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Resumo

Os extratos das folhas e caule da planta Myracrodruon urundeuva Fr All. (aroeira
preta) foram estudados quanto a sua agio sobre a atividade da clorofila e sobre as
germinagdes de plantas daninhas e culturas.

Os estudos sobre as germinagdes foram realizados com as culturas Oriza sativa L.
(arroz), Phaseolus vulgaris L. (feijio), Glycine max L. (soja) e com as plantas daninhas
Portulaca oleracea L. (beldroega), e Brachidaria brizantha (braquidria). O extrato de folhas
de Myracrodruon urundeiiva Fr All. inibe a germinagédo da braquidria na concentragio de
1,0 pg.mL! sem afetar a germinagio das culturas, podendo, portanto, ser utilizado nesta
concentragfio para o combate da germinagdo da braquidria nas planta¢des de soja, feijdo e
arroz. O extrato do caule inibiu a germinagfo da soja e estimulou a germinagio do feijéo.
Portanto, o extrato do caule ndo deve ser usado como inibidor da germinacéo de plantas
daninhas, uma vez que ele ndo apresentou efeito sobre as mesmas.

A atividade da clorofila foi estudada observando-se a fluorescéncia da clorofila de
cloroplastos extraidos de folhas de espinafre (Spinacea oleracea L.) e a fotorredugio do
2,6-diclorofenolindofenol (DCPIP).

Os resultados sobre a fluorescéncia mostram que os extratos de folhas e de caule
provocam alteragdo no rendimento quéntico de fluorescéncia da clorofila. A desativagdo do
aceptor de elétrons do meio reacional pode estar seguindo na presenga dos extratos, dois
caminhos, a saber : 1°) supressio por desativagdo de estados excitados, onde a energia pode
estar sendo dissipada na forma de calor (extrato da folha) e 2°) emissdo de luz aumentando
o rendimento quantico (extrato do caule).

Os testes sobre a fotorredug@io do DCPIP mostram claramente que os extratos de
folhas e do caule bloqueiam a transferéncia de elétrons da clorofila para o DCPIP, em todas
as concentragOes testadas, diminuindo a atividade da clorofila em de mais de 50%, no caso
do extrato de folhas. O extrato do caule também inibe essa transferéncia de elétrons, mas
em menor proporgdo que o de folhas, ndo atingindo o valor de 50% em nenhuma das
concentragdes utilizadas.

Isto mostra que os extratos de folhas e caule da planta Myracrodruon urundeuva Fr

All. (aroeira preta) podem atuar como um potencial herbicida atuando no fotossistema II .

I\Y



Disserta¢do de Mestrado Abstract

Abstract

The leaves and stalk extracts of the Myracrodruon plant urundeuva Fr All. (black
aroeira) were studied with regard its action on the chlorophyll activity and germination of
damage plants and cultures.

The studies on the germinations had been carried through the cultures Oriza sativa L.
(tice), Phaseolus vulgaris L. (beans), Glycine max L. (soybean) and with weed plants
Portulaca oleracea L. (beldroega) and Brachiaria brizantha (braquidria). The leaf extract
of Myracrodruon urundeiva Fr All inhibits the germination of the braquidria in the
concentration of 1,0 ug.mL'1 without affecting the germination of the cultures, being able
to be used in this concentration for the combat of the germination of the braquiaria in the
crops of soy, bean and rice. The extract of stalk inhibited the germination of soy and
stimulated the germination of beans. Therefore, the stalk extract cannot be used for inhibit
the germination of damage plants, once it didn't present effect on the same ones.

The chlorophyll activity was studied observing chlorophyll fluorescence of extracted
chloroplasts of spinach leaves(Spinacea oleraceal..) and the 2,6-dichlorophenolindophenol
(DCPIP) photoreduction. The results on the fluorescence show that, the leaves and stalk
extracts promote an alteration in the quantum yield of chlorophyll fluorescence.The
deactivation of the electrons acceptor can be following, by two ways, to know: 1°)
suppression for deactivation of excited states, where the energy, for example, can be wasted
in the heat form (extract of the leaf), 2°) light emission increasing the quantum yield
(extract of the stalk). DCPIP photoreduction show clearly that the leves extracts and stalk
block the electron transference of chlorophyll for the DCPIP, in all the tested
concentrations of the leaf extract, reduzing the chlorophyll activity more than 50%. The
stalk extract also inhibits this transference of electrons, but in smaller proportion that of
leaves, not reaching the value 0f50% in none of the used concentrations.

The leaf and stalk extracts of the Myracrodruon urundeuva Fr All. (black aroeira) can

act as a potential herbicide acting on photosystem II .
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1-INTRODUCAO

O aumento da populagdo, principalmente nos paises do terceiro mundo, faz com que
a cada ano que passa seja necessario produzir mais alimentos, com qualidade, e
economicamente vidveis. Conseqiientemente, torna-se cada vez mais necessaria a utilizagio
de produtos quimicos, fertilizantes e pesticidas (inseticidas, herbicidas, fungicidas, etc.),
que levem a um aumento da produtividade.

A luta do homem contra as plantas daninhas que infestam as lavouras € constante.
Ao contrario das pragas e doengas, que aparecem eventualmente, as plantas daninhas
aparecem o ano todo e seu controle se faz necessario sempre [1].

As perdas de producdo agricola por competicdo com infestantes no Brasil variam
entre 25% e 90% [2]. Além de prejudicarem as culturas as plantas daninhas provocam
também ag¢des indiretas como, a hospedagem e transmisséo de pragas e doengas e, muitas
vezes, ocorrem agdes alelopaticas, ocasionando perdas na produgio [1,3].

Do ponto de vista botinico ndo existe planta mé, ou daninha. Esta classe é
caracterizada por plantas cujas particularidades morfologicas, anatdmicas e fisiolégicas as
tornam inoportunas e concorrentes de outras plantas de exploragfio econdmica [3] .

Diversos procedimentos sdo usados no controle de plantas daninhas, entre estes esta
a utilizagfio de herbicidas. Atualmente, existem numerosos herbicidas no mercado, mas
estas substincias quimicas, de heterogeneidade muito grande, tém limitag8es quanto ao seu
uso ¢ podem deixar residuos nos alimentos, ou causar danos ao meio ambiente,
contaminando a 4gua, ou ainda, deixando residuos no solo [4]. Ja se sabe também, que
algumas plantas daninhas adquirirem resisténcia a alguns herbicidas. Atualmente os
herbicidas estio sendo também utilizados para dessecar algumas culturas de modo a
facilitar a colheita [5].

Na busca por herbicidas mais eficientes, os pesquisadores estdo tentando encontrar
na natureza, a solu¢@o para estes problemas através de um fendmeno ja conhecido desde a
antiguidade que é a fabricagfio de metabdlitos secundarios (aleloquimicos) produzidos pelas
proprias plantas e que interferem, prejudicando ou favorecendo o desenvolvimento de
outras plantas préximas. Estes compostos podem atuar como herbicidas naturais. A este

fendmeno foi dado o nome de alelopatia. Surge entdio, a possibilidade de se utilizar a
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alelopatia, um fendmeno natural, para produzir herbicidas que sejam seletivos e ndo
provoquem grandes danos ao meio ambiente e a0 homem.

Esse tipo de estudo foi feito com sucesso para os inseticidas no caso dos piretrdides,
que sdo produzidos utilizando como modelo molecular as piretrinas, substincias naturais
obtidas do crisantemo [6,7,8].

Outros estudos estdo sendo conduzidos com extratos de plantas com o objetivo de
avaliar o seu potencial herbicida (alelopatico). Frequentemente essa avaliagdo ¢é feita
através de testes sobre a germinagéio de sementes, e atualmente sdo feitos experimentos de
avaliaco da fotossintese. Entre as técnicas utilizadas para avaliag@io da fotossintese estéio as
medidas de avaliagdo da rea¢do de Hill, através da fotorredug@o de aceptores de elétrons,
medidas de evolugio de oxigénio e medidas de fluorescéncia da clorofila [9]. Os herbicidas
comerciais também atuam sobre a fotossintese inibindo a reagdo de Hill provocando
mudangas na fluorescéncia natural da clorofila.

J4 sdo conhecidos alguns aleloquimicos que atuam em algumas etapas da
fotossintese. Um exemplo disso, foram os estudos feitos sobre as cumarinas. As medidas de
fotorredugdo do oxidante de Hill 2,6-diclorofenolindofenol (DCPIP) e de evolugfo de
oxigénio mostraram que cumarinas isoladas de raizes de Stauranthus perforatus Lundell
(Rutacea) provocam inibi¢do da reagdo de Hill [10].

Outra planta que tem sido extensivamente estudada é o sorgo (Sorghum bicolor L.).
Os primeiros estudos mostraram a atividade do extrato de sorgo sobre o desenvolvimento
de algumas plantas. Uma metodologia foi desenvolvida para a extragio do sorgoleone [11].
Utilizando esta metodologia, os pesquisadores testaram sorgoleone obtido de exudados
hidrofdbicos das raizes de sorgo e verificaram que eles inibem fortemente o crescimento
das raizes de alface (Lactuca sativa L.), mas ndo do milho (Zea mays L.), sugerindo que
estas fragdes do exudados contém certos inibidores bioldgicos, especificos da espécie [12].
Observou-se também, que o sorgoleone reduziu o crescimento de algumas plantas daninhas
[13].

Estudos posteriores mostraram que exudados hidrofoébicos do sorgo contém novas
quinonas, provavelmente Gnicas no género, e materiais de atividade biologica seletiva [12].
Em concentragdes de 10 pmol.L" de sorgoleone, a fotossintese foi reduzida para menos

que 50% do controle na taxa de evolugéo de oxigénio [14].
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Verificou-se que sorgoleone e o herbicida comercial atrazina competem pelo local
de ligagdo no PSII [15]. O sorgoleone €, portanto, potencialmente um herbicida muito
efetivo [15]. Estudos esto sendo feitos produzindo compostos analogos ao sorgoleone para
avaliar sua atividade herbicida [16]. Assim como tém sido desenvolvidos estudos dos
extratos do sorgo é interessante que se busque em outras plantas aleloquimicos que
apresentem potencial herbicida.

O Brasil possui uma das mais diversificadas floras do mundo e, portanto, ha
grandes possibilidades de que algumas dessas plantas possam produzir aleloquimicos
potencialmente tteis, de modo que, depois de descoberta sua estrutura, se tenha condigdes
de produzir analogos artificiais com as caracteristicas desejadas.

Além disso, algumas plantas brasileiras de grande valor, estio correndo o risco de
serem extintas; é importante, entdio, que se comece a estuda-las. Entre estas plantas esta a
Myracrodruon urundeiiva Fr All (aroeira preta). Na literatura nio ha estudos sobre os
efeitos de extratos desta planta na germinacdo de sementes de outras plantas e na
fotossintese.

