acdo oposta aos herbicidas
convencionais, ou seja, 0s sitios e 0os mecanismos de agdo sdo diferentes dos herbicidas
sintéticos o que pode ser usado na producéo de outras formas de combater as plantas daninhas
resistentes (SANTOS; REZENDE, 2008).

Os herbicidas atuais agem sobre a inibi¢do de transporte de elétrons para NADPH, na
producédo de ATP e no ciclo de reducdo de carbono, levando a deficiéncia de carboidratos e de
estresse oxidativo, além de inibir a fotossintese (POWLES; YU, 2010). Os aleloquimicos sdo
uma fonte potencial para modelos e novos tipos estruturais de herbicidas (HERNANDEZ-
TERRONES et al., 2007).

Esses herbicidas naturais sdo usados com a finalidade de diminuir o impacto ambiental
causado por herbicidas sintéticos nas areas agricolas (XUAN et al., 2005), especialmente no
cultivo organico. A producdo agricola tradicional com o uso de herbicidas sintéticos tem um
custo maior e aumentam os riscos de acimulo de residuos toxicos e distirbios do meio
ambiente. Os herbicidas provenientes de alelogquimicos tém como vantagens o tempo de meia
vida mais curto e geralmente nao sao considerados potencialmente téxicos (DUKE et al., 2000;
MATSUMOTO et al., 2010).

2.6 BIOENSAIOS VEGETAIS

Os bioensaios constituem um método para a medicdo da resposta de organismos
expostos a diferentes concentracfes de uma amostra, realizados em laboratorios sob condic¢des
especificas e controladas (R1ZZO, 2011). Os estudos de fitotoxicidade utilizam diversos
parametros com a finalidade de averiguar os efeitos toxicos das substancias testadas. Os
principais pardmetros avaliados s&o: taxa de germinacéo; indice de velocidade de germinag&o;

alongamento de raiz; biomassa fresca; biomassa seca; tempo médio de germinacédo; taxa de
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plantulas normais desenvolvidas; alongamento da parte aérea; alongamento do hipocdtilo;
namero de sementes mortas e sementes ndo germinadas; indice de velocidade de emergéncia;
percentagem de emergéncia; além de aspectos micromorfolédgicos de plantulas , indice de efeito
alelopatico (BORELLA; MARTINAZZO; AUMONDE, 2011; SIMOES et al., 2013).

Algumas plantas apresentam excelentes indicadores de efeitos citogenéticos e
mutagénicos, podendo ser usadas tanto em ambientes fechados (in door) quanto abertos (in
situ). Os bioensaios que utilizam os vegetais para testar e monitorar o grau de toxicidade de
agentes genotoxicos presentes no ambiente, sdo muito eficientes e apresentam alta
sensibilidade, podendo detectar agentes mesmo em baixas concentragdes (ALVES et al., 2003).
A literatura descreve que nos estudos sobre os efeitos de aleloquimicos podem ser utilizadas
como bioensaios as sementes nativas ou de espécies cultivadas, entre elas se destacam a alface
e a cebola (DOS SANTOS et al., 2017; FERREIRA; AQUILA, 2000; SIMOES et al., 2013).

A principal vantagem do uso de Lactuca sativa como planta alvo nos estudos
alelopéaticos reside na sensibilidade da espécie, mesmo em baixas concentracdes de
aleloguimicos e baixo custo de pesquisa. Além disso, a espécie apresenta outras peculiaridades
que favorecem sua utilizacdo como: a germinacdo rapida, em aproximadamente 24h; o
crescimento linear em ampla faixa de variacdo de pH; a baixa sensibilidade aos potenciais
osmoticos dos extratos; 0 pequeno nimero de cromossomos e a presenga de cromossomos
grandes, sendo as duas Ultimas caracteristicas facilitadoras para as analises citogenéticas (DOS
SANTOS, S. C. et al., 2017; RICE, 1984; SIMOES et al., 2013). Além disso Souza Filho;
Guilhon; Santos (2010) relatam que em bioensaios onde se avalia diferentes plantas alvo,
incluindo a L. sativa, observa-se que a tendéncia geral € de que os maiores efeitos inibitérios
sejam verificados sobre a alface.

Do ponto de vista da ecologia quimica, as publicacGes mais frequentes dizem respeito
a alelopatia, embora a maioria desses estudos tenha sido realizada em extratos e sua atividade
fitotoxica tenha sido testada na germinacéo e crescimento de espécies cultivadas, em condicdes
de laboratorio. Muitos autores como (CALLAWAY; INDERJIT, 2003; KAUR et al., 2009;
MEINERS et al., 2012; SOUZA FILHO; GUILHON; SANTOS, 2010), discutem que esses
ensaios ndo representam as condi¢Oes naturais presentes nos ecossistemas. Por exemplo,
algumas publicagbes mostraram que a microbiota pode alterar a atividade aleloquimica
(INDERJIT et al., 2008; KAUR et al., 2009). No entanto, os ensaios de fitotoxicidade podem
ser usados para biodirigir o isolamento e identificacdo dos compostos responsaveis pela
fitotoxicidade (INDERJIT; WESTON, 2000; MACIAS; CASTELLANO; MOLINILLO,

2000). Apds a identificacdo dessas substancias, elas podem ser utilizadas em estudos de campo,
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como na avaliacdo de sua concentracdo no solo, a interagdo com outras substancias e

microrganismos, seu modo de acdo e outros (NOVAES et al., 2013).



22

3 JUSTIFICATIVA

O potencial alelopatico de espécies desse género pode ser utilizado com diferentes
finalidades, dentre elas a busca por defensivos agricolas, diminuindo o uso de herbicidas
sintéticos, substituindo-os por processos naturais, manejo e controle das plantas daninhas por
meio de rotagdo de cultivos e com sistemas adequados de semeadura entre as espécies (SOUTO
et al., 2015). Além disso, ha atividades biologicas das substancias alelopaticas como a acéo
contra 0s microrganismos, virus, insetos e outros patdgenos ou predadores, seja inibindo a acdo
destes ou estimulando o crescimento e desenvolvimento da planta (FERREIRA; AQUILA,
2000).
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4 OBJETIVOS

A sessdo a seguir trata dos objetivos gerais e especificos deste trabalho.

4.1  Objetivos gerais

Realizar o estudo quimico e fitotdxico de extrato hidroetanolico de folhas fracionados
de Duranta erecta L. em bioensaio com Lactuca sativa L. e identificar os metabdlitos

secundarios com maior potencial aleloquimico.
4.2  Objetivos especificos

Obter extrato seco e suas particbes em diferentes polaridades de folhas de Duranta
erecta L.;

Realizar a triagem fitoquimica preliminar do extrato seco por meio de ensaios
qualitativos;

Realizar a anélise quimica do extrato seco e das fragdes por Cromatografia em Camada
Delgada (CCD);

Avaliar os efeitos fitotoxico e citogenotoxico das fraces de Duranta erecta L. na
germinacdo e crescimento inicial de Lactuca sativa L.
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Fitotoxicidade e citotoxicidade foliar de Duranta erecta

sob estresse de poda em bioensaio com Lactuca sativa.

leaf Phytotoxicity and cytotoxicity of Duranta erecta

under stress in bioassay with Lactuca sativa.

RESUMO - Durante o processo evolutivo, as plantas desenvolveram complexos mecanismos
de defesa, destacando a producdo de compostos aleloquimicos que variam na quantidade e
qualidade de acordo com diversos fatores. Assim, objetivou investigar o efeito fitotoxico e
citotoxico de extratos aquosos e hidroetanolicos das folhas de Duranta erecta L. sob diferentes
manejos, a saber, estresse de poda e sem poda em bioensaio com Lactuca sativa L.. Para
ambos 0s manejos, os extratos foram obtidos pelos métodos de decoccdo (aquoso) e
percolagdo exaustiva com etanol (50%) seguindo de liofilizagao. Os ensaios de fitotoxicidade
foram conduzidos por 7 dias em BOD (Demanda Biologica de Oxigénio) a 25 °C com
fotoperiodo de 12/12horas, sendo aplicado solucdes preparadas a partir dos liofilizados nas
concentragdes de 2,5; 5; 10; 20 e 40 mg.mL!. O bioensaio de citotoxicidade foi realizado nas
mesmas condi¢des e concentragdes, porém as pontas de raizes foram coletadas até as primeiras
72 horas, de acordo com o periodo de germinacao de cada tratamento, e as laminas foram
confeccionadas pelo método de esmagamento. Os dados coletados demonstram que, todos os
extratos de D. erecta possuem potencial alelopatico. A citotoxicidade foi acentuada inibindo
drasticamente o indice mitotico, porém estatisticamente igual entre os tratamentos. Para as
formas de extracdo observamos que o extrato aquoso foi mais efetivo na inibicdo da
germinagao final e indice de efeito alelopatico. Sendo assim concluimos que a pratica da poda
promoveu aumento no efeito fitotoxico de plantas de D. erecta, reduzindo todos os pardmetros
do bioensaio.

Palavras-chave: Pingo-de-ouro. Alelopatia. Bioensaios. Alface. Indice de efeito alelopatico.
ABSTRACT - During the evolutionary process the plants developed complex defense
mechanisms, highlighting the production of allelochemical compounds. They vary in quantity

and quality according to several factors. The objective of this study was to investigate the

! Trabalho de conclusdo de curso do primeiro autor, apresentado ao Curso de Biotecnologia —
Universidade Federal de Alfenas/fUNIFAL-MG, sendo parte da pesquisa realizada nesta Dissertacéo.
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phytotoxic effect of aqueous and hydroethanolic extracts of Duranta erecta L. leaves under
different management, namely, pruning stress and without pruning in bioassay with Lactuca
sativa L.. For both treatments extracts were obtained by decoction methods (aqueous) and
exhaustive percolation with ethanol (50%) followed by lyophilization. Phytotoxicity assays
were carried out for 7 days in BOD (Biological Oxygen Demand) at 25 © C with photoperiod
of 12/12 hours, and solutions were prepared from the freeze-dried solutions at concentrations
of 2.5; 5; 10; 20 and 40 mg.mL"!. The cytotoxicity bioassay was performed at the same
conditions and concentrations, but the root tips were collected up to the first 72 hours, according
to the germination period of each treatment, and the slides were made by the crushing method.
The collected data show that all extracts of D. erecta have allelopathic potential. The
cytotoxicity was accentuated drastically inhibiting the mitotic index, but statistically equal
between the treatments. For the extraction forms we observed that the aqueous extract was more
effective in inhibiting the final germination and allelopathic effect index. Therefore, the practice
of pruning promoted an increase in the phytotoxic effect of D. erecta plants, reducing all
bioassay parameters.

Key words: Golden Dewdrop. Allelopathy. Bioassays. Lettuce. Allelopathic effect index.

INTRODUCAO

O género Duranta spp., pertencente a familia Verbenaceae, compreende cerca de 35
espécies. Duranta erecta (sin D. repens L.), se destaca entre elas por suas caracteristicas
botanico-agrondmicas e adaptabilidade as condi¢des climaticas do Brasil (PURI, 2018;
SIKARWAR et al., 2014; TUR; BORELLA; PASTORINI, 2010)

Normalmente conhecida como Pingo-de-ouro, ¢ oriunda das florestas abertas nas indias
Ocidentais, da regifio norte do Paquistio e da América do Sul (AHMAD et al., 2009). E um
arbusto lenhoso cuja altura pode variar de 1,5 até 4m, suas folhas sdo amarelas douradas. A

espécie em questao ¢ amplamente utilizada em jardins e canteiros de vias urbanas, pelo fato de
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ndo possuir exigéncias com relagdo a sua adaptacdo e cultivo. Seu crescimento ¢ rapido e ¢
propagada principalmente por estaquias (TAKATA; SILVA; BARDIVIESSO, 2012).

Por ser amplamente utilizada em areas de jardinagem a espécie em questdo sofre
constantemente o processo de poda, estresse similar a herbivora. Normalmente, as plantas
apresentam sistemas de defesa quimica contra a herbivoria. As vias de produgdo do
metabolismo secundario podem ser estimuladas com incremento na producdo dessas
substancias de acordo com o estresse a qual ela esta submetida (KONG; HU; XU, 2002;
MEINERS et al., 2012).

As interagdes bioquimicas em plantas e entre elas ocorrem a partir da liberagdo no
ambiente de substincias que sdo produzidas via metabolismo secundario que podem
influenciar os aspectos ecologicos do local, sobre o crescimento e desenvolvimento de outras
plantas e organismos, num fendmeno conhecido como alelopatia (OLIVEIRA et al., 2013;
TREZZIA et al., 2016).

Os estudos sobre os efeitos alelopaticos ja sdo substanciais quanto aos aspectos
germinativos e de crescimento e desenvolvimento inicial de plantas-alvo, mas ainda
incipientes quando a tematica relacionada a agao fitotdxica sobre o comportamento do ciclo
celular e do complemento cromossdmico dos biotestes (MARASCHIN-SILVA; AQUILA,
2006; REIGOSA et al., 2013).

