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RESUMO

Os 0Oleos essenciais obtidos do caule e das folhas de Croton doctoris S. Moore
(Euphorbiaceae) foram analisados por CG e CG-EM resultando em 22 compostos
identificados. Efeitos dos 6leos essenciais sobre a germinagdo, crescimento, contetdo
de clorofila, respiracdo das raizes, atividade da peroxidase, catalase e superoxido
dimutase e indice mit6tico foram determinados em plantulas de alface (Lactuca sativa)
e cebola (Allium cepa). A atividade alelopatica do extrato etanolico bruto e fragdes
semipurificadas do caule e folhas de Croton doctoris foi avaliada sobre a germinacdo e
crescimento de alface e cebola em laboratério, e posteriormente avaliou-se o efeito do
tratamento com maior fitotoxicidade sobre o metabolismo de alface, crambe (Crambe
abyssinica), corda de viola (Ipomea hederifolia), cebola, trigo (Triticale aestivum) e
brachiaria (Brachiaria decumbens) em laboratério. Nos bioensaios foram utilizadas
quatro concentragdes (0, 250, 500, 1.000 mg.L™?), com quatro repeticdes de 50
sementes. A atividade alelopatica em casa de vegetacdo foi avaliada, por meio de
aplicacdo foliar, do extrato etandlico bruto e fragBes semipurificadas do caule e folhas
de Croton doctoris sobre o crescimento e massa seca de alface, corda de viola, cebola e
capim marmelada (Brachiaria plantaginea). E posteriormente avaliou-se o efeito do
tratamento com maior fitotoxicidade sobre o metabolismo de alface, corda de viola,
cebola e capim marmelada em casa de vegetacdo. Para os bioensaios foram utilizadas
quatro concentragdes do extrato e fragdes (0, 250, 500, 1.000 mg.L™), com cinco
repeticdes de quatro plantas. A aplicacdo foliar dos tratamentos foi realizada apés 15
dias da emergéncia das plantas. Apo6s 15 dias da aplicacdo realizou-se a avaliagcdo dos
pardmetros fisiologicos e bioquimicos. Os resultados revelaram que o 6leo do caule é
constituido por 15 compostos, dos quais o 6xido de cariofileno (24,5%) e E-cariofileno
(13,3%) foram os constituintes majoritarios. O dleo das folhas apresentou como
compostos majoritarios o E-cariofileno (39,6%) seguido de a-humuleno (13,2%). Os
6leos e a fragdo acetato de etila de C. doctoris inibiram a germinagdo e crescimento das
plantulas teste e reduziram o teor de clorofila, respiracdo da raiz e divisdo celular das
plantas teste, além de causar estresse oxidativo pelo aumento de espécies reativas de
oxigénio, indicado pelo aumento da atividade das enzimas antioxidantes avaliadas. Em
casa de vegetacdo, a fracdo acetato de etila das folhas provocou maior inibigdo no
crescimento de alface e capim marmelada e reduziu o acumulo de massa seca de alface,
corda de viola, cebola e capim marmelada, e, portanto foi considerada a mais ativa,
comparativamente aos demais tratamentos. A fragéo acetato de etila do caule e folhas
reduziram a taxa de fotossintese, o teor de clorofila e respiragdo da raiz, além de causar
estresse oxidativo. C. doctoris apresenta substancias capazes de influenciar a
germinacéo, crescimento inicial, fisiologia e bioquimica das espécies avaliadas.



ABSTRACT

The essential oils obtained from the stems and leaves of Croton Doctoris S. Moore
(Euphorbiaceae) were analyzed by GC and GC-MS, resulting in 22 compounds
identified. Effects of essential oils on germination, growth, chlorophyll content, root
respiration, peroxidase, catalase and superoxide dimutase activity and mitotic index
were determined on seedlings of lettuce (Lactuca sativa) and onion (Allium cepa). The
allelopathic activity of the crude ethanol extract and semipurified fractions from the
stem and leaves of Croton doctoris was evaluated on germination and growth of lettuce
and onion in laboratory, and evaluate the effect of treatment with higher phytotoxicity
on the metabolism of lettuce, crambe (Crambe abyssinica), morning glory (Ipomea
hederifolia), onions, wheat (Triticale aestivum) and brachiaria (Brachiaria decumbens )
in the laboratory. Bioassays were four concentrations (0, 250, 500, 1.000 mg L) with
four replications of 50 seeds each. The allelopathic activity under greenhouse conditions
was evaluated through foliar application of crude ethanol extract and semipurified
fractions of the stem and leaves of Croton doctoris on growth and dry mass of lettuce,
morning glory, onion and alexandergrass (Brachiaria plantaginea). And evaluate the
effect of treatment with higher phytotoxicity on the metabolism of lettuce, morning
glory, onion and alexandergrass in a greenhouse. For bioassays were used four
concentrations of extract and fractions (0, 250, 500, 1.000 mg L), with five replicates
of four plants. The application of treatments were performed after 15 days of plant
emergence. After 15 days of application there was the assessment of physiological and
biochemical parameters.The results show that the oil from the stem consists of 15
compounds, of which caryophyllene oxide (24.5%) and E-caryophyllene (13.3%) were
the main components. The oil from the leaves presented as main compounds E-
caryophyllene (39.6%) followed by a-humulene (13.2%).The oil and ethyl acetate
fraction inhibited germination and seedling growth of plants test and reduced
chlorophyll content, root respiration and cell division of plants test, and cause oxidative
stress by increasing reactive oxygen species, indicated by increased activity of
antioxidant enzymes evaluated. Under greenhouse conditions, the ethyl acetate fraction
of the leaves caused greater growth inhibition of lettuce and alexandergrass and reduced
the accumulation of dry mass of lettuce, morning glory, onion and alexandergrass, and
thus was considered the most active, compared to other treatments. The ethyl acetate
fraction of the stem and leaves reduced the rate of photosynthesis, chlorophyll content
and root respiration and cause oxidative stress C. doctoris contains substances capable
of causing effects on growth, physiology and biochemistry of the species studied.



INTRODUCAO GERAL

A chamada agricultura moderna, onde altas produtividades sdo o foco da
atividade, tem estado, sistematicamente, dependente do uso de insumos como 0S
estimulantes de crescimento e de defensivos agricolas sintéticos. Entretanto, o uso
desses produtos tem provocado constantes insatisfagdes de ordem social em funcéo dos
riscos a salde humana e dos prejuizos ambientais que promovem (MACIAS et al.,
2000a).

Dentre os métodos de controle de plantas daninhas, o uso de defensivos
agricolas continua sendo o componente mais importante na hora de aumentar o
rendimento das colheitas e reduzir o trabalho nas culturas. No entanto, o uso inadequado
e indiscriminado de herbicidas sintéticos além de levar a contaminacdo dos alimentos
utilizados na dieta dos animais e das pessoas tem levado ao crescente aparecimento, em
nivel mundial, de biétipos de plantas daninhas tolerantes e resistentes a esses herbicidas,
0 que tem ocasionado um aumento significativo dos custos de producéo e problemas
graves de contaminacdo do ambiente (MACIAS et al., 2000a), levando & reducdo na
eficiéncia dos produtos utilizados, o que redunda em aplicagdes mais freqiientes e em
maior volume.

A biodiversidade brasileira pode oferecer excelente oportunidade para
incrementar as pesquisas na busca de outros tipos de herbicidas, mais especificos e
menos prejudiciais do que aqueles em uso atualmente.

Nesse contexto, as milhares de substancias quimicas disponiveis na natureza
quer aquelas produzidas por plantas ou pelos microorganismos podem oferecer novas e
excelentes oportunidades para diversificar o controle de endemias na agricultura,
reduzindo ou eliminando a contaminagdo do ambiente, preservando os recursos naturais
e garantindo a oferta de produtos agricolas com alta qualidade, desprovidos de residuos
de agentes contaminantes (SOUZA-FILHO e ALVES, 2002).

Durante os Gltimos 30 anos, grandes esforcos tém sido dedicados & descoberta
de novos aleloquimicos com potencial aplicagdo no manejo de plantas daninhas. Os
herbicidas desenvolvidos a partir de compostos quimicos naturais apresentam
importantes vantagens sobre os herbicidas sintéticos usados na agricultura, pois
apresentam novos mecanismos de agéo, alta biodegradabilidade e baixo impacto no
ambiente (MACIAS et al., 2006).
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Estudos alelopéticos, biomonitorados, dos 6leos essenciais, extratos e fragdes
semipurificadas para isolamento, identificacdo de novas moléculas quimicas e a
caracterizacdo das suas propriedades bioherbicidas sdo, portanto, o inicio de um

caminho para se desenvolver produtos ecologicamente corretos e socialmente justos.

1. Alelopatia: Historico e Conceito

A idéia de que uma planta pode influenciar no crescimento de outra, € bem
conhecida na agricultura, sendo que o primeiro registro sobre a capacidade das plantas
interferirem no desenvolvimento de plantas vizinhas foi descrito por Theophastus (300
a.C.), um discipulo de Aristoteles, que observou que plantas de grdo-de-bico (Cicer
arietinum L.) ndo revigoravam o solo como outras plantas, ao contrario, o exauria e, ao
mesmo tempo, destruia as plantas invasoras (RICE, 1984).

Plinio (1 d.C) reporta que gréo-de-bico, cevada (Hordeum vulgare L.), ervilha
(Vicia ervilia (L.) Willd) e a nogueira européia, (provavelmente Juglans regia L.),
foram a causa de muitas preocupagdes para 0 homem e injurias para as plantas da
vizinhanga (RICE, 1984).

Lee e Monsi (1963) citado por Alves (2008) relataram a existéncia de um
documento japonés de autoria de Banzan Kunazawa, escrito ha 300 anos, o qual cita a
presenca de alelopatia em plantas de Pinus densiflora L.. O problema da “doenca da
terra” causada por plantas de trevo (Trifolium pratense L.) € conhecida na Europa,
desde o século XVII, quando Young, em 1804, chamou aten¢do para o fato, alegando
que era causado pelo plantio sucessivo desta espécie.

De Candolle em 1932, afirmava que o cansago das terras decorrente da
monocultura durante anos seguidos, era ocasionado pelo acimulo de algumas
substancias exsudadas pelas plantas a qual passava a afetar o proprio desenvolvimento
(RICE, 1984).

Somente em 1937 o termo alelopatia foi proposto pelo alemdo Hans Molisch,
significando do grego allelon = de um para o outro, pathos = prejuizo, para referir-se a
interacbes bioquimicas entre todos os tipos de plantas e inclusive entre
microorganismos (RICE, 1984). Muitos anos mais tarde Rice (1984) redefiniu o termo
alelopatia como sendo “qualquer efeito direto ou indireto danoso ou benéfico que uma
planta (incluindo microorganismo) exerce sobre outra pela producdo de compostos

quimicos liberados no ambiente”.
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Em 1996, foi criada a Sociedade Internacional de Alelopatia, que definiu-a como
sendo a “ciéncia que estuda qualquer processo envolvendo, essencialmente, metabolitos
secundérios produzidos por plantas, algas, bactérias e fungos que influenciam o
crescimento e desenvolvimento de sistemas agricolas e bioldgicos, incluindo efeitos
positivos e negativos (MACIAS et al., 2000Db).

Ademais, vale & pena ressaltar que o efeito alelopético depende de um composto
que ¢ adicionado ao ambiente. Nesse sentido, uma planta pode afetar o crescimento da
outra, sem que ocorra o efeito alelopatico, mediante competicdo por fatores do
ambiente, tais como &gua, luz e nutrientes (RODRIGUES et al., 1992).

Muitas das substancias quimicas produzidas pelas plantas que afetam
associacbes de plantas também influenciam outros organismos, oferecendo uma
perspectiva mais ampla para o termo alelopatia, que incluem aspectos de defesa de
plantas. Normalmente alelopatia é interespecifico, entretanto, se a planta doadora e a
receptora pertencerem & mesma espécie ela torna-se intraespecifica, e o termo a ser
empregado é autotoxico (MILLER, 1996).

Ha dois tipos de aleloquimicos produzidos por plantas: as fitotoxinas e as
fitoalexinas. As primeiras sdo aleloquimicos continuamente produzidos pelas plantas,
porém, quando esta é submetida a estresse, sua producéo € aumentada. As fitoalexinas
sdo produzidas somente quando a planta é submetida a estresse (PINTO et al., 2002).

Ha ainda dois conceitos importantes a serem entendidos em alelopatia. Chama-
se especificidade alelopatica quando as plantas produzem substancias quimicas com
propriedades alelopéticas que afetam ou ndo algumas espécies de plantas e,
periodicidade, quando tais substancias sdo encontradas distribuidas em concentracdes
variadas nas diferentes partes da planta e durante o seu ciclo de vida. Quando essas
substancias sdo liberadas em quantidades suficientes, causam efeitos alelopaticos que
podem ser observados na germinagdo, no crescimento e/ou no desenvolvimento de
plantas j& estabelecidas e, ainda, no desenvolvimento de microorganismos (PIRES et al.,
2001).

Dezena de milhares de compostos secundérios, de plantas, ja foram isolados e
estima-se que centenas de milhares existam na natureza. Ha evidéncias de que a maioria
dos metabdlitos secundarios liberados pelas plantas esteja envolvida em interagbes com
outros organismos, como outras plantas, insetos, fungos e herbivoros, ou seja,
apresentam potencial para exercer alelopatia em agroecossistemas (DUKE e ABBAS,
1996).
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2. Natureza dos compostos alelopaticos

Rice (1984) afirmou a existéncia de mais 300 compostos secundarios vegetais e
microbioldgicos, entre os agentes alelopéticos, pertencentes a muitas classes de
produtos quimicos, e esse numero continua aumentando com a realizacdo de novas
pesquisas. A origem de um aleloquimico freqlientemente é obscura e sua atividade
bioldgica pode ser reduzida ou aumentada pela acdo microbioldgica, oxidacgdo e outras
transformagdes.

Possiveis fontes de aleloquimicos no ambiente das plantas incluem numerosos
microrganismos, certas invasoras, uma cultura anterior ou mesmo a cultura atual.
Similarmente, as espécies afetadas podem ser os microrganismos, as invasoras ou a
cultura (EINHELLIG, 1986).

O aparecimento de metabolitos biologicamente ativos na natureza € determinado
por necessidades ecoldgicas e possibilidades biossintéticas, sendo que a co-evolugéo de
plantas, insetos e microorganismos conduzem a sintese de metabolitos secundérios com
funcbes de defesa ou atracdo, principalmente. Assim, os metab6litos secundérios, por
serem fatores de interacdo entre organismos, freqlientemente, apresentam atividades
biol6gicas. Muitos sdo de importancia alimentar, agrondmica, de perfumaria, entre
outras (SANTOS, 2002).

Durante muito tempo ndo se sabia exatamente se as substancias quimicas do
metabolismo secundéario representavam o produto final do metabolismo celular, ou se
eram sintetizadas pelas plantas com funcGes especificas. Alguns autores defendiam a
primeira hipdtese, baseados no fato de que essas substancias encontram-se em maior
quantidades nos vactolos das células, onde seriam depositadas a fim de evitarem a
propria autotoxidade. Outros consideravam que a producgdo dessas substancias é regida
pelas leis da genética e que estdo sendo constantemente sintetizadas pelas plantas,
defendendo a segunda hipdtese (MEDEIROS, 1990).

Atualmente, entretanto, sabe-se que muitas destas substancias estdo diretamente
envolvidas nos mecanismos que permitem a adequacdo do produtor a seu meio. De fato,
j& foram reconhecidas como fungdes de vérias substancias pertencentes a essa classe de
metabolitos, por exemplo, a defesa contra herbivoros e microorganismos, a protecéo
contra raios UV, a atragdo de polinizadores ou animais dispersores de sementes e em
alelopatia (SANTOS, 2002).
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Na Figura 1, verifica-se alguns produtos quimicos alelopaticos e as rotas

provéveis de sintese dos mesmos.
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FIGURA 1. Rotas provaveis de sintese de alguns grupos de aleloquimicos.

N&o se conhecem todos os produtos quimicos com propriedades alelopaticas,
bem como a forma como séo sintetizados. Os mais comuns pertencem aos grupos dos
acidos fendlicos, cumarinas, terpenodides, flavonoides, alcaldides, glicosideos
cianogénicos, derivados do acido benzbico, taninos e quinonas complexas
(MEDEIROS, 1990; DURIGAN e ALMEIDA, 1993).