Assim, este trabalho tem como objetivo dar inicio aos estudos do possivel potencial
herbicida desta planta. Este estudo serd realizado avaliando os efeitos dos extratos
metandlicos das folhas e do caule de Myracrodruon urundeiiva Fr. All. (aroeira), sobre a
germinagiio das sementes de Glycine Max L (soja), Oriza sativa L.(arroz), Phaseulus
vulgaris L. (feijdo), Portulaca oleracea L. (beldroega) e Brachidria brizantha (braquiaria),
e também sobre a fotossintese da clorofila, extraida do Spinacea oleraceae (espinafre). Para
os estudos sobre a fotossintese serd avaliada a Reag¢fo de Hill através de medidas da
fotorredugdo do DCPIP e também serdo avaliadas as medidas da fluorescéncia estacionaria

da clorofila.
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2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

2 .1 - Herbicidas.

Herbicidas sfio substancias ou misturas de substincias destinadas a destruir ou
impedir o desenvolvimento dos vegetais [3,17]. Sdo compostos que, aplicados as plantas,
reagem com seus constituintes morfolégicos ou interferem nos seus constituintes
bioquimicos, promovendo efeitos morfolégicos ou fisiologicos de graus variaveis, podendo

leva-las a destruigfo parcial ou total [17].

2 .1.1 -Tipos de herbicidas

Os herbicidas classificam-se em inorgénicos e organicos. Os herbicidas inorganicos
foram largamente usados como herbicidas de contato, antes do advento dos herbicidas
orginicos que atualmente sdo mais utilizados na Agricultura e tém, em geral, formulas
complexas. Eles podem ser classificados em trés grandes classes:

Classe I — Herbicidas aciclicos, ex. brometo de metila;

Classe 11 — Herbicidas homociclicos, ex. pentaclorofenol;

Classe 11l — Herbicidas heterociclicos, entre eles estd o paraquat, conhecido também

como metilviologen [17].

As estruturas de alguns herbicidas estdo indicadas na Figura 1.
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Figura 1:Estrutura quimica de alguns herbicidas: atrazina, DCMU e paraquat.
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2.1.2- Agdo dos herbicidas

A maioria dos herbicidas é dirigida contra o processo fotossintético [18]. Um
exemplo desse tipo de herbicida ¢ o DCMU ou diuron (3-(3,4-diclorofenil)-1,1-
dimetiluréia) que desloca a quinona Qg do seu sitio de ligago no fotossistema Il e bloqueia
a transferéncia de elétrons do fotossistema Il ao fotossistema I (Figura 2) [19]. O sitio de
ligagdo para a plastoquinona € o local de agdo de muitos herbicidas que matam as plantas
bloqueando a transferéncia de elétrons [21].

Outros herbicidas como, por exemplo, a atrazina, inibe a quebra da dgua para formar
ion hidrogénio e oxigénio [4] e, outros ainda, interferem na transferéncia de elétrons dos
dois fotossistemas [19,20,21].

Ja o paraquat é um herbicida de contato, usado no controle néo seletivo de plantas
daninhas e na dessecag¢do quimica da soja, do trigo, do linho e de outras culturas. Ele atua
como aceptor de elétrons no fotossistema I (Figura 2) formando radicais toxicos de O,, que
provocam a peroxidagio de lipideos € danos nas membranas, promovendo a dessecagdo das
plantas em curto periodo de tempo [5]. O paraquat ndo atua sobre as sementes, nem ¢é
absorvido pelas raizes [22].

Esses dois herbicidas, DCMU e paraquat, sdo amplamente utilizados em

experimentos, como falso positivo, envolvendo estudos da fotossintese.

Paraqual
DCMU pP700*
A
A

P6RO* If\
2 o
|

y

H-0
0O:

Ll )

3
!
i

P00

Figura 2: Sitios de atuagio do DCMU e Paraquat [21].
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2.2 - Fotossintese

A vida sobre a terra depende principalmente da energia proveniente do Sol. A
fotossintese é o inico processo de importincia biologica que pode captar essa energia.
Fotossintese, literalmente, significa “sintese usando luz” [21].

A totalidade do processo da fotossintese tem lugar, desde o primeiro momento até o
final, no cloroplasto, uma organela citoplasmatica de arquitetura surpreendentemente
complexa [23] (Figura 3).

A fotossintese abrange dois processos: as reagdes luminosas ¢ as reagdes no
escuro ¢ tem um mecanismo complexo que requer a interagdo de muitas proteinas e
moléculas pequenas [19,21,24].

Nas reagdes luminosas, a clorofila e outros pigmentos das células
fotossintetizadoras absorvem a energia luminosa e a conservam na forma quimica de dois
produtos ricos em energia, o ATP e o NADPH; simultaneamente, o O, é produzido
[19,21,24].

Nas rea¢des de fixagdo do carbono, que ocorrem na auséncia de luz, o ATP e o
NADPH sfio usados para reduzir o CO, formando carboidratos. A formagio de O, que
ocorre apenas na luz, e a redu¢do do CO,, que niio requer luz, sdo, portanto, processos
distintos e separados [19].

A equagiio total da fotossintese descreve uma reagfio de oxidagfo-redugiio onde, a
H,O doa elétrons para a redugdo do CO, até o carboidrato CH,0 [19] (equagio 1).

6n CO; + 6nH0 — > 600, + n (CH;O) equagdo 1

clorofila

Para que essa reagdo ocorra, a energia luminosa ¢ absorvida e utilizada para a
transferéncia de elétrons através de uma série de compostos que atuam como doadores ¢

receptores de elétrons [21].
2.2.1-0 cloroplasto e as tilacéides

Os cloroplastos sdo constituidos de uma membrana externa e outra interna, com um

espago intermembranoso (Figura 3).



lamela do

estroma espago intermembrana

(sitio do PSI)
Tilacoide e aana
- externa

lamela grana
(pilha de tila- |
coides e sitio
do PSII)

Espago —<

tilacoide

: granum do es-
interna (pilha de tilaccides) rorma

Figura 3 : Diagrama de um cloroplasto [21].

Os cloroplastos, que tem em geral 5 um de comprimento, possuem uma membrana
externa e outra interna, com um espago intermembranoso (Figura 2). A membrana interna
rodeia um estroma contendo enzimas soluveis e estruturas membranosas chamadas
tilacoides, que sdo sacos achatados. Uma pilha desses sacos é chamada de um granum
(plural, grana). Diferentes grana sio conectadas por regides de membranas tilacoide,
chamadas de lamelas do estroma. As membranas tilacoides separam o espago tilacoide do
espago do estroma. Desse modo, os cloroplastos tém trés membranas diferentes (externa,
interna e tilacéide) e trés espagos separados (intermembranoso, estroma e tilacéide). Nos
cloroplastos em desenvolvimento, 0s tilacoides surgem de invaginagdes da membrana
interna [21,24].

As membranas tilacoides contém o equipamento de transdugdo de energia: as
proteinas captadoras de luz, os centros de reagdo, as cadeias de transporte de elétrons ¢ a
ATP sintase [21,24].

As reagdes na luz acontecem nas tilacoides. As reagdes de redugdo do carbono, ou
reacdes de escuro, que sdo catalisadas por enzimas solGveis em agua, acontecem no

estroma, a regido do cloroplasto externa as tilacdides [21,24] .

10
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A quase totalidade dos processos de reagdes a luz € feita por quatro grandes

complexos de proteinas representadas na Figura 4 [21]:

e Fotossistema II : oxida a 4gua a O, no lumen do tilacéide e nesse processo libera

prétons dentro do [umen.

e Citocromo b¢f: recebe elétrons do PSII e os libera para o PSI. Ele também

transporta protons adicionais do estroma para dentro do lamen.

e Fotossistema I: reduz NADP" a NADPH no estroma pela agfio da ferredoxina (Fd)

e da flavoproteina ferredoxina-NADP redutase.

e ATP-sintase: produz ATP com protons difundidos do lamen para o estroma.

As proteinas da membrana tilacoide t€m uma regifio apontada para o lado do estroma
da tilacéide e a outra orientada para a por¢éo interna da tilacéide (lamem) [21,25].
Nos cloroplastos, a energia da luz € convertida em energia quimica por duas unidades

funcionais diferentes chamadas de fotossistemas .

Estroma (baixo H")

NADP* | +(@) @oP> + @)
NADPH

Gradiente de

HO 0, @ potencial ele-
e ) troquimico
Oxidagdo
da agua

Espago Tilacoide (alto HY)

Figura 4: Disposic¢do do PSIL, PSI, citocromo b¢f e ATP-sintase na membrana tilacéide

do cloroplasto |21].
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2.2.2 - Os sistemas antena e os centros de reacdes

A primeira etapa da fotossintese € a absor¢do de luz pela clorofila. A excitagdo
elétrica resultante passa de uma molécula de clorofila para outra, em um complexo de
captacdio de luz, até que a excitagdo seja captada por uma molécula de clorofila com
propriedades especiais no centro de reagdo. Em tal centro de reagdo, a energia do elétron
excitado é transformada em uma separagdo de cargas [21,24].

Além das clorofilas a e b (Figura 5), as membranas tilacoides contém pigmentos
acessorios, os carotenodides, que também absorvem luz e t€ém também, o papel de
fotoprotegdo [19]. Cerca de 98% das clorofilas sdo utilizadas para a captagéo de luz do
ambiente e sio chamadas de pigmentos antena.

Os espectros de absor¢do das clorofilas a e b sdo diferentes entre si (Figura 6). A

regidio do espectro de 500 a 600 nm € fracamente absorvida por estas clorofilas [24].

CHO

Clorofila b

) Clorofila a
Figura 5 : Estruturas da clorofila a e b [21].
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Coeficiente de absorgao (cm 'w™")

400 ~B0o~_ 600 700

Comprimento de onda (nm)

Figura 6 : Espectro de absorgéo das clorofilasae b [241].

A transferéncia de energia no complexo antena € muito cficiente; aproximadamente
95 a 99% dos fotons absorvidos pelos pigmentos antena tém sua energia transferida para os
centros de reagiio, onde ela pode ser usada fotoquimicamente [19,21].