Compreender a interag¢do das plantas no meio ambiente, bem como a agao de compostos
por elas produzidos em bioensaios vegetais, pode subsidiar programas de controle de plantas
daninhas buscando obter produtos eficientes no controle e/ou eliminagdo de invasoras sem
causar grandes impactos ao ambiente (XIE et al., 2010).

O emprego do bioteste com Lactuca sativa (alface) especialmente a cultivar Baba de

Verdo, se demonstrou um modelo mais eficiente na avaliacdo do efeito alelopatico devido a
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sua sensibilidade a produtos quimicos em geral, seu rapido crescimento (DOS SANTOS et
al., 2017).

Os relatos sobre a agdo alelopatica de Duranta spp. ainda sdo incipientes na literatura,
em especial sobre os aspectos citogenéticos de organismos alvo submetidos a diferentes
aleloquimicos complexadas ou isoladas.

Assim, o presente trabalho, tem como objetivo analisar o efeito citogenototoxico de
extratos aquosos e hidroetandlico de folhas de Duranta erecta L. sob estresse mecanico (com
poda) e em cultivo livre (sem poda) sobre a fisiologia, ciclo celular de células meristematicas
de Lactuca sativa L (cv. Baba de Verao).

METERIAL E METODOS
Coleta e preparo das amostras

O material foi coletado na microrregido de Alfenas, sendo obtidos nas respectivas
coordenadas; populacdo 1 (com poda) S21° 25” 09.7” HO 45° 56’ 55.8”, populacdo 2 (sem
poda) S 21°30°22” HO 46° 11° 45.2”. Exsicatas dos espécimes coletados foram depositadas
no Herbario da Universidade Federal de Alfenas.

Ap0s a coleta, as folhas foram secas em estufa com circulag@o de ar a temperatura de
45°C até o peso constante. Em seguida foram trituradas em moinho de facas (Skymsen-
TAO04) e padronizado o tamanho das particulas pelo processo de agitador de tamises
eletromagnético (Bertel®).

O extrato aquoso foi obtido pelo método de decocgao a temperatura de 100°C em chapa
de aquecimento por 15 min. Ap6s repouso de 30min foi realizado a filtragem em papel filtro
até atingir a temperatura ambiente. O extrato hidroetanoélico (1:1) foi obtido pelo método de
percolacdo exaustiva descrito na farmacopeia brasileira (BRASIL, 2010).

Ambos os extratos foram concentrados em evaporador rotatério a 40°C sob pressao de

400 mmHg seguido de liofilizacdo (Liofilizador — Liotop L101) e armazenamento a -20°C.
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Os extratos secos por liofilizacdo foram solubilizados nas concentragdes de 2,5; 5; 10; 20 e
40 mg mL" para condugdo dos bioensaios vegetais.

A triagem fitoquimica preliminar foi realizada em triplicata por meio de reacdes
quimicas para identificagdo de alcaloides, antocianidinas, antraquinonas, compostos
fenolicos, cumarinas, esteroides e triterpenoides, flavonoides, heterosideos cardioativos,
polissacarideos, saponinas, taninos, terpenos (CARDOSO et al. 2009)

Ensaios de Fitotoxicidade

Os bioensaios foram conduzidos em placas de Petri 70 mm de didmetro contendo duas
folhas de papel Germitest® umedecidas com 3mL de solugdo, nas diferentes concentragdes
dos extratos (2,5; 5; 10; 20 ¢ 40 mg mL-1) e 4gua destilada foi usada como controle. Para cada
repeti¢do foi distribuido uniformemente 30 cipselas de Lactuca sativa L. cv. Baba de Verao
(ISLA PAK Sementes Ltda). As placas foram mantidas em cadmara de germinagdo do tipo
BOD - Demanda Bioldgica de Oxigénio (Ethiktechnology® 411FPD) — a 25°C, com
fotoperiodo de 12 horas. A porcentagem de Germinagao Inicial (%Gi) foi avaliada com 24hs
e a Germinagdo Final (%Gf) ao termino do experimento (7° dia) segundo adaptacdes de
(RIBEIRO et al., 2012). O Indice de Velocidade de Germinagdo (IVG) (CHIAPUSIO et al.,
1997) foi analisado de 4 em 4 horas, até completar 48hs e até o 7° dia com intervalos de 12
horas. A partir desses dados, em intervalos de 24 horas, foi calculado o indice de efeito
alelopatico (RI) (BORELLA; MARTINAZZO; AUMONDE, 2011; WILLIAMSON;
RICHARDSON, 1988) em intervalos de 24 horas utilizando-se das seguintes formulas:

0] RI=1—-C/T (T=C)ouRI=T/C—-1(T<C()

Onde: C = velocidade de germinacao do controle; T = velocidade de germinagdo do
tratamento.

Para a Velocidade de Germinagao (VG), usou-se:

(1) VG (%) =¥ (Gt/D)/%(Gc/D x 100)
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Onde: Gt = nimero de sementes germinadas diariamente do tratamento; Gc = nimero de
sementes germinadas diariamente do controle; D = niimero de dias correspondente

O alongamento de raiz (AR), comprimento de parte aérea (CPA) foram mensurados a

partir de 10 plantulas escolhidas aleatoriamente de cada repeti¢dao, medidas com paquimetro

digital (DIGIMESS® 150mm). Todo material vegetal foi posteriormente pesado, compondo

a biomassa fresca (BF), e levado a estufa com circulacdo de ar a 70°C até atingir peso

constante, compondo a biomassa seca (BS).

Ensaios de Citotoxicidade

Raizes de L. sativa expostas aos tratamentos descritos anteriormente foram coletadas,
fixadas em Carnoy 3:1 (&lcool etilico: acido acético P.A.) e armazenadas a -18 £ 1 °C. As
laminas foram confeccionadas pelo método de esmagamento (RODRIGUES et al., 2013). Para
determinagdo do indice mitético (IM) foram analisadas 1000 células por tratamento, sendo o
calculo realizado por meio da expressao:

(1) IM = (NCM/NTC) x 100
Onde: NCM = namero de células em mitose; NTC = ntimero total de células analisadas

Analise Estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) com quatro
tratamentos e seis concentragdes (4x6), com trés repeticdes de 30 sementes cada. As médias
foram submetidas a analise de variancia por meio do teste de Scott-Knott a 5% e posterior
analise de regressdo, com ajuste da curva de acordo com a significancia estatistica (p<0,05) dos
coeficientes do modelo. utilizando o programa Sisvar versao 5.4 (FERREIRA, 2014).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A triagem fitoquimica realizada (Tabela 1) mostra que para os extratos das plantas com
poda apenas os heterosideos cardioativos e as cumarinas se mostraram ausentes, ja nos extratos

das plantas sem poda, as antraquinonas e também os heterosideos cardioativos foram ausentes.



154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

39

Apesar de ambos os extratos apresentarem grande parte dos metabolitos avaliados,
sendo a maioria deles em comum, os testes realizados foram de carater qualitativo, ou seja,
indicando presenca ou auséncia. O estresse mecanico causado pela poda, pode gerar aumento

na produgdo desses compostos, potencializando o efeito alelopatico.

Teste Fitoquimico Com poda Sem poda

+

Compostos Fenolicos
Antraquinonas
Flavonoides
Antrocianinas
Taninos
Polissacarideos
Heterosideos Cardioativos
Saponinas
Alcaloides
Cumarinas
Terpenos

R L T
A+

+

Tabela 1. Analise fitoquimica dos extratos de Duranta erecta L., onde os resultados mostram a
presenga (+) ou auséncia (-) dos metabolitos.

O teste F da andlise de variancia revelou que os efeitos significativos entre as médias dos
tratamentos ocorreram nas varidveis germinacao inicial (Gi), germinagdo final (Gf), indice de
velocidade de germinagdo (IVG), indice de efeito alelopatico (RI), comprimento de parte aérea
(CPA), massa fresca (MF) e massa seca (MS) (Tabela 2).

As concentragdes utilizadas para todos os tratamentos foram significantes para
demonstrar o efeito inibitério de todos os parametros avaliados. Ja para a interagdo das
concentragcdes com os tratamentos nao houve significancia apenas para alongamento de raiz e
parte aérea.

Ao avaliar as médias dos tratamentos, observa-se para a Gi que plantas sob o estresse da
poda, independente da forma de extracao, apresentaram efeito inibitorio 35% superior a plantas
com crescimento livre. Destaca-se também os parametros de IVG e RI do manejo com poda

que demonstram inibicao superior a aproximadamente 21 e 66%. O método de extracao aquosa,
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173 nomanejo com poda, se mostrou superior em comparacao com a extracao hidroetandlica apenas
174  paraa Gfe o Rl em 3,5% e 11,4% respectivamente.
175 Tabela 2. Resumo da anélise de variancia e comparativo entre os tratamentos nas diferentes
176  formas de manejo (com e sem poda) de acordo com o método extrativo aquoso (Aq) e
177  hidroetandlico (HE) sobre bioensaio de Lactuca sativa L. cv. Baba de Verdo. Para os parametros
178  de (Gi) germinagao inicial com 24hs; (Gf) germinagao final com 168 horas; (IVG) indice de
179  velocidade de germinagdo; (RI) indice de efeito alelopatico; (AR) Alongamento de raiz (mm);
180  (CPA) comprimento da parte aérea (mm); (MF) massa fresca (mg); (MS) massa seca (mg);
181  (IM) indice mitotico. Letras iguais entre os tratamentos ndo diferem estatisticamente pelo teste
182  de Scott-Knott (p>0,05).
Tratamento Gi Gf IVG RI AR PA MF MS IM
Com Poda HE 5259¢ 9425b 4,88b -0,217b 5,63a 750b 177,06b 22,70b 754a
Com Poda Aq 55,74c¢  90,92c 4,75b -0,245 ¢ 481la 6,99b 18335b 24,17a 6,70a
Sem Poda HE 79,26a 97,41a 599a -0,084 a 6,06 a 7,26b  19342a 22222b 84la
Sem Poda Aq 71,29b 98,70a 596 a -0,095 a 6,49 a 8,64a 190,21a 24,25a 89la
Tratamento (T) 2894.1*  2174* 8,15* 0,12* 9,34ns 6,50* 957,8**  19,13* 17,1ns
Concentracdo (C)  13926,2* 573,8* 53,69* 0,43* 1018,8*  1154*  43553* 27,54*  1781*
TxC 683,9* 156,8* 0,91* 0,02* 6,15ns 2,69ns  1593,3* 4,64* 74,9*
CV% 13,34 4,24 8,09 -23,10 52,64 16226 9,09 3,52 50,1
Residuo 48 48 48 48 48 48 48 48 48
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184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

ns,Nao significativo a 5%, ** Significativo a 5%, * Significativo a 1% pelo teste F; C.V. (%) - Coeficiente de variacdo

Na Figura 1 observa-se o comportamento da germinacéo inicial (Gi) com 24 horas e a
germinacao final (Gf) com 168 horas apds exposicdo de sementes de L. sativa aos diferentes
tratamentos de extratos de D. erecta. Os efeitos fitotoxicos mais acentuados para a Gi (Figura
1A) foram causados por extratos de plantas com poda, atingindo inibicdo de 50% nas
concentracdes de 12 e 9 mg.ml? para extrato aquoso e hidroetandlico. Os mesmos extratos

inibem 100% da germinagcéo inicial respectivamente em 21 e 26 mg.ml ™.

O efeito inibitério sobre a Gf (Figura 1B) ndo se mostrou tdo efetivo, atingindo uma
concentracdo letal de 50% (CL50) apenas para os extratos de plantas com poda aquoso e
hidroetandlico nas concentragdes de 43 e 60 mg.ml™. O extrato aquoso e hidroetandlico de
plantas sem poda ndo apresentaram efeitos significativos de ordem linear, quadratica e cubica

entre as concentracfes. Periotto; Perez; Lima, (2004) utilizando extratos aquosos de caules e
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folhas de Andira humilis em bioensaio com Lactuca sativa L. Oliveira et al., (2013) verificou
que fitotoxidez L. sativa submetidas a diferentes concentragdes de extrato acetato-etilico de
folhas de Solanum cernuum foi menos pronunciada, ocorrendo reducdo de cerca de 10% na G
com extrato a 1.000 mg L, ja Bidens pilosa teve reducdo de 50% na G com uso de extrato a
200 mg L. Reducdo na G foi evidenciada por Hoffmann et al., (2007) em sementes de Lactuca

sativa e Bidens pilosa com extrato aquoso de Nerium oleander L.