Varios tipos de compostos organicos foram identificados como aleloguimicos,
produzidos por microrganismos ou plantas superiores (RICE, 1984), podendo ser
relacionados como principais 0s seguintes:

« Acidos organicos soluveis em agua, alcoois de cadeia linear, aldeidos alifaticos
e cetonas; &cidos citrico, malico, acético e butirico e acetaldeido;

* Lactonas insaturadas simples: patulina e acido parasorbico;
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« Acidos graxos de cadeia longa e poliacetilenos: oléico, estearico, miristico e
agropireno;

* Naftoquinonas, antraquinonas e quinonas complexas: julglona, tetraciclina e
aureomicina;

» Fenois simples, &cido benzoéico e derivados: &cido galico, vanilico e
hidroquinona;

« Acido cindmico e derivados: acido clorogénico e ferulico;

» Cumarinas: escopoletina e umbeliforona;

* Flavondides: quercetina, florizina e catequina;

* Taninos condensados e hidrolisaveis: &cidos elégico e digalico;

* Terpendides e esterol: cineol, canfora e limoneno;

» Aminoécidos e polipeptideos: marasmina e victorina;

* Alcal6ides e cianoidrinas: estriquinina, atropina, codeina, cocaina e amidalina;

» Sulfetos e glicosideos: sirigrina e alilisotiocianato;

* Purinas e nucleosideos: cordicepina, teofilina e paraxantina.

Essas substancias podem estar presentes em todos os tecidos das plantas
incluindo folhas, flores, frutos, raizes, rizomas, caules e sementes (PUTNAN e TANG,
1986), e variam em quantidade e qualidade de espécie para espécie, até mesmo na
quantidade do metabdlito de um local de ocorréncia ou ciclo de cultivo para outro, pois
muitos deles possuem sua sintese desencadeada por eventuais vicissitudes a que as
plantas estdo expostas (FERREIRA e AQUILA, 2000).

A principal funcdo dos aleloquimicos é a protecdo dos organismos que oS
produzem. A sua acdo ndo é muito especifica, podendo uma mesma substancia
desempenhar varias funcles, dependendo mais da concentracdo, translocacdo e
detoxicacdo, do que da propria composicdo quimica. Por outro lado, um composto que é
toxico para uma dada espécie, pode ser indcuo para outra, mesmo estando com esta
estreitamente relacionada (DURIGAN e ALMEIDA, 1993).

Metabolitos secundérios as vezes agem como aleloquimicos, no entanto, o termo
aleloquimico e metabodlito secundéario ndo devem ser usados como sinénimos. Um
composto quimico pode apresentar varios papéis na natureza, incluindo o de
aleloquimico, dependendo do organismo e do pardmetro ambiental especifico que afeta
0 organismo. Assim, um mesmo composto pode as vezes ser um aleloquimico, e outras
vezes pode apresentar outros papéis (INDERJIT e DUKE, 2003).
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3. Mecanismo de liberagéo dos aleloquimicos no ambiente

As principais vias de liberagdo de metabdlitos secundérios potencialmente
envolvidos na alelopatia sdo: decomposicdo; exsudagdo radicular; lixiviagdo; e
volatilizacdo (MEDEIROS, 1990; RODRIGUES et al., 1992; DURINGAN e
ALMEIDA, 1993).

Através do processo de decomposicdo 0s constituintes quimicos dos organismos
séo liberados para o ambiente e freqlientemente adicionados ao solo. Nesse processo
estd envolvida a participacdo dos microrganismos presentes no solo, os quais agem
sobre os polimeros presentes nos tecidos, levando a liberagdo dos compostos tdxicos
(SOUZA FILHO e ALVES, 2002).

Os exsudados radiculares sdo substancias sintetizadas pelas plantas e liberadas
no solo pelas raizes vivas das plantas. Esse termo tem sido usado para descrever todas
as substancias organicas exsudadas pelas raizes, por qualquer mecanismo (RICE, 1984).

A lixiviagdo € a remocdo de substancias quimicas de plantas vivas ou mortas, a
qual é feita pela agdo de chuvas, orvalhos e neblina (SOUZA FILHO e ALVES, 2002).

A volatilizagdo é um processo comum nas plantas aromaticas, embora nem todas
as plantas arométicas estejam envolvidas no mecanismo de alelopatia (SOUZA FILHO
e ALVES, 2002).

As substéncias alelopaticas ainda se mantém nos tecidos das plantas mesmo
depois de mortas, de onde séo liberadas por volatilizacdo, se forem produtos volateis, ou
por lixiviacdo, por meio do orvalho e chuva, se forem sollveis na 4gua, sendo arrastadas
para o solo, onde, ao atingirem a concentracdo necesséria, podem influenciar no
desenvolvimento dos microorganismos e das plantas que nele se encontram. Nesse
sentido, o efeito alelopatico pode se pronunciar tanto durante o ciclo de cultivo, quanto
nos cultivos subsequentes (TEXEIRA et al., 2004).

Verifica-se, na Figura 2, que ap6s a liberacdo pela “planta doadora”, um
composto alelopéatico pode seguir por diferentes vias (ou ser alterado), até causar o

efeito alelopético na “planta receptora” (REZENDE et al., 2000).
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FIGURA 2. Vias provaveis de liberacdo dos aleloquimicos no ambiente.

Conforme se verifica na Figura 2, as interagdes que ocorrem sd0 muito
complexas, pois 0s produtos quimicos presentes no meio podem vir diretamente de
plantas ou surgirem como resultado dos processos de decomposi¢cdo e formacgdo do
himus no solo. Além disso, a quantidade e a natureza quimica dos compostos
alelopaticos liberados variam com a espécie e idade da planta, temperatura, intensidade
luminosa, disponibilidade de nutrientes, atividade microbiana da rizosfera e tipo de solo
(REZENDE et al., 2000).

Varios fatores podem influenciar a natureza alelopatica de um composto
quimico, incluindo o modo de liberacdo e a acdo bioativa. Em parte, porque a
concentragdo, o tempo residente e o destino de um composto quimico sdo bastante
controlados pelos fatores do substrato (INDERJIT e DUKE, 2003).

As plantas frequientemente armazenam e secretam 0s compostos bioativos em
tecidos e células especiais. Estruturas comumente associadas com o acumulo de
compostos secundarios em plantas sdo tricomas glandulares, laticiferos, idioblastos,

canais resiniferos e nectarios (DUKE et al., 2000a).

4. Mecanismos de agdo dos aleloquimicos
Aleloquimicos alteram o crescimento e o desenvolvimento de plantas pela

multiplicidade de agBes sobre os processos fisiologicos. Ha centenas de diferentes
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estruturas e muitos dos compostos quimicos apresentam vérios efeitos fitotdxicos
(EINHELLIG, 2002).

O modelo de acéo dos aleloquimicos pode, amplamente, ser dividido em agdes
diretas e indiretas. As agOes indiretas podem incluir efeitos que promovem alteragGes
nas propriedades do solo, sua situacdo nutricional, bem como, alteracdes na populagéo e
ou atividade de microorganismos, insetos, nematoides e outras. O modelo de acgdo direta
envolve os efeitos dos aleloquimicos sobre vérios aspectos do metabolismo e
desenvolvimento das plantas (SOUZA-FILHO e ALVES, 2002).

Alguns dos efeitos especificos incluem modificagdo na estrutura e no transporte
das membranas, alteracdes das caracteristicas da morfologia celular, interferéncia no
ciclo celular (replicacdo, sintese de proteinas, mitose, mecanismos celulares),
modificacdo da atividade de fitohormonios, perturbacdo do metabolismo energético
(respiracéo e fotossintese), problemas no balango de 4gua e na fungdo dos estdmatos,
inibicdo de sintese de pigmentos e blogueio da fungdo de numerosas enzimas
(EINHELLIG, 1986; EINHELLIG, 2002).

A fotossintese e a atividade respiratéria sdo inibidas por quinonas, acidos
vanilico, ferdlico, cumarico e caféico (R1ZVI e RIZVI, 1992; BARKOSKY et al., 2000;
GONZALEZ-BERNARDO et al., 2003).

Outros compostos, como ancecalina, euparina e dimetilencecalina, extraidos de
raizes de Helianthella quinquenervis, também inibem a fotossintese (CASTANEDA et
al., 1996). Da parte aérea de uma Asteraceae (Piqueria trinervia) foram extraidos
monoterpenos, demonstrando serem inibidores do fluxo de elétrons da fotossintese
(ANAYA et al, 1996). Os compostos como benzopiranos, lactonas, terpenos e
fenilpropandides, isolados de espécies vegetais, atuam como inibidores da reacdo de
Hill, assim como algumas cumarinas e lactonas sesquiterpénicas que agem como
desacopladores e inibidores da transferéncia de elétrons (KING-DIAZ et al., 2001).

Atividades enzimaticas sdo afetadas por taninos e fendis, podendo inibir a
atividade das celulases, poligalacturonases, pepsina, proteinases, desidrogenases e
descarboxilases (YU et al., 2003). A inibicdo dessas enzimas deve-se a capacidade de
taninos e fenois se ligarem as proteinas, formando complexos reversiveis, via pontes de
hidrogénio e interagdes hidrofobicas, ou complexos irreversiveis, que ocorrem em
condigdes oxidativas via ligacdes covalentes (MELLO e SANTOS, 2001).

O crescimento por divisdo celular € inibido por cumarinas, derivados fenolicos e
alguns monoterpenos e sesquiterpenos (INDERJIT, 1995; CHON et al., 2002).
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5. Produtos naturais como herbicidas

A agricultura moderna utiliza herbicidas sintéticos para controlar plantas
daninhas aumentando desta maneira a producdo das culturas. Os herbicidas sintéticos,
porém, causam um impacto negativo no meio ambiente e na saide humana (PUTNAN,
1985). O uso indiscriminado de herbicidas também tem provocado um aumento da
resisténcia de plantas daninhas, mudando sua populacéo e causando prejuizos ao meio
ambiente (MACIAS et al., 2000a).

Muitos dos compostos quimicos sintéticos sdo prejudiciais ao ambiente devido
sua longa persisténcia no meio, sua toxicidade e atividade carcinogénica e mutagénica.
Por causa desses problemas muita atengdo tem sido focada em alternativas para o
controle de plantas daninhas. Alelopatia, com estudos bioquimicos de interagdes planta-
planta incluindo efeitos positivos e negativos tem sido proposta como possivel
alternativa para o manejo de plantas daninhas (MACIAS, 1996).

Os vegetais apresentam compostos bioativos, que fazem parte do seu sistema de
defesa, que séo de fato herbicidas naturais (MACIAS et al., 2000a). Esses produtos
naturais bioativos evoluiram por um longo periodo de tempo e foram selecionados para
atividades bioldgicas especificas. A relagdo existente entre a estrutura quimica de um
composto produzido por uma planta e a atividade herbicida tem tornado os
aleloquimicos candidatos promissores para conduzir ao desenvolvimento de novos
herbicidas (DUKE et al., 2001).

Os aleloquimicos podem ser usados diretamente como herbicidas ou para
conduzir o desenvolvimento de novas classes de herbicidas. O interesse em produtos
naturais como fonte de defensivos quimicos estd aumentando (AN e PRATLEY, 2005).

Ha varias razBes para o interesse do uso de compostos naturais como herbicidas,
pois esses compostos sdo ambientalmente e toxicologicamente mais seguros que 0S
herbicidas sintéticos, apresentam uma diversidade de estruturas quimicas que ndo sdo
produzidas na quimica sintética e possuem sitios moleculares que ndo foram
anteriormente explorados pelos herbicidas comerciais (DUKE et al., 2002).

Os produtos secundarios de plantas sdo também considerados menos
probleméticos para o meio ambiente, devido a facil decomposicdo, porém ndo deixam
de ser componentes quimicos, devendo seus efeitos ser estudados. E relativamente
pequeno o nimero de informac@es sobre pesticidas naturais a organismos ndo alvo sob

condi¢cdes de campo. Existem resultados de experimentos sobre componentes
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individuais em laboratorio, mas esses dados ndo sdo apliciveis as condi¢bes de campo.
S&o necessarios dados toxicoldgicos para registrar 0s compostos, mesmo sendo de
origem natural (SAITO, 1998).

Diversos compostos biologicamente ativos de uso difundido em nossa
sociedade, tiveram sua génese a partir de um produto natural de origem vegetal, animal
ou microbiana (BARBOSA, 2002).

Os estudos nessa &rea tem chegado ao isolamento de algumas importantes
substancias, as quais promovem elevada toxicidade em algumas espécies de plantas
daninhas. O bialafés, produzido por Streptomices spp. em fermentacdo, &
metabolicamente convertido pela espécie alvo a fosfinotricina, um potente inibidor da
glutamina sintetase; ele possui um uso limitado no Jap&o. Por outro lado, o glufosinato,
uma versdo sintética da fosfinotricina, € amplamente utilizado pelo mundo como
herbicida ndo seletivo. O &cido pelargdnico, um é&cido graxo natural, possui uma
distribuigcéo limitada nos EUA como herbicida natural (DUKE et al., 2002).

Muitos compostos quimicos de plantas que inibem o crescimento vegetal tém
sido descobertos, como por exemplo, artemisinina, um sesquiterpendide produzido por
Artemisia annua L. que é altamente fitotoxico (DUKE e ABBAS, 1996). Um outro
exemplo de substancia fitotoxica descoberta com estudos de interacdo planta-planta é a
sorgoleona, um potente composto alelopético isolado de espécies de Sorghum (DUKE
et al., 2000Db).

Com modificagdes quimicas alguns metabdlitos secundérios de plantas com
fitotoxidade podem ser a base de novos herbicidas. Um dos primeiros e mais potentes
fitotoxicos estudados em plantas é o 1,8-cineol. Esse composto produzido por muitas
espécies de plantas aromaticas tem sido reportado em alelopatia planta-planta (DUKE e
ABBAS, 1996).

Souza e Furtado (2002) observaram que o aleloquimico benzoxazolinona
(BOA), exsudado pelas plantas de centeio (Secale cereale L.), confere resultado
semelhante ao herbicida atrazina sobre plantas de alface (Lactuca sativa L.).

O derivado fendlico grabdinol é um composto floroglucinol-afim que inibe a
germinagéo, transpiracéo e abertura estomatal (DUKE et al., 2002). Um exemplo mais
recente € o composto policarbonilado leptospermona, do qual a classe Tricetona de
herbicidas foi desenvolvida (DUKE et al., 2002). O aleloquimico leptospermona foi
encontrado em uma espécie australiana nativa, Bottlebrush (Callistemon citrinus), que

foi introduzida na Gré-Bretanha em 1789. Do leptospermona foi desenvolvido o
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herbicida Calisto® (Mesotrione), sendo este talvez o mais bem sucedido herbicida
comercial desenvolvido a partir de um aleloquimico. Calisto® foi liberado para o
mercado mostrando boa eficdcia para o controle de espécies daninhas da cultura de
milho e um bom perfil ambiental (CORNES, 2005).

6. Metodologias usados nos estudos de alelopatia

O estudo do comportamento germinativo e do crescimento de uma espécie
vegetal sob a a¢do de aleloquimicos utiliza como ferramentas os bioensaios, que servem
para avaliar o potencial alelopatico das espécies em estudo e acompanhar a resposta
biol6gica durante as fases de extracdo, fracionamento, purificacdo e identificacdo dos
compostos (LEATHER e EINHELLIG, 1986).

Os bioensaios mais utilizados séo de germinacdo de sementes e crescimento de
plantulas em placas de Petri com papel filtro (LEATHER e EINHELLIG, 1986;
MACIAS et al., 2000a), sendo recomendado para critério morfolégico de germinacao,
ou seja, emissdo da radicula, como primeira abordagem, devendo ser seguido por testes
de germinagéo em solo ou areia (FERREIRA e AQUILA, 2000).

Os testes de germinacdo, em geral, s&o menos sensiveis aos aleloquimicos do
que aqueles que avaliam o desenvolvimento das plantulas, como por exemplo,
comprimento ou massa seca da raiz ou parte aérea. Porém, a quantificacdo experimental
é muito mais simples, pois para cada semente o processo € discreto, germina ou ndo
germina. Nesse contexto, substancias alelopéticas podem induzir o aparecimento de
plantulas anormais, sendo a necrose da raiz um dos sintomas mais comuns (FERREIRA
e AQUILA, 2000).