Quando as moléculas de clorofila estdo isoladas e sfio excitadas pela luz, a energia
absorvida é rapidamente liberada como fluorescéncia e calor, mas quando, por exemplo, a
clorofila esta nas folhas das plantas e € excitada pela luz visivel pouca fluorescéncia é
observada porque esta energia € aproveitada no processo da fotossintese.Ocorre, entdo, uma
transferéncia direta da energia da clorofila excitada (uma clorofila antena) para uma
molécula de clorofila vizinha, excitando esta segunda molécula e permitindo que a primeira
retorne ao seu estado basal. Esta transferéncia ressonante de energia € repetida para uma
terceira, quarta, ou subseqiiente vizinha, até que a clorofila do centro de reagéo fotoquimico
torne-se excitada. Nesta molécula de clorofila especial, um elétron é promovido pela
excitagio a um orbital de energia superior. Este elétron entdio passa a um receptor de
elétrons vizinho, que é parte da cadeia de transferéncia de elétrons do cloroplasto, deixando

a molécula de clorofila excitada com um orbital vazio. O receptor de elétron, desta forma,
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adquire uma carga negativa. O elétron perdido pela clorofila do centro de reagfio é
substituido por um elétron de uma molécula vizinha doadora de elétrons, que se torna
positivamente carregada. Desta forma, a excitagfo pela luz inicia uma cadeia de rea¢tes de
oxidagdo-redugdo [19].

A transferéncia de energia por interagdes eletromagnéticas diretas entre moléculas
de clorofila e dai para o centro de rea¢do € muito rapida [19,24].

Quando a energia armazenada nas clorofilas no estado excitado € rapidamente
dissipada por transferéncia de excitag@o ou por reagdes fotoquimicas, o estado excitado é
dito suprimido (“quenched”)[19].

Se o estado excitado da clorofila ndo € rapidamente suprimido pela transferéncia de
excitagdo ou por reagdes fotoquimicas, uma reacdo pode acontecer com o oxigénio
molecular para formar um estado excitado do oxigénio conhecido como oxigénio singlete
('0,*). O oxigénio singlete, extremamente reativo, continua a reagir com muitos outros
componentes celulares. Os carotendides exercem sua agfio fotoprotetora por suprimir
(“quenching”) rapidamente o estado excitado da clorofila. O estado excitado do carotendide
néio tem energia suficiente para formar oxigénio singlete; assim ele decai para seu estado

fundamental, enquanto perde sua energia como calor [19].

2.2.3-0s fotossistemas I e IT e a ATP-sintase

Cada fotossistema tem seu proprio tipo de centro de reagio fotoquimica e um
conjunto de moléculas antenas. O fotossistema I possui um centro de reagio designado de
P700 e o fotossistema II apresenta um centro de reagéio designado por P680 [19,21,24].

O fotossistema Il é constituido por um complexo de captagio de luz (LHC-II “light-
harvesting complex 1I’) formado por um nicleo com um centro de reagdio ¢ um complexo
de desprendimento de oxigénio [24].

O centro de reagdo do fotossistema II ¢ formado por um par de subunidades
semelhantes D1 e D2, de 32 kD, que atravessa a membrana tilacéide. Varios polipeptidios
adicionais sfio necessarios para a liberagdio de oxigénio [24]. D1 e D2 contém o centro de

reacdio e a cadeia transportadora de elétrons.
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O fotossistema I contém um complexo de captagdo de luz (LHCI “light-harvesting
complex I”). O centro de reagdo do fotossistema 1 € ligado a duas proteinas Psa e Psb
[21,24].

Os fotossistemas 1 e Il t€ém fungdes complementares. O fotossistema I, que pode ser
excitado pela luz de comprimento de onda menor do que 700 nm, gera um redutor forte que
leva a formagdo de NADPH. O fotossistema I, que requer luz de comprimento de onda
menor do que 680 nm, produz um oxidante forte levando a formagéo de O, [24].

Na fotofosforilagdo, os elétrons fluem através se uma série de transportadores
ligados 2 membrana, incluindo os citocromos, quinonas e proteinas ferro-enxofre, enquanto
os protons sdo bombeados através de uma membrana para criar um potencial eletroquimico.
Este potencial é a forga impulsionadora para a sintese do ATP a partir do ADP e P; pelo
complexo da ATP-sintase [19].

A ATP-sintase (Figura 7), ¢ um grande complexo enzimatico constituida de duas
partes: uma hidrofobica ligada a membrana chamada Fy e uma que transpassa a membrana
voltada para o estroma chamada F,. Fy parece ser um canal através da membrana por onde
os protons podem passar e F; é o local da sintese de ATP [21] (Figura 7). F; é composto de,
pelo menos 5 polipeptideos (a, B, 8, v, € ),formando uma estrutura esférica, que contém

sitios cataliticos para a sintese de ATP.

" |
o —i*f“""{m
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~ iy
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Figura 7: Complexo enzimatico ATP-sintase [69].
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2.2 .4 —Reacio de evoluciio de oxigénio.

No PSII a oxidagdo de duas moléculas de agua produz quatro elétrons, quatro

protons, e um O, (equagio 2).
2HO - O, + 4H" + 4e equagdo 2

Os protons produzidos pela oxidag@io da dgua sdo liberados dentro do limen do
tilacdide.

O manganés (Mn) é essencial para o processo de oxidagéo da dgua[19,21,24]. Uma
hipédtese classica postulada de experimentos em fotossintese diz que os ions manganés
sofrem uma série de oxidagdes, que sdo conhecidas como estados S, e sdo rotulados de Sy,
S, Sy, S3 e Sy, e sdo ligados a oxidagdio da dgua e geraclo de O,. Experimentos t€ém
mostrado que fons CI" e Ca®* também sfio essenciais para evolugéio de O, [21,26,27,28].

Um carregador de elétrons (Z), atua entre o complexo de evolugdo de oxigénio e
P680. Esta espécie foi identificada como sendo um radical formado por um residuo de

tirosina na proteina D1 do centro de rea¢fo do PSII[19,21,24].
2.2.5—Reagdes no PSI, no PSII e esquema Z

No PSII a energia de excitacdo dos elétrons converge das clorofilas antena para um
par de clorofilas do centro de reagdo, chamado de P680. Dentro de picossegundos de
excitagdo, um elétron € transferido do P680* para a feofitina ligada (FY). O centro de reagéio
torna-se um radical catidnico, P680" [21,24].

P680 oxidado pela luz é reduzido pelo carregador de elétrons Z, que recebe elétrons
da oxidagdo da dgua.

O elétron vai entdo da feofitina reduzida para uma plastoquinona permanentemente
ligada no local Qa da subunidade D2. Uma quinona Q mdvel liga-se a quinona Qg da
subunidade D1. A plastoquinona Q, aceita um elétron da feofitina reduzida e o doa a
~lastoquinona Q para gerar Q. Essa forma quimica parcialmente reduzida permanece

Zzz2z em Qg até que ela adquira um segundo elétron de Qa. QH; € entdo liberado de Q.

16




Dissertagiio de Mestrado Revisdo Bibliografica

A plastoquinona varia intercaladamente de uma forma oxidada (Q) para uma forma
reduzida (QH,, plastoquinol) (Figura 8 e equagdo 3). O intermediario nessa redugio de dois
elétrons é um radical livre semiquinona .

QH; entdo se dissocia do complexo centro de reagéio e entra na porgéo hidrocarbonada

da membrana, onde retorna seus elétrons para o citocromo complexo bgf [21,24].

20 + 2H,0 —> 0O, + 20H, equagdo 3
0] OH
H;C ?Hs CH;— % | CH;
H;C H,—CH=C— I
3 > CH, nH CHy— CH,~CH=C—CH,
0
OH
Plastoquinona Plastoquinol
(forma oxidada, Q) (forma reduzida, QH,)

Figura 8: Estrutura quimica da plastoquinona e do plastoquinol.

O complexo citocromo bgf transfere elétrons do plastoquinol (QH,). para a
plastocianina (PC) (equagdo 4), uma proteina soliivel, que volta a reduzir P700* (P700
oxidado). O aceptor de elétrons de P700 excitado (Ay), que acredita-se ser uma clorofila , o
préximo aceptor (A;), uma quinona (vitamina K;), e uma série de proteinas ferro-enxofre
ligadas 2 membrana (FeSy , FeS, e FeSp) transferem elétrons para ferredoxina soltvel. A

flavoproteina soluvel ferredoxin-NADP redutase (FNR ou Fp) reduz NADP* para NADPH
[19,21,24].
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Um gradiente de prétons é formado quando os elétrons fluem do fotossistema II

para o I através do complexo do citocromo bgf-

OH, + 2PC(Cu*) - Q + 2PC(Cu") + 2H" equagdo 4

O fotossistema I gera NADPH por formar ferredoxina reduzida, um redutor
poderoso. A luz converge das clorofilas antena para o P700, um par de moléculas de
clorofila a. O evento primario no centro de reagdo € uma separagéio de cargas induzidas
pela luz. Um elétron ¢ transferido do P700*, o estado excitado da clorofila do centro de
reagdio, para uma clorofila receptora chamada 4y para formar 4q € P700". Enquanto isso, o
P700" captura um elétron da plastocianina para voltar a P700, para que seja de novo
excitado.

O elétron de potencial muito alto de Ao € transferido para A;, uma quinona
(vitamina K;), e dai para FeSx , um aglomerado ferro-enxofie. Esses trés aceptores de
elétrons também se localizam no nucleo do dimero PsaA-PsaB do fotossistema I. O elétron
ativado salta, entfio, para um aglomerado ferro-enxofre. A etapa final ¢ a reducfio da
ferredoxina (Fd), uma proteina hidrossoliivel, contendo pelo menos um aglomerado ferro-
enxofre. Essa reacfio ocorre no lado estromatico da membrana tilacoide. Assim, a reagiio

global catalisada pelo fotossistema I € (equagdo 5):

PC(Cu*) + ferredoxing ,;;y —> PC (Cu™) + Jerredoxina,,, equagdo 5

Os elétrons de alto potencial de duas moléculas de ferredoxina sdo entdo

transferidos para 0 NADP" para formar NADPH [18].

A reagio global executada pelo fotossistema II, pelo complexo de citocromo b4/ e
pelo fotossistema I é (equagdo 6):

2H,0 + 2NADP* —'°—> O, + 2NADPH + 2H*  cquagio 6

O esquema Z representa a ligagdo entre os fotossistemas I e II e as reagdes acima

citadas, envolvidas no processo da fotossintese. Neste esquema Z, as substincias
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envolvidas estdo colocadas no seu ponto médio de potencial redox (Figura 9). As linhas

verticais representam absorgdo de foton pelo centro de reagdo: P680 para PSII e P700 para

PSL
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Figura 9: Esquema Z [24]: Ff, feoftina; Qa , plastoquuinona; Qg , uma segunda
plastoquinona; QH,, plastoquinona reduzida; PC, plastocianina; ; Ay, clorofila aceptora de
elétrons; Ay, aceptor de elétrons; Fy (FeSx), um centro ferro-enxofre; Fd , ferredoxina; Fp,

flovoproteina (ferredoxina — NADP' redutase); Z , um radical tirosila [24].
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2.2 .6 — Fotofosforilacio nio-ciclica e fotofosforilacao ciclica

Assim como o fluxo de elétrons dentro de cada fotossistema, o fluxo de elétrons do
fotossistema 1l para o | gera um gradiente de protons transmembrana que impulsiona a
formacéio de ATP. Este processo € chamado fotofosforilagéo néo ciclica [19,24].