Figura 1. Germinag&o inicial (Gi) e germinagéo final (Gf) de sementes de Lactuca sativa L.
submetidas a diferentes concentracdes de extrato aquoso e hidroetanolico de folhas de Duranta
erecta com e sem manejo de poda. (A) Gi com 24 horas (B) Gf com 168horas ap6s plotagem
do experimento.
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De acordo com a Tabela 3 podemos notar que os valores de pH variaram entre 5,2 € 5,6
estando estes valores dentro da faixa de ndo influencia para a germinagdo de sementes de L.
sativa, valores semelhantes foram encontrados por (EBERLEIN, 1987; GATTI; PEREZ;
LIMA, 2004; TUR; BORELLA; PASTORINI, 2010). Enquanto que o potencial osmético (PO)
variou entre -0,12 a -0,25 MPa. Segundo Gatti, Perez e Lima (2004), valores da osmolaridade
abaixo de -0,2 MPa nao afetam a germinacdo final de L. sativa, enquanto valores de -0,3MPa
permitem a germinacgao de 33% das sementes. Sendo que os extratos obtidos pelo processo de

extracdo hidroetanoloica apresentaram maior PO, demonstrando a maior capacidade extrativa
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desse processo, contudo a germinacdo final desses extratos foram superiores ao relatado por
Gatti, Perez e Lima (2004). Os mesmos autores relatam em seus resultados que os extratos de
Aristolochia esperanzae variaram de -0,13 a -0,23 MPa e consideraram que solugdes com
potenciais osmoticos proximos de -0,2 MPa ndo interfiram significativamente na germinacgao
das sementes de alface, assim o valor maximo do PO encontrado nesse trabalho encontrasse
dentro do limite de tolerancia.

Tabela 3. Caracteristicas fisico-quimicas dos extratos de folha de plantas com poda e sem poda
de Duranta erecta L. medidos na concentracio de 40mg.ml.

Extrato pH PO (Mpa)
Com poda hidroetandlico 5,2 -0,25
Com poda aquoso 5,37 -0,12
Sem poda hidroetandlico 5,35 -0,25
Sem poda aquoso 35,6 -0,17

PO, potencial osmotico
A maior inibi¢do da germinagdo foi encontrada para o extrato aquoso com poda, o qual

apresentou o menor PO (-0,12MPa), demonstrando assim que ndo houve interferéncia do pH e
do PO sobre a redugdo na velocidade e percentagem de germinacdo destas sementes (Figura 1
e ) e que tais efeitos tenham acontecido, principalmente, pela presenca de substincias com
atividade alelopatica.

A Figura 2 demonstra a diminui¢do na vigorosidade das sementes de L. sativa que
tiveram o indice de velocidade de germinagdao (IVG) significativamente afetada em todas as
concentracdes. Sendo que para o extrato aquoso de plantas sem poda essa redugdo ¢
significativa apenas a partir da concentracio de 5 mg.ml!' (P<0,05). Enquanto que para os
demais tratamentos a partir da menor concentracdo esse efeito ja € significativo. A maior
concentragdo causou atraso na germinacdo para todos os tratamentos das plantas com poda
aquoso (85%), com poda hidroetandlico (77%), sem poda aquoso (66%) e sem poda
hidroetanolico (52%) em relagéo ao controle. De forma semelhante Tur; Borella; Pastorini,
(2010) em seus experimentos verificaram que a concentragdo de extratos de folhas de Duranta
erecta diminuiram proporcionalmente o IVG das sementes de alface e sobre o tomate. Oliveira
et al., (2013) com o estudo de extrato com acetato-etilico de Solanum cernuum verificou para
sementes de alface e sorgo que, até a concentragio de 500 mg L' niio ocorrem variagdes

significativas, no entanto em picdo preto, o IVG ¢ reduzido a cerca de 50% com extrato a 145
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mg L', Muitas vezes o efeito alelopatico ndo se manifesta apenas sobre a porcentagem de
germinagdo, mas, se torna mais evidente sobre a velocidade de germinacao Gatti et al., (2007)
tal efeito se torna ainda mais notdvel sobre o indice de efeito alelopatico (Figura 3) e
alongamento de raiz (Figura 4).

Figura 2. indice de Velocidade de Germinagio (IVG) de sementes de Lactuca sativa L.

submetidas a diferentes concentracdes de extrato aquoso e hidroetanolico de folhas de Duranta
erecta com e sem manejo de poda.
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Para o indice alelopatico (RI) (Figura 3) os extratos das plantas sem poda demonstraram
atividade estimulatoria nas menores concentracdes, sendo iguais estatisticamente ao controle
(P<0,05). Assim para o extrato aquoso até a concentragio de 5 mg.ml! houve estimulo e para

o hidroetanélico apenas para a concentragio de 2,5 mg.ml™.

Os extratos da planta com poda, ja nas menores concentragdes, mostraram 0s menores
valores para RI, ou seja, maior potencial fitotoxico. A inibi¢cdo mais pronunciada foi observada
para extrato aquoso com poda chegando a 75% para concentragdo de 40mg.ml!. Essa mesma
concentragdo se mostrou 20% maior que o extrato hidroetandlico da mesma planta. Da mesma
forma foi encontrado efeito inibitorio sobre as sementes de rabanete, em todas as concentragdes

de extrato de Schinus molle (BORELLA; MARTINAZZO; AUMONDE, 2011). GAO et al.,
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(2009) demonstra que o mesmo extrato pode exercer estimulo e inibicdo de acordo com a

concentragdo e a planta alvo.

Figura 3. Indice de Efeito Alelopatico (R1) de sementes de Lactuca sativa L. submetidas a
diferentes concentracdes de extrato aquoso e hidroetandlico de folhas de Duranta erecta com e
sem manejo de poda.
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Para o Alongamento de raiz (AR), na Figura 4, nenhum dos modelos de regressao, seja
de ordem linear, quadratica e cubica aplicados foram representativos para a analise das
concentracdes. Sendo que todos os tratamentos ndo diferiram entre si (Tabela 2) nem as
concentragdes (2,5; 5; 10; 20 e 40 mg.ml 1) apresentaram resultados estatisticamente iguais.
Porém, todas essas concentracdes diferiram do controle (P<0,05). Assim, a partir da
concentracdo 2,5mg.ml* a diminuicio do AR foi da ordem de 90% para todos os extratos e a
40 mg.ml! foi de 95% também para todos os tratamentos. Hoffmann et al., (2007) afirma que
que o sistema radicular é mais sensivel a agdo dos aleloquimicos, pois seu alongamento depende
de divisoes celulares que, se inibidas comprometem o seu desenvolvimento normal. Fato esse
que corrobora com os dados verificados para o indice mitdtico na Figura 7. Outros experimentos
relatam que baixas concentragdes de extratos de raizes de plantas jovens de Eucalyptus grandis

exercem efeitos estimulatorios sobre a radicula de rabanete e feijao (ZHANG et al., 2010).
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Oliveira et al., (2013) relatou que o comprimento de raiz de L. sativa foi menos sensivel ao
extrato acetato-etilico de Solanum cernuum, enquanto Sorghum bicolor L. e Bidens pilosa L.

tiveram seu sistema radicular intensamente afetados nas em todas as concentragoes.

Figura 4. Alongamento de Raiz (AR) de sementes de Lactuca sativa L. submetidas a diferentes
concentracdes de extrato aquoso e hidroetandlico de folhas de Duranta erecta com e sem
manejo de poda.
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O comprimento de parte aérea (CPA) de L. sativa foi reduzido para todos os tratamentos
(Figura 5). Para plantas com poda, ambas formas de extracdo inibiram o crescimento a partir
da menor concentragdo. Destacando-se a concentragdo de 40 mg.ml, do extrato aquoso que
levou a inibicéo total da parte aérea. Enquanto que o extrato hidroetandlico a concentracdo de
40 mg.ml? reduziu a parte aérea em 75%. Comportamento semelhante foi verificado para as
plantas sem poda, onde todas as concentracdes diferem do controle, sendo a de 40 mg.ml™
possui inibi¢cdo mais evidente para extrato aquoso (57%) e hidroetandlico (71%). Esse baixo
desenvolvimento da parte aérea observado pode ser uma das consequéncias da peguena
formacdo do sistema radicular das plantulas, o que pode comprometer todo o resto do

desenvolvimento das pléantulas.
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Figura 5. Comprimento de Parte Aérea (CPA) de sementes de Lactuca sativa L. submetidas a
diferentes concentracdes de extrato aquoso e hidroetandlico de folhas de Duranta erecta com e
sem manejo de poda.
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A Figura 6 demonstra o comportamento da massa fresca e seca de plantulas de L. sativa.

Pode ser observado que a diminui¢do no peso acompanha o mesmo comportamento

concentragdo dependente, como observado para o CPA. Ja o AR por ndo possuir diferenga

significativa entre as concentragdes ndo influenciou muito na massa final das plantulas de

alface.

Figura 6. Massa fresca (MF) e Massa seca (MS) de sementes de Lactuca sativa L. submetidas
a diferentes concentracdes de extrato aquoso e hidroetandlico de folhas de Duranta erecta com
e sem manejo de poda.
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A concentracdo de 40mg.ml™! provocou a maior inibicdo na massa fresca (Figura 6 A)
para todos os extratos, sendo que extrato de plantas sob estresse da poda reduziu em 71%
(aquoso) e 74% (hidroetandlico) enquanto os extratos das plantas com crescimento livre
reduziram em 48% (aquoso) e 68% (hidroetandlico). Alteragdes na massa seca (Figura 6 B)
foram mais evidentes para as maiores concentragdes de 20 e 40 mg.ml' para todos os

tratamentos.

O indice mitotico (IM) foi bruscamente reduzido para todos os tratamentos, sendo que na
menor concentragio de 2,5 mg.ml'! a inibicdo da divisdo celular chegou a 97% (com poda
aquoso), 70% (com poda hidroetandlico), 35 % (sem poda aquoso) e 28% (sem poda
hidroetanolico) (Figura 7). Tais resultados estdo diretamente relacionados com o alongamento
de raiz (Figura 4) que foi intensamente afetado. A contar da concentragio de 10 mg.ml! nio foi
mais possivel observar divisao celular, exceto para o extrato hidroetandlico de plantas sem poda
que apresentaram 0,67% de indice mitdtico, nessa concentragdo. Reduzindo para 0 “zero” a

partir da concentra¢io de 20 mg.ml’!

Figura 7. indice Mit6tico (IM) de sementes de Lactuca sativa L. submetidas a diferentes
concentracOes de extrato aquoso e hidroetandlico de folhas de Duranta erecta com e sem
manejo de poda.
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Os efeitos da citotoxicidade podem ser constatados pelo fenomeno da inibi¢ao da divisdo
celular. O indice mitotico ¢ usado como indicador de proliferagdo adequada das células
(PASTORI et al., 2015). A partir disso pode-se afirmar que plantas sob o estresse da poda,
podem ativar mecanismos ¢ vias metabolicas que levam ao aumento do efeito fitotoxico e da
interagdo alelopatica. Sousa e Sousa (2017), afirmam em seus estudos que o estresse hidrico
em plantas leva a um acimulo de metabdlitos secundarios em seus tecidos e esse acimulo se
mostrou um importante mecanismo evolutivo. Da mesma forma Kong; Hu; Xu, (2002)
verificaram que A. conyzoides podem produzir mais aleloquimicos volateis sob condigdes
adversas de deficiéncia de nutrientes, competi¢cdo com B. pilosa, infeccdo por E. cichoracearum
e por A. gossypii. J& para o dano fisico e o tratamento com 2,4-D observaram ndo afetar o
potencial alelopatico de A. conyzoides. J& para D. erecta, do presente estudo, observou que a
pratica da poda, semelhante ao dano fisico, foi estimulatdria no efeito alelopatico.

CONCLUSAO
Todos os tratamentos demonstram que as folhas de Duranta erecta L. sdo potencialmente

fitotoxicas, com efeito alelopatico sobre sementes e plantulas de Lactuca sativa L.

Os resultados demonstraram que o extrato aquoso de plantas com poda possui seu efeito

fitotoxico amplificado em comparagdo com plantas sem poda.

O extrato aquoso de folhas de Duranta erecta L. apresentou maior efeito inibitorio para
os parametros de germinagdo final e o indice de efeito alelopatico. Para o mesmo extrato os
efeitos mais efetivos se mostraram em menor concentracao. Sendo assim, esse processo se torna
mais interessante devido ao seu baixo custo, velocidade e facilidade de obtencao.
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ARTIGO II: Alteracdes fisiologicas de liofilizado hidroetandlico de pingo de ouro (Duranta
erecta L.) sobre Berinjela (Solanum melongena L. ).

AUTORES: Jodo Vitor Calvelli Barbosa, Daniela Vilas Boas Braga, Pamela Ingrid Alves, Josiele Silva,
Valdir Veroneze Junior, Geraldo Alves da Silva, Thiago Correia de Souza, Sandro Barbosa.
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Alteracoes fisiologicas e morfologicas promovidas por extrato hidroetanoélico

de pingo de ouro (Duranta erecta L.) sobre berinjela (Solanum melongena L.).

Physiological and morphological changes promoted by Golden Dewdrop

(Duranta erecta L.) hydroethanolic extract on eggplant (Solanum melongena L.).

RESUMO - Duranta erecta L. (Verbenaceae) é uma planta arbustiva amplamente cultivada
em paisagismo urbano e residencial. Seus compostos sdo amplamente estudados e é conhecido
possuir atividades alelopaticas. Porém, seus mecanismos de interferéncia na interagdo
planta/planta sdo inexistentes. Diferentes caracteristicas fisiologicas e morfoldgicas de Solanum
melongena L. foram analisadas ap0s serem expostas a extratos hidroetandélicos de folhas de D.
erecta. Em baixa concentracdo houve um incremento significativo de 7,27% na fotossintese
liquida, de 77% na condutancia estoméatica e de 55% na transpiracdo. Enquanto que a
concentracéo interna de carbono aumentou 16% e 19,37% para as concentragdes de 10 e 30
mg.mlt. Reducdes foram observadas para a concentracéo de 30 mg.ml™? levando a danos da
ordem 70,4 % na fotossintese liquida, de 56% na condutancia estomatica, de 38,5% na
transpiracéo, 30,8% no teor relativo de clorofila, 34% no comprimento de raiz e 17% na massa
seca. O potencial hidrico foi reduzido em 25,6 e 59 % para ambas as concentracdes,
respectivamente para 10 e 30 mg.ml. Severos danos sobre o sistema radicular foram

observados, causando necrose e morte das raizes.