Geralmente, a espécie-alvo mais utilizada é a alface (Lactuca sativa L.) e cebola
(Allium cepa L.), devido a sua alta taxa de germinagéo e sensibilidade. A utilizagdo de
espécies comerciais para os bioensaios tem como vantagem o fato dessas espécies
serem geneticamente homogéneas, apresentarem germinagdo uniforme e estarem
facilmente disponiveis; ja as espécies silvestres sdo geneticamente mais heterogéneas
que as cultivadas, e apresentam vérios graus de sensibilidade para tratamento similar,
além da germinacdo néo ser uniforme (MACIAS et al., 2000a).

Macias et al., (2000a) propdem o uso de vérias espécies como modelos para 0s
bioensaios, representantes de ambas as classes taxonOmicas, assim como
eudicotiledOneas: L. sativa (Alface, Asteraceae), Daucus carota L. (Cenoura,

Apiaceae), Lepidium sativum L. (Agrido, Brassicaceae), Lycopersicon esculentum Mill.
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(Tomate, Solanaceae); e monocotiledoneas: Allium cepa L. (Cebola, Liliaceae),
Hordeum vulgare L. (Cevada, Poaceae), Triticum aestivum L. (Trigo, Poaceae) e Zea

mays L. (Milho, Poaceae).

7. Estresse oxidativo

O acimulo de oxigénio molecular (O,) na atmosfera da Terra permitiu a
evolucdo de organismos aerébios que utilizam o O, como aceptor final de elétrons,
permitindo entdo um maior ganho energético comparado a fermentacdo e a respiracéo
anaerobica. No metabolismo aerébico, o desdobramento de uma molécula de glicose
produz um total de 28 moléculas de adenosina tri fosfato (ATP), enquanto que o
desdobramento anaerdbico da glicose a etanol e CO; produz apenas 8 moléculas de
ATP (SCANDALIOS, 1993).

O oxigénio molecular é relativamente ndo reativo e ndo toxico, devido a estrutura
estavel dos elétrons na sua camada externa. Entretanto, alteracfes na distribuicdo dos
elétrons podem provocar a sua ativacdo e influenciar os sistemas biol6gicos. As
espécies reativas de oxigénio (ERO) podem ser geradas dentro das plantas como
resultado da excitacdo do elétron externo, formando oxigénio simples (‘O2) ou de uma
sucessiva adigdo de elétrons ao oxigénio molecular produzindo superdxido (O2),
perdxido de hidrogénio (H,0O) e radicais hidroxilas (OH’). Essas moléculas, descritas a
seguir, sdo consideradas “ativas” porque ndo necessitam da entrada de energia para
reagir com outras moléculas (REZENDE et al., 2003).

Pela sua configuragdo eletronica, o oxigénio tende receber um elétron de cada vez,
formando compostos intermediarios altamente reativos, destacando-se o anion radical
superdxido (O27), o peroxido de hidrogénio (H.0O;) e o radical hidroxila (OH).

A superoxido (O2") pode ser produzida na planta por meio de varios mecanismos,
inclusive pela ativagdo de NADPH-oxidase/sintases ligadas a membrana, peroxidase da
parede celular, lipoxigenases e como resultado da transferéncia de elétrons da
mitocdndria ou do cloroplasto. Normalmente, oxida varias moléculas organicas, como
ascorbato, ou redutor de metais como Fe*, nas reacOes de Haber-Weiss ou Fenton
(BREUSEGEM et al., 2001).

A maioria do perdxido de hidrogénio (H,O,) celular surge da dismutacdo do O;,"
catalisada pela superoxido dismutase (SOD). Peroxido de hidrogénio é um oxidante
relativamente estivel e ausente de carga, o que pode facilitar a passagem através da

camada bilipidica da membrana celular. Essa capacidade de difundir-se rapidamente
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através da membrana celular favorece a répida elicitacdo da resposta vegetal. O H,0,
inativa reversivelmente numerosas enzimas do ciclo de Calvin e outras vias metabolicas
pela oxidacdo de tidis funcionais, podendo também peroxidar lipideos e pigmentos
(APOSTOL et al., 1989).

O radical hidroxila (OH) embora tenha meia-vida curta (< 1 ps), sao radicais
potencialmente fortes e com alta afinidade a biomoléculas no seu sitio de produgéo, o
que dificulta o estudo desses radicais (REZENDE et al., 2003). O OH apresenta alto
poder de reagdo com qualquer grupo eletrofilico proximo, como lipideos, proteinas e
acidos nucléicos (FRIDOVICH, 1995). Segundo a reagdo de Fenton, a formacéo de OH
requer um ion ferroso e, portanto, o dano causado tem lugar nos sitios de unido deste
metal as biomoléculas, como é o caso de algumas proteinas, como a rubisco, a
glutamina sintetase, etc., ou a dupla hélice do DNA (FRIDOVICH, 1995).

O oxigénio simples (*O,) semelhante aos radicais hidroxilas, tém aproximadamente
2 us de vida e sdo altamente destrutivos, reagindo com a maioria das moléculas
bioldgicas (FOYER, 1994), porém a maioria dos danos sdo proximos aos sitios onde sdo
produzidos. S&o predominantemente gerados nos cloroplastos, através da transferéncia
de energia de uma clorofila foto-excitada para o elétron do oxigénio molecular. O 'O, é
muito reativo e, uma vez formado, reage rapidamente com lipideos da membrana
plasmética, com pigmentos e com proteinas que se encontram proximas, especialmente
na regido do fotossistema Il (PSII). Os efeitos mais conspicuos do ‘O, sd0 0 aumento da
permeabilidade celular, o extravasamento do citoplasma, a degradacéo da clorofila a e
de outros pigmentos fotossintéticos, a destruicdo das proteinas D1 e D2 do PSIl e a
formacdo de radicais organicos nos lipideos de membrana, particularmente aqueles que
contém &cidos graxos com ligac@es insaturadas (REZENDE et al., 2003).

As EROs séo geradas nos diferentes compartimentos celulares como parte de
processos fisiolégicos normais ou como consequéncia do funcionamento defeituoso de
vias metabdlicas (FRIDOVICH, 1995). A fonte mais importante de EROs em plantas
sdo os cloroplastos, que durante o transporte fotossintético de elétrons, tornam os
componentes plastidicos alvos de dano oxidativo.

Todas as EROs sdo extremamente reativas e citotoxicas a todos os organismos
(SCANDALIOS, 1993). E geralmente assumido que 0'OH e o 'O, s&o téo reativos que
suas producdes devem ser minimizadas. Muitas enzimas do ciclo de Calvin dentro dos
cloroplastos sdo extremamente sensiveis ao H,O, e altos niveis de H,O, inibem

diretamente a fixagdo de CO,. O H,O, demostrou ser ativo com oxidases de fungdes
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mistas, marcando diversos tipos de enzimas para a degradacdo proteolitica
(SCANDALIQOS, 1993). Entretanto, 0 O, e 0 H,O, séo relativamente pouco reativos
em comparagdo com os outros EROs, mas na presenca de ions metalicos (como o Fe)
uma serie de reacdes em cascata sdo iniciadas resultando na producéo do ‘OH na reagéo
de Haber-Weiss e outras espécies destrutivas como lipoperoxidos (BOWLER et al.,
1992).

O processo de produgdo de EROs, assim como de alguns de seus produtos, pode
afetar severamente a integridade funcional e a estrutural de membranas biol6gicas,
resultando no aumento da permeabilidade da membrana plasmética, que leva ao
extravasamento de fons K* e outros solutos e pode finalmente causar morte celular
(CHAOQUI et al., 1997). Os danos peroxidativos na plasmalema também levam ao
extravasamento do contetdo celular e dissecacdo rapida, enquanto que danos em
membranas intracelulares podem afetar a atividade respiratéria na mitocondria, causar
faléncia nos pigmentos, e causar perda da habilidade de fixar carbono nos cloroplastos
(SCANDALIQS, 1993).

A inducdo de peroxidacdo lipidica é um dos efeitos mais danosos das EROs e
um indicativo de sua producdo, devido sua reagdo com &cidos graxos insaturados,
causando a peroxidacdo de lipidios de membranas essenciais do plasmalema ou de
organelas intracelulares (SCANDALIOS, 1993). A peroxidacdo lipidica é definida
como a deterioracio oxidativa dos lipidios insaturados. Acidos graxos insaturados sio
aqueles que contem ligacdes duplas entre carbonos. Tanto as membranas celulares
como as organelas (mitocondrias, cloroplastos, peroxissomas) contém grandes
quantidades de acidos graxos insaturados.

Fatores ambientais adversos como a radiacdo UV e outras formas de radiagéo,
exposicao a niveis elevados de luminosidade, herbicidas, ataque de patdgenos, certas
injurias, hiperoxia, 0zonio, flutuagdes de temperatura, seca, concentragdes elevadas de
sais, poluicdo do ar, metais pesados e varias outras fontes de estresse sdo conhecidos
como indutores da formacdo de EROs, na maioria dos organismos aerobios
(SCANDALIQS, 1993).

A suscetibilidade ao O, depende do organismo em estudo, de sua idade, estado
fisiologico e nutricional. Os principais alvos celulares ou extracelulares para radicais
reativos sdo proteinas, os acidos graxos insaturados ou os compostos lipoprotéicos,

carboidratos e constituintes de DNA. Nas proteinas ocorrem a agregacdo e ligacdo
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cruzada, fragmentacdo e quebra, modificagdo do grupo tiol e consequente modificagéo
no transporte idnico e modificacdo na atividade enzimatica (FRIDOVICH, 1986).

De modo geral, as plantas apresentam varios mecanismos que as protegem dos
efeitos toxicos causados pelas EROs, os quais sdo produzidos em células tanto
estressadas como néo estressadas.

Para minimizar os efeitos do estresse oxidativo, as plantas possuem um complexo
sistema antioxidante composto pelas moléculas glutationa e ascorbato e pelas enzimas
removedoras de EROs, como a superdxido dismutase, catalase e peroxidase. As
enzimas removedoras de EROs estdo presentes em diversos compartimentos celulares,
como peroxissomas e glioxissomas, cloroplastos, parede celular, citosol e vactolo
(NOCTOR e FOYER, 1998).

A primeira linha de defesa contra o estresse oxidativo em plantas é evitar a
producdo de EROs. Dessa forma, na mitocondria vegetal a cadeia transportadora de
elétrons é adequadamente oxidada mantendo o balanco entre a disponibilidade de
substrato e o requerimento de ATP, assim como a ativacdo de oxidases alternativas,
proteinas de despareamento e NAD(P)H desidrogenases insensiveis a rotenona
(MOLLER, 2001). Uma vez formadas, as EROs devem ser desintoxicadas téo
eficientemente quanto possivel, para minimizar a danificacdo, portanto, 0s mecanismos
de desintoxicagdo constituem a segunda linha de defesa contra os efeitos deletérios das
EROs (MOLLER, 2001). O termo antioxidante descreve qualquer componente capaz de
neutralizar as EROs sem sua converséo a radicais destrutivos. As enzimas antioxidantes
sdo consideradas todas aquelas que tanto catalisam tais reacGes quanto as que S&o
envolvidas no processamento direto das EROs. Portanto, a fungdo dos antioxidantes e
das enzimas antioxidantes é interromper as cascatas descontroladas (NOCTOR e
FOYER, 1998).

7.1. Peroxidase

Peroxidases (PO) sdo hemeproteinas de oxidorredutase, especificas para aceptor
de hidrogénio, e estdo presentes em certas células animais, microrganismos e em tecidos
vegetais. Ocorrem em diversos compartimentos celulares, como nucleo, mitocondrias,
ribossomos, paredes celulares e membranas celulares (ALFENAS, 1998).

As reagBes das POs consistem de dois passos sucessivos, envolvendo um elétron
cada. Uma equagcdo geral para reacOes catalisadas por PO ndo pode ser formulada, pois

0 curso da reacdo depende do tipo de substrato, como fendis, aminofendis, diaminas,
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indofenois, ascorbatos e diferentes aminoécidos. No caso em que a mesma molécula
organica é doadora de elétrons para ambos os passos a equagdo seria (HIRAGA et al.,
2001):

PO
H,O,+ AH, —» 2 H,O + A

Apesar da funcdo ainda néo ser elucidada, as POs desempenham func¢des como a
catalise da oxidac&o e biossintese de lignina, gerando H,0, a partir de NADH, oxidacéo
de compostos fendlicos e inibicdo de crescimento através da oxidacdo do acido indol-3-
acético (HIRAGA et al., 2001).

Segundo Asada (2006), a catalase estd4 ausente no cloroplasto, dessa forma a
remogdo do H,O, nesta organela € realizada pelo ciclo ascorbato-glutationa, numa
reagdo envolvendo a ascorbato peroxidase. No cloroplasto existem duas diferentes
isoenzimas de ascorbato peroxidase, uma localizada nos tilacdides e outra no estroma
(YOSHIMURA et al., 2000; ASADA, 2006). Além das izoenzimas do cloroplasto, o
citosol apresenta uma ascorbato peroxidase que é induzida por alta temperatura
(PANCHUK et al., 2002).

7.2. Catalase

A catalase (CAT) é uma tetramérica Fe porfirina que catalisa a conversdo do
H,O; a H,O e O, (FRUGOLI et al., 1996), abundante nos peroxissomos e glioxissomos.
As CATSs estdo presentes em todas as células de plantas, animais e microrganismos
aerobios (SCANDALIQOS, 1990). Podem ser encontradas no citoplasma, mitocéndrias,
peroxissomos e glioxissomos (FRUGOLI et al., 1996). Sdo importantes catalizadoras

que atuam como reguladoras dos niveis de H,O,, segundo a reacéo:

CAT
2H,0, —»2H,O0+0,

A fungdo da CAT no peroxissomo é metabolizar o H,O; liberado em decorréncia
da converséo do glicolato a glioxalato durante a fotorrespiragédo e decompor o H,O;

formado durante a B-oxidacdo de &cidos graxos nos glioxissomos de tecidos de
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estocagem de lipidios (HOLTMAN et al., 1994). A CAT tem uma taxa catalitica
maxima extremamente alta, mais uma baixa afinidade pelo substrato, uma vez que a
reacdo requer o acesso simultaneo de duas moléculas de H,O, no sitio ativo. Ndo ha
duvida que a contribuicdo da CAT na protecdo de organismos dos danos pelas EROs é
essencial. A CAT também protege a SOD contra a inativacdo por altos niveis de H,O,
(FRIDOVICH, 1995).

Em plantas superiores, as CATs representam um importante papel no
mecanismo de defesa antioxidante e de traducdes de sinais, que respondem aos estresses
ambientais (LEON et al., 1995).

As CATs parecem ser sensiveis a fotoinativacdo, especialmente em baixa
temperatura, levando a severa inibi¢do da fotossintese. As reagdes da catalase tornam-se
mais importantes quando a concentragdo de H,O, aumenta, pois em concentragdo
normal de H,0,, este é reduzido pela glutationa e peroxidase (SCANDALIOS, 1990).

7.3. Superdxido dismutase

As superoxidos dismutase (SOD) séo consideradas a primeira linha de defesa contra
02" e seus produtos de reacdo sédo H,0O, e O, (ALSCHER et al., 2002). A SOD é a Unica
enzima cuja atividade determina a concentragdo de O, e H,O,, 0s dois substratos da
reacdo de Haber-Weiss, sendo portanto central no mecanismo de defesa das plantas
(LEON et al., 2002).

Por serem enzimas-chave na protecdo das células, as SODs catalisam a dismutagéo
de O, em H;O; e O, segundo a reagdo (ALSCHER et al., 2002):

SOD
20,7 +2H" —— H)0,+0,

Trés classes de SOD foram reportadas em plantas, que foram classificadas de acordo
com seu co-fator metalico, manganés (Mn), cobre/zinco (Cu/zZn) ou ferro (Fe)
(AZEVEDO et al., 1998). A Mn-SOD é localizada na mitocdndria, apesar dela ter sido
reportada nos cloroplastos de algumas plantas (AZEVEDO et al., 1998), enquanto que a
Fe-SOD, apesar de observada em um numero mais limitado de espécies vegetais, €
associada aos cloroplastos (VITORIA et al., 2001). J4 as abundantes Cu/Zn-SOD s&o
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geralmente encontradas no citosol de células eucaridticas e cloroplastos (AZEVEDO et
al., 1998). A SOD cloropléatica é geralmente a SOD mais abundante nas folhas verdes,
ao mesmo tempo que, em plantulas e material estiolado, as SODs citoplasmaticas e
mitocondriais prevalecem. Esta distribuicdo presumivelmente reflete mudancas
ocorridas nos locais subcelulares e formacéo dos oxiradicais, ou seja, quando as reagdes
fotossintéticas tornam-se dominantes no metabolismo celular, necessita-se de um
aumento na SOD cloroplastidial (BOWLER et al., 1994).