Existe também o fluxo ciclico de elétrons que envolvem somente o PSI
(fotofosforilagdo ciclica) (Figura 9). Neste caso, os elétrons transportados para a
ferredoxina ndo continuam para 0 NADP", mas voltam por meio do complexo do citocromo
bef para a plastocianina. A plastocianina doa os elétrons para a forma oxidada do P700. Este
fluxo ciclico de elétrons é acoplado ao bombeamento de protons dentro do limen do
tilacoide que pode ser utilizado para a sintese de ATP, mas ndo para oxidar a 4gua ou para
reduzir NADP™ [16,18]. O fotossistema Il ndo participa na fotofosforilagdo ciclica e por
isso ndo se forma O, a partir de H,O. A fotofosforilagdo ciclica ocorre quando néio ha
NADP" disponivel para aceitar elétrons da ferredoxina reduzida, devido a uma relagio
muito alta de NADPH para NADP' [24].

A equagio da reagdo geral para o fluxo ciclico de elétrons e a fotofostorilagéo é:

ADP + Pi luz . ATP + H>O equagdo 7
—_— %
P700*
1.2} \
e
08}
<
>
9
B N
% -04 |- hy Ferredoxina
‘©
g
2 v
o ot Complexo
_ de - Gradiente
citocromo bf de protons
+04 |- Plastocianina
P700*

Figura 10 : Fluxo de elétrons na fotofosforilagao ciclica [24].
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2.3 — Alelopatia

O termo alelopatia foi criado por Molisch (1937) a partir das palavras gregas alleton
(mutuo) e pathos (prejuizo). Apesar da precisfio da etimologia, tem sido interpretado de
diversas maneiras. Para Molisch, que primeiro o usou, o termo alelopatia engloba todas as
interferéncias desencadeadas entre plantas, incluindo microorganismos, provocadas pela
liberagiio de substancias quimicas por eles elaboradas, através dos tecidos vivos ou mortos.
Abrange, portanto, efeitos benéficos e prejudiciais provocados por um organismo (doador)
sobre outro (receptor). Muitos autores, porém, restringem o significado da palavra somente
para efeitos prejudiciais e apenas entre plantas superiores, excluindo, portanto os
microorganismos [6].

Outros autores, tendo em consideragfo que estas mesmas substéincias quimicas
influenciam as relagdes entre outros organismos que néo sé plantas, tais como destas com
insetos e herbivoros, propuseram que o termo abrangesse todas as interferéncias entre seres
vivos provocadas por substincias quimicas por eles elaboradas, quer ocorressem ou nfio, no
reino vegetal. Segundo Almeida, este conceito, pela sua generalizagfo, parece ser o mais
adequado [6].

As substincias alelopaticas sdo também denominadas de aleloquimicos ou produtos

secundarios [6].
2.3.1 - Natureza e produgio dos aleloquimicos

Nio se conhece com exatiddo como os aleloquimicos sfo formados nas células.
Alguns autores siio de opinido de que se trata de simples residuos do metabolismo celular
que seriam armazenados nos vactolos, onde se encontram em maior quantidade, a fim de
evitar sua propria autotoxicidade, ou simplesmente substéncias de reserva de que a célulase
serviria quando delas tivesse necessidade [6].

A natureza quimica desses produtos € muito diversa e alguns s6 atuam quando em

presenga de outros, em combinagdes e proporgdes especificas.
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Entre alguns tipos de aleloquimicos conhecidos estdo as quinonas, os flavonoides e
outros. As quinonas, como a juglona das folhas, frutos e cascas da nogueira, impedem que
debaixo da copa e na area até onde se desenvolvem as raizes cresgam outras espécies. Os
flavonéides, como a florizina encontrada nas raizes da macieira, sfio inibidores do
crescimento das plantulas da propria espécie e alguns dos seus derivados sdo toxicos para
outras. Alguns taninos hidrolisdveis sdo conhecidos como inibidores da germinagio de
sementes [6].

A Figura 11 apresenta as estruturas de alguns destes aleloquimicos.
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Figura 11: Estrutura quimica de alguns aleloquimicos.
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2 .3 .2 ~ Fungdes dos aleloquimicos nos organismos, liberac¢io no meio ambiente e

mecanismo de ac¢io

Os aleloquimicos interferem na conservagio, dorméncia e germinagdo das sementes,
crescimento das plantulas e vigor vegetativo das adultas, por atuarem nas fungdes vitais da
respiragiio, fotossintese, divisdo celular, nutri¢do e reprodugfo [6] .

As substincias alelopaticas das plantas podem ser liberadas de suas folhas como
compostos volateis ou lixiviados, ou também podem ser exudados através das raizes ou de
seus tecidos mortos ou, também, podem ser lixiviados das fothas mortas na superficie do
solo [29]. As plantas tém capacidade de produzir aleloquimicos em todos os seus 6rgéos, se
bem que, num mesmo individuo, a natureza quimica néo seja forgosamente igual em todos
eles [29].

A forma como as substéncias alelopaticas atuam nas plantas tem sido objeto de
estudo de diversos pesquisadores, mas o processo ainda se encontra pouco esclarecido. As
fungdes que afetam o mecanismo de atuaglo s&o muito similares as dos herbicidas. Tal
como nestes, a dificuldade de se entender o processo esta em que, na maior parte dos casos,
os alelopaticos afetam mais de uma fung8o, e provocam efeitos secundarios dificeis de se
distinguir dos principais [6].

Os aleloquimicos podem atuar em muitos sitios dentro das células das plantas, como
por exemplo, prejudicando a germinagfo das sementes, inibindo a fotossintese nos
cloroplastos, inibindo ou estimulando a respiragdo na mitocondria, etc [29].

Pesquisa feita com dehydrozaduzanin C (DHZ), isolado de diferentes membros da
familia Compositae, teve sua atividade fitotoxica estudada sobre a germinagfo de alface
(Lactuca sativa), tomate (Lycopersicon esculentum L.) e cenoura (Daucus carota L.), e
encontrou-se que o efeito do DHZ é maior que o efeito de um herbicida comercial
(LOGRAN) na mesma concentragio [30].

Estudos feitos com extrato de folhas de angico-vermelho mostraram interferéncias no
indice mitético da alface (Lactuca sativa L.) e provocaram aumento da percentagem de

anomalias no ciclo celular da canafistula (Peltophorum dubium Taub.).
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Na literatura tem sido publicado que algumas substincias alelopaticas afetam o
transporte de elétrons e a fosforilagdo nos cloroplastos de maneira muito semelhante a
forma como atuam os herbicidas inibidores da fotossintese [32].

Verificou-se também que os exudados de sorgo interferiram no desenvolvimento
do feijoeiro provocando modificagdes na divisdo celular [33]. Experimentos conduzidos
sobre os efeitos do sorgoleone em cloroplastos isolados mostraram que estes alelquimicos
atuam diretamente no mecanismo fotossintético. Exudados hidrofobicos das raizes de sorgo
provocaram interrup¢do da fungdo mitocondrial em mitocondrias extraidas da soja [34].
Estudos mais detalhados mostraram que o sorgoleone (extraido do sofgo) ¢ um inibidor da
transferéncia de elétrons de Qa para Qp no lado redutor do PSII, por deslocar Qg da
proteina D1. O PSI ndo ¢ afetado por concentragdes de sorgoleone dez vezes maiores do

que a requerida para a inibigdo completa da atividade de Hill [15].

2 . 4 ~ Metodologias comumente utilizadas na literatura para avalia¢io do potencial

alelopatico de extratos de plantas

2.4.1-Preparaciio do extrato

O método mais usado para se obterem lixiviados da parte aérea das plantas ou de
residuos mortos é o de aspergi-los com 4dgua. O soluto recolhido € usado em bioensaios de
germinagdo de sementes de espécies indicadoras, normalmente em placas de Petri. Em
outra alternativa, em vez de lixiviados, utiliza-se com freqiiéncia nestes mesmos testes;
extratos de 6rgdos ou de toda a planta, vivos ou mortos. Sdo macerados em dgua ou em
solventes orgdnicos ou inorganicos, a frio ou a quente, por diferentes periodos de tempo. O

soluto é depois filtrado e/ou centrifugado [6].
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2.4 .2-Germinacio

Os testes de germinagdo constituem a metodologia mais comumente encontrada na
literatura para avaliagfo de efeitos alelopaticos [24] .

Do ponto de vista fisiologico, a germinagéo consiste no processo que se inicia com o
suprimento de 4gua a semente seca e termina quando o crescimento da plantula se inicia.

Este momento, ou seja, quando ha saida da radicula através do tegumento, ¢ o mais

comumente considerado [35].

2.4.3- Avaliac¢iio da fotossintese

Varias técnicas ja foram desenvolvidas para avaliagio da interferéncia de
aleloquimicos no processo fotossintético. Entre estas técnicas estdo a avaliagio da atividade
de Hill, medidas de evolugo de oxigénio e medidas de fluorescéncia.

Para as avaliages in vitro, os cloroplastos sdo isolados em meios e temperaturas
adequados. E necessdrio utilizar algumas substancias artificiais que atuam em certos sitios
do processo fotossintético como aceptores ou doadores de elétrons; o uso de alguns
herbicidas, cujos sitios de agéo sao conhecidos, como falso positivo é comum. A utilizagdo
dessas substancias permite avaliar separadamente algumas etapas da fotossintese. Entre as
substancias utilizadas estdio os aceptores de elétrons DCPIP (aceita elétrons do PSII) e o
paraquat (aceita elétrons do PSI), os bloqueadores de elétrons do PSII para o PSI como o

DCMU e os doadores de elétrons para o PSIL, o DPC [9].

Reagiio de Hill

Em 1937, Hill verificou que cloroplastos isolados em suspensdo, quando expostos a
luz na presenca simultanea de receptores de elétrons, produzem O, e reduzem os aceptores
de elétrons nio bioldgicos adicionados. Hill utilizou oxalato rrico e outros compostos
contendo Fe'? como aceptores de elétrons e mediu a taxa de reagio por meio da produgfio

de O,. Essa reagio ¢ conhecida como reagdo de Hill (equagdo 8 ) [19].
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2H,0 + 24 ™  24H, + O, equagdo 8

onde: A é o receptor de hidrogénio artificial [19].