Palavras-chave: Pingo-de-ouro. Alelopatia. Fotossintese. Efeito alelopatico.

ABSTRACT - Duranta erecta L. (Verbenaceae) a shrub plant widely cultivated in urban and
residential landscaping. Their compounds are widely studied and it is known to possess
allelopathic activity. However, its mechanisms of interference in plant / plant interaction are
non-existent. Different physiological and morphological characteristics of Solanum melongena
L. were analyzed after being exposed to hydroethanolic extracts of leaves of D. erecta. At low

concentration there was a significant increase of 7.27% in liquid photosynthesis, 77% in



31

32

33

34

35

36

37

38

39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60

58

stomatal conductance and 55% in transpiration. While the internal carbon concentration
increased by 16% and 19.37% for the concentrations of 10 and 30 mg.ml™. Reductions were
observed for the concentration of 30 mg.ml! leading to damages of 70.4% in liquid
photosynthesis, 56% in stomatal conductance, 38.5% in transpiration, 30.8% in the relative
chlorophyll content , 34% in root length and 17% in dry mass. The water potential was reduced
by 25.6 and 59% for both concentrations, respectively, for 10 and 30 mg.ml. Severe damage
on the root system was observed, causing root necrosis and death.

Key words: Golden Dewdrop. Allelopathy. Photosynthesis. Allelopathic effect.

INTRODUCAO

Durante o processo evolutivo, as plantas desenvolveram complexos mecanismos de
defesa, seja para a competicdo planta/planta, através dos aleloquimicos, ou como meio de
prevencdo a herbivora e a colonizagdo por microrganismos patogénicos. Essas defesas podem
ser do tipo estrutural, quimica e bidtica (STANTON, 2008), podendo ser constitutivas ou
induzidas por agentes bioticos e abidticos (GONCALVES, 2015).

A competicdo entre as plantas leva, em algumas espécies, a producdo de aleloquimicos
que irdo interferir em alguma etapa do ciclo de vida de outra planta (GONCALVES, 2015).
Tais metabolitos secundarios promovem efeitos nocivos ou benéficos (SOUTO et al., 2015),
podendo ser liberados por volatilizagdo, exudagédo radicular, lixiviagdo e a decomposicéo de
residuos (DUKE, 2015).

Os estudos sobre as influéncias aleloquimicas entre as espécies sdo de suma
importancia, pois possibilita o conhecimento dos efeitos e das interagdes inter e intraespecificas
(REIGOSA et al., 2013). Tais substancias tem demonstrado possuir sitios e mecanismos de
acdo diferentes dos herbicidas sintéticos, podendo ser usado no combate e controle das plantas
daninhas resistentes aos herbicidas convencionais (SANTOS; REZENDE, 2008).

Os mecanismos de acdo dessas substancias podem afetar diferentes processos
fisiologicos da respiragdo, fotossintese, atividade enzimatica, relagdes hidricas, abertura e
fechamento de estdmatos, nivel de fitorménios, disponibilidade mineral, divisdo e alongamento

celular, estrutura e permeabilidade de membranas e parede celular (DE ALMEIDA et al., 2008).
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Para melhor compreensdo dessas interacdes e elucidacdo de possiveis mecanismos de
acdo dessas substancias é necesséario a utilizacdo de plantas com conhecido potencial
alelopatico. O género Duranta sp., pertencente a familia Verbenaceae, compreende cerca de 35
espeécies, sendo a maioria adaptada ao Brasil (PURI, 2018). Duranta erecta L. (sin: D. repens
L., D. plumieri Jacg.) popularmente conhecida como Pingo-de-ouro e Goldendew drop é um
arbusto lenhoso que pode atingir de 1,5 a 4m de altura, apresenta as folhas amarelas douradas
e frutos alaranjados. Sdo amplamente empregadas na jardinagem urbana e residencial. Sendo
altamente resistente ao pleno sol, climas quentes e imidos, além de pouca exigéncia no cultivo
e altamente competitivas (TAKATA; SILVA; BARDIVIESSO, 2012).

O Pingo-de-ouro possui compostos pertencentes a grupos quimicos (HIRADATE et al.,
1999; PURI, 2018; SHARMA et al., 2012; SINGH et al., 2016) conhecidamente relatados como
promotores das atividades alelopaticas. Com destaque para os taninos, alcaldides, flavondides,
compostos fendlicos, cumarinas e saponinas (FERREIRA; AQUILA, 2000; JATOBA;
GUALTIER, 2012; TUR; BORELLA; PASTORINI, 2010).

Ainda sdo poucos os estudos relacionados as interacdes dos aleloquimicos com a
fisiologia da planta alvo. A maioria desses estudos realizados com extratos e sua atividade
fitotoxica, sdo testados na germinacdo e crescimento inicial, em condic¢des laboratoriais. Com
o intuito de conhecer melhor a forma de interacéo e de interferéncia desse extrato vegetal sobre
plantas pré-estabelecidas, verificou-se o efeito fitotoxico de duas concentracfes de extrato seco
hidroetandlico de Duranta erecta L. sobre Solanum melongena L. (Solanaceae). Avaliando a
condutancia estomatica (gs) (mol H20 m2s), transpiragdo (E) (mmol H.0 ms?), fotossintese
liquida (A) (umol de CO, ms), concentragdo interna de CO2 (Ci) (umol m?2s?), teor de
clorofila (C) (SPAD), potencial hidrico foliar (yw) (Mpa),— Uso e eficiéncia da agua (EUA),

comprimento de parte aérea (CPA) (mm), comprimento de raiz (CR) (mm) e massa seca (PS)

(mg).

MATERIAL E METODOS
Preparacdo do extrato

O extrato hidroetanolico (1:1) foi obtido por meio do método de extracdo por
percolacdo exaustiva. Os percolados foram concentrados em rotaevaporador, a temperatura
de 40°C. Posteriormente foram liofilizados (Liofilizador — Liotop L101) e armazenados -

20°C. Os extratos secos solubilizados nas concentrag@es de 10 e 30 mg mL™.
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Condig0es de crescimento

O experimento foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia Ambiental e
Genotoxicidade da Universidade Federal de Alfenas. As mudas de berinjela foram adquiridas
em casa agropecudria no municipio de Alfenas/MG com 30 dias de semeadura. Em seguida,
essas plantas foram transplantadas para recipiente plastico com 500ml de capacidade, utilizando
substrato vegetal comercial Mococa®, e acondicionadas em sala de aclimatagdo a temperatura
média de 25° C e fotoperiodo de 12/12 horas.

Ap0s sete dias de aclimatacdo as plantas foram submetidas ao estresse alelopatico. Para
isso, foi realizado um ciclo de 4 regas aplicadas diretamente no solo de forma homogénea por
toda a superficie. Assim, foi administrada as unidades experimentais o volume de 25ml, nas
devidas concentracdes de 10, 30mg/ml e dgua. Apods esses ciclos as plantas foram mantidas sem

rega por 72hs, totalizando 144 horas desde a primeira exposi¢do ao extrato alelopatico.

Trocas gasosas

Os parametros de trocas gasosas foram medidos utilizando-se um analisador de gases
por infravermelho (IRGA, modelo LI-6400XT, Li-Cor, Lincoln, Nebraska, EUA). Foram
realizadas 3 medigdes intercaladas com o ciclo de aplicacdo dos extratos de D. erecta L. Ou
seja, as tomadas de dados foram realizadas com 24, 72 e 144 horas ap0s a primeira exposicao,
entre as 10 e 11 horas. Foi utilizada uma folha totalmente expandida e madura. Os parametros
avaliados foram a taxa de fotossintese liquida (A), condutancia estomatica (gs), transpiracdo
(E) e concentracdo de CO; interna (Ci). A &rea da cdmara utilizada é respectiva a area de foliar
mensurada, correspondendo a 6 cm?, o fluxo de ar na camara foi com uma concentragéo de CO2

de 380 mmol mol™ e uma densidade de fluxo de fétons (PPFD) de 1400 pumol m2s 2,

Potencial hidrico foliar

O potencial hidrico foliar foi determinado ao meio dia (¥Ymd) com auxilio de uma
bomba de pressdo tipo Scholander (modelo 3115), utilizando uma folha totalmente expandida
de cada planta analisada. As leituras foram realizadas no Gltimo dia do experimento, ap6s 144

horas da primeira exposi¢do ao extrato de D. erecta L..

Teor de clorofila
A determinacéo indireta do teor de clorofila foi realizada pelo valor SPAD utilizando o
clorofilometro SPAD 502 PLUS (KONICA MINOLTA). Foram realizadas 3 medidas
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juntamente com as anélises de trocas gasosas, sendo que para cada planta foi selecionada uma
folha e feito 6 medidas compondo um valor médio.

Medidas de biomassa

Ao final do experimento, foram avaliadas as seguintes caracteristicas das plantas:
Comprimento de parte aérea (CPA), comprimento de raiz (CR), massa seca da planta (PS). As
medidas foram tomadas utilizando paquimetro digital. Para obtencdo da massa seca, as folhas,
caules e raizes foram lavadas e transferidas para estufa de circulacdo forcada de ar, a 60°C, até

peso constante.

Anélise Estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com trés tratamentos
compostos de 5 repeti¢cbes. Os tratamentos foram compostos de dois extratos foliares de
Duranta erecta L. nas concentrag@es de 10 e 30 mg mL* e controle (apenas agua), constituindo
15 unidades experimentais. As médias foram submetidas a analise de variancia por meio do

teste de Scott-Knott (p<0,05) utilizando o programa Sisvar versao 5.4 (FERREIRA, 2014)

RESULTADOS E DISCUSSAO

A aplicacdo do extrato hidroetanélico de Duranta erecta L. sobre plantas de Solanum
melongena L. demonstrou influéncia em todos os parametros analisados, entre eles destaca-se
a condutancia estomatica (gs) (mol H.O m™2s?), transpiragdo (E) (mmol H.O m?2s?),
fotossintese liquida (A) (umol de CO, m2s1), na concentragéo interna de carbono (Ci) (umol

m2s™) e teor de clorofila.

Na menor concentracdo (10mg/ml) a taxa fotossintética (Figura 1A) teve um aumento
(7,3%) quando comparado com o controle a partir de 48 horas, seguido de acréscimo dos
parametros de condutancia estomatica (gs), transpiracao (E) (Figura 1B; C). Segundo Alves et
al., (2011) a fotossintese aumenta de acordo com o acréscimo da condutancia estomatica, e este
aumento ¢é relacionado a uma maior abertura estomatica, fato que consequentemente, ocasiona
uma maior taxa de transpiracdo. A condutancia estomatica representa uma variavel chave para

predizer o uso da agua e a fotossintese liquida, sendo controlada pela turgidez das células



62

157  guardas, que regulam a abertura ou fechamento dos estdmatos, sendo a intensidade luminosa
158  um dos principais fatores responsaveis por este processo (BATISTA, 2011; SCHOCK, 2012).
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Figura 1. Pardmetros de trocas gasosas de berinjela (Solanum melongena L.) expostas ao

estresse alelopatico de extratos Duranta erecta L. apds 24, 72 e 144 horas. A, Fotossintese

liquida (A) (umol de CO, m?s™); B, Condutancia estomatica (gs) (mol de H.0 m%s?); C,

Transpiragdo (E) (mmol de H,0O ms™); D, Concentragéo interna de carbono (Ci)

(umol m2s™)
159 Em contrapartida, na concentracdo de 30mg/ml observou-se redugdo da taxa
160  fotossintética, condutancia estomaética, transpiracdo e teor de clorofila, a partir da primeira
161  aplicacdo. Contudo o decréscimo da fotossintese (Figura 1A) foi mais drastico apds 144 horas
162  da primeira exposicao ao extrato de D. erecta, chegando a provocar uma reducéo de 70,5%,
163  seguido de reducdo em 56% na condutincia estomatica (Figura 1B), 39% na taxa de
164  transpiracdo (Figura 1C). A fotossintese e a transpiracdo estdo intimamente relacionadas entre
165 si através dos estbmatos, pois a0 mesmo tempo em que 0s estdbmatos oferecem resisténcia a
166  difusdo da agua dentro da folha para a atmosfera, evitando a desidratacdo, constituem também
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em uma barreira para a aquisi¢cdo de CO.. Desse modo, reducfes na condutancia estomatica
com o intuito de diminuir a perda de agua também reduzem as taxas fotossintéticas devido a
queda no Ci (BATISTA, 2011).