A regulagdo dos genes de SOD também aparentam ser muito sensiveis a estresses
ambientais, presumivelmente como uma consequéncia do aumento de formagdo de
EROs (BOWLER et al., 1992). E concebivel que altos niveis de estresse oxidativo
devem resultar em alta degradacéo da enzima SOD, resultando no requerimento de nova
sintese de enzima para manter niveis de SOD suficientemente altos para a protecdo
efetiva (SCANDALIQS, 1993).

Diferentes estudos tém sido realizados para se compreender a funcdo das SODs no
metabolismo das EROs em plantas, sob diferentes condi¢es, como estresse de metais
(VITORIA et al., 2001) e outros. Também tém sido utilizadas em pesquisas envolvendo
manipulacdo genética, na tentativa de obtencdo de fendtipos tolerantes ao estresse
(BOWLER et al., 1992). Em todos estes casos foi observada a participagdo das EROs
nos danos celulares e a inducdo das SODs como importante mecanismo de prote¢do das
plantas.

Uma vez que a a¢do da SOD resulta na formacdo de H,O,, ela esta também
intimamente ligada com a atividade da catalase e peroxidase, mantendo, portanto a
interagcdo com estas e outras enzimas e antioxidantes, para garantir um balango

altamente otimizado, de forma a reduzir o risco de danos oxidativos.

8. Croton doctoris

Euphorbiaceae € uma familia que tem despertado interesse pelo seu potencial
bioldgico, dada a diversidade de compostos quimicos isolados de espécies desta familia,
como diterpenos, triterpenos, taninos e alcaldides, isolados de diversas partes da planta
(PALMEIRA JUNIOR et al., 2005; ARAUJO JUNIOR et al., 2005).

O género Croton compreende cerca de 700 espécies, amplamente distribuidas
em todas as regides do Brasil. Vérias espécies do género sdo usadas na medicina

popular principalmente como antiinflamatdria e antibacteriana (PERES et al., 1997).
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Croton doctoris S. Moore (Croton: carrapato, semente; doctoris: doutor,
medicinal) conhecida popularmente por amarelinho do pantanal, é uma planta nativa da
floresta decidual calcaria e do Chaco, em Porto Murtinho (MS). Pertence ao grupo das
dicotiled6neas e a familia Euphorbiacea, é um arbusto de 2 — 3 m de altura, com muitos
caules ramificados. Tem como caracteristica principal as folhas velhas tornarem-se
amareladas ou alaranjadas, o que originou o nome regional. As folhas de ramos
vegetativos sdo maiores do que as dos floriferos (POTT et al., 2007).

E uma invasora que estd aumentando na microrregido de Porto Murtinho (MS),
onde se tornou uma das piores invasoras, formando conjuntos densos. Também ocorre
em Corumbéa (MS) e um pouco no Pantanal em Paconé (MT). Propaga-se por sementes,
abundantes, que é transportada por aves. A parte aérea morre com fogo, rebrotando da
base. Aparentemente tem efeito alelopatico sobre gramineas, que ficam ralas embaixo
desta planta (POTT et al., 2007).

O controle mecénico é ineficaz, mesmo arrancada, pois a planta enraiza de novo
com facilidade, basta uma raiz estar em contato com a terra. Rebrota ap6s repetidos
cortes e retorna apds aracdo e gradagem. A flor é visitada por abelhas nativas e a

semente comida por aves (POTT et al., 2007).

FIGURA 3. Croton doctoris.

Diante do exposto, o objetivou-se avaliar o potencial de atividade alelopatica do

6leo essencial, extratos e fracbes do caule e folhas de Croton doctoris na germinacéo,
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crescimento e metabolismo de eudicotileddneas e monocotileddneas em bioensaios em

laboratério e casa de vegetacéo.

O objetivo geral conduz aos seguintes objetivos especificos:

1. Determinar a composi¢do quimica e a atividade alelopética dos 6leos essenciais
do caule e folhas de C. doctoris sobre a germinagédo, crescimento e metabolismo de
alface (Lactuca sativa L.) e cebola (Allium cepa L.) em laboratdrio;

2. Avaliar a atividade alelopatica do extrato etandlico bruto e fraches
semipurificadas do caule e folhas de Croton doctoris sobre a germinagéo e crescimento
de alface (Lactuca sativa) e cebola (Allium cepa) e posteriormente avaliar o efeito do
tratamento com maior fitotoxicidade, no primeiro bioensaio, sobre o metabolismo de
alface, crambe (Crambe abyssinica), corda de viola (Ipomea hederifolia L.), cebola,
trigo (Triticale aestivum) e brachiaria (Brachiaria decumbens) em laboratorio;

3. Avaliar a atividade alelopética por meio de aplicacdo foliar do extrato etandlico
bruto e fragdes semipurificadas do caule e folhas de C. doctoris sobre o crescimento e
massa seca da parte aérea e raizes de alface, corda de viola, cebola e capim marmelada
(Brachiaria plantaginea(Link) Hitchc.), em casa de vegetacdo. Posteriormente, avaliar,
em um segundo bioensaio, o efeito do tratamento com maior fitotoxicidade, no primeiro
bioensaio, sobre 0 metabolismo de alface, corda de viola, cebola e capim marmelada em

casa de vegetacdo.
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MATERIAL E METODOS

1. Coleta do material vegetal

O caule e as folhas de Croton doctoris S. Moore foram coletados em fevereiro
de 2008, em beira de estrada, no municipio de Porto Murtinho, Estado de Mato Grosso
do Sul (MS), Brasil, nas seguintes coordenadas geograficas 21°48°37,8” S e 57°43°31,5”
W. Uma exsicata da espécie foi depositada no Herbario da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul (UFMS) em Campo Grande (MS), Brasil, sob n° de registro 20.164.

2. Extracéo do 6leo essencial

O caule e folhas frescas de C. doctoris foram submetidos a varias extracdes por
hidrodestilagdo durante quatro horas em aparelho do tipo Clevenger modificado,
seguido pela extracdo exaustiva do destilado com hexano. Apos a remocéo do solvente,

o rendimento dos 6leos brutos foram calculados em relagdo ao material fresco.

3. Obtengéo do extrato etandlico bruto do caule e das folhas

Para o preparo do extrato etandlico bruto (EEB), o caule e as folhas frescas de C.
doctoris foram fragmentados em pequenos pedacos e submetidos a extragcdo por meio
de maceracdo com etanol (m/v, 1:2). Apos sete dias, realizou-se a filtragem e o material
solido foi descartado, sendo posteriormente o solvente evaporado (+ 40°C) sob vacuo
em evaporador rotativo, obtendo-se o extrato etandlico bruto do caule (EEBC) e folhas
(EEBF) de C. doctoris.

4. Obtengéo das fracdes semipurificadas

Para a obtencdo das fragcbes semipurificadas (FS), o EEBC e EEBF foram
fracionados através de parti¢do liquido-liquido com solventes de polaridade crescente,
hexano e acetato de etila, obtendo-se as fragdes: hexanica (FH), acetato de etila (FAE) e
etanol-agua (FEA). O teor de &gua dos extratos e fracdes foi determinado a partir de
uma aliquota dos mesmos, submetidas a secagem (100°C), até que a massa fosse

constante.
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5. Composicdo quimica e atividade alelopatica dos 6leos essenciais de Croton

doctoris

5.1. Analise quimica do 6leo essencial

As anélises em cromatografia gasosa (CG) foram realizadas em aparelho Varian
CP-3800, equipado com coluna capilar de silica fundida ZB-5 (5%-fenil-95%-
dimetilpolissiloxano) [30m X 0,25mm, espessura do filme 0,2 (um)], obtida da
Phenomenex (Torrance, CA, USA). As condicbes de inje¢do foram: hidrogénio como
gas carreador (1 mL/min); injetor split/splitless & 220°C; detector FID (detector de
ionizagdo em chama) a 280°C; temperatura do forno foi de 50°C & 250°C com rampa de
aquecimento de 4°C/min. As anélises em CG-EM foram realizadas em um sistema
Varian GC-MS-MS, equipado com um cromatografo gasoso Varian — 3900, equipado
com coluna capilar ZB-5, um injetor 1077, um injetor automéatico CP-8410, acoplado a
um espectrdmetro de massa Varian Saturn 2100, operando com impacto de elétrons de
70 eV, nas mesmas condi¢des da analise do CG/FID. A identificagdo dos componentes
do 6leo foi baseada em comparagdes dos tempos de retengdes, pela determinacdo e
comparacao dos indices de retencdo de Kovats e espectros de massas da biblioteca
NBS/NIST com os indices descritos por Adams (1995). Uma série homologa de n-

alcanos (Cg-Cs3y) foi utilizada para o célculo dos indices de retencdo de Kovats.

5.2. Atividade alelopética

Os bioensaios foram realizados no Laboratério de Pesticidas Naturais da UFMS,
em Campo Grande (MS), Brasil. Para o preparo das solu¢des 0,250 mg do 6leo
essencial foi emulsionado com Tween 80, na proporgdo 1:1 (v/v) e dissolvido em agua
destilada, obtendo-se a solugdo estoque na concentragdo de 1%. As demais
concentragdes (0,5; 0,25; 0,12 e 0,05%) foram preparadas por diluigdo. Como controle,
foi utilizada uma solucéo de Tween 80 a 1,0% v/v (ALVES et al., 2004).

5.2.1. Bioensaios de germinagao

Para os bioensaios de germinagéo, as placas de Petri (9,0 cm de didmetro)
contendo papel filtro Whatman n° 1, receberam 5,0 mL de agua destilada. Em seguida,
foram semeados aleatoriamente, sobre cada disco de papel filtro, 50 didsporos das

espécies alvo de alface (Lactuca sativa L. cv. Grand rapids) e cebola (Allium cepa L. cv.



32

Baia Periforme) distribuidas aleatoriamente, com quatro repeticdes para cada tratamento
(BRASIL, 2009). Apos a semeadura, 3,0 mL da solucdo de cada concentragdo dos 6leos
essenciais foram distribuidos em dois papéis filtro, colados na tampa da placa, evitando
0 contato direto com as sementes (ALVES et al., 2004).

As placas de Petri contendo os didsporos foram fechadas e envolvidas com filme
plastico e levadas a uma cmara de germinagdo, com condi¢des de luz (160 W),
umidade relativa (+ 80%) e temperatura constante, adequadas a espécie alvo (BRASIL,
2009). Apods quatro dias de incubacdo para alface e cinco dias para cebola foi
determinada a porcentagem de germinagdo, tendo como critério a protrusdo radicular
com no minimo 2,0 mm de comprimento (FERREIRA e AQUILA, 2000).

5.2.2. Bioensaios de crescimento

Para os bioensaios de crescimento e avaliacdo dos teores de clorofila, respiracdo
potencial das raizes, atividade enzimatica e indice mitético as sementes foram
inicialmente germinadas em placas de Petri contendo papel filtro umedecidas com 5,0
mL de &gua destilada. Apds a germinacéo, tendo como critério a protruséo radicular de
no minimo 2,0 mm de comprimento, foram selecionadas 80 plantulas (quatro repeticoes
de 20), para cada tratamento, sendo entdo transferidas para as placas de Petri contendo
as solugdes tratamento, utilizando-se procedimento similar ao descrito nos bioensaios de
germinacéo (5.1.1). A leitura dos pardmetros avaliados foi realizada apds quatro dias da
incubacéo.

Para a avaliagdo do crescimento realizou-se a medida do alongamento da raiz e
do hipocotilo/coledptilo (dez pléantulas por placa) utilizando-se papel milimetrado,
sendo posteriormente, essas plantulas levadas a uma estufa a 60°C até peso constante,
para a obtencéo da massa seca.

Os teores de clorofila foram obtidos ap6s a maceracdo de 20 mg da parte aérea
das plantulas em DMSO (Dimetilsulféxido), posteriormente o macerado foi deixado em
repouso no escuro por 24 horas, a temperatura ambiente. As absorbancias das solugdes
contendo clorofila foram lidas em espectrofotdmetro, nos comprimentos de onda 645 e
663 nm e, a partir desses dados, foram calculados os teores de clorofila a, de clorofila b
e de clorofila total (ARNON, 1949).

A respiragdo potencial das células radiculares foi estimada por meio da reducéo

do cloridrato de trifenil tetrazolio (TTC) pela atividade da enzima desidrogenase e do
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surgimento do formasan. Para a avaliagdo dessa caracteristica as raizes foram cortadas a
1,0 cm a partir da coifa, sendo tomadas as suas massas (20 mg) e em seguida
transferidas para tubos de ensaios, onde foram adicionados 3,0 mL de TTC 0,6% (p/v)
em tampéo fosfato 0,05 M (pH 7,0). Os tubos de ensaios foram mantidos sob vacuo em
dessecadores, por 2 horas, sendo posteriormente transferidos para banho-maria a 30°C
por 15 horas. Ao final desse tempo, as solu¢des de TTC foram drenadas dos tubos de
ensaio e descartadas, em seguida as raizes foram lavadas uma vez com &gua destilada
que posteriormente, também foi drenada a0 maximo e descartada. Os tubos de ensaios
contendo as raizes foram novamente transferidos para banho-maria com agua fervente
(x 100°C), sendo entdo adicionados 7,0 mL de etanol 95% (v/v) em cada um deles.
Decorridos 10 minutos as solugdes etanolicas obtidas foram drenadas para outros tubos
de ensaio. Apos o resfriamento a temperatura ambiente, cada solugdo foi acrescida de
10 mL de etanol a 95% (v/v). As absorbancias dessas solugdes etandlicas foram lidas
em espectrofotdmetro, no comprimento de onda 530 nm e os resultados expressos nos
valores da absorbancia (STEPONKUS e LANPHEAR, 1967).

Para a avaliacdo da atividade enzimatica, primeiramente as plantulas frescas (1,0
g) foram maceradas em nitrogénio liquido e tampd&o fosfato de potassio (6,0 mL; 0,2 M;
pH 7,0). Em seguida, o extrato foi centrifugado a 4000 rpm por 20 minutos e 0
sobrenadante utilizado como extrato enzimatico (ZENG et al., 2001).

Para a atividade da peroxidase (POD) uma aliquota de 10 pL de extrato foi
adicionado em tubos de ensaio contendo 1,0 mL de tampdo fosfato de potassio (0,2 M;
pH 7,0), em seguida os tubos foram levados para banho-maria até a estabilizacdo da
temperatura a 25°C. Posteriormente, adicionou-se 100 puL de guaiacol (0,5%) e 100 uL
de H;O, (0,08%) e, imediatamente, efetuou-se as leituras de absorbancia em
espectrofotdmetro na absorbancia de 470 nm, com 3 repeti¢des para cada tratamento. A
atividade da POD foi calculada usando o coeficiente de extin¢do de 25,5 mMicmteo
resultado foi expresso em pmoles de tetraguaiacol produzido (mg de proteina)™ (ZENG
etal., 2001).

Para a avaliacdo da atividade da catalase (CAT) 100 pL de extrato enzimatico
foram adicionados a 3,0 mL de peroxido de hidrogénio (H202) (12,5 mM) em tampé&o
fosfato de potéssio (50 mM; pH 7,0), a 30°C. Em seguida foi realizada as leituras da
absorbancia a 240 nm, com 3 repeticbes para cada tratamento (CAKMAK e
MARSCHNER, 1992).
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Para avaliar a atividade da superéxido dismutase (SOD), uma aliquota de 100
uL de extrato foi adicionado a 3,0 mL de meio de reacéo constituido de tampéo fosfato
de potéssio (0,1 M, pH 7,0), L-metionina (13 mM), nitroazul de tetrazélio (NBT) (0,44
mM), &cido etilenodiaminotetracético - EDTA (100nM) e por ultimo riboflavina 1 mM.
Esta solugdo foi exposta a luz fluorescente (20 W), a uma temperatura de 25°C por 15
minutos. Extratos preparados seguindo o mesmo procedimento foram mantidos no
escuro. A atividade da SOD foi medida no espectrofotdmetro & 560 nm em ambos 0s
tipos de extratos (iluminado e ndo iluminado) e a diferenca entre as duas absorbéncia foi
considerada para a determinacdo da atividade da SOD, que constitui na inibicdo da
reducdo do NBT, pela dismutagdo enzimatica do superdxido. O resultado foi expresso
em unidade de SOD por mg de matéria fresca (BEAUCHAMP e FRIDOVICH, 1971).