Outro aceptor de elétrons muito utilizado ¢ o DCPIP (2,6-diclorofenolindofenol)
[9,19]. Sabe-se que ele aceita elétrons no PSH, de modo que um meio de se determinar a
atividade fotossintética no PSII sdo as medidas de fotorreduciio desta substincia. A taxa de
redugiio deste composto pode ser medida por espectrofotometria, medindo-se a taxa de

desaparecimento da coloragdo azul da forma oxidada do DCPIP (equag@o 9 e Figura 12)

[35,36,37,38,39].

DCPIP yy(azul) + H;O _"*_ DCPIP — Ha(incolor) + 1/2 O equagdo 9

clorofila

Uma demonstragio da atividade do transporte de elétrons de cloroplastos isolados
pode ser feita iluminando-se uma suspensgo de cloroplastos por um periodo de tempo (10
min) e medir a mudanga na absorbdncia causada pela redugdo do aceptor de elétrons.Um
aceptor de elétrons largamente utilizado € o DCPIP [9].

Nestes experimentos € necessdrio quantificar a clorofila. Equagdes para estimar as
clorofilas a e 5 em 80% de acetona tém sido obtidas pelo coeficiente de extingdo especifico
dos pigmentos puros e observada a absor¢io [40]. Para medidas de clorofila em acetona
80% as equagdes 13 ou 14 podem ser utilizadas [40,41] .

Para um composto ser analisado por espectrofotometria, ele deve absorver luz, e
essa absorgdo deve ser distinguivel daquela oriunda de outras substincias presentes na
amostra [40]. Em nosso experimento o aceptor de elétrons escolhido foi o DCPIP porque os

extratos do caule e de folhas tém absorvancia extremamente pequena em 600nm, pico

maximo de absorg¢io do DCPIP [ 9] .

27



Dissertagiio de Mestrado Revisiio Bibliografica

O OH
cl cl Cl cl
N —_— NH
OH OH
DCPIP,yy, (azul) DCPIP(q, (incolor)

Figura 12: Formas oxidada (azul) e reduzida (incolor) do DCPIP [19].

2. 4. 4- Fluorescéncia da clorofila

A medida da fluorescéncia da clorofila € estabelecida como uma importante técnica
em estudos fisiologicos de ecologia de plantas [42,43,44].

A emissio de fluorescéncia dos cloroplastos € controlada pelo estado de oxidago
do centro fotoquimico do PSII [45]. A inibigdo do transporte de elétrons no processo
fotossintético resulta na modificagio da cinética de indugfio de fluorescéncia da clorofila,

devido ao aumento da dissipa¢do de energia radiante via fluorescéncia da clorofila [46,47]

Quando a clorofila (Clor), absorve luz, ela fica no estado excitado (equacio 10):

Clor + hv = Clor equacgdo10

No estado excitado superior, a clorofila ¢ extremamente instivel ¢ perde parte da
sua energia s circunvizinhangas na forma de calor muito rapidamente; ela entra no estado

menos excitado, onde pode ficar estivel por véarios nanosegundos (10’95). Por causa desta
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inerente instabilidade do estado excitado, alguns processos de captura de energia podem ser
extremamente rapidos.

Nesse estado, a clorofila excitada tem vérios caminhos possiveis para utilizar sua
energia disponivel, como por exemplo:

1- Ela pode reemitir um foton e, deste modo, retornar ao seu estado fundamental —
processo conhecido como fluorescéncia. Quando ela faz assim, o comprimento de
onda de fluorescéncia é ligeiramente maior (e de energia mais baixa) que o
comprimento de onda de absor¢io, porque uma por¢do de energia de excitagdio é
convertida em calor antes do foton fluorescente ser emitido. A clorofila fluoresce na
regido do vermelho do espectro.

2- A clorofila excitada pode retornar ao seu estado fundamental por conversiio direta
em calor de sua energia de excitagdio, sem a emissdo de um foton.

3- Num terceiro passo, o fotoquimico, a clorofila excitada ¢ desativada e transfere sua
energia para as moléculas vizinhas; a energia do estado excitado pode entio ser
utilizada para realizar as reagdes quimicas [21]

Quando a energia armazenada nas clorofilas no estado excitado € rapidamente
dissipada por transferéncia de excitagio ou fotoquimicamente, o estado excitado é dito
suprimido (“quenched”) [19].

Supressdo é o processo pelo qual a emissdo de uma molécula excitada é diminuida
pela transferéncia de energia para uma outra molécula (o supressor). O supressor excitado
pode perder sua energia devido a uma variedade de processos [48].

A medida de fluorescéncia (emissdo de luz pela molécula excitada) da clorofila
pode ser feita e assim pode servir para avaliar o processo fotossintético [9]. Essa avalia¢do
pode ser feita calculando-se o rendimento quantico do processo.

O quanta absorvido por pigmentos associados ao PSII pode ser usado para o
trabalho fotoquimico, pode ser transferido para o PSI, ou pode ser dissipado como calor ou
fluorescéncia [49].

Em geral, a fluorescéncia da clorofila no estado estacionario ¢ a taxa fotossintética
sio inversamente relacionadas, de tal forma que se a fluorescéncia da clorofila é baixa a

taxa de fotossintese é alta. No entanto, a fluorescéncia da clorofila pode também diminuir
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quando a fotossintese é baixa, por causa da intensificagdo da agio do “quenching” protetivo

atuando na fluorescéncia da clorofila [50].
O rendimento quantico (@) de um processo no qual as moléculas doam sua energia
de excitacdio (ou “degeneram”) € a fragdo de moléculas excitadas que degeneram por essa

via metabélica. Matematicamente, o rendimento quéntico de um processo, tal como o

fotoquimico, ¢ definido pela equagdo I 1[21].

(I) __ produgdo de produtos fotoquimicos
fotoqg — niimero total de quanta absorvido

equacdo 11

O valor de @ para um processo particular pode variar de 0 ( se esse processo nunca
estd envolvido no declinio do estado excitado ) a 1,0 (se esse processo sempre serve para
desativar o estado excitado). A soma dos rendimentos quanticos de todos os processos
possiveis € 1,0 [21].

Em cloroplastos funcionais mantidos em luz fraca, o rendimento quantico do
processo fotoquimico ¢ aproximadamente 0,95 e o rendimento quéntico da fluorescéncia ¢
0,05 ou menor. Os rendimentos quéinticos de outros processos sdo negligenciaveis [21].

Um dos métodos que pode ser utilizado para medidas experimentais de ®r é o
método do Padriio Secundério que consiste no uso de espécies cujo @¢é conhecido e ¢ o
método mais utilizado devido a sua simplicidade [51]. A relagdio matematica que permite

obter o valor experimental do @ ¢ dada pela equagdo 12.

_ A ~
®, = AF, 1 o, equagdo 12
onde: A, = aabsorgdo do padrdo nos respectivos comprimentos de onda de excitac#o;
A = aabsorciio da amostra nos respectivos comprimentos de onda de excitagfio;
F = a 4rea sob a curva de emissdo da amostra;

F, = a 4rea sob a curva de emissdo do padréio;

n = o indice de refragio do solvente onde se encontra a amostra;
n, = o indice de refragdo do solvente onde se encontra o padrio;

®, = rendimento quantico de fluorescéncia do padrio;

®; = rendimento quéntico de fluorescéncia da amostra em estudo [51].
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2.5 - A planta Myracrodruon urundeiiva Fr. All (aroeira preta)

A aroeira preta (Myracrodruon urundetiva Fr. All) (Figura 13), sinonimia botinica -
Astronium juglandifolium Griseb., Astronium urundeuva (Fr. All), é uma planta que
pertence a Familia Anacardiaceae [48,49]. Ela ¢ conhecida popularmente como aroeira,
urundetva, aroeira-do-sertdo (CE), aroeira-do-campo, aroeira-da-serra, urindetva,
arindetiva, aroeira-preta [52,53]. Um de seus nomes comuns — urundetiva — vem de um
conceito guarani para “incorruptivel na agua” [54].

O nome aroeira é citado como sendo uma “currutela” de araras e da terminacdo eira,
significando “arvore da arara”, por ser €ssa a planta onde a ave preferencialmente pousa e
vive [55].

Ocorre desde o Ceard (caatinga) até o estado do Parana e Mato Grosso do Sul
[52,53]. Sua ocorréncia € mais freqilente no nordeste do pais, oeste dos estados da Babhia,
Minas Gerais, Sdo Paulo e sul dos estados de Mato Grosso do Sul e Goias [53].

A familia Anacardiaceae contém cerca de 600 espécies de arvores arbustos incluindo
algumas arvores ornamentais populares [56,57]. No Brasil conhecem-se aproximadamente
40 espécies [56].

A maior parte dos membros dessa familia tem tecidos resinosos. Alguns dos
exudados resinosos sio toxicos, causando severas irritagdes da pele [57].

Quanto as caracteristicas morfolégicas, sua altura € de 6 a 14 m no cerrado e caatinga
e de até 20 a 25 m em solos mais férteis da floresta; com tronco medindo de 50 a 80 cm de
didmetro [52].

A madeira é excelente para obras externas como postes, moirdes, esteios, estacas,
dormentes, vigas, armagdes de pontes e moendas de engenho; na construcdo civil é usada
tacos para assoalhos, ripas para pegas torneadas, etc. [52,53]. A

como caibros, vigas,

arvore, pela beleza de sua copa aproximadamente piramidal e por outras qualidades

ornamentais, & indicada para a arborizacfio em geral. Seu unico inconveniente € a perda das

folhas durante o inverno e as reagdes alérgicas que provoca a certas pessoas sensiveis que

entrem em contato com ela [52].
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Quanto as informagdes ecoldgicas, € uma planta decidua, caracteristica de terrenos
secos e rochosos; ocorre em agrupamentos densos, tanto em formagdes abertas e muito
secas (caatinga) até em formagdes muito imidas e fechadas [52].

Floresce durante os meses de junho-julho, geralmente com a planta totalmente
despida de sua folhagem. A maturagéo completa dos frutos inicia-se no final do més de
setembro, prolongando-se até outubro [52].

A casca, rica em tanino tem utilizagio na inddstria do curtume [53]. O cerne desta
arvore, reputado como podendo durar mais de um século, servia outrora aos aborigines para
fabricarem suas langas; no norte de Minas Gerais € a preferida para cercar terrenos [53].

Possui também algumas propriedades medicinais, sendo o cha da casca usado contra
gastrite, diarréia, inflamagdo na garganta e llcera, € 0 po ¢ usado como cicatrizante por
apresentar cerca de 15% de tanino [53,58]. A tintura de aroeira, contendo 15 mg.mL" de
acido tanico, é constituinte do medicamento Anapyon®.