Contudo, verificou que a concentracdo de Ci se estabilizou nas plantas S. melongena
nas concentracdes de 10 e 30 mg.ml* (Figura 1D), sendo a concentragio de CO; superior ao
controle em cerca de 20% em 144 horas, 0 que pode sugerir uma inibicdo no mecanismo de
fixacdo do COg, e possiveis danos a agdo da Rubisco, assim como foi verificado em plantas
sobre forte déficit hidrico, como descrito por Medrano et al., (2002) e Parry et al., (2002), onde
a seca provoca a reducdo do metabolismo do mesofilo ao diminuir a ativacdo e a atividade da

Rubisco carboxilase.

A presenca de saponinas nos extratos de D. erecta L., entre outros efeitos, apresentam
acdo sobre a membrana das células, modificando a permeabilidade celular e a capacidade
hidrica. Outros compostos como flavondides e compostos fendlicos representam uma
importante classe com forte atividade bioldgica e sua presenca em vegetais esta associada com
funcdes de defesa, controle de hormdnios vegetais, inibicdo de enzimas e agentes alelopaticos
(ALVES; SANTOS, 2002)

Da mesma forma, foi encontrada reducdo do potencial hidrico das plantas de Berinjela

em 26 e 59% nas respectivas concentragdes de 10 e 30 mg.ml* (Figura 2).

Tratamento
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Figura 2. Eficiéncia do uso da agua (EUA) (umol m2s™t) / (mmol H20 m2st) em

Solanum melongena L. expostas a extrato hidroetanolico de Duranta erecta L.
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Verifica-se na Figura 3 que as plantas de S. melongena em 24 horas apds serem regadas
com os extratos de D. erecta, apresentam o mesmo teor relativo de clorofila para as
concentragdes testadas. Valor esse que se mantém no mesmo patamar para 10 mg.ml?
comparado ao controle e decai em aproximadamente 38% para as duas ultimas avaliacbes no
tratamento de 30 mg.ml. Tal decréscimo da clorofila esta diretamente relacionado a queda na
taxa fotossintética para o tratamento de 30 mg.ml™.

ah

50 - af
= 40 4
W
h:: b bB
= 2 gt ac
5 L ] T
S 301 b
- bD ) bD
c
-
'-__T_: 20 -
E
£
= 10 4

D o 1 '

Controle 10mgml™ 30mgml™
W 24 horas f2horas W 144 horas

Figura 3. Teor relativo de clorofila (SPAD) de plantas Solanum melongena L.

expostas a extrato hidroetanolico de Duranta erecta L.

De acordo com Kerbauy (2008), plantas cloréticas normalmente apresentam deficiéncia
de alguns elementos essenciais como o nitrogénio e 0 magnésio. Com a omissao de nutrientes
em morangueiros, especialmente a macro nutrientes, afeta severamente o crescimento e o
desenvolvimento das plantas. Embora observado a reducédo no teor de clorofila dos tratamentos,
o0 comprimento de parte aérea das plantas de berinjela ndo demonstrou nenhuma alteracéo,
permanecendo semelhantes ao controle (Figura 4A). Enquanto que o comprimento de raiz foi
reduzido em ambos os tratamentos. Sendo que a concentracio de 30 mg.ml* causou reducdo
em 34% e severos danos ao sistema radicular. Danos causados as raizes podem estar
relacionados com a queda na taxa fotossintética e do potencial hidrico devido a ineficiéncia na

absorcéo de nutrientes.
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Figura 4. Comprimento de parte aérea (CPA) e Comprimento de raiz (CR) de plantas

de Solanum melongena L. expostas a extrato hidroetandlico de Duranta erecta L.

201 Segundo Ferreira; Aquila, (2000) e Gusman; Couto; Vestena, (2008), a raiz torna-se o
202  parametro mais afetado quando comparado a parte aérea, devido ao seu contato direto com o
203 tratamento e os aleloquimicos presentes no mesmo. Assim, a presenca de anormalidades nas
204 raizes (Figura5) indica bom pardmetro de fitotoxicidade. Apresentando visivelmente mais finas
205 e necrosadas.

Controle RET 30 mg.ml™

o 50mm.
g . " Wy —_—
Controle 10 mg.ml* 30 mg.ml;o‘mm - W T

(=

206  Figura 5. Imagens mostrando condicéo de plantas de Solanum melongena L. apds 144 horas
207  daprimeira exposicao a extrato hidroetanolico de Duranta erecta L.. A, Sistema radicular apos

208  ser lavado; B, Condicdo do sistema radicular na sustentagéo do solo.
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209 A massa seca (Figura 6) de plantas de S. melongena sofreu um decréscimo de 15% em
210 relagdo ao controle, a perda de massa esta relacionada ao dano severo causado nas raizes para

211  concentragdo de 30 mg.ml™.
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Figura 6. Massa seca (MS) (mg) de plantas de Solanum melongena L. expostas a extrato

hidroetandlico de Duranta erecta L.

212
213 CONCLUSAO
214 O extrato hidroetandlico seco das folhas de Duranta erecta L. aplicado diretamente

215  sobre o solo pode exercer efeito estimulatério em baixas concentracGes sobre os parametros de
216  condutancia estomatica, transpiracdo e fotossintese liquida sobre plantas de Solanum

217 melongena L.. Porém, levou a diminuigdo no potencial hidrico e no comprimento de raiz.

218 A concentracdo de 30 mg.ml* se mostrou eficiente em diminuir todos os pardmetros
219 avaliados, causando danos aos mecanismos fisiologicos da fotossintese, demonstrando ser a

220 Duranta erecta L promissora na pesquisa de controle alternativo de plantas daninhas.
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ARTIGO II1: Bioprospeccdo e citotoxicidade de particdes de (Duranta erecta L.)

AUTORES: Joao Vitor Calvelli Barbosa, Vitor Mezzalira Betelli, Jade Del Nero, Renan de Oliveira
Gomes, Wagner Vilegas, Marcelo Aparecido da Silva, Geraldo Alves da Silva, Sandro Barbosa.
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Bioprospeccio e citogenotoxicidade de fracoes de Duranta erecta L.

Bioprospecting and cytotoxotoxicity of Duranta erecta L fractions.

RESUMO - Algumas plantas possuem uma interessante forma de sobressair em ambientes que
estdo sob alta competitividade, pela producao de alguns metabolitos com capacidade de
interferir em alguma etapa do ciclo de vida de outras plantas, que podem influenciar
estimulando ou inibindo a flora e microfauna. Esse potencial, denominado de alelopatia ¢
relacionado a presenga de compostos fendlicos, cumarinas, terpenoides, flavonoides, taninos e
alcaloides. Nesse contexto, a Duranta erecta L., conhecida como Pingo-de-ouro, possui
diversos compostos com possivel potencial aleloquimico. Assim, o objetivo do presente
trabalho foi de identificar os compostos quimicos presentes no extrato foliar hidroetanolico de
D. erecta e simultaneamente investigar os efeitos fitotdxicos e citogenotdxicos de fragdes em
ampla polaridade em bioensaio com Lactuca sativa. Apdés a extracdo hidroetanolica por
percolacdo exaustiva, o extrato foi concentrado em evaporador rotatorio e liofilizados. A
caracterizagdo quimica foi feita por cromatografia liquida acoplada ao espectrémetro de
massas, no modo negativo e positivo. O fracionamento do extrato seco foi realizado em funil
de separagao pelo processo de extracdo liquido—liquido, com hexano, éter etilico,
diclorometano, acetato de etila e butanol. Apds serem concentradas em capela de exaustao sob
chapa de aquecimento, as mesmas foram submetidas a reagdes quimicas qualitativas para
detectar os grupos de substancias presentes. As solugdes para os bioensaios foram realizadas
em Tween 80 a 4% nas concentracdes de 300, 600 e 1200 ppm, sendo utilizados como controles
a agua destilada e Tween 80 a 4%. Os bioensaios foram conduzidos com 30 sementes de alface
em Placas de Petri, com 3 repetigdes, ¢ mantidas em camara de germinagdao a 24°C, com
fotoperiodo de 12 horas sendo avaliados parametros germinativos, morfologicos e citogenéticos
das plantulas de alface. Com base na massa molecular e nos padrdes de fragmentacdo, a anélise
fitoquimica revelou a presenca de substancias das classes dos 4cidos fenolicos, flavonoides,
xantonas, esteroides, iridoides, saponinas, alcaloides, diterpenos, cumarinas e taninos. As
fragcdes das folhas apresentaram potencial alelopatico em todos os parametros avaliados,
principalmente a fracdo éter etilica e diclorometana, que foram as mais fito e citotoxicas. Assim,
a espécie D. erecta apresenta um potencial aleloquimico e pode subsidiar pesquisas para
desenvolvimento de métodos alternativos e ecoldgicos no controle de plantas daninhas, devido
a seus metabolitos secundarios que mostraram promissora atividade.

Palavras-chave: Alelopatia. Bioprospeccio. Indice de efeito alelopatico.
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INTRODUCAO

A produgao agricola € por vezes influenciada por diversos fatores que determinam o custo
de producdo e a produtividade. Dentre essas interferéncias, a competi¢cdo por agua, luz,
nutrientes acabam a elevar o custo de producdo, dada a necessidade de manejo de plantas
invasoras, eliminando ou minimizando a interferéncia que elas exercem, para se evitar e reduzir
a perda qualitativa e quantitativa na producao (SOUZA FILHO; ALVES, 2002). O manejo das
plantas daninhas vem sendo baseado principalmente no controle quimico, que utilizado em
larga escala e muitas vezes de forma indevida, levam as plantas daninhas de ciclos curtos a
desenvolverem resisténcia a esses herbicidas (POWLES; YU, 2010).

Essa interacdo entre as plantas ocorre ndo apenas por competicdo, mas muitas plantas
invasoras possuem vantagens adaptativas baseadas na producao e liberagdo de biomoléculas no
ambiente. Essas sdo produzidas em sua maioria via metabolismo secundario e denominadas de
aleloquimicos, que podem influenciar estimulando (+) ou inibindo (-) o crescimento e
desenvolvimento de outras plantas e organismos, num fendmeno conhecido como alelopatia
(IAS, 2019; OLIVEIRA et al., 2013). Essa capacidade pode constituir um trunfo importante
para gerar estratégias complementares aos herbicidas, e nesse sentido, a busca por meios
alternativos estd aumentando em importancia e necessidade, de modo a reduzir a dependéncia
do controle quimico e para mitigar os impactos ambientais que esses compostos geram
(TREZZIA et al., 2016).

Plantas com conhecido efeito alelopatico produzem, entre seus metabdlitos secundarios,
compostos majoritarios do grupo dos acidos fendlicos, cumarinas, terpenoides, flavonoides,
taninos e alcaloides, (RICE, 1984; SOARES; RODRIGUES; LOPES, 2001; BORELLA;
MARTINAZZO; AUMONDE, 2011).

A bioprospecg¢ao desses compostos pode ser realizada por meio de bioensaios vegetais,

que consistem na avaliacdo e monitoramento da germinagdo, crescimento inicial de plantulas,
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alteracdes no DNA nuclear e na fisiologia de plantas alvo, que deve ser selecionada de acordo
com a sensibilidade da espécie altamente a agentes quimicos (SIMOES et al., 2013). O emprego
da Lactuca sativa (alface) especialmente a cultivar Babd de Verdo, tem se demonstrado um
modelo de rdpida germinagdo e boa homogeneidade dos dados, sendo assim mais eficiente na
avaliag¢do do efeito alelopatico devido a sua sensibilidade a produtos quimicos em geral e seu
rapido crescimento (DOS SANTOS et al., 2017).

Diversos estudos alelopaticos relatam aspectos germinativos e de desenvolvimento inicial
da planta-alvo, mas ainda sdo incipientes quando a tematica relacionada a agao fitotoxica sobre
o comportamento do ciclo celular e do complemento cromossdmico dos biotestes, assim como
a presenca e atividade dos compostos bioquimicos. (MARASCHIN-SILVA; AQUILA, 2006;
REIGOSA et al., 2013). Ensaios biodirigidos constituem em investigar ndo apenas a atividade
alelopatica, mas busca compreender os grupos quimicos bioativos responsaveis por essa
interagdo planta a planta, para tanto ¢ empregado extracdes com diferentes solventes e por
fracionamento em ampla polaridade. Tais projetos podem subsidiar programas de controle de
plantas daninhas buscando obter produtos eficientes no controle e/ou eliminag¢do de invasoras
sem causar grandes impactos ao ambiente (XIE et al., 2010). Esses ensaios sdo uma ferramenta
util e necessaria para determinar o potencial alelopético de um organismo ou de um conjunto
de substancias e em todas as etapas de isolamento, fracionamento e identificagdo de compostos
bioativos (PIRES; OLIVEIRA, 2011).

Duranta erecta (Verbenaceae) conhecida como Pingo-de-ouro caracteriza-se como um
arbusto lenhoso cuja altura pode variar de 1,5 até 4m, possui folhas amarelas douradas e uma
abundante exibi¢do floral violdcea ou branca. Sendo amplamente utilizada em jardins e
canteiros de vias urbanas, pelo fato de ndo possuir exigéncias com seu cultivo e alta
adaptabilidade as condig¢des climaticas do Brasil. (SIKARWAR et al., 2014; TAKATA; SILVA;

BARDIVIESSO, 2012; TUR; BORELLA; PASTORINI, 2010). Inimeros estudos dao destaque
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a essa planta pela presenca de inimeras substancias bioativas e de importancia farmacologica,
devido a constituicdo bioquimica de suas folhas composta de flavonoides, saponinas, taninos
e alcaloides entre outras substancias minoritarias com amplo potencial (OGBUAGU et al.,
2015; PURI, 2018).