Para a determinacdo do indice mitdtico, foram coletados de cada plantula dois
centimetros da raiz primaria, a partir da extremidade distal, e imersos em fixador de
Farmer (3:1, etanol: acido acético glacial), durante duas horas, a 25°C e, em seguida,
foram transferidos para uma solucdo de &lcool 70% e armazenados a 8°C. Para
determinagdo do indice mitotico, as pontas de raizes foram tratadas na seguinte ordem:
1) 4gua destilada por cinco minutos; 2) &cido cloridrico 1,0 M por 30 minutos a
temperatura ambiente; 3) agua destilada por cinco minutos e 4) orceina acética 2% por
30 minutos. As pontas das raizes coradas tiveram o apice, 2,0 mm iniciais, cortados
sobre 1&mina de microscépio, colocando-se em seguida a laminula e pressionando sob
esta o papel de filtro para esmagamento do &pice e retirada do excesso de corante. O
material foi observado em microscopio Otico comum, com aumento de 1000X,
contando-se 0 nimero de células em cada fase da mitose (profase, metafase, anafase e
telofase). Para cada tratamento foram preparadas trés Iaminas, avaliando-se trés
campos/lamina. O indice mitotico foi obtido dividindo-se o nimero de células em
mitose (préfase + metéfase + anéfase + tel6fase) pelo nimero total de células (interfase
+ mitose) multiplicando-se por 100 (PIRES et al., 2001).

6. Atividade alelopética do extrato etandlico bruto (EEB) e fracBes semipurificadas

(FS) de C. doctoris em laboratério

6.1. Bioensaio 1
Os efeitos potencialmente fitotoxicos dos EEB e FS do caule e folhas de C.

doctoris foram avaliados sobre a germinagdo, crescimento da raiz e
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hipocdtilo/coledptilo e massa seca das plantulas de alface (Lactuca sativa L. cv. Grand
rapids) e cebola (Alium cepa L. cv. Baia Periforme). Para os bioensaios, solugéo-
estoque na concentracdo de 1.000 mg.L™ foi preparada a partir da massa calculada para
cada EEB e FS, levando-se em consideragdo o teor de agua, as quais foram dissolvidas
em DMSO (Dimetilsulfoxido) a 0,1% (DAYAN et al., 2000), sendo as concentracdes de
500 e 250 mg.L™" preparadas por diluicdo. As solucdes foram tamponadas com solucéo
de MES (Acido 2-morfolinoetanosulfonico) 10 mM, e o pH foi ajustado para 6,0
(MACIAS et al., 2000a) com solucdo de KOH 0,1 N. Como controle, procedimento
similar foi utilizado, porém com auséncia dos EEB e FS.

Para os bioensaios de germinagéo, as placas de Petri (9,0 cm de didmetro)
contendo papel filtro Whatman n®. 1,0, previamente autoclavados, receberam 5,0 mL da
solucdo dos tratamentos (MACIAS et al., 2000a), preparadas nas concentragdes de 250,
500 e 1.000 mg.L"t. Em seguida, semeou-se sobre cada disco de papel filtro, 50
didsporos da espécie-alvo (alface e cebola), distribuidos aleatoriamente, com quatro
repeticdes para cada solugéo (BRASIL, 2009).

As placas de Petri foram levadas a uma camara de germinagéo (BOD), com
condicdes de luz (160 W), umidade relativa (+ 80%) e temperatura constante, adequadas
a cada espécie-alvo (BRASIL, 2009). A contagem para avaliar a germinacdo foi
realizada diariamente, contabilizando-se como plantulas normais todas que possuiam as
estruturas essenciais do embrido desenvolvidas e com no minimo 2,0 mm de
comprimento de radicula (BRASIL, 2009). O experimento foi considerado concluido
quando a germinacéo foi nula por trés dias consecutivos.

Para os bioensaios de crescimento, primeiramente as sementes foram pré-
germinadas em placas de Petri contendo papel filtro umedecidas com 5,0 mL de &gua
destilada. Apds a germinacdo, foram selecionadas 80 plantulas (quatro repetices de
20), para cada tratamento, as quais foram transferidas para placas de Petri contendo as
solucdes tratamento, utilizando-se procedimento similar ao descrito nos bioensaios de
germinagdo (MACIAS et al., 2000a). A leitura dos parametros avaliados foi realizada
apds quatro dias da incubacéo, onde avaliou-se o comprimento da raiz, comprimento do
hipocdtilo/coledptilo e massa seca das plantulas segundo metodologia ja descrita no
item 5.2.2.
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6.2. Bioensaio 2

No segundo experimento, os efeitos potencialmente fitotoxico da fracéo
semipurificada do caule e folhas de C. doctoris com maior fitotoxicidade, do primeiro
bioensaio, foi avaliada sobre o teor de clorofila, respiracdo das células radiculares,
atividade da peroxidase, catalase e superdxido dismutase de alface, crambe (Crambe
abyssinica Hochst), corda de viola (Ipomea hederifolia L.), cebola, trigo (Triticale
aestivum L.) e brachiaria (Brachiaria decumbens L.) e indice mit6tico de alface e
cebola. Para os bioensaios, foi realizado o mesmo procedimento ja descrito
anteriormente para o bioensaio de crescimento. As avaliacGes dos teores de clorofila,
respiracéo das raizes, atividade da peroxidase, catalase e superoxido dismutase e indice

mit6tico seguiu metodologia j& descrita no item 5.2.2.

7. Atividade alelopética do extrato etandlico bruto (EEB) e fracdes semipurificadas

(FS) de C. doctoris em casa de vegetagao

7.1. Bioensaio 1

No primeiro experimento avaliou-se o efeito alelopatico do extrato etandlico
bruto do caule e extrato bruto e fragdes semipurificadas das folhas de C. doctoris sob o
crescimento e massa seca da raiz e parte aérea de alface (Lactuca sativa L.), corda de
viola (Ipomea hederifolia L.), cebola (Allium cepa L.) e capim marmelada (Brachiaria
plantaginea (Link) Hitchc). As fracdes semipurificadas do caule pelo fato de a massa
obtida ser insuficiente, ndo foi submetida ao bioensaio.

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo do departamento de
Producgdo Vegetal da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade
de Séo Paulo, Piracicaba (SP), em 2009. Localizada entre as coordenadas geogréficas de
22°42°30” S e 47°38°00” W, encontrando-se a uma altitude de 456 m. Foi utilizado
como substrato, material de um NITOSSOLO VERMELO Eutroférrico latossolico
(EMBRAPA, 2006), coletado na camada de 0 — 20 cm, sendo realizada quatro
amostragens com peso aproximado em 500 g, cada, que foram secadas ao ar ambiente,
destorradas e passadas em peneira com malha de 4,0 mm, para a determinagdo das
caracteristicas quimicas. Os resultados obtidos foram: 5,0 de pH em CaCl, 0,01 M;
matéria organica 10 g kg®, 16 mg dm™ de P e 2,8; 17; 7; 0,0; 20 mm, dm?,
respectivamente, de K, Ca, Mg, Al, H + Al, Sh 27; CTC 47; e 57% de saturagcdo em

bases.



37

Com base nos resultados da andlise quimica do solo foi realizada a calagem para
a correcdo da acidez do solo, utilizando-se o calcario dolomitico finamente moido
(PRNT=100%), cuja composic¢do apresenta 34,5% de 6xido de célcio (CaO) e 18% de
6xido de magnésio (MgO), calculou-se a quantidade necesséria para elevar a saturagao
por bases a 65%. Os vasos (1,5 L) preenchidos com uma mistura de NITOSSOLO
VERMELO Eutroférrico latossolico e vermiculita (3:1 v/v) foram mantidos umidos por
meio da adicdo de &gua e incubados por 20 dias. ApGs esse periodo efetuou-se a
semeadura de oito sementes, em cada vaso, de alface (L. sativa cv. Grand Rapids),
corda de viola (l. hederifolia), cebola (A. cepa L. cv. Baia Periforme) e capim
marmelada (B. plantaginea), adquiridas comercialmente, com profundidade de £ 1,0 cm
(PRATES, 2000). Apos cinco dias da emergéncia das plantulas foi realizado o desbaste,
deixando-se quatro plantas por vasos, uniformes e equidistantes.

Decorridos cerca de 15 dias ap6s a emergéncia das plantulas, foi realizada a
aplicagdo das solugOes tratamentos. Para o preparo das solugdes o EEBC, EEBF e as
fragOes semipurificadas (FS) das folhas (fracdo hexanica - FHF, fracéo acetato de etila -
FAEF e fracdo etanol-agua - FEAF) foram dissolvidas em DMSO (Dimetilsulféxido) a
0,1% (DAYAN et al., 2000) e emulsionados em Tween 80 (1%) obtendo-se a solugéo-
estoque na concentracéo de 1.000 mg.L™ (levando-se em considerago o teor de &gua).
As concentragdes de 500 e 250 mg.L™ foram preparadas por diluicdo. Como controle
aplicou-se uma solugéo contendo DMSO a 0,1% e emulsionados em Tween 80 (1%). A
aplicagdo das solucdes tratamento foi realizada utilizando um pulverizador pressurizado
(CO2), provido de uma barra com duas pontas 110.02 e regulado para uma vazéo de
150 L/ha.

Decorridos 15 dias da aplicagdo dos tratamentos, foi realizada a avaliagdo do
comprimento (cm) da parte aérea e da raiz, sendo as plantas levadas para secar em uma
estufa a 60°C até peso constante para a obtencdo da massa seca da parte aérea e raizes,
em gramas (NINKOVIC, 2003).

Para cada espécie (alface, corda de viola, cebola e capim marmelada) e cada tipo
de extrato e fracbes (EEBC, EEBF, FHF, FAEF, FEAF), o delineamento experimental
adotado foi o de blocos casualizados com quatro tratamentos (0, 250, 500 e 1.000 mg.L"
1), em cinco repeticdes. A unidade experimental constituiu-se de quatro plantulas para

avaliacdo do crescimento e massa seca da raiz e parte aérea.
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7.2. Bioensaio 2

No segundo experimento, os efeitos potencialmente fitotoxico da fracéo
semipurificada do caule e folhas de C. doctoris com maior fitotoxicidade, do primeiro
bioensaio, foi avaliada sobre a taxa de fotossintese, taxa de transpiracdo, condutancia
estomatica, teor de clorofila, respiragdo potencial das raizes e atividade da peroxidade e
catalase. O experimento foi realizado em casa de vegetacéo pertencente a Faculdade de
Ciéncias Agrérias (FCA) da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD),
Dourados (MS), em 2009. Localizada entre as coordenadas geograficas de 22°13°13” S
e 54°17°01” W, encontrando-se a uma altitude de 430 m. Foi utilizado como substrato,
material de um LATOSSOLO VERMELHO distroférrico (EMBRAPA, 2006), coletado
na camada de 0 — 20 cm, sendo realizada quatro amostragens com peso aproximado em
500 g, cada, que foram secadas ao ar ambiente, destorradas e passadas em peneira com
malha de 4 mm, para a determinac&o das caracteristicas quimicas. Os resultados obtidos
foram: 4,7 de pH em CaCl2 0,01 M; matéria organica 6 g dm3, 1 mg dm3dePe04;7;
2: 8,0; 26 mm, dm?, respectivamente, de K, Ca, Mg, Al, H + Al, Sb 9,4; CTC 35; e
26% de saturacdo em bases. Com base nos resultados da analise quimica do solo foi
realizada a calagem para elevar a saturagéo por bases a 65% e adubacdo seguindo as
recomendagdes de Raij (1991).

A metodologia adotada no segundo experimento foi semelhante a descrita no
primeiro experimento. Os vasos (1,5 L) foram mantidos imidos por meio da adicéo de
agua e incubados por 20 dias. ApGs esse periodo efetuou-se a semeadura de oito
sementes de alface, corda de viola, cebola e capim marmelada. Apds cinco dias da
emergéncia das plantulas foi realizado o desbaste, deixando-se quatro plantas por vasos,
uniformes e equidistantes.

Decorridos cerca de 15 dias ap6s a emergéncia das plantulas, foi realizada a
aplicagdo das solugOes tratamentos. Para o preparo das solugbes da FAEC e FAEF
utilizou-se metodologia descrita acima. A aplicagdo das solugdes tratamento foi feita
utilizando um pulverizador pressurizado (CO5), provido de uma barra com duas pontas
110.02 e regulado para uma vazao de 150 L/ha.

Decorridos 15 dias da aplicacdo dos tratamentos, foi realizada a avaliacéo da
taxa de fotossintese, taxa de transpiracdo, condutancia estomatica, teor de clorofila,

respiracdo das raizes e atividade da peroxidase e catalase.
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As avaliagdes de taxa de fotossintese, transpiragdo e condutancia estomatica
foram realizadas sob condigdes naturais entre as 9:00 e 10:00 horas da manha, em
folhas totalmente expandidas com auxilio do medidor portatil de fotossintese LCi.

Os teores de clorofila, respiracdo das raizes, atividade da peroxidase e catalase
foram avaliados segundo metodologia descrita no item 5.2.2.

Para cada espécie e FS o delineamento experimental adotado foi o de blocos
casualizado envolvendo dois ensaios simples (FAEF/FAEC) com quatro tratamentos (0,

250, 500 e 1.000 mg.L™), em cinco repeticdes.

8. Analise estatistica

Todos os dados foram submetidos a andlise de variancia e quando os efeitos dos
tratamentos foram significativos, em relacdo a testemunha, as médias foram comparadas
pelo teste de Dunnet. Todos os resultados foram analisados considerando o nivel de

significancia a = 5%.

RESULTADOS

1. Composicdo quimica e atividade alelopatica dos 6leos essenciais

O rendimento dos 6leos de C. doctoris, calculado sobre a massa do material
fresco, foi de 0,29% para o caule e 0,31% para as folhas. Os componentes quimicos nos
6leos essenciais do caule e folhas identificados por CG-FID e CG-MS, incluindo seus
respectivos indices de retencdo e porcentagens, estdo sumarizados no quadro 1, sendo
aqui, sua composicdo quimica descrita pela primeira vez.

Foram identificados e quantificados 22 compostos, sendo que no 6leo do caule
foi possivel identificar 15 compostos representando 96,8% da composi¢do quimica total
do 6leo, e no 6leo das folhas foram identificados 20 compostos representando 87,8% da
composicdo quimica total. Os compostos majoritarios presentes no 6leo essencial do
caule foram o 6xido de cariofileno (24,5%), seguido do E-cariofileno (13,3%). O 6leo
das folhas apresentou como composto majoritério o E-cariofileno (39,6%), seguido do

a-humuleno (13,2%), 6xido de cariofileno (7,5%), que corresponde a 60,1% do total.
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QUADRO 1. Composi¢do quimica dos Oleos essenciais do caule e folhas Croton

doctoris (Euphorbiaceae)

Compostos® Caule (%)  Folhas (%) RI°®
01 «a-copaeno - 0,20 1375
02 B-bourboneno - 0,45 1380
03 p-elemeno - 1,2 1386
04 E-cariofileno 13,3 39,6 1420
05 pB-copaeno - 0,35 1429
06 a-guaieno - 0,7 1434
07 aromadendreno - 1,2 1440
08 ni - 0,4 1449
09 o-humuleno 54 13,2 1456
10 B-selineno 3,1 3,1 1489
11 a-selineno 2,7 3,6 1496
12 E-nerolidol 51 - 1561
13 espatulenol 5,3 3,4 1579
14 6xido de cariofileno 24,5 7,5 1584
15 humuleno epdxido Il 5,6 1,8 1612
16 ni 4,2 1,8 1618
17 alloaromadendreno epdxi 4,2 15 1635
18 cariofila-4(14), 8(15)-dien-5-ol 55 1,5 1640
19 neo-intermedeol 7,6 1,4 1660
20 ni 2,8 - 1667
21 E-cariofileno <14-hidroxi-9-epi> 3,3 - 1673
22 ni 4,2 4,9 1839

Sesquiterpenos nao oxi. 23,9 64,0

Sesquiterpenos oxi. 61,1 17,1

Total 96,8 87,8

*Compostos listados de acordo com a ordem de eluicdo na coluna ZB-5; °ldentificacdo: IR, indice de
retencio, CG-EM, cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas; ¢ Indices de retencéo por

temperatura programada determinados na coluna apolar ZB-5 (50-250 °C; 3 °C min™).