Estudos sobre a sua madeira revelaram a presenga de proantocianinas e sugerem que a
presenca destas e/ou a associa¢do de ligninae taninos podem explicar a grande resisténcia
da madeira com relagio a degradagdo quimica e biologica [59]. A aroeira, pela excelente
qualidade de sua madeira, tem sido explorada intensamente ¢ de forma irracional, sem que
haja replantio e, nem mesmo, manejo para sua regeneragao natural, visando uma produgio

auto-sustentada [55]. “O fim, em dez anos”. E esse¢ o tempo para que acabem as aroeiras,

calculam
técnicos

[54].

Figura 13: Arvore e folhagem de aroeira preta (Myracrodruon urundetiva Fr. All) [52].
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3 — PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
3.1 - Preparagio do extrato de Mpyracrodruon urundetiva Fr. AlL

As folhas e o caule de aroeira foram coletados da drvore, na Fazenda Sdo José,
municipio de Uberaba, regifio do tridngulo Mineiro. Os extratos foram feitos segundo uma
modificagio de Amadioha [60] e Coutinho e colaboradores [61]. Depois de secos ao ar
livre, as folhas (50,671 + 0,001g) e o caule (52,083 + 0,001g) foram triturados
separadamente ¢ colocados em metanol por 32 dias (folhas) e 2 meses (caule) em frasco
escuro; a seguir, o metanol foi evaporado & aproximadamente 40°C em aparelho
rotacvaporador (QUIMIS — MOD. 3442). Obteve-se ao final 5,217+0,001 g do extrato do
caule ¢ 3,081+0,001 g do extrato das folhas.

Os extratos foram guardados em frasco escuro na geladeira até o momento de uso.

Para cada experimento foi necessario dissolver 10 mg das amostras dos extratos com 5 a 7

gotas de etanol. A seguir, a solubilizagdo era efetuada com a adigéio de dgua deionizada no

aparelho Milli Q, até a concentragfo final de 100 pg.mL™.
Foram medidos os valores de pH de cada solugdo e feitas as curvas de absorgdo da
solugdo estoque de cada extrato (concentragio = 100,0 pg.mL™), na regiio UV/Vis no

espectrofotbmetro Spectronic GENESYS 5.0. Também foram medidas as absorvancias a

600 nm e determinados os picos de absorvancia.

3.2 - Teste de germinagiio

A influéncia do extrato sobre a germinagdo foi analisada através do calculo da

porcentagem de sementes germinadas. As germinagdes foram feitas numa germinadora

para sementes, com alternincia de temperatura CT-718, marca Cientec (Incubadora tipo
B.0.D., com fo

(arroz), Phaseolu

toperiodo € alterndncia de temperatura). As sementes de Oriza sativa L.
s vulgaris L. (feijdo), Glycine max L. (milho), Portulaca oleracea L.
(beldroega), e Brachidria brizantha (braquiaria) foram lavadas e colocadas por 2 minutos
em solugfio de NaClO (1:10); em seguida, foram lavadas com dgua deionizada. A seguir,
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foram tratadas com o extrato de folhas 15 sementes de Oriza sativa L. (arroz), 15 de
Phaseolus vulgaris L (feijdo), 25 de Glycine max L. (soja), 25 sementes de Porfulaca
oleracea L. (beldroega) e 15 de Brachidria brizantha (braquidria). Com o extrato do caule
foram tratadas 10 sementes de Oriza sativa L. (arroz), 10 de Phaseolus vulgaris L (feijio),
10 de Glycine max L. (soja), 10 sementes de Portulaca oleracea 1. (beldroega) e 15 de
Brachidria Brizantha (braquidria). Estas sementes foram colocadas em placas de Petri de 9
¢m de didmetro, previamente esterilizadas, contendo papel filtro ¢ 10 mL de agua
deionizada, as quais foram adicionadas as solugdes teste de extrato: 0;0,5;1,0; 1,5 2,0
ug.mL™". O experimento foi feito em triplicata, num total de 15 placas para cada planta. As
placas foram colocadas na germinadora por 5 a 7 dias, a 25°C no escuro. Para a semente de
braquidria, a germinagdo foi observada apds quinze dias devido a sua dorméncia. Para 0s
testes com as sementes de braquidria foi necessario romper a dorméncia das mesmas
deixando as sementes em 4gua quente (aproximadamente 85°C) por 15 minutos [62].
Depois elas foram deixadas na germinadora por 15 dias, uma vez que é recomendada que a
germinagdo da braquiaria seja observada a partir do sétimo dia [63]. As sementes foram

consideradas germinadas quando o tamanho da radicula tinha pelo menos 0,2 mm [64].

3.3 — Medidas de fluorescéncia estacioniria

As medidas de fluorescéncia da clorofila foram feitas em um fluorimetro de marca
Fluorescence Spectrophotometer F-4500 da HITACHI, com fendas F1 ¢ 2 iguais a 5

nanémetros, acoplado a um computador onde as leituras foram registradas,

3.3.1-Preparacio de membranas tilacéides fotossintéticas

Os cloroplastos foram extraidos como descrito por Rimando [65]. As folhas de
espinafre (Spinacea oleracea L.) utilizando um liquidificador, foram trituradas e
homogencizadas, em 200 mL de solugdo extratora, tamponada em pH 7.8, gelada, contendo
sorbitol a 330 mmol.L~, tricina—~ NaOH a 50 mmol.L!, MgCl, a 10 mmol.L", ascorbato de
s6dio a 5 mmol.L", EDTA 42 mmol.L"! ¢ albumina bovina sérica a 0,05%. A mistura foi

filtrada através de quatro camadas de gaze. O filtrado foi centrifugado numa centrifuga
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Allegra 21R, com reftigeragiio, da marca Beckman, a 1100 x gpor5mina4 °C. O “pellet”
contendo os cloroplastos foi ressuspenso em 25 mL de tampéo lisante gelado, contendo
tricina — NaOH a 25 mmol.L"", MgCl, a 10 mmol.L"", pH 7,8 , ¢ centrifugado a 3000 x g
por 5 minutos. O “pellet” contendo as membranas tilacéides foi ressuspenso em 5 mL de

meio tamponado e gelado formado por sorbitol a 100 mmol.L", tricine — NaOH a2s

mmol.L" | MgCl,a 10 mmol.L", NaCl a 10 mmolLL", pH 7,8.

3.3.2~ Quantificaciio da clorofila

A quantificagdio da clorofila foi feita de acordo com Strain [40]. Um volume de 50uL
de clorofila extraida conforme o ftem 3.3.1 foi coletada e colocada em um baldo
volumétrico de 5 mL. O volume de aferigdo foi completado com solugdo de acetona 80%
V/v. A seguir, fez-se a leitura da absorbdncia no espectrofotdmetro UV/vis (Spectronic

GENESYS 5), a 665 nm e 649 nm. A equagfio para quantificagéio da clorofila de acordo

com Strain [40] est4 representada na equagéo 13.

A665 X 665 + A649 X 17972 = lugCIOroﬁ[a ‘mL—l equag'&b 13

3.3.3 - Medidas de fluorescéncia da clorofila

As medidas de fluorescéncia da clorofila foram feitas de acordo com modifica¢des do
método proposto por Rimando [65]. As membranas tilacéides (200 ug.mL™! de clorofil a)
foram adicionadas em meio tamponado, gelado, composto de 0,4 mol.L™! de sacarose, 50
mmol.L"! de MOPS e 13 mmol.L" de NaCl em tubos com rothas. Aliquotas para atingir a
concentragio final desejada do extrato, tanto do caule quanto da folha, foram misturadas
dentro do meio e incubadas no escuro por pelo menos 30 minutos, numa temperatura entre
3e5°C.

As concentragdes de extrato e de metilviologen utilizadas foram de 5 pg.mLl; 10

pgmlL 15 ug.mL'l e 20 “g.mL'l, sendo que o comprimento de onda de excitagiio
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utilizade foi de 660 nm e a medida de emissio de fluorescéncia foi registrada entre 640-
300nm.

Os dados sobre as medidas de fluorescéncia estaciondria da clorofila, frente aos
extratos, foram transferidos para o programa ORIGIN 5.0, onde as areas, sob as curvas,
foram determinadas para cada concentragdo dos extratos e em cada intensidade de luz. Com
estes resultados, calculou-se o rendimento quintico de acordo com a equagdo 12, e em
seguida calculou-se a supressdo de fluorescéncia ( &,/ © lext] ). O padrdo escolhido foi o
violeta de cresila, que tem um rendimento quintico @, de 0,54, indice de refragdio n, de

1,3615, absorvancia do padrio A, de 0,0531 e drea da curva de fluorescéncia F,de 36182

(950 V).
3.4~ Medidas de fotorreducio utilizando DCPIP

Os extratos da planta, tanto da fotha quanto do caule, foram preparados como
descrito no item 3.1, de modo a se obter uma concentragio da solugdo estoque de 100
pgml. As aliquotas, usadas nos testes, tiveram a concentragfio final de 0 ug.mL,
Sug.mL™, 10 pgmL™, 15 pgmL " e 20 pg.mL™". As medidas foram feitas em triplicatas.

Para este teste, o isolamento dos cloroplastos, e quantificagio da clorofila tiveram

outros procedimentos, descritos a seguir.

3.4.1 -~ Preparo das suspensdes de cloroplastos

As folhas de Spinaca oleracea (espinafre) foram lavadas em dgua destilada e secadas

com papel absorvente; os peciolos ¢ nervuras centrais foram removidos [66].
Aproximadamente 20 g de folhas foram pesadas e cortadas em fragmentos pequenos, com
cerca de 1 cm®. A seguir, o material foi macerado em gral de porcelana (a + 2°C), com 20
mL de solugdio de sacarose 0,5 mol.L", a 2°C, por 4 min. Adicionou-se mais 20 mL da
sacarose 0,5 mol.L"! e macerou-se por 30 segundos. Filtrou-se 0 homogeneizado em quatro
camadas de gaze. os residuos foram pressionados contra a gaze, para aumentar 0
rendimento da filtragdo. Dividiu-se o filirado em duas partes iguais e centrifugou-se a 0°C o

200 x g por 15 min. O sedimento resultante continha células intactas e residuos de parede
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celular, ficando os cloroplastos no sobrenadante. Os sobrenadantes foram transferidos para
dois tubos gelados, tomando cuidado para nio ressuspender os sedimentos, que nfio sdo
estaveis. Os dois tubos foram centrifugados a 0°C e 1000 x g por 7 min. O sedimento
resultante continha os cloroplastos. Os sobrenadantes foram descartados e cada sedimento
foi ressuspenso em 12 mL de tampdo fosfato 0,1 mol.L” em pH 6,5. Entfio, as duas porgdes
de suspensio de cloroplastos foram combinadas. Em todo o processo, procurou-se manter
os cloroplastos sob temperatura préxima a 0°C para que fosse mantida a sua atividade.