Os relatos sobre a agdo alelopatica de Duranta spp. ainda sdo incipientes na literatura
(HIRADATE etal., 1999; TUR; BORELLA; PASTORINI, 2010), em especial sobre os aspectos
citogenéticos de organismos alvo submetidos a diferentes aleloquimicos complexados ou
isolados. Assim, o presente trabalho, tem como objetivo identificar os compostos quimicos
presentes no extrato hidroetandlico de Duranta erecta L. por cromatografia liquida de alta
performance acoplado a espectrometria de massas, e investigar a atividade citogenotoxica de
fragdes em diferentes polaridades, obtidas a partir de extratos hidroetandlicos sobre a
germinacdo, morfologia das plantulas e ciclo celular de células meristematicas de Lactuca
sativa L (cv. Baba de Verao).

MATERIAL E METODOS
Coleta e preparo das amostras

As folhas de D. erecta foram coletadas no campus da Universidade Federal de Alfenas,
estado de Minas Gerais, Brasil (S21° 257 09.7” HO 45° 56’ 55.8”). As exsicatas foram
depositadas no Herbario da mesma universidade.

Ap0s a coleta, as folhas foram selecionadas e secas em estufa com circulagdo de ar a
temperatura de 45°C até obtenc¢ao de peso constante. Em seguida, foram trituradas em moinho
de facas (Skymsen-TA04) e padronizado o tamanho das particulas pelo processo de agitador de
tamises eletromagnético (Bertel®). A extracdo foi realizada pelo processo de percolacio
exaustiva hidroetanolica (1:1) (BRASIL, 2010). Apos, os extratos foram concentrados em
evaporador rotatorio a 40°C sob pressao de 400 mmHg seguido de liofilizagdo (Liofilizador —
Liotop L101) e armazenamento a -20°C. A partir de 20 g do extrato seco, foi realizado o

fracionamento de funil de separagdo pelo processo de extragao liquido— liquido. Obtendo-se as
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fragdes hexanica (FrHx), fracdo éter etilica (FrEE), fragdo diclorometano (FrDcM), fragdo
acetato de etila (FrAcE), fragdo butandlica (FrBt) e fracdo aquosa (Fraq). As fragdes foram
concentradas em capela de exaustdo sob chapa de aquecimento a (40°C) até a eliminacao do
solvente.

Caracterizacao fitoquimica

O extrato liofilizado foi submetido a andlises por espectrometria de massas realizadas no
Laboratorio de Biodiversidade e Sustentabilidade da Universidade Estadual de Sdo Paulo
(Unesp), Campus Experimental do Litoral Paulista.

Os espectros de massas foram obtidos no Espectrometro de Massas LTQ XL da Thermo
Scientific Linear 2D, equipado com o dispositivo de inser¢do direta da amostra via analise por
injecdo em fluxo continuo (FIA). Sendo analisadas no modo de ionizacao por electrospray (ESI)
e as fragmentacdes em multiplos estagios (MS?, MS?) realizadas em uma interface do tipo ion-
trap (IT). Os modos negativo e positivo foram escolhidos para a geracdo e a andlise dos
espectros de massas em primeira-ordem (MS), bem como para os demais experimentos em
multiplos estagios (MSn), sob as seguintes condi¢des: voltagem do capilar -41 V, voltagem do
spray —5 kV, temperatura do capilar 280 °C, gas de arraste (N2) fluxo 60 (unidades arbitrarias).
A faixa de aquisi¢do foi m/z 50-2000, com dois ou mais eventos de varredura realizados
simultaneamente no espectrometro de massas LTQ XL (BASTOS et al., 2016; BOVANOVA;
BRANDSTETEROVA; BAXA, 1998)

As fragOes foram submetidas a reacdes quimicas qualitativas com objetivo de detectar os
principais grupos de substancias presentes e envolvidas com a atividade fitotoxica, sendo assim,
cada fracao foi submetida a reagdes quimicas qualitativas, que resultam no desenvolvimento de
coloragdo, turvacao e/ou de precipitado caracteristico. Os testes foram realizados em triplicata,
segundo as metodologias descritas por Cardoso (2009) investigando a presenga de alcaloides,
antocianidinas, antraquinonas, compostos fenolicos, cumarinas, flavonoides, saponinas, taninos

e terpenos.
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Ensaios de Fitotoxicidade

Os bioensaios foram conduzidos em placas de Petri 70mm de diametro contendo duas
folhas de papel Germitest® umedecidas com 3ml das fragdes FrEtE; FrDcM, FrAcE, FrBt e
FrAq solubilizadas em Tween 80 a 4%, nas concentragcdes de 1200, 600 e 300 ppm, sendo
utilizado como controle 4gua destilada (controle negativo) e solucdo de Tween 80 a 4% como
testemunha. As placas foram mantidas em camara de germinagao do tipo B.O.D. (Biochemical
Oxigen Demand) a 24°C, com fotoperiodo de 12 horas. A porcentagem de germinacdo foi
calculada com 24 horas (germinac¢ao inicial - Gi) e com 168 horas (germinagdo final - Gf) ap6s
a plotagem do experimento, adaptado de Dos Santos et al., (2017). O indice de velocidade de
germinagao (IVG) (CHIAPUSIO et al., 1997) foi analisado de 4 em 4 horas, até completar 48hs
e em intervalos de 12 horas até o término do experimento, completando 168 horas, segundo a
equacao:

(N IVG =Ny /1+ (N, —Np)/2+ (N3 — Np)/3 + -+ (N — Ny_y) /1
em que N;, N2, N3, Nu, Nu-1 correspondem ao nimero de sementes germinadas na primeira,
segunda, terceira, n, n-1 avaliagdes, respectivamente; e n a avaliagao.

A velocidade de germinagao (VG%) (BORELLA; MARTINAZZO; AUMONDE, 2011),
foi avaliado em intervalos de 24 horas, segundo as formulas:

()] VG (%) =2, (Gt/D)/Y.(Gec/D % 100)

onde, Gt ¢ o nimero de sementes germinadas diariamente do tratamento; Gc corresponde ao
nimero de sementes germinadas diariamente do controle; e D é o numero de dias
correspondente de cada avaliagao.

O comprimento de raiz (CR) e comprimento de parte aérea (CPA) foram mensurados a
partir de 10 plantulas escolhidas aleatoriamente de cada repeticdo, medidas com paquimetro
digital (DIGIMESS® 150mm). As plantulas foram pesadas e compondo a massa fresca (MF),
e levado a estufa com circulagdo de ar a 70°C até atingir peso constante, para determinar a

massa seca (MS).
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Ensaios de Citotoxicidade

O experimento constou das mesmas condi¢des dos ensaios de fitotoxicidade, descrito
anteriormente. Contudo, as raizes de L. sativa expostas as fragdes foram coletadas com 24 e 48
horas de acordo com o tempo de germinacdo das sementes em cada tratamento. Sendo as
mesmas fixadas em Carnoy 3:1 (4lcool etilico: acido acético P.A.) e armazenadas a -20°C. As
laminas foram confeccionadas pelo método de esmagamento (RODRIGUES et al., 2013). O
indice mitdtico (IM) foi determinado a partir da andlise de 1000 células por tratamento, por
meio da expressao:

(1) IM = NCM/NTC x100
sendo que NCM ¢ o numero de células em mitose; e NTC o niumero total de células analisadas.

A frequéncia de anormalidades cromossdmicas (FAC) foi calculado com base no total de

células avaliadas por tratamento de forma que:

(V) FAC = NAC/NTC x 100

onde NAC ¢ o numero de anormalidades cromossomicas no tratamento; ¢ NTC ¢ o niumero
total de células.

Analise Estatistica

Os efeitos das fragdes foram analisados pelo método do indice de resposta (Responsive
Index - RI) elaborado por Williamson e Richardson (1988). O indice de resposta (RI) foi

determinado da seguinte forma:

V) RI=1-C/T (T=C) ouRI=T/C—-1(T<C()

sendo C a velocidade de germinacao do controle; e T a velocidade de germinacgao do tratamento.
Os valores de RI variam de + 1 a -1, sendo que os valores positivos indicam estimulag¢ao

e os valores negativos demonstram o grau de inibi¢ao em relacdo aos controles, que sao tratados

como ponto de referéncia e recebem o valor “0” (zero). Valores absolutos de IR variaram

diretamente de acordo com o impacto dos efeitos.
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O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) com cinco
tratamentos e cinco concentragdes (5x5), com trés repeti¢cdes de 30 sementes cada. Os RI de
cada parametro foi submetido a analise de variancia por meio do teste de Scott-Knott (P <0,05)

utilizando o programa Sisvar versdo 5.6 (FERREIRA, 2014).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacio fitoquimica do extrato hidroetandlico de D. erecta L.

Os compostos obtidos pela andlise de espectrometria de massas foram registrados com
seus respectivos valores para [M-H] ions e [M-H]" ions. Para ambos os modos de analises
destes ions, fragmentos em multiplos estdgios foram obtidos, o que permitiu a identificagdo de
20 estruturas quimicas entre 36 leituras realizadas pelo equipamento. As moléculas e suas
respectivas estruturas foram propostas de acordo com a razdo da massa e carga relatada na
literatura, assim como com os mecanismos de fragmentacdo. Os espectros completos de
varredura dos ions no modo negativo sao mostrados na Figura 1, e os dados de fragmentagao
sdo registrados na Tabela 1 para [M-H] ~ e na Tabela 2 para [M-H]". Os espectros de massa em
multiplos fragmentos (MS/MS) sdo elucidados nas Figura 3-6 para modo de operagédo negativo
e nas Figuras 7-9 para operagcdo em modo positivo. As estruturas quimicas e mecanismos de

fragmentacao para cada composto identificado sdo elucidados na Figura 10.

A fragmentagao do ion precursor am/z 191 [M-H] ~ produziu fragmentos a m/z 173 com
perda de uma molécula de 4gua [M-H-18]", m/z 145, sendo uma fragmentacao baseada na reacao
retro-Diels-Alder [M-H-18-28] e m/z 101 seguido da perda de uma carboxila, que corresponde
a fragmentagio do Acido quimico (composto 1). O fon precursor a m/z 255 [M-H] sofre a
quebra perdendo 44 u.m.a seguida de formacdo de carboxila, referente a Pinocembrina
(composto 2). Os espectros do composto 3 a partir do fragmento detectados a m/ z 299 formado

pelos fragmentos m/z 283 devido a perda de metila [M-H-16]" e m/z 227 [M-H-16-56]" que
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correspondem a quebra tripla de uma metila, retro-Diels-Alder e uma hidroxila, caracteristica

das moléculas de flavonoides, sugerindo segundo a literatura como a Diosmetina.

O composto 4 caracterizado pela fragmentagdo de m/z 329 em m/z 314 [M-H-16] pela
perda de grupo metila mais um hidrogénio e m/z 285 perdendo uma metoxila, identificado como
Betuletol. O diagnostico do para [M-H]" em m/z 396 formando fragmentos em MS? em m/z 353
[M-H-43] perdendo uma unidade de isobutenila e m/z 296 que perde a unidade 1-pentenila e
um hidrogénio, caracterizaram a Chefouxantona (composto 5). O B-sitosterol foi determinado
com base em seu ion precursor m/z 414, seguido de MS? para m/z 386 com a perda de carbonila,
m/z 372 [M-H-28-15] perde uma metila e para m/z 324 ha a perda simultdnea de 3 metilas e

rearranjo eletronico na molécula, correspondendo ao composto 6.

Os iridoides Duranterectosideo A, B e C foram identificados a partir dos fragmentos m/z
597, m/z 551 e m/z 567. Sendo que o composto 7 corresponde a fragmentacdo do [M-H]" em
m/z 551 para MS? em m/z 533 perdendo uma molécula de 4gua com rearranjo, a perda de 130
u.m.a equivale a unidade de cinamato, m/z 385 [M-H-18] para a perda de uma molécula de
agua, seguido de m/z 371 que corresponde a perda de metila e m/z 241 devido a quebra interna
do conjunto de anéis e rearranjo estrutural da molécula constituindo o Duranterectosideo B.
Para a m/z 567 em MS? com a formagio dos ions m/z 523 [M-H-44] pela perda de hidroxila,
m/z 387 onde se perde uma molécula de dgua, um grupo metila seguido de uma unidade
paracresol obtendo a identificacdo para Duranterectosideo B, sendo o composto 8. O
Duranterectosideo A em fragmentagdo MS? a partir do fon m/z 597 formando por m/z 551 [M-
H-46] perdendo uma metoxila e uma molécula de dgua, m/z385 perdendo o grupo cinamato e
uma molécula de agua seguido de rearranjo estrutural, m/z 295 perdendo a molécula de acucar,
seguido da perda de uma agua, um grupo carboxila e rearranjo estrutural e m/z 223 com uma

quebra retro-Diels-Alder seguido de rearranjo estrutural (composto 9).
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A partir do ion precursor a m/z 1005 [M-H] ~ e seu espectro MS/MS mostrou ion produto
am/z 977 [M-H-28] com a perda de duas metilas, m/z 802 pede-se a raminose e duas metilas,
m/z 729 onde sucede a perda de quatro metilas e duas dguas, para m/z 592, 391, que corresponde
a Durantanina IV, composto 10. Enquanto que a Durantanina V caracterizado em m/z 1219
seguido de MS? para m/z 1129, 955, 867 corresponde ao composto 11.