Nos resultados de fitotoxicidade, verificou-se que os 6leos essenciais do caule e
folnas de C. doctoris inibiram a germinagdo, 0 crescimento da raiz e
hipocdtilo/coledptilo de alface (Lactuca sativa) e cebola (Allium cepa) (Figuras 4 e 5).
Os efeitos inibitdrios mais acentuados foram evidenciados para a concentracdo de 1%
do 6leo do caule (Figura 4A e 5A) que reduziu a porcentagem de germinagdo em 57% e
72% e inibiu o crescimento da raiz em 46% e 58% e do hipocdtilo/coledptilo em 52% e
54% de alface e cebola, respectivamente, em relagdo ao controle. Sendo que em cebola,
verificou-se reducdo no acimulo de massa seca de 29%, em comparagdo ao controle,

para a concentragdo de 1%.
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FIGURA 4. Efeito das diferentes concentragdes dos Oleos essenciais do caule (A) e

folha (B) de C. doctoris sobre a porcentagem de germinagéo, crescimento da raiz e

hipoc6tilo e massa seca das plantulas de alface. Dados expressos em percentual em

relacdo ao controle. * A média do tratamento difere significativamente (p < 0,05) em

comparagao com a média do controle, pelo teste de Dunnet.
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FIGURA 5. Efeito das diferentes concentracdes dos 6leos essenciais do caule e folha de
C. doctoris sobre a porcentagem de germinacdo, crescimento da raiz e coledptilo e
massa seca das plantulas de cebola. Dados expressos em percentual em relagédo ao
controle. * A média do tratamento difere significativamente (p < 0,05) em comparacgdo

com a média do controle, pelo teste de Dunnet.

A producdo de clorofila das plantulas de alface e cebola (Figura 6A) foi inibida
pelos 6leos essenciais do caule e folhas de C. doctoris. As maiores redugdes nos teores
de clorofila total foram observadas quando as plantulas foram submetidas a
concentracdo de 1% do 6leo do caule, que reduziu a clorofila total de alface em 56% e

de cebola em 66%, tendo como base de comparagao o controle.
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FIGURA 6. Efeito das diferentes concentracdes dos 6leos essenciais do caule e folha de
C. doctoris sobre o teor médio de clorofila total na parte aérea (A) e respiracdo
potencial nas raizes (B) das plantulas de alface e cebola. Médias seguidas da mesma

letra do controle ndo diferem entre si pelo teste de Dunnet a 5% de probabilidade.

A atividade respiratoria das células das raizes das plantulas sob os tratamentos
com os 6leos essenciais foi menor em comparagdo com o controle (Figura 6B) sendo as
maiores reducdes na concentracdo de 1% do 6leo do caule que reduziu a respiracdo das
raizes de alface em 78% e de cebola em 80%.

A atividade da peroxidase (POD) e catalase (CAT) aumentou em todas as
concentracgdes dos tratamentos avaliados (Figura 7 A e B), sendo observado que, assim
como nos outros parametros avaliados, a maior atividade dessas enzimas é verificada na

maior concentracdo do 6leo do caule.
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FIGURA 7. Efeito das diferentes concentracdes dos 6leos essenciais do caule e folha de
C. doctoris sobre a atividade da peroxidase (A), catalase (B) e superoxido dismutase (C)
das plantulas de alface e cebola. Médias seguidas da mesma letra do controle néo

diferem entre si pelo teste de Dunnet a 5% de probabilidade.
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Quanto aos resultados da avaliacéo referente a atividade da enzima superoxido
dismutase (SOD) (Figura 7C) foi observado aumento da atividade dessa enzima quando
as plantulas de alface e cebola foram submetidas as concentrages dos 6leos essenciais
do caule.

O indice mitético foi continuamente reduzido com o aumento da concentracao
dos dleos do caule e folhas de C. doctoris (Figura 8), com excecdo da concentracdo de
0,12% do dleo da folha que elevou o valor do indice mitético de alface e cebola. O
maior efeito depressivo foi verificado para a concentracéo de 1% do 6leo do caule, em
que o indice mitdtico ndo atingiu mais que 6,6% em alface (Figura 8 A) e 10,3% em
cebola (Figura 8 B). Uma reduc¢do de 85% no indice mitotico de alface foi observada

para a concentracdo de 1% do 6leo do caule.
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FIGURA 8. indice mit6tico em células meristematicas de raizes de plantas de alface (L.
sativa) e cebola (A. cepa) expostas a diferentes concentragdes do 6leo essencial do caule

e folhas de C. doctoris.

Comparando-se as freqliéncias das diferentes fases da mitose dentro de cada
tratamento (Quadro 2) nota-se, em geral, maior frequéncia da prdéfase e menor
frequéncias das outras fases subseqiientes. Nos resultados das observacdes citologicas
observa-se que o 6leo do caule apresentou os maiores efeitos fitotoxicos, verificando-se

que o aumento da concentracdo do 6leo do caule levou a uma dréstica reducéo do indice
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mit6tico, com paralisacéo do crescimento radicular, em conseqliéncia principalmente da

auséncia da telofase.

QUADRO 2. Frequéncia das diferentes fases da mitose em células meristematicas das
raizes de plantulas de alface e cebola sob diferentes concentraces do 6leo do caule e

folhas de Croton doctoris

OLEO DO CAULE

ALFACE % das células nas fases
Concentragbes Numerode  Profase Metéfase  Anafase  Tel6fase
(%) células em
mitose
0 133,66a 82,33a 25,00a 18,66a 7,66a
0,12 113,66a 56,66b 34,00b 23,00b 0,00b
0,25 65,33b 28,33b 25,00a 12,00b 0,00b
0,5 35,00b 12,33b 15,66b 7,00b 0,00b
1 20,00b 7,33b 11,00b 1,66b 0,00b
CEBOLA
0 199,66a 121,66a 41,66a 23,66a 12,66a
0,12 129,66b 62,00b 44,00a 22,66a 1,00b
0,25 80,00b 29,66b 33,66b 16,00b 0,66b
0,5 50,33b 23,66b 20,00b 6,66b 0,00b
1 31,00b 12,66b 14,66b 3,66b 0,00b
OLEO DAS FOLHAS
ALFACE % das células nas fases
Concentragdes Numerode  Profase Metéfase  Anafase  Tel6fase
(%) células em
mitose
0 133,66a 82,33a 25,00a 18,66a 7,66a
0,12 215,33b 61,66a 87,66b 64,33b 1,66b
0,25 161,00a 35,00b 76,33b 48,33b 1,33b
0,5 99,33b 18,33b 47,00b 34,00b 0,00b
1 55,33b 12,33b 26,33a 16,66a 0,00b
CEBOLA
0 199,66a 121,66a 41,66a 23,66a 12,66a
0,12 227,33b 54,33b 95,33b 74,00b 3,66b
0,25 185,00a 35,33b 83,66b 63,66b 2,33b
0,5 112,00b 22,66b 51,33b 37,66b 0,33b
1 61,00b 16,66b 23,33b 20,00a 1,00b

Médias seguidas da mesma letra do controle ndo diferem entre si pelo teste de Dunnett a 5% de

probabilidade.
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2. Atividade alelopética do extrato etandlico bruto (EEB) e fracdes semipurificadas

(FS) de C. doctoris em laboratério

Nos resultados de germinacdo (Quadro 3), observa-se que o extrato etanélico
bruto (EEB) e as fragfes semipurificadas (FS) do caule e folhas de C. doctoris
reduziram o indice de velocidade de germinacdo (IVG) e inibiram a porcentagem final
de germinacdo de alface e cebola. Nesses resultados, os maiores efeitos fitotdxicos
foram verificados na fracdo acetato de etila (FAE) do caule (FAEC) e das folhas
(FAEF), que inibiram em 32% a porcentagem de germinacdo, em média, de alface e

cebola, em comparagéo ao controle.
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QUADRO 3. Efeito de diferentes concentracbes do extrato etandlico bruto
(EEBC/EEBF), fragdes hexanica (FHC/FHF), fracdo acetato de etila (FAEC/FAEF) e
fracdo etanol-agua (FEAC/FEAF) do caule e folhas de Croton doctoris sobre o indice

de velocidade de germinacdo (IVG) e porcentagem de germinacédo (%G) de alface e

cebola
i Caule i Folhas
Indice de velocidade de germinacéo Indice de velocidade de germinacdo
(IVG) (IVG)

Tratamento 250 500 1.000 Tratamento 250 500 1.000
! mg.L? mgL? mgL" ! mg.L? mgL! mglL?
Alface; Controle: 25,13

EEBC 23,93™ 24,00™ 19,68* EEBF 23,02* 19,71* 18,47*
FHC 21,53* 20,63* 16,65* FHF 23,04* 21,46* 19,79*
FAEC 20,46* 21,50* 1457* FAEF 26,22™ 2358* 17,49*
FEAC 2157* 20,34* 18,62* FEAF 23,79™ 2317* 21,70*%
Cebola; Controle: 33,63

EEBC 37,06* 37,03* 2951* EEBF 31,65* 25,44* 21,27*
FHC 29,55* 2524* 19,76* FHF 30,42* 28,43* 24,24*
FAEC 28,42* 23,81* 14,44* FAEF 24,39* 23,39* 20,21*
FEAC 30,25* 25,24* 2151* FEAF 32,44* 30,33* 26,48*

Germinabilidade (%G) Germinabilidade (%G)

Alface; Controle: 100,00

EEBC 98,50™ 99,50™ 99,00 EEBF 100,00™ 98,00™ 9550*
FHC 86,50* 82,50* 72,00 FHF 88,00 84,00 73,50*
FAEC 79,00 71,00 64,50* FAEF 81,50* 75,00 66,00*
FEAC 84,50* 80,50* 75,00 FEAF 86,50* 81,50* 72,50*
Cebola; Controle: 99,00

EEBC 93,00™ 87,50* 85,50* EEBF 85,50* 83,50* 81,50*
FHC 81,50* 77,50* 71,00 FHF 94,50™ 87,00 84,50*
FAEC 89,50* 72,50* 65,00 FAEF 85,50* 82,50* 75,00*
FEAC 93,00* 83,00 77,00 FEAF 94,50™ 93,00* 90,50*

*A média do tratamento difere significativamente (p < 0,05) em comparacdo com a média do controle,

pelo teste de Dunnet. A média do tratamento ndo difere significativamente da média do controle.

Nos resultados de crescimento (Figura 9 e 10), verifica-se que o EEB e as FS do
caule e folhas inibiram o crescimento da raiz, hipocdtilo/coledptilo e reduziram o
acumulo de massa seca de alface e cebola. Os efeitos inibitorios mais acentuados foram
evidenciados para a concentragdo de 1.000 mg.L™" da FAEC e FAEF tanto em alface
quanto em cebola. Sendo que a FAEC apresentou maior fitotoxicidade em relagéo a
FAEF, inibindo o crescimento da raiz (47%; 37%), hipocotilo (82%; 49%) e reduzindo

0 acumulo de massa seca (49%; 55%) de alface e cebola, respectivamente.
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FIGURA 9. Efeito das diferentes concentragcbes do extrato etandlico bruto (EEBC,
EEBF), fracdo hexanica (FHC, FHF), fracdo acetato de etila (FAEC, FAEF) e fracéo
etanol-agua (FEAC, FEAF) do caule e folhas de C. doctoris sobre o crescimento da raiz,
hipocétilo e massa seca das plantulas de alface. Dados expressos em percentual em
relacdo ao controle. * A média do tratamento difere significativamente em comparagéo

com a média do controle, pelo teste de Dunnet.
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FIGURA 10. Efeito das diferentes concentragdes do extrato etandlico bruto (EEBC,
EEBF), fracdo hexanica (FHC, FHF), fracdo acetato de etila (FAEC, FAEF) e fracéo
etanol-agua (FEAC, FEAF) do caule e folhas de C. doctoris sobre o crescimento da raiz,
hipocoétilo e massa seca das plantulas de cebola. Dados expressos em percentual em
relacdo ao controle. * A média do tratamento difere significativamente em comparagéo

com a média do controle, pelo teste de Dunnet.

De acordo com os resultados obtidos de germinacéo e crescimento inicial, foi
selecionada a FAE do caule e folhas de C. doctoris. Essa fragdo provocou maior

inibicdo na germinagédo e no crescimento de alface e cebola, e portanto, foi considerada
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a mais ativa, comparativamente as demais fracbes. Com base nisso, avaliou-se num
segundo bioensaio o efeito da FAEC e FAEF de C. doctoris sobre parametros
fisiologicos e bioquimicos.

A producéo de clorofila das plantulas de alface e cebola (Figura 11 A e 12 A) foi
inibida por todas as concentracOes avaliadas da FAEC e FAEF, sendo as maiores
reducdes nos teores de clorofila total observadas quando as plantulas foram submetidas
a concentragio de 1.000 mg.L™ da FAEC, que reduziu a clorofila total de alface em
53% e de cebola em 70% (Figura 11 A), tendo como base de comparagdo o controle.
Né&o houve diferenca significativa no teor de clorofila em crambe, corda de viola, trigo e

brachiaria.
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FIGURA 11. Efeito das diferentes concentracdes da fracdo acetato de etila do caule
(FAEC) de C. doctoris sobre o teor de clorofila total na parte aérea (A) e a respiragdo
potencial nas raizes (B) das plantulas de alface, crambe, corda de viola, cebola, trigo e
brachiaria. Médias seguidas da mesma letra do controle ndo diferem entre si pelo teste
de Dunnet a 5% de probabilidade.
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FIGURA 12. Efeito das diferentes concentracdes da fracdo acetato de etila das folhas

(FAEF) de C. doctoris sobre o teor de clorofila total na parte aérea (A) e a respiragao

potencial nas raizes (B) das plantulas de alface, crambe, corda de viola, cebola, trigo e

brachiaria. Médias seguidas da mesma letra do controle ndo diferem entre si pelo teste
de Dunnet a 5% de probabilidade.

Com relagdo aos resultados da atividade respiratoria das raizes das plantulas-

teste, verifica-se que a FAEC (Figura 11 B) reduziu a atividade respiratéria das

plantulas de alface, crambe, corda de viola, cebola e brachiaria. Ja FAEF (Figura 12 B)

reduziu a atividade respiratéria de alface, corda de viola e cebola. As maiores reducées

foram verificadas na concentragdo de 1.000 mg.L™* da FAEC, senda essas reducdes de

95% em crambe e 86% em corda de viola.
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A atividade da peroxidase (POD) aumentou em alface, crambe, corda de viola,
cebola e brachiaria quando as plantulas foram submetidas a FAEC (Figura 13 A), sendo
as maiores atividades da POD verificadas em alface, crambe e cebola que aumentaram,
em média, em 330%, em comparagdo ao controle. A FAEF aumentou a atividade da
POD em todas as pléantulas teste (Figura 14A), sendo os maiores aumentos verificados

em alface, crambe e cebola, em média de 240%.
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FIGURA 13. Efeito das diferentes concentracdes da fracdo acetato de etila do caule
(FAEC) de C. doctoris sobre a atividade da peroxidase (A), catalase (B) e superoxido
dismutase (C) das plantulas de alface, crambe, corda de viola, cebola, trigo e brachiaria.
Médias seguidas da mesma letra do controle ndo diferem entre si pelo teste de Dunnet a
5% de probabilidade.
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FIGURA 14. Efeito das diferentes concentracdes da fracdo acetato de etila das folhas
(FAEF) de C. doctoris sobre a atividade da peroxidase (A), catalase (B) e superoxido
dismutase (C) das plantulas de alface, crambe, corda de viola, cebola, trigo e brachiaria.
Médias seguidas da mesma letra do controle ndo diferem entre si pelo teste de Dunnet a
5% de probabilidade.
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A FAEC aumentou a atividade da catalase (CAT) de alface e cebola (Figura
13B) em média de 237%, em comparacdo ao controle. J& FAEF aumentou a atividade
da CAT (Figura 14B) de alface, crambe, cebola e brachiaria, sendo os maiores
aumentos verificados em crambe e brachiaria (+ 365%).