Portanto, todos os recipientes, instrumentos e solugdes estavam gelados no momento de seu

uso [66].
3.4.2 - Diluigio das suspensdes de cloroplastos

Para se assegurar que a reagdo de Hill se processaria em uma taxa mensuravel, a
quantidade de clorofila na mistura para a reagfo foi ajustada a um valor conhecido. A

quantificagio de clorofila total foi feita de acordo com Arnon [41] (equagiio 14).

C = fﬁ%};_"@ x fator de dilui¢do equacdo 14

Misturou-se 1,0 mL da suspensdo-estoque de cloroplastos com 20 mL de acetona

80% (v/v ) e mediu-se a absorvancia em 652 nm (usando branco de acetona 80%). A seguir

quantificou-se a clorofila.
Diluiu-se a suspensio-estoque de cloroplastos em tampdo fosfato 0,1 mol.L™? para se

obter uma concentragdo final de clorofila de 0,2 mg.mL™" [66].

3.4.3 - Preparo das misturas para a reaciio com DCPIP

As misturas para a reagdo de fotorredugfio do DCPIP pela clorofila foram preparadas

conforme indicado na Tabela 4, sendo que os cloroplastos s6 foram adicionados no inicio

de cada teste.
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3.4. 4 - Medida da Atividade da Reagiio de Hill

Os tubos com as misturas, indicadas na Tabela 1 (sem a adi¢fio dos cloroplastos),
foram colocados em béqueres com dgua e gelo de modo a se manter a temperatura sempre
préxima de 0 °C. Fez-se 0 ensaio sob o minimo de luz indireta.

As suspensdes de cloroplastos foram adicionadas nos trés primeiros tubos (todos os
testes foram feitos em triplicata), os quais foram vedados com parafilme e misturou-se por
inversdo de 5 vezes. A absorvancia em 600 nm foi medida antes da incidéncia de luz. A

seguir ligou-se o projetor de slides GAF 2669, que foi utilizado como fonte de luz para a
reagdo.
Os tubos ficaram expostos por 10 minutos a fonte de luz do projetor de slides e, em

seguida, mediu-se novamente a absorvancia em 600 nm [66].

O mesmo procedimento foi feito para os tubos restantes, fazendo sempre as medidas

de absorvincia em 3 tubos de cada vez, antes ¢ depois de 10 minutos de exposi¢io a luz do

projetor de slides.
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Tabela 1: Preparo das Misturas para a reagio de fotorredugiio do DCPIP pela

clorofila
Concentragio | Tampio/ | HyO/ | DCPIP/mL | Volume | Suspensio
do extrato/ (mL) (pL) | Conc. final1 do de
Amostra | (pgamL") 0,2mmolL™ | extrato/ |cloroplastos/

(nL) mL
0 1 2000 1 0 i
0,5 ! 1750 1 250 1
Extrato 1,0 1 1500 1 500 1
do caule i3 i 1250 0 750 1
2.0 1 1000 1 1000 1
0 1 2000 ] 0 1
0,5 1 1750 1 250 [
Extrato 1,0 1 1500 1 500 1
de folhas i3 1 1250 i 750 l
2,0 1 1000 1 1000 ]
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4 - RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 - Pré-emergéncia (germinacfio)

4.1.1 - Influéncia do extrato do caule de Myracrodruon urunderiva Fr All sobre

culturas e plantas daninhas

Os resultados obtidos nos testes do extrato do caule sobre a pré-emergéncia
(germinagdo) encontram-se na Tabela 4 e Graficos 1 e 2.

A anélise dos dados relacionados ao extrato do caule de Myracrodruon urundesiva Fr
AllL para as culturas, mostrou que asoja teve diminuigdo da germinagio de 33% e de 29%
nas concentragdes de 1,0 e 1,5 pg.mL™! respectivamente; o feijéio teve um aumento de 25%
da germinagdo na presenga de 1,5 ;u,g.mL'1 do extrato. N3o houve nenhuma diferenca
significativa na germinagfo do arroz como mostra a Tabela 2 e Grafico 1. J4 para as plantas
daninhas, nio houve diferenga significativa na germinagfio da beldroega; a braquiaria
sofreu uma diminuigio de 36% na germinagéio na presenca de 1,5 pg.mL ' e um aumento de

50%, quando na presenga de 2,0 pg.mL™! do extrato, como mostra a Tabela 2 e Grifico 2.

Tabela 2: Influéncia do extrato do caule sobre a germinaciio de sementes das culturas* ¢ das
plantas daninhas*,

Concentragiio do | Germinagiio | Germinagio | Germinacio | Germinacio Germinacio

extrato/ug.mL’ [Soja/(%) |Feijao/ (%) |Arroz/ (%) Beldroega / (%) Braquidria /(%)

0 100 + 25 100£0 100 +12 100 £0 100 £75
0.5 100 + 40 | 113+ 13 93 6 100 =0 79133
1,0 67 + 17 92+ 19 95 =7 96 +6 8621
1,5 71 + 0 125+ 0 90+ 10 10011 64 +30
2,0 95+ 17 108+ 19 8715 9+ 6 150 £43

* culturas: soja = Glicyne max; feijio = Phaseolus vuigares; arroz = Oriza sativa.
Plantas daninhas: beldroega = Portulaca oleracea L.; braquiaria = Brachiareq brizantha
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Grifico 1: Influéncia do extrato do caule sobre a germinagio de soja, feijao e arroz.
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Grifico 2: Influéncia do extrato do caule sobre a germinacio de beldroega e

braquiaria.
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4.1.2— Influéneia do extrato da folha de Myracrodruon urundeuva Fr All. sobre

culturas e plantas daninhas.

Os resultados obtidos nos testes do extrato das folhas sobre a pré-emergéncia
(germinag#io) encontram-se na Tabela 3 e Graficos 3 e 4.
A andlise dos dados relacionados ao extrato de folhas de Myracrodruon urundeiiva Fr
All. para as culturas (Tabela 6 € Grafico 3) mostra que a soja teve aumento na germinagéo
de 23% na presenga de 0,5 ugmL™" do extrato e uma diminuigdo de 68% da germinagdo na
presenga de 2,0 pgmL™' do extrato; nio houve diferenga significativa na germinagio das
sementes de feijio (Tabela 3 e Grafico 3); o arroz teve um aumento de 24% e 32% da
germinagiio na presenga de 0,5 € 1,5 ugmL! do extrato, respectivamente.
Para as plantas daninhas (T abela 3 e Grafico 4), observa-se que ndo houve diferenca
significativa na germinagio da beldroega. A braquidria teve diminui¢do de 50%, 25%, e

29% da germinagdo na presenga de1,0;1,5¢2,0 ugmL’1 do extrato, respectivamente.

Tabela 3: Influéncia do extrato das folhas sobre a germinagio de sementes das culturas*® e das
plantas daninhas*.

Concentra¢io do | Germinacio Germinacio | Germinagio| Germinagiio Germinagiio

extrato / pg.mL” | Soja /(%) Feijio / (%) | Arroz /(%) | Beldroega/ %) |Braquidria/ (%)
0 100 = 6 100 = 4 100 + 18 100 +6 100 £ 25
0.5 23 =6 | 100 =4 | 124 £ 18 96 +6 93 + 13
1,0 94 6 102 £0 116 + 39 89 +9 50 + 25
1,5 112 =14 100 +4 132 + 17 100 =7 75 + 75
2,0 32 %11 100 £4 90 + 9 97 +4 71 + 17

* culturas: soja = Glicyne max; feijao = Phaseolus vulgares; artoz = Oriza sativa.
Plantas daninhas beldroega = Portulaca oleracea L.; braquidria = Brachiarea brizantha
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Grifico 3: Influéncia do extrato de folhas sobre a germinagiio de soja, feijio e arroz.
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4.2 - Medidas de fluorescéncia estaciondria

Os testes de fluore

urundetiva Fr.All. mostrados nas Figuras 14 e 15, indi

significativa.

Intensidade de fiuorescéncia

Figura 14:

Intensidade de fluorescéncia

680 700

Figura 15:

pum—— 5,,9me"
10pg.mL”
15pg.mL”

680 700 720 740 760 780 800 820

Comprimento de onda (nm)

Medidas de fluorescéncia do extrato do caule

de Myracrodruon urunderiva ¥r.All

——pg.mL’
10pg.mL’

15pg.mL"

720 740 760 780 800 820

Comprimento de onda (nm)

Medidas de fluorescéncia do extrato de folhas

de Myracrodruon urundeiva Fr.All

scéncia dos extratos do caule e de folhas de Myracrodruon

cam que eles ndo tém fluorescéncia
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Os resultados das medidas de fluorescéncia estaciondria da clorofila, frente aos
extratos de folhas e caule de Myracrodruon urundeiiva Fr All, foram  transferidas para o

programa ORIGIN 5.0, onde foram determinadas as areas sob as curvas para cada

concentragiio dos extratos e em cada intensidade de luz. Com estes resultados calculou-se o

rendimento quantico de acordo com a equagao 12 e em seguida calculou-se a supressdo de

fluorescéncia ( ®p / P [exy )-
A Tabela 4 ¢ o Gréfico 5 apresentam 0S resultados dos rendimentos quanticos

obtidos através da equagdo 12, utilizando as curvas de fluorescéncia em 950 V e 950 V

ap6s iluminagdio de 2 minutos, sob a influéncia do extrato do caule. A fluorescéncia em 950

V foi considerada fluorescéncia méxima e 950 V com luz, fluorescéncia méxima saturante.

Por estes resultados, observa-se que o extrato do caule estimula o rendimento

quantico de fluorescéncia da clorofila. Isto pode indicar que o extrato do caule pode estar

impedindo que a luz absorvida pelas clorofilas antena seja utilizada para o trabalho

fotossintético de forma eficiente. O excesso de energia esta sendo emitido na forma de

aumento de fluorescéncia [50], aumentando o rendimento quéntico de fluorescéncia da

amostra em estudo. Considerando que 0 principio ativo que esta no extrato pode estar em

quantidades infimas, sugere-5€ repetir este
extrato ou com fragdes do extrato contendo 0 principio ativo. Sugere-se ainda, o isolamento

s resultados com uma maior concentragdo do

do principio ativo.
A Tabela 5 e Gréfico 6

fluorescéncia da clorofila frente ao extrato
(Do / O [exy) foram feitos somente para as medidas obtidas em 950 Ve 950 V

apresentam os resultados obtidos para a supressiio de

do caule. Os célculos de supressdo de

fluorescéncia

com luz saturante.