A Figura 2 representa os espectros completos de varredura dos ions para operacdo em
modo positivo, e os dados de fragmentagdo sdo registrados na Tabela 2 para [M-H]". E seus
espectros em multiplos fragmentos (MS/MS) assim como as estruturas quimicas € mecanismos

de fragmentagdo para cada composto identificado sdo elucidados nas Figuras 7-9.

A fragmenta¢ao dos compostos no modo de ionizagao positiva apresentou produtos para
ion precursor de m/z 298 apresentou os picos em m/z 280, 266 e 254, sugerindo a formacao do
composto 12 o Durantol. O composto 13 apresentou espectro de massa com ion precursor em
m/z 304 e ions produto em m/z 285, 106 e 102 caracterizado como Cefalezomina H. Para a
fragmentacdo de m/z 343 [M-H]" e seu espectro MS / MS mostrou caracteristicas em m/z 342,
327,313 e 297, as fragmentagdes confirmam a estrutura do Neoclerodanendiolideo, composto

14.

A fragmentagio do ion precursor a m/z 371 [M-H]" do composto 15 mostrou um pico em
m/z 355 correspondente ao alcaloide Tetraidrostefabina. O composto 16 com ion precursor em
m/z 575 apresenta fragmentagdo em MS* para 543, 427, 409, 413, 395, 265, 247 e 215 sendo
identificado como Triacetil-D-glicopiranosil-tetraidroxiaurona. Fragmentagdo de MS? com o
ion precursor do composto 17 em m/z 683 levaram a ions de produto em m / z 664, 621, 609,

412 e 310 sugerindo a presenca de Pinoresinol diglicopiranosideo.

A fragmentagdo do ion precursor do composto 18 em m/z 711 [M-H]" apresentou picos
de fragmentagdo MS? em m/z 692, 607, 579, 531, 429 e 338 caracterizado como a cumarina o

Bruceantinosideo A.O composto 19 apresenta pico precursor de m/z 933 sendo fragmentado
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em ions de m/z 915, 901, 859, 753, 724, 656,597,575, 516 e 333, identificado como a Peonidina
3-O-cafeoil-O-ramnosilglicosideo-5-O-glicosideo (composto 20). O tanino Waterose H com
ion precursor em m/z 1127 fragmentado em m/z 1051, 915, 723, 691 e 575, correspondente ao

composto 21.
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Tabela 1. Caracterizagdo dos compostos presentes em extrato hidroetanolico de folhas de D.erecta L. por injegao direta em espectrometro de massas modo
10nico negativo.

Com. [M-H] MS* fragmentos Nome sugerido da estrutura  Classe de Metabdlito Referéncia
1 191 173, 145, 101 Acido quimico Ac Fenolico Bastos et al., 2007
2 255 211 Pinocembrina Flavonoide Ledn-Gonzalez et al., 2012
3 299 283,227 Diosmetina®** Flavonoide Justesen (2000)
4 329 314, 285 Betuletol Flavonoide Buriol et al., 2009
5 396 353, 296 Chefouxantona Xantona Lannang et al., 2006
6 414 386, 372, 324 B-Sitosterol** Esteroide Abou-setta; Nazif; Shaha (2007)*
7 551 533, 403, 385, 371, 241 Duranterectosideo B Iridoide Takeda et al., 1995*
8 567 523,387, 241 Duranterectosideo C Iridoide Takeda et al., 1995*
9 597 551, 385, 295, 223 Duranterectosideo A Iridoide Takeda et al., 1995*
10 1005 977, 802, 729, 592, 391 Durantanina IV Saponina Ahmed et al., 2009*
11 1219 1129, 955, 867 Durantanina V Saponina Ahmed et al., 2009*

Com, Compostos; [M-H] -, taxa de massa idnica / carga; MSn, fragmentagdes de multiplos estagios

Tabela 2. Caracterizagdo dos compostos presentes em extrato hidroetanolico de folhas de D.erecta L. por injegdo direta em espectrOmetro de massas modo

positivo.

Com. [M-H]* MS? fragmentos Nome sugerido da estrutura Classe de Metabdlito Referéncia
12 298 280, 266, 254 Durantol Esteroide Singh et al 2016*
13 304 285, 106, 102 Cefalezomina H Alcaloide Morita 2002
14 343 342,327,313, 297 Neoclerodanendiolideo Diterpeno Kapingua 2000
15 371 355 Tetraidrostefabina Alcaloide Patra et al., 1987
16 575 543,427,413, 395, 265, 247 Triacetil-D-glicopiranosil-tetraidroxiaurona Flavonoide Wang et al., 1997
17 683 664, 621, 609, 412, 310 Pinoresinol diglicopiranosideo Iridoide Qiu et al., 2003
18 711 692, 607, 579, 531, 429, 338 Bruceantinosideo A Cumarina Zhao et al., 2011
19 933 915, 901, 859, 753, 724, 656, Peonidina 3-O-cafeoil-O-ramnosilglicosideo-5-O- Antocianidina Fossen et al., 2003

597, 575, 516, 333 glicosideo
20 1127 1051, 915, 723, 691, 575 Waterose H Oligdmero Kobayashi 2000

Com., composto; [M-H] -, taxa de massa i6nica / carga; MSn, fragmentac¢des de multiplos estagio.
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Figura 1. Espectometria digital em full scan por injecao direta (FIA-ESI-IT-MS) obtido em modo i6nico negativo do extrato hidroetanolico das
folhas de D. erecta L.
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Figura 2. Espectometria digital em full scan por inje¢ao direta (FIA-ESI-IT-MS) obtido em modo idnico positivo do extrato hidroetanolico das
folhas de D. erecta L.
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Figure 3. Espectro MS / MS no modo negativo de compostos individuais (m/z 190 a m/z 299).
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igure 4. Espectro MS / MS no modo negativo de compostos individuais (m/z 329 a m/z 414).
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Figure 5. Espectro MS / MS no modo negativo de compostos individuais (m/z 551 a m/z 597).
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Figure 6. Espectro MS / MS no modo negativo de compostos individuais (m/z 1004 a m/z 1219).
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Figure 7. Espectro MS / MS no modo positivo de compostos individuais (m/z 298 a m/z 343).
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Figure 8. Espectro MS / MS no modo positivo de compostos individuais (m/z 371 a m/z 683).
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Figura 9. Espectro MS / MS no modo positivo de compostos individuais (m/z 711 a m/z 1227).
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Para o fracionamento do extrato foliar hidroetandlico partiu-se de uma massa inicial de 20g
de extrato liofilizado sendo obtido 10,9 mg.g™! da fragdo hexanica (FrHx), 25,07 mg.g! da fracéo
etér etilico (FrEE), 27,75 mg.g”! da fracdo dicloro metano (FrDcM), 506 mg.g”! da fracdo
butandlica (FrBt), 21,03 mg.g™' da fracdo acetato de etila (FrAc) e 299 mg.g™! da fracdo aquosa
(FrAg). A fracdo hexanica néo foi utilizada nos bioensaios devido ao seu baixo rendimento e a
baixa solubilidade em Tween 80 a 4%, limite esse previamente avaliado como sendo o de menor
toxicidade ao bioensaio e maior grau de solubilidade das diferentes fragdes.

As fragbes foram submetidas a avaliagfes qualitativas para a presenca dos metabolitos
secundarios de acordo com reagdes quimicas descritas por Cardoso (2009). Onde pode ser
identificado a presenca de alcaloides, antocianidinas, antraquinona, compostos fendlicos,
cumarinas, flavonoides, saponinas, taninos e terpenos (Tabela 3).

Tabela 3. Caracteristicas fitoquimicas das fracdes Eter etilico (FrEE); Dicloro Metano (FrDcM);

Butandlica (FrBt); Acetato de Etila (FrAc) e aquosa (FrAq) de folhas de Duranta erecta L. obtidas
a partir de folhas de Duranta erecta L..

FrEt FrDcM FrBt FrAcE FrAq

Alcaloides + + - - -
Antocianidinas - - + + +
Antraguinona - - - - -

Alcaloides
+ + + + +

Compostos fenolicos

Cumarinas - - - - +
Flavonoides - - + - +
Saponinas - - + - +
Taninos - + - - +
Terpenos + + - - +

A andlise do pH das fragdes (Tabela 4), apesar da variagdo de 5,6 a 7,8, esta dentro da faixa
toleravel para L. sativa, enquanto que os efeitos prejudiciais sdo notados em pH abaixo de 4 e
superior a 10, ou seja, tanto a germinacao quanto o crescimento das plantulas sdo afetados para pH
extremamente alcalino ou dcido (EBERLEIN, 1987; TUR; BORELLA; PASTORINI, 2010). Ja o

efeito prejudicial da osmolaridade pode ser verificado tanto na germinagdo quanto no indice de
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velocidade de germinagdo, que segundo Gatti, Perez e Lima (2004) sementes de alface toleram
potencial osmético que ndo ultrapasse -0,2 MPa em testes alelopaticos. A osmolaridade das fragdes
variou entre -0,047 a -0,065 MPa, sendo estes valores inferiores ao limite tolerado pelo bioensaio.
Pode-se afirmar que os valores mensurados de pH e do potencial osmotico ndo sdo promotores de
interferéncia sobre os pardmetros germinativos avaliados das sementes de Lactuca sativa e que os
efeitos inibitorios tenham ocorrido devido a presenga, principalmente, de substincias com
atividade fitotoxica.

Tabela 4. Caracteristicas fisico-quimicas das fragdes Etér etilico (FrEE); Dicloro Metano

(FrDcM); Butandlica (FrBt); Acetato de Etila (FrAc) e aquosa (FrAq) de folhas de Duranta erecta
L. obtidas a partir de folhas de Duranta erecta L para a concentragdo de 1200ppm.

Extrato pH PO (Mpa)
TW 6,9 -0,065
FrEE 5,6 -0,061
FrDcM 6,5 -0,063
FrBt 6,9 -0,059
FrAcE 7,0 -0,065
FrAq 7.8 -0,047

PO, potencial osmotico

Bioensaios de fitotoxicidade de fracoes foliares de D. erecta L.

O emprego do indice de resposta na avaliagdo dos pardmetros germinativos e morfoldgicos
de bioensaios fornece uma facil interpretagao na inspeg¢ao visual por ser um a redugao proporcional
do tratamento em relacdo ao controle, que recebe o valor de “0” (zero) e os demais tratamentos
sdo interpretados para a ocorréncia de estimulacdo (RI positivo) ou quando ocorre a inibigdo (RI
negativo), sendo a atribuicdo maxima de valor 1 (um), seja positivo ou negativo.

A germinagdo inicial (Gi) (Figura 10A) das sementes de L. sativa foram inibidas em todas
as concentragdes apenas para as FFEE e FrDcM, sendo que para a segunda a inibigéo é total a partir

da concentracao de 600ppm. Para as demais fragdes, apenas a concentracao de 1200ppm da FrAcE
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foi diferente estatisticamente ao controle. Tais tendéncias de inibigdo se mantiveram para a
germinacdo final (Figura 10B), onde apenas as fracdes FrEE e FrDcM foram estatisticamente
diferentes ao controle (p < 0,05) nas concentraces de 600 e 1200ppm, com destaque para a
concentragédo de 1200 ppm da FrEE que inibiu 57% da germinacgéo de L. sativa, enquanto que as
concentragdes de 600 e 1200ppm da FrDcM foram equivalentes inibindo cerca de 23%.

Matsumoto et al., (2010) verificou na fra¢do liquido-liquido para folhas de Annona glabra
L. sobre sementes de alface (cv. Grand rapids) que sua germinacao foi significativamente reduzida
a 2% apenas para o FrAcE. Filho et al., (2016) nos bioensaios de germinagao de M. pudica expostas
a fragdes de extrato metanolico das folhas de Fugenia flavescens identificou efeito fitotdoxico das
fases diclorometanica e acetato de etila com os maiores valores de inibicao (77,6 e 71,2%),
enquanto a fase hexanica apresentou 55,2% e fase n-butandlica apresentou 57,0% de inibigao.

Quanto ao vigor germinativo das sementes de L. sativa cv. Baba de Verdo (Figura 10 C e D)
verifica-se ao comparar o emprego do Tween 80 a 4% como eluente das fragdes e o controle de
agua destilada que houve uma diferenga estatistica entre eles para o indice de velocidade de
germinagao (IVG) enquanto que para a velocidade de germinacao (VG) estes foram estaticamente
iguais. Tal diferenga pode ser explicada devido ao atraso da germinacao dentro do intervalo de 24
horas, ja que para o calculo do IVG as contagens sdo efetuadas em intervalos de 4 horas dentro
das primeiras 48 horas. Tal atraso sé ¢ percebido devido a essa contagem minuciosa nas primeiras
24 horas, mas a taxa de Gi ¢ estatisticamente igual entre eles (Figura 10 A). Essa diferenga
estatistica entre os controles ndo ¢ verificada para a VG, que por sua vez ¢ calculada para intervalos
de 24 horas. tais diferencas entre IVG e VG demonstra maior sensibilidade do IVG para avaliar
sementes de rapida germinacao.