Com relagdo a atividade da superdxido dismutase (SOD) verifica-se que a FAEC
aumentou a atividade da SOD em crambe, corda-de-viola e cebola (Figura 13C) e a
FAEF aumentou a SOD em crambe, cebola e brachiaria (Figura 14C). Sendo os maiores
aumentos verificados em crambe.

O indice mitético foi continuamente reduzido com o aumento da concentracéo
da FAEC e FAEF de C. doctoris (Figura 15). O maior efeito depressivo foi verificado
para a concentragdo de 1.000 mg.L™ da FAEC, em que o indice mit6tico ndo atingiu
mais do que 9,6% em alface e 46,3% em cebola. A maior reducao no indice mitotico foi
verificado em alface, onde observa-se que a concentragdo de 1.000 mg.L™ da FAEC

reduziu em 85% no indice mitdtico de alface, em comparagdo ao controle.
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FIGURA 15. indice mitGtico em células meristematicas de raizes de plantas de alface

(L. sativa) e cebola (A. cepa) expostas a diferentes concentragdes da fragdo acetato de
etila do caule (FAEC) e folhas (FAEF) de C. doctoris.

Comparando-se a freqiiéncia das diferentes fases da mitose dentro de cada

tratamento (Quadro 4) nota-se, em geral, maior frequéncia da préfase e menor

freqiiéncia das outras fases subsequentes. Nos resultados observa-se que a FAEC

apresentou os maiores efeitos fitotoxicos, verificando-se que o aumento da concentragdo

levou a uma dréstica reducdo do indice mitotico, com paralisacdo do crescimento

radicular, em conseqiiéncia principalmente da auséncia da tel6fase.
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QUADRO 4. Frequéncia das diferentes fases da mitose em células meristematicas das
raizes de plantulas de alface e cebola sob diferentes concentragfes da fracéo acetato de
etila do caule (FAEC) e das folhas (FAEF) de Croton doctoris

FAEC
ALFACE % das células nas fases
Concentracbes Numerode  Profase  Metdfase Anafase Teldfase
(mg.L™) células em
mitose
0 133,66 82,33 25,00 18,66 7,66
250 79,33* 69,66* 8,00* 3,33* 0,00*
500 45,33* 37,33* 4,66* 1,66* 0,00*
1000 19,33* 18,66* 0,66* 0,00* 0,00*
+CEBOLA
0 266,33 159,33 63,00 34,00 10,00
250 136,66* 69,66* 56,33*  10,66* 0,00*
500 115,33* 64,66* 42,33* 8,33* 0,00*
1000 92,66* 53,00* 36,00* 3,66* 0,00*
FAEF
ALFACE % das células nas fases
Concentracbes ~ Numerode  Profase Metdfase Anafase Teldfase
(mg.L™) células em
mitose
0 133,66 82,33 25,00 18,66 7,66
250 96,00* 75,33*  13,33* 6,33* 2,00*
500 60,66* 48,33*  6,00* 4,33* 1,00*
1000 30,33* 28,00  1,33* 0,33* 0,66*
CEBOLA
0 266,33 159,33 66,33 34,00 10,00
250 163,00* 79,33* 63,00  16,66* 0,66
500 135,66* 71,33* 53,33*  10,66* 0,33
1000 115,66* 64,00  43,66* 8,00* 0,00

*A média do tratamento difere significativamente (p < 0,05) em comparacdo com a média do controle,

pelo teste de Dunnet. A média do tratamento ndo difere significativamente da média do controle.

3. Atividade alelopética do extrato etandlico bruto (EEB) e fracBes semipurificadas
(FS) de C. doctoris em casa de vegetagao

Nos resultados de fitotoxicidade, do primeiro bioensaio, verifica-se que o extrato
etandlico bruto (EEB) do caule e folhas e as frages semipurificadas (FS) das folhas
inibiram o crescimento da raiz e parte aérea de alface (Figura 16A e B). Nesses
resultados foram verificados os maiores efeitos inibitérios na concentracdo de 1.000

mg.L™ da fragio acetato de etila das folhas (FAEF) que inibiu o crescimento da raiz
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(41%) e da parte aérea (58%) e reduziu o acumulo de massa seca da raiz (33%) e parte

aérea (35%), em relagdo ao controle.
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FIGURA 16. Efeito das diferentes concentragdes do extrato etandlico bruto do caule
(EEBC) e extrato etanolico bruto (EEBF), fracdo hexanica (FHF), fragdo acetato de etila
(FAEF) e fracdo etanol-4gua (FEAF) das folhas de C. doctoris sobre o crescimento da
raiz (A), parte aérea (B) e massa seca da raiz (C) e parte aérea (D) de alface. Dados
expressos em percentual em relagdo ao controle. * A média do tratamento difere
significativamente (p < 0,05) em comparagdo com a média do controle, pelo teste de

Dunnet.

A FAEF também inibiu o crescimento da parte aérea do capim marmelada (25%;
1000 mg.L™) (Figura 19 B) e reduziu o acimulo de massa seca da parte aérea da corda
de viola (60%; 1000 mg.L™) (Figura 17 D), cebola (53%; 1000 mg.L™) (Figura 18 D) e
capim marmelada (34%; 1000 mg.L™) (Figura 19 D). A FAEF causou as maiores
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reducBes no acumulo de massa seca das raizes na concentragdo de 1000 mg.L™ das

pléantulas de alface (33%), cebola (15%) e capim marmelada (45%).
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FIGURA 17. Efeito das diferentes concentragdes do extrato etandlico bruto do caule
(EEBC) e extrato etanolico bruto (EEBF), fracdo hexanica (FHF), fracdo acetato de etila
(FAEF) e fracéo etanol-4gua (FEAF) das folhas de C. doctoris sobre o crescimento da
raiz (A), parte aérea (B) e massa seca da raiz (C) e parte aérea (D) de corda de viola.
Dados expressos em percentual em relagdo ao controle. * A média do tratamento difere
significativamente (p < 0,05) em comparacdo com a média do controle, pelo teste de

Dunnet.
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FIGURA 18. Efeito das diferentes concentragdes do extrato etandlico bruto do caule
(EEBC) e extrato etanolico bruto (EEBF), fracdo hexanica (FHF), fracdo acetato de etila
(FAEF) e fracdo etanol-4gua (FEAF) das folhas de C. doctoris sobre o crescimento da
raiz (A), parte aérea (B) e massa seca da raiz (C) e parte aérea (D) de cebola. Dados
expressos em percentual em relacdo ao controle. * A média do tratamento difere
significativamente (p < 0,05) em comparacdo com a média do controle, pelo teste de

Dunnet.
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Capim marmelada
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FIGURA 19. Efeito das diferentes concentragdes do extrato etandlico bruto do caule
(EEBC) e extrato etanolico bruto (EEBF), fracdo hexanica (FHF), fragdo acetato de etila
(FAEF) e fracéo etanol-4gua (FEAF) das folhas de C. doctoris sobre o crescimento da
raiz (A), parte aérea (B) e massa seca da raiz (C) e parte aérea (D) de capim marmelada.
Dados expressos em percentual em relagdo ao controle. * A média do tratamento difere
significativamente (p < 0,05) em comparacdo com a média do controle, pelo teste de

Dunnet.

De acordo com os resultados obtidos de crescimento, foi selecionada a FAE
obtida do EEB das folhas de C. doctoris como o tratamento que apresentou a maior
fitotoxicidade nos pardmetros avaliados. Essa fragdo provocou maior inibicdo no
crescimento de alface e capim marmelada e maiores redu¢des no acimulo de massa
seca de alface, corda de viola, cebola e capim marmelada e, portanto, foi considerada a

mais ativa, comparativamente as demais fracbes. Com base nisso, avaliou-se num
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segundo bioensaio o efeito da fragdo acetato de etila do caule (FAEC) e FAEF de C.
doctoris sobre pardmetros fisioldgicos e bioquimicos.

A taxa de fotossintese (Quadro 5) reduziu em alface e cebola quando foram
submetidas a maior concentracdo avaliada da FAEC e FAEF. As maiores reducdes
foram verificadas na FAEC que reduziu a taxa de fotossintese de alface em 120% e de
cebola em 76%. Nenhum efeito significativo foi verificado na transpiragdo e

condutancia estomatica.
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QUADRO 5. Efeito das diferentes concentragdes da fragdo acetato de etila do caule
(FAEC) e folhas (FAEF) de C. doctoris sobre a taxa de fotossintese, transpiracéo e

condutancia estomatica de alface, corda de viola, cebola e capim marmelada

Taxa de fotossintese (u mol m? s™)

250 500 1.000 250 500 1.000
Tratamento’ mgL™ mgL* mglL" Tratamento' mgL® mgL! mglL™"
Alface Corda de viola
Controle: 4,95 Controle: 2,02
FAEC 576™ 211*  1,09* EAEC 3,68*  4,73* 5,82*
FAEF 256* 2,65 147* EAEF 2,14™ 165" 1,66™
Cebola Capim marmelada
Controle: 2,05 Controle: 1,61
FAEC 6,04* 3,46*  048* FAEC 1,00 2117 2117
FAEF 4,46*  3,04* 0,50* FAEF 2,56* 145™ 2,65*
Transpiragdo (M mol m?s™)
250 500 1.000 250 500 1.000
Tratamento’ mg.L® mglL® mgL® Tratamento' mgL® mgL! mgL™
Alface Corda de viola
Controle: 0,92 Controle: 0,67
FAEC 097™ 084™ 091™ FAEC 047"™ 055™ 0,63™
FAEF 1,17™ 087™ 084™ FAEF 059™ 048™ 0,56 "™
Cebola Capim marmelada
Controle: 0,6600 Controle: 0,84
FAEC 051™ 052™ 055™ FAEC 097™ 0,84™ 0,91™
FAEF 052™ 053™ 055™ FAEF 097" 087"™ 0,84"™
Condutancia estomatica (mol m? s™)
250 500 1.000 250 500 1.000
Tratamento’! mg.L™ mglL* mgL" Tratamento' mgL® mgL! mglL™
Alface Corda de viola
Controle: 0,03 Controle: 0,20
FAEC 0,04™ 0,03™ 003" FAEC 0,13™ 0,13™ 0,20™
FAEF 0,03™ 0,04™ 0,03™ FAEF 020™ 0,13™ 0,13™
Cebola Capim marmelada
Controle: 0,20 Controle: 0,03
FAEC 0,15™ 0,16™ 0,15™ FAEC 0,04™ 0,03™ 0,03™
FAEF 0,16™ 0,16™ 0,16™ FAEF 006™ 004" 0,03"™

*A média do tratamento difere significativamente (p < 0,05) em comparacdo com a média do controle,

pelo teste de Dunnet. A média do tratamento ndo difere significativamente da média do controle.

A producdo de clorofila das plantas de alface, corda de viola, cebola e capim
marmelada (Figura 20A) foram reduzidas pelas maiores concentracdes avaliadas da
FAEC e FAEF, sendo as maiores reducdes observadas na concentragéo de 1.000 mg.L™
de alface (= 51,5%) e corda de viola (= 69%).
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FIGURA 20. Efeito das diferentes concentragdes da fracdo acetato de etila do caule
(FAEC) e folhas (FAEF) de C. doctoris sobre o teor de clorofila total na parte aérea (A)
e a respiracdo potencial das raizes (B) de alface, corda de viola, cebola e capim
marmelada. Médias seguidas da mesma letra do controle ndo diferem entre si pelo teste
de Dunnet a 5% de probabilidade.

A atividade respiratoria (Figura 20B) das raizes foi inibida quando as plantas de
alface, cebola e capim marmelada foram submetidas as maiores concentragdes da FAEC
e FAEF. Nesses resultados, verifica-se que a concentragio de 1.000 mg.L™ inibiu a
respiracdo potencial das raizes em valores superiores a 60%, em comparagdo ao
controle. As maiores inibi¢cbes foram verificadas na FAEC em alface (87%) e cebola
(89%) e na FAEF em capim marmelada (96%).
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A atividade da peroxidase (POD) aumentou nas maiores concentra¢des avaliadas
da FAEC e FAEF tanto na parte aérea (Figura 21A) como na raiz (Figura 21B) em todas
as plantas-alvo avaliadas, exceto na FAEF sobre a atividade em células de raizes de
capim marmelada. Os maiores aumentos foram verificados na parte aérea de capim
marmelada onde se verifica um aumento de + 400% na atividade da peroxidase tanto na
FAEC quanto na FAEF.
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FIGURA 21. Efeito das diferentes concentragdes da fracdo acetato de etila do caule
(FAEC) e folhas (FAEF) de C. doctoris sobre a atividade da peroxidase da parte aérea
(A) e raiz (B) de alface, corda de viola, cebola e capim marmelada. Médias seguidas da
mesma letra do controle ndo diferem entre si pelo teste de Dunnet a 5% de

probabilidade.

A atividade da catalase (Figura 22) aumentou apenas na FAEF em cebola (1.000
mg.L™) e na FAEC e FAEF de capim marmelada (1.000 mg.L™), em média + 750% em

relacdo ao tratamento controle.
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FIGURA 22. Efeito das diferentes concentragdes da fracdo acetato de etila do caule
(FAEC) e folhas (FAEF) de C. doctoris sobre a atividade da catalase da parte aérea (A)
e raiz (B) de alface, corda de viola, cebola e capim marmelada. Médias seguidas da
mesma letra do controle ndo diferem entre si pelo teste de Dunnet a 5% de

probabilidade.

Nas plantas, espécies reativas de oxigénio (EROs) podem ser produzidos em
decorréncia a diversas perturbagdes ambientais, como por exemplo, excesso de luz,
seca, temperaturas elevadas, herbicidas e, até mesmo, substancias quimicas naturais

como aleloquimicos (YU et al., 2003).
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DISCUSSAO

Na composicéo quimica do dleo de Croton doctoris aqui estudado, encontrou-se
grande diferenga em relagdo as demais espécies de Croton citadas na literatura no que se
refere @ composicdo quimica. Foi evidenciada a auséncia de monoterpenos e
fenilpropandides nos 6leos essenciais, sendo a composicéo formada exclusivamente por
sesquiterpenos oxigenados e nao-oxigenados, tanto nos 6leos da folha como no caule de
C. doctoris.

Radulovic et al. (2006) encontraram nas espécies de Croton antanosiensis
(folhas), C. decaryi (folhas e caule), C. geayi (folhas) e C. sakamaliensis (folhas e
caules) mais de 20 compostos nos Oleos essenciais das mesmas, sendo a maioria
monoterpenos (o e P-pinenos, 1-8-cineol, borneol, a-terpineol) e sesquiterpenos nédo
oxigenados (cariofileno e a-humuleno). Pino et al. (2006) analisaram os 6leos das folhas
de C. rosmarinoides, C. litoralis, C. spiralis e C. myricifolius e identificaram a presenca
de a-bisabolol (16,6%), 1,8-cineol (20,9%), espatulenol (13,8%), a-terpineol (11,6%),
borneol (8,8%), 6xido de cariofileno (8,8%) e acetato de bornila (7,7%) como 0s
maiores constituintes do dleo essencial destas espécies de Croton.

Algumas espécies do género Croton do Nordeste Brasileiro foram estudadas
quanto a suas composi¢des quimicas e atividade antioxidante dos 6leos essenciais (DE
MORAIS et al., 2006). Observou-se que as espéecies apresentaram significativos teores
de monoterpendides com destaque para 0s terpenos a-pineno e a-COpaeno, e variagdo na
composicdo de sesquiterpenos oxigenados e ndo-oxigenados. Além destes compostos,
foram  encontrados  também  fenilpropandides  (E-anetol,  metil-eugenol).
Fenilpropandides, também foram encontrados e identificados no éleo de C. urucurana
(SIMIONATTO et al., 2007).

Nos resultados de fitotoxicidade com o 6leo essencial do caule e folhas de C.
doctoris verificou-se 0 maior efeito fitotdxico no dleo do caule, esse resultado pode ser,
em parte, associado ao seu constituinte majoritario, o 6xido de cariofileno (24,5%) e o
teor de sesquiterpenos oxigenados (61,1%), que sdo superiores no Gleo do caule. No
6leo da folha o teor de sesquiterpenos oxigenados é menor (17,1%), sendo este 6leo rico
em sesquiterpenos hidrocarbonetos (64,0%), apresentando menor efeito fitotoxico que o
6leo do caule.