Os resultados, mais uma vez, indicam que o extrato do caule atua de modo a inibir a

supressdo da fluorescéncia, favorecendo o aumento do rendimento quéntico da amostra. Ele

deve estar atuando, como supressor de carga no fotossistema 1 e/ou fotossistema 11,

favorecendo o aumento do rendimento quéntico de fluorescéncia, diminuido a supressio da

fluorescéncia.
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Tabela 4: Efeito do extrato do caule de Myracrodruon urundetiva Fr. All.

sobre o rendimento quintico de fluorescéncia da clorofila frente ao

extrato do caule de aroeira.

" Concentragiodo | Dosov (%)  ®osov (%)
extrato / pg.mL™"' Luz (2min)
0 1,8 x 10° (100) 2,1 x 107 (100)
5 2.2x 107 (122) 2,6 x 107 (123.,8)
10 2,3 x 107 (127,8) 2,5x 107 (119)
15 2,0x 107 (111,1) 2,6 x 107 (123,8)
20 22 x 107 (122) Nso realizado
0,035
{7 . d)QSOV
0,030 - ¢950 V(2min)
E 00251 s X v
8 .
T 0,020 "
o [ ]
-9 b
S 0,015 -
E
e
& 0,010
(e
0,005
0,000 T - T , : :
5 10 15 20

Concentragdo do extrato do caule / pg.mL'1

Grifico 5: Rendimento quéntico da clorofila frente ao extrato do caule de
Mpyracrodruon urundetva Fr. All.
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Tabela 5: Supressdo do rendimento quantico da fluorescéncia da clorofila frente ao extrato do

caule.

Concentragio do extrato / pg.mL"
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Dy / O ey (950 V)

Dy / D (exg (950 V)
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I
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0,8

Nio realizado

1,5
§ |
=
E o ¢o/ ¢[ext]950V
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Griafico 6: Supressao de fluorescéncia da clorofila frente ao extrato do caule.
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A Tabela 6 e o Grafico 7 apresentam os resultados obtidos com o extrato das folhas
sobre o rendimento quantico da fluorescéncia da clorofila. Os resultados indicam, de um
modo geral, uma diminuigfio do rendimento quéntico da fluorescéncia da amostra, 4 medida
em que se aumenta a concentragdio do extrato das folhas. Esta diminui¢do pode refletir a
contribui¢io da produgio de calor como um mecanismo de dissipar energia, ou seja, o
extrato da folha pode estar contribuindo para a dissipagio da fluorescéncia na forma de

calor ou outro tipo de energia {50].
A Tabela 7 e o Grafico 8 apresentam os dados de supressio do rendimento quéntico

da clorofila sob o efeito do extrato das folhas.

Analisando os resultados, observa-se que o extrato de folhas mostra uma tendéncia
em suprimir o rendimento quintico da fluorescéncia da clorofila. Isto pode indicar um
prejuizo no trabalho fotossintético, uma vez que parte da energia estd sendo dissipada [50].

Os extratos da folha e do caule podem estar inibindo a fotossintese por caminhos
diferentes (Esquema 1) [67]. A clorofila excitada, na auséncia de ambos os extratos,
transfere o elétron para o seu aceptor natural, realizando o trabalho da fotossintese. Na
presenca do extrato do caule, a transferéncia de carga favorece a desativag@io do aceptor
pela emissio, aumentando o rendimento quéntico de fluorescéncia da clorofila. Na presenca
do extrato das folhas, a transferéncia de carga favorece a desativacio do aceptor pela
supressio do rendimento quéntico da clorofila. Estes aceptores podem ser o proprio aceptor
natural que estd sendo desativado por algum componente dos extratos, ou os préprios

extratos podem conter um aceptor competitivo com o aceptor natural do cloroplasto.
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Tabela 6: Efeito do extrato de folhas de Myracrodruon urundeiiva Fr. All. sobre
o rendimento quintico de fluorescéncia da clorofila frente ao extrato de folhas

de aroeira.

Concentragiodo |  ®osov (%) | Doso v (%)
extrato / pg.mL™' Luz (2min)
0 2,6 x 107 (100) 3,2 x 107 (100)
5 T 22x107%(84,7) 2,6x 1072 (81,4)
10 2,0 x 107 (77) 2,3 x 107 (72)
15 2,6 x 107 (100) 2,9 x 107 (90,8)
20 2,4 x107%(92,4) 2,8 x 107%(87,6)
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Grifico 7: Rendimento quéntico de fluorescéncia da clorofila frente ao extrato de
folhas de Myracrodruon urundeuva Fr. All
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Tabela 9: Supressio do rendimento quintico da fluorescéncia da clorofila frente ao

extrato de folhas.

Concentragao do extrato / pgmL™" | @/ ® ey (950volts) | @y / @ jrq (950volts)
Luz (2min)
0 | I
3 1,2 1,3
10 1,3 1,3
15 1,0 1,1
1,1 1,1
20 L s >
1,6 4
= ¢o/¢{ext195ov
%ﬂ % ¢0/¢[ext]950 V {2min)
f_: 1,44 »
8 [¢]
(Zé._; o )<
g 127 . X
2 X o)
S 1 :
% 1,0
g
=
“ 08-
0,6 T . ! \ i J
o 5 10 15 20

Grifico 8:

Concentracéo do extrato de folhas / pg.mL™

Supressdo de fluorescéncia da clorofila frente ao extrato de folhas.
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fotossintese
—————= P

Clor + A® supresse”loﬁ‘E A

Clor  + A

emissdo
i = A + hv

onde: A = aceptor (aceptor natural do cloroplasto ou do extrato)
P = produtos

Esquema 1: Desativacio de estados excitados de aceptores

Para uma decisdio mais apurada sobre a influéncia do extrato do caule e da folha na
fluorescéncia, tanto no fotossistema I quanto fotossistema I1, sdo necessarios estudos com

fluorescéncia resolvida no tempo e a baixas temperaturas.

4.3 — Medidas de fotorredugio utilizando DCPIP
As Figuras 16 e 17 mostram as curvas de absorvédncia dos extratos do caule e de
folhas de Mpyracrodruon urundeuva Fr.All. na auséncia de clorofila e de DCPIp nas

concentragdes utilizadas para os testes de fotorredugdo.

10000

] 6000 T \
[ | e
& \ '
%’ \\ —= & gl
2 400 "‘\\ 10 ygmt"
i 16 pgmL’
i\ :
\ — 30 pgml
A
2000 4\ \\ T
\ '
0 Ty T =7 T
200 300 400 500 600 700 800

Comprimento de onda {nm)

Figura 16 : Curva de absorvincia do extrato do caule de Myracrodruon urundeiivqg
Fr.All
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Curva de absorvincia do extrato de folhas de Myracrodruon urundeiiva

Figura 17:
Fr.AlL

Na Tabela 8 e nos Graficos 9 e 10, encontram-se os resultados obtidos na

fotorredugio do DCPIP frente ao extrato do caule de Myracrodruon urundeidiva Fr.All.. A

andlise de variancia foi feita pelo teste de Scott-Knott com 5% de significincia. Essa

analise indicou que ndo hé diferenca significativa nas medidas de absorvéncia feitas antes

de exposigdo a luz. No Grafico 9 pode-se verificar que 0 DCPIP néo sofre redugdo no

escuro e que sua redugfo na presenga de luz ¢ influenciada diretamente pela concentrago

do extrato do caule. No Grafico 9, observa-se a influéncia do extrato do caule sobre a

diferenga da absorgdo, na auséncia e presenga de luz do DCPIP, reforgando que o extrato

do caule capta os elétrons advindos da clorofila, impedindo a fotorredu¢do do DCPIP.

Analisando os resultados obtidos na variagdo de absorvancia da mistura da reagéo

de fotorredugdo do DCPIP pela clorofi
Ja transferéncia de elétrons da clorofila para o DCPIP, em todas as

la, medida & 600 nm, observa-se que o extrato do

caule provoca a inibi¢do
aliquotas, sendo que nas concentragdes de 5 pgmL", 10 pgmL™, 15 pgmL" e 20 pgmL™' do

extrato do caule (Tabela 8 e Grafico 10) a inibigéo foi de aproximadamente 12%, 25%,

45% e 32% , respectivamente.
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Tabela 8: Influéncia do extrato do caule sobre a fotorredugio do DCPIP antes e depois de

exposicio a luz.

Concentragio do extrato Agoo Agoo A (%)
do caule / pg.mL" Auséncia de luz | Luz (10min) (Agousem huz —A600tuz: 10min)
0 0,662 0,006 | 0.354+0,032 | 0,311 £0,034 (100£10,9)
5 0,657 £0,016 | 0,383+ 0,016 0,273 £ 0,030 (87,8+9,7)
10 0,667 = 0,013 0,435 + 0,031 0,231 £ 0,019 (74,3+6,1)
15 0,640 + 0,040 0,478 £ 0,007 | 0,170 £0,046 (54,7+15,0)
20 0,674 £ 0,047 | 0464+0,023 | 0210%0,021 (67,54,6)
I sem luz
0,8 1 [ tuz (10min)
0,7
o
a
O 06-
D 4
(@]
T 05
o ]
(8]
& 04-
= ]
(=}
2 03
<
02
0,1
B < 10 15 20

0 5
Concentragdo do extrato do caule / pg.mL”

Grifico 9: Fotorredugio do DCPIP pela clorofila sob a influéncia do extrato do caule
de Myracrodruon urundeuva Fr. All . * A analise estatistica dos resultados foi feita
pelo teste de Scott-Knottcom 95% de confianca.
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Grifico 10 — Variagio na absorvincia da fotorreducio do DCPIP, na auséncia e
presenca de luz, na presen¢a do extrato do caule de Myracrodruon urundeiiva Fr.All,
bt 9

Os resultados sobre a fotorredugéio do DCPIP pela clorofila, frente ao extrato das
folhas, encontram-se na Tabela 9 ¢ Grificos 11 e 12. A anlise de varidncia foi feita pelo
teste de Scott-Knott com 5% de significancia. Essa analise indicou que ndo ha diferenca
significativa nas medidas de absorvancia feitas antes de exposi¢do a luz.

Analisando os dados obtidos, observa-se que o extrato das folhas causou uma
inibi¢do bem maior da transferéncia de elétrons para o DCPIP, quando se compara com o
extrato do caule, sendo que nas concentragdes de 5 pg.mL“I , 10 ugmL? 15 pg.mL’ e 20

: . o
pg.mL™ do extrato, a inibigdo foi de aproximadamente 77% , 80% , 87% e 86% ,

respectivamente.
Através destes resultados pode-se afirmar que o extrato de folhas contém um

ini réncia de elétrons no