O efeito fitotoxico sobre o IVG, ao se excluir o efeito de interferéncia do Tween 80,
demonstra que as fragdes FrBt, FrAcE e FrAq se apresentam iguais ou dentro do intervalo dos
dados dos controles de 4gua destilada e Tween 80 a 4% exceto para a concentra¢do de 1200ppm

da FrAcE. Enquanto que as trés concentragdes avaliadas das FrEE e FrDcM apresentaram efeito
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significativo reduzindo em aproximadamente 82% o IVG em relacdo ao controle de dgua destilada
e 75% de inibicdo comparado ao Tween 80.

Figura 10. indice de resposta dos parametros germinativos de Lactuca sativa L. submetidas as
fracdes Etér etilico (FrEE); Dicloro Metano (FrDcM); Butanolica (FrBt); Acetato de Etila (FrAc)
e aquosa (FrAq) de folhas de Duranta erecta L. e aos controles de agua destilada e Tween 80 a
4% para os parametros de: (A) Germinacdo inicial, com 24 horas; (B) germinacdo final, com 168
horas apds plotagem do experimento; (C) indice de velocidade de germinagio (D) indice de efeito
alelopatico. Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).
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A VG (Figura 10 C) apresenta 0 mesmo comportamento de reducdo, contudo os controles
se tornam estatisticamente iguais, havendo uma diferenca entre eles de apenas 3%. Enquanto que
para as fracdes FrBt, FrAcE e FrAq novamente apenas a concentracdo de 1200 ppm da FrAcE
causou redu¢do no VG em 25%. Os maiores efeitos prejudiciais foram observados nas
concentragoes de 600 e 1200ppm para a FrDcM e na 1200ppm da FrEE causando reducdo média
de 79%. Muitos autores tem empregado a analise da VG pelo método do indice de resposta
proposto por Williamson e Richardson (1988) e denominam esse dado como indice de efeito
alelopatico (RI) (BORELLA; MARTINAZZO; AUMONDE, 2011; GAO et al., 2009; ZHANG et
al., 2010). Gao et al., (2009) verificou a influéncia do extrato de Hemistepta lyrata sobre a

germinacao de cinco plantas cultivadas, determinando um Rl inibitdrio que depende da planta alvo
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e da concentracgdo, ele ainda descreve este indice como um indicador importante para estudos de
efeito alelopéatico. Enquanto que Borella; Martinazzo; Aumonde (2011) verificou para extratos de
Schinus molle a inibicdo de sementes de rabanete em todas as concentragdes.

Os parametros morfolédgicos (Figura 11) de Lactuca sativa L. cv. Baba de Verdo foram
intensamente afetados na maioria das fragcdes avaliadas. O comprimento de parte aérea (CPA) na
Figura 11A apresenta inibicdo para todos os tratamentos em todas as concentragdes. As fragdes
que mais se destacaram foram novamente as FrEE e FrDcM que nas maiores concentracfes
reduziram o CPA em média de 76%, enquanto que a menor reducdo foi da ordem de 26% e
observada na concentragdo de 300ppm da FrAcE.

O comprimento de raiz (CR) na Figura 11B foi mais afetado na maioria das concentracdes,
sendo em destaque a FrEE que ndo apresentou diferenca estatistica (p < 0,05) em todas as
concentragdes testadas, promovendo redugéo da ordem de 91%, assim como a concentracdo de
1200ppm da FrDcM. Em contrapartida, a concentracdo de 600ppm apresentou um comportamento
atipico para esse parametro, promovendo um estimulo de 13% no CR. A avalia¢do dos controles
de Tween 80 a 4% e de agua destilada ndo apresentaram diferenca significativa, sendo de caréater
inibitério para CPA (2,8%) e estimulatério para CR (3,8%). Devido ao contato direto com as
substancias a serem testadas, as raizes das plantas alvos sdo comumente mais afetadas pelos
aleloquimicos do que a parte aérea e a germinagdo, como relatado por Chon; Nelson (2010). Em
contrapartida Matsumoto et al.,(2010) identificou apenas o extrato acetato de etila como inibidor
do crescimento da parte aérea porém nao verificou diferenca significativa para a radicula em todas
as fracOes testadas.

Na pesagem das plantulas (Figura 11 C e D) de Lactuca sativa L. cv. Baba de Verdo é
observado alteracGes para todos os tratamentos em todas as concentracdes, incluindo os controles
de Tween 80 a 4% e de agua destilada o que pode ter influenciado na analise final dos parametros
de massa fresca (MF) e massa seca (MS), tal interferéncia foi de decréscimo de 22,6% (MF) e de

acréscimo de 10,24% (MS). Assim, os tratamentos dentro desse intervalo podem ser desprezados
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para esses parametros. Isto posto, é seguro afirmar que a redu¢do na MF (Figura 11C) sucedem
em todas as concentragOes das FrEE e FrBt, sendo a concentracdo de 1200ppm da FrEE redutora
de 89% da MF. As demais fragcdes reduzem a MF a partir da concentracdo de 600ppm, com
excecdo da concentracdo de 300ppm da FrAg. A MS (Figura 11 D) ndo apresentou um padrdo
correspondente ao CPA e ao CR, ou seja, mesmo com a reducao desses parametros a MS teve um
acréscimo em relagdo ao controle, principalmente na concentragcdes de 300ppm das FrBt e FrAcE,
contudo o padréo constatado para as fragdes mais inibitdrias foram repetidas para as concentragoes

de 600 e 1200ppm da FrEE e FrDcM.

Figura 11. indice de resposta dos parametros morfoldgicos de Lactuca sativa L. submetidas as
fracdes Etér etilico (FrEE); Dicloro Metano (FrDcM); Butanolica (FrBt); Acetato de Etila (FrAc)
e aquosa (FrAq) de folhas de Duranta erecta L. (A) comprimento de parte aérea; (B) comprimento
de raiz; (C) massa fresca; (D) massa seca. Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Scott-Knott (p < 0,05).

Controle FrEE FrDcM FrBt FrAcE Fraq

Controle FrEE FrDcM FrBt FrAcE Fraq
T a l 02
a
0,2 ! 0 .
: 1
1 I 02 ]
0,4 4 . T c I c

o —==

T
dd ddg d -0,4 II
0.6 1 0,6 o

!

=

fII

Comprimemnto de Raiz ARI

038 e

0,8 4
I e

Comprimento de Parte Aeréa ARI

C D
Controle FrEE FrDcM FrBt FracE FrAq Controle FiEE FrDeM Frgt Frick Frag
0 047
a I
a a
0249 b b
o1 & l b b1 = d ¢ T i ¢
- I 1 1 I I 1
2 b b E z ° ! Ll L = :; TT
=1
T -0
2 A ee e 2 z 8 8
. T 04 h
3 -06 1 g0
@0 o
e T s
= f s -0,6
-0,8 4 i
| 0,8 1
1 8

1 d

Tw80 Controle m300ppm 600ppm 1.200ppm

Os efeitos morfoldgicos das plantulas de alface s&o nitidamente contrastantes em relacéo as
plantas controle e podem ser observados nas imagens da Figura 12. Caracteristicas como
escurecimento das raizes, presenca de raizes secundarias numerosas e defeituosas, assim como o

atrofiamento das mesmas, esses efeitos sdo verificados na maioria dos tratamentos.



934
935
936
937
938

939
940

941

942

943

944

945

946

947

948

949

950

951

104

Figura 12. Plantulas de Lactuca sativa L. expostas as fragdes de folhas de Duranta erecta L.: A,
fracdo Etér etilica (FrEE); B, fracdo Dicloro Metano (FrDcM); C, fracdo Butanolica (FrBt); D,
fracdo Acetato de Etila (FrAc); E, fracdo aquosa (FrAq). As plantulas consistem respectivamente
da esquerda para a direita em controles de Tween 80 a 4% e agua destilada e os tratamentos nas
concentragdes de 300, 600 e 1200ppm.
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Esta diferenga nos efeitos observados sobre os aspectos germinativos e morfologicos das
plantulas de alface estdo relacionadas com a polaridade do eluente utilizado durante o
fracionamento (FILHO et al., 2016), assim como pela diversidade de constituintes presentes em
cada fragao.

Compostos fendlicos sdo descritos como uma grande familia de compostos com inumeras
acOes bioativas, entre elas incluem a alelopatia ou autotoxicidade. A presenca desses compostos
foi identificada em todas as fracGes podendo explicar os efeitos inibitorios na germinacéo das
sementes, uma vez que derivados fendlicos possuem efeitos inibitorios relatados por Santos et al.,
(2011).

A diosmetina, composto 3, foi descrita por Liu et al., (2016) como um dos compostos
responsaveis pela atividade alelopatica de Avena fatua L. reduzindo a taxa de germinagdo e o

desenvolvimento das plantulas de Triticum aestivum L. A partir de extrato acetato de etila da casca
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de Oryza sativa foi excluido a atividade alelopatica pelo composto 6 (B-Sitosterol) identificado
por Chung; Hahn; Ahmad, (2005) sobre a germinacao de trés espécies de ervas daninhas. Segundo
Filho et al., (2016) esses compostos provavelmente devem estar presentes também nas fases DCM
e n-BuOH, uma vez que foram observados altos valores de inibicdo para essas fases.

As durantaninas I, Il e Ill descritas por Hiradate et al., (1999) como inibidoras do
crescimento dos hipocétilos e das raizes de Brassica juncea nao foram detectadas nesse trabalho.
Contudo as durantaninas IV e V isoladas por Ahmed et al., (2009) demonstraram elevado potencial
citotoxico contra a linhagem de células tumorais HepG2 e sendo altamente letal contra Artemia
salina, tais dados deixam em aberto a possivel interferéncia alelopatica dos compostos 10 e 11
detectados para essa espécime de D. erecta.

O composto 12 é sugerido por Singh et al., (2016) como uma forma alternativa para o
controle organico do inéculo do mildio do sorgo, sendo altamente viavel e preferivel, em
comparacdo com o uso de fungicidas quimicos, onde o durantol inibiu o crescimento do tubo
germinativo, com acao na integridade da membrana do patégeno. Zhao et al., (2011) descreve a
atividade do bruceantinosideo A como sendo moderada na inibicdo de células tumorais
pancreaticas.

Lukhitwitayawuid et al. (1993) ao verificar a capacidade antimalérica e citotdxica de
alcaloides provenientes de Stephania pierrei verificaram que todos os alcaloides do grupo das
tetrahidroprotoberberinas, incluido o composto 15, a tetraidrostefabina, apresentaram aumento na
atividade antimalarica. Morita et al., (2000) identificou o grupo das Cefalezominas A-F como
citotoxicos potentes frente a células de linfoma e de carcinoma onde se encontra o alcaloide

cefalezomina H, identificado como composto 13.

A presenca de alcaloides nas FrEE e FrDcM podem ser determinantes na atividade fitotoxica
mais acentuada dessas fracOes, visto ser essa classe de metabolitos amplamente conhecida pela
sua elevada citotoxicidade. Wink (1983) determinou que a lupina, um alcaloide de Lupinus albus

foram responsaveis pela inibicdo de germinacdo e da velocidade de germinacéo e de L. sativa. A
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aconitina, colchicine, ergometrina, gramina, harmalina e cafeina, sdo descritos por Wink; Latz-
Bruning (1995) como potentes aleloquimicos. Alcaloides de purina tiveram um efeito inibidor
marcante na formacao de colénias de células derivadas dos protoplastos de alface (SASAMOTO;
FUJII; ASHIHARA, 2015). Fracdo alcaloidica de C. retusa gerou inibigdo na germinacao de até
60% assim como alteracbes no sistema enzimético e fisioldgico de Phaseolus vulgaris

(OGUNSUSI et al., 2018).

Bioensaios de citotoxicidade de frac¢oes foliares de D. erecta L.

Os dados parciais da avaliacdo de citotoxicidade demonstram potencial mutagénico e
teratogénico em intensidade diferenciada entre as diferentes fracbes, com diminui¢do do indice
mitotico e aumento da frequéncia de anormalidades cromossémicas.

CONCLUSAO
Todos os pardmetros avaliados das plantulas de Lactuca sativa L apresentaram alteragdes

inibitorias para todas as cinco fragdes avaliadas.

Alteragdes germinativas e morfologicas foram mais notaveis para as FrEE e FrDcM, a
presenca de alcaloides, compostos fendlicos, terpenos e taninos estdo diretamente relacionados a

alelopatia de folhas de Duranta erecta L.

Os resultados demonstram que a Duranta erecta L. ¢ uma planta promissora como fonte de
biomoléculas ativas para subsidiar a pesquisa e producdo de alternativas no combate a ervas

daninhas.
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