Vérios sdo os relatos na literatura sobre a atividade fitotoxica de 6leos essenciais
e monoterpendides e seus possiveis usos como bioherbicidas (BATISH et al., 2004;
SABAN KORDALI et al., 2009). Um estudo realizado por VVokou et al (2003) mostrou
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o efeito de monoterpendides, ensaiados em misturas e na forma pura, observando-se que
0S compostos oxigenados sdo mais ativos que 0s ndo oxigenados. Entre o0s
monoterpendides merecem destaque quanto as suas atividades herbicidas o 1-8-cineol,
canfora, borneol, citronelol e 0s monoterpenos aromaticos carvacrol e timol (SINGH et
al., 2002; KORDALI et al., 2008). Nota-se que 0s 0leos ricos em sesquiterpenos, como
é 0 caso dos 6leos de C. doctoris, ainda sdo pouco relatados ou ensaiados quanto as
atividades alelopéticas (bioherbicidas), sendo que a grande maioria dos estudos envolve
monoterpenos ou o 6leo bruto.

Nos resultados com o extrato bruto e as fragbes semipurificadas do caule e
folhas de C. doctoris em laboratorio e casa de vegetagdo observou-se os maiores efeitos
fitotoxicos na fragdo acetato de etila. Os resultados obtidos no presente trabalho
evidenciam que os Oleos essenciais e a fragdo acetato de etila do caule de C. doctoris
tém acdo inibitoria sobre a germinacgdo, crescimento e metabolismo das plantas-alvo,
interferindo na captagéo de energia luminosa, por diminuir o teor de clorofila, e na
liberacdo dessa energia, armazenada em moléculas orgénicas, para o crescimento,
multiplicacdo e manutencdo das células, por interferir na respiracdo celular. Verificou-
se também aumento da atividade de enzimas antioxidantes o que indica inducdo do
metabolismo de defesa em resposta aos compostos do 6leo e fragbes do caule, além da
inibicdo da divisdo celular. Todos esses processos metabolicos sdo cruciais para o
estabelecimento de qualquer planta.

Poucos trabalhos tém se referido aos efeitos alelopaticos em casa de vegetacédo e
campo, onde os efeitos sdo menos pronunciado, devido muitos aleloquimicos, apés a
aplicacdo serem biodegradados ou adsorvidos pelas particulas do solo ou ainda néo
serem translocados pelas plantas-alvo até o sitio de acdo. Desta forma estudos do
potencial herbicidas de extratos ou compostos isolados de plantas devem ser realizados
em casa de vegetagdo para se verificar o efeito inibitério nessas condicdes.

Candido et al. (2010) verificaram que o extrato bruto e fragdes semipurificadas
da parte aérea de Senna occidentalis apresentaram efeito fitotoxico na emergéncia e
crescimento de alface, tomate, cebola e trigo em casa de vegetagdo. Em trabalho
realizado com o 6leo essencial de Croton urucurana verificou-se efeito herbicida na
germinag&o e crescimento de alface e cebola, sendo observado inibigdo no crescimento
de alface e cebola em 100%, em comparacdo ao controle, quando submetidas ao 6leo
essencial do caule de C. urucurana (SIMIONATTO et al., 2009).
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Nos resultados verificou-se que o 6leo essencial e a fragdo acetato de etila (FAE)
do caule e folhas de C. doctoris reduziram o teor de clorofila das plantulas alvo em
laboratdrio. Nos bioensaios em casa de vegetacdo verificou-se que a FAE do caule e
folhas além de reduzir o teor de clorofila provocou redugdes na taxa fotossintética.

A fotossintese pode ser inibida de diversas formas, sendo a mais freqiente, a
diminuigdo do fluxo de CO;, para os sitios de carboxilacdo decorrentes do fechamento
dos estbmatos. Um segundo fator se relaciona com o transporte de elétrons na
membrana dos tilacdides durante a formacdo do poder redutor. Um dltimo fator, esta
relacionado com o transporte e com o aproveitamento dos fotoassimilados que poderiam
inibir a fotossintese por acumulo de produto final (TAIZ e ZEIGER, 2002). O
experimento realizado aborda os efeitos do 6leo essencial e da fragéo acetato de etila do
caule e folhas de C. doctoris sobre as reagdes fotoquimicas medidas pela taxa de
fotossintese e o teor de pigmentos. Diante dos resultados obtidos, é possivel verificar
que, os aleloquimicos presentes em C. doctoris podem estar atuando no processo
fotossintético causando degradacdo ou inibigdo da sintese das moléculas de clorofila. A
aparéncia clorotica das plantas, observado no presente trabalho, seria um sintoma de
degradacdo das moléculas de clorofila ou da inibicdo da sua sintese, ambos os efeitos
mediados por aleloquimicos, que impedem a formacdo das Mg-porfirinas
(EINHELLING, 1986). Em ambos os casos, esses efeitos lembram a atuagdo dos
herbicidas, como as piridazinonas e imidazolidonas (DUKE, 1985; CAYON et al.,
1990).

Nos estudos com aleloquimicos, a degradacéo da clorofila tem sido relacionada
como um dos sintomas da interferéncia destas substancias sobre as plantas (SINGH et
al., 2002). Contudo, ainda ndo est4 claro o mecanismo pelo qual ocorre a reducdo da
clorofila quando tratadas com aleloquimicos, podendo haver dois fatores para essa
causa, degradacdo ou inibicdo da sintese de clorofila (YU et al., 2003).

Sorgoleone, aleloquimico produzido pelo sorgo (Sorghum bicolor), € um potente
inibidor do transporte de elétrons do fotossistema Il (PSIl) em cloroplastos isolados
(GONZALEZ et al., 1997). Estudos mais detalhados dos mecanismos de agdo de
aleloquimicos comprovam que a H'-ATPase da membrana dos tilacoides e a cadeia de
transporte de elétrons do PSII foram inibidos pelo xantorrizol, aleloquimicos extraido
de lostephane heterophylla (GONZALEZ-BERNARDO et al., 2003). Alguns
aleloquimicos como lactonas, terpenos, cumarinas, flavonoides, fenilpropandides e

benzofuranos atuam como inibidores fotossintéticos e, compostos como benzopiranos,
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lactonas, terpenos e fenilpropanides atuam como inibidores da reacdo de Hill (KING-
DIAZ et al., 2001). E possivel que, aleloquimicos presentes em C. doctoris podem estar
atuando no processo fotossintético atraves de mecanismo de agdo semelhante aos
aleloquimicos ja estudados.

Compostos alelopéticos de Dactylis glomerata L. atuam na fotossintese de
outras plantas, com ac&o similar aos herbicidas fluometuron e linuron (REIGOSA et al.,
1999), enquanto os &cidos fendlicos, as cumarinas, os polifenois e os flavondides sdo
apontados como aleloquimicos que atuam como herbicidas inibidores da fotossintese,
alterando o transporte de elétrons e a fosforilagdo nos fotossistemas (DURIGAN e
ALMEIDA, 1993).

Yu et al. (2003) estudaram efeitos de extrato aquoso de exsudatos radiculares de
pepino (Cucumis sativus), ou derivados dos &cidos benzdico e cindmico na fotossintese
e atividade enzimética de mudas de pepino cultivadas em solucdo nutritiva. Nos
resultados foi observado que os extratos reduziram a taxa de fotossintese quando
aplicadas em concentragdes mais elevadas, porém ao contrario desde trabalho reduziram
também a transpiracéo e a condutancia estomatica.

A respiracdo celular também pode ser fortemente afetada pela presenca de
aleloquimicos (RICE, 1984; OHNO, 2000) que interferem em vérias etapas desse
processo em um ou mais niveis, dos quais dependem as respostas observadas (CHON et
al., 2000). A juglona, uma naftoquinona isolada das folhas, da casca dos frutos secos e
da casca do tronco de individuos do género Juglans (Juglandaceae), pode reduzir em até
90% a respiragdo das raizes de milho, enquanto o macerado de folhas de artemisia
(Artemisia tridentada Nutt.) acelera a respiracdo das células radiculares de pepino,
devido a presenca de substancias do grupo das lactonas (DURINGAN e ALMEIDA
1993). Portanto, a respiragdo das células radiculares pode ser aumentada ou diminuida,
dependendo da natureza quimica dos compostos presentes nos vegetais empregados.

O aumento da atividade da peroxidase (POD), catalase (CAT) e superoxido
dismutase (SOD) das espécies avaliadas, no presente trabalho, sugere que o0s
aleloquimicos presentes no 6leo essencial e na fracdo acetato de etila do caule e folhas
de C. doctoris estdo causando estresse oxidativo nas especies avaliadas. Nas plantas,
espécies reativa de oxigénio sdo produzidas em decorréncia de diversas perturbagdes
ambientais, como por exemplo, excesso de luz, seca, temperaturas elevadas, herbicidas,

e, até mesmo, substancias quimicas naturais como os aleloquimicos (YU et al., 2003).
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Sabe-se que alguns aleloquimicos induzem o aumento da atividade de enzimas
oxidativas, tendo como conseqléncia final a modificagdo da permeabilidade das
membranas e a formagdo de lignina, que contribuem para a redugdo do alongamento
radicular (FERRARESE et al., 2000). Aleloguimicos, como benzopiranos, terpenos e
fenilcumarinas apresentam a mesma capacidade oxidativa do herbicida paraquat, que
age recebendo elétrons do receptor primério do fotossistema | (PSI) para formar radicais
superdxido (ALSCHER et al., 2002).

O aumento na atividade da CAT ja foi observado em outros estudos sobre modos
de acdo de aleloquimicos, onde foi verificado que o acido ferulico aumentou a atividade
da CAT em pléantulas de milho (DEVI e PRASAD, 1996), e acido benzdico em
cotilédones de pepino (MAFFEI et al., 1999).

A enzima SOD catalisa os radicais superdxidos livres (O;’), produzidos em
diferentes locais da célula, para oxigénio molecular e H,O, (RABINOWITCH e
FRIDOVICH, 1983). Dessa forma, parece que substancias presentes no 6leo e fracéo
acetato de etila do caule estariam induzindo a formagéo de radicais livres nas pléantulas e
consequientemente ativando a enzima superdxido dismutase.

Os aleloquimicos estimulam a produgdo de oxigénio reativo por diversos
mecanismos. Dentre eles, o bloqueio da cadeia transportadora de elétrons, onde 0s
elétrons ficam livres e reagem facilmente com o O, formando superdxido. A sorgolena,
uma substancia presente no sorgo (Sorghum bicolor) é capaz de inibir a fotossintese
pelo bloqueio da cadeia transportadora de elétrons do fotossistema Il (PSIl) para
fotossistema | (PSI) (GNIAZDOWSKA e BOGATEK, 2005), além de aumentar a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) que atuam no estresse oxidativo das
membranas celulares. Os aleloquimicos também podem formar radicais semioquimicos,
um composto derivado das quinonas, o qual é altamente reativo e doa elétrons para o
O,, formando o superéxido (WEIR et al., 2004). Um outro mecanismo conhecido na
formacdo de EROs é a atividade dos aleloquimicos sobre a NADPH oxidase, uma
enzimas que transfere elétrons do NADPH e doa para um aceptor (O2) formando o
superéxido (FOREMAN et al., 2003).

O aumento de radicais livres em células de plantas em respostas aos
aleloquimicos mostra-se de forma similar & infec¢do por patdgenos, bem como outros
fatores abidticos que resultam no estresse oxidativo (GNIAZDOWSKA e BOGATEK,
2005). Nesse sentido, (-)-catequina, um aleloquimico dos exudatos das raizes de

Centaurea maculosa, tem sido relatado como inibidor do crescimento de Festuca
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idahoensis, Koeleria micrantha e Arabidopsis thaliana pelo aumento da producédo de
EROs (BAIS et al., 2003). Um aumento substancial de espécies reativas de oxigénio
(ERO) provocado por (-)-catequina nas raizes de plantas suscetiveis foi similar aos
padrdes da morte induzida de células, no entanto, com a adi¢éo de &cido ascorbico junto
com (-)-catequina observou-se bloqueio da produgdo de EROs, suportando a hipotese
de que o aumento da atividade de enzimas antioxidantes e oxidantes é provavelmente
um efeito secundario de muitos aleloquimicos. Assim, as plantas aumentam a atividade
dessas enzimas na tentativa de contra atacar os efeitos prejudiciais da gera¢do de EROs.

Provavelmente o aumento das EROs, no presente trabalho, ocorreu devido a
reducdo nos teores de clorofila e da respiragdo o que levou conseqlientemente ao
bloqueio da cadeia transportadora de elétrons, onde os elétrons ficam livres e reagem
facilmente com o O, formando radicais livres e assim ocorre aumento da atividade de
enzimas antioxidantes para reduzir os efeitos prejudiciais dos radicais livres.

A interferéncia na diviséo celular causada pela agéo do 6leo e fracdo acetato de
etila com acentuado efeito sobre a morfologia do sistema radicular provavelmente
representa um dos mecanismos de agdo das substancias (s) com atividade fitotoxica. A
reducdo do crescimento de plantas na presenga de aleloquimicos é associada com uma
forte inibicdo da mitose ou/e rompimento da estrutura das organelas, como por
exemplo, nicleo e mitocondrias (GNIAZDOWSKA e BOGATEK, 2005).

A anélise do indice mit6tico € um método eficiente utilizado para avaliar o efeito
alelopéatico de uma planta sobre outra. A observacdo em microscopio torna-se
imprescindivel para a detec¢do de anomalias nas fases da mitose, bem como de formas
atipicas das estruturas celulares (GNIAZDOWSKA e BOGATEK, 2005). O uso do
extrato aquoso das folhas da leucena (Leucaena leucocephala) tem apresentado efeito
alelopético sobre varias plantas, tais como alface, arroz, milho e nas plantas daninhas
desmddio (Desmodium dscendens), guanxuma (Sida rhombifolia) e assapeixe (Vernonia
polyanthes), inibindo a germinagéo e afetando o crescimento do sistema radicular das
plantas (SOUZA FILHO et al., 1997). Pires et al. (2001) observaram que 0 extrato
aquoso de leucena pode reduzir o indice mitdtico em plantas de milho, blogqueando
completamente a fase de tel6fase em maiores concentracdes, fato também observado
nos resultados do presente trabalho.

Estudos recentes tém demonstrado que os aleloquimicos produzidos por Secale
cereale L. reduzem o crescimento radicular de Cucumis sativus L. causando mudangas

nas estruturas celulares das raizes (BURGOS et al., 2004). Solo tratado com &cido
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benzdico em maiores concentra¢fes suprimiu em até 81,1% o crescimento do sistema
radicular de mostarda, fato que foi atribuido a desorganizacdo e destruicdo das
organelas celulares e dissolucdo da lamela média (KAUR et al., 2005). Desse modo,
sugere-se que os disturbios nas membranas celulares podem ser conseqiéncia da
peroxidacdo das membranas de lipideos ou proteinas (SONG et al., 1996), resultando
em mudangas na permeabilidade das membranas, destruicdo dos cloroplastos,
mitocOndria, ndcleo e reticulo endoplasmético. Esses processos fisioldgicos anormais
resultam na redugdo da fotossintese, contribuindo para a reducéo do crescimento das

plantas.

CONCLUSOES

O oOleo essencial do caule apresenta agdo inibitoria sobre a germinacéo,
crescimento e metabolismo de alface e cebola, mostrando que a mistura de
sesquiterpenos oxigenados tem potencial fitotoxico.

A fracdo acetato de etila do caule de Croton doctoris apresenta atividade
alelopatica (fitotoxica) em laboratorio, provocando redugdes na germinagéo,
crescimento e metabolismo das plantas-alvo.

A fragdo acetato de etila do caule e folhas de Croton doctoris apresentou maior
atividade fitotoxica em casa de vegetagdo, provocando maior inibigdo do crescimento e
reducBes na taxa fotossintética, teores de clorofila, e respiracdo das raizes além de

induzirem estresse oxidativo.
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FIGURA 23. Cromatograma do 6leo essencial do caule de Croton doctoris.
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FIGURA 24. Cromatograma do 6leo essencial das folhas de Croton doctoris.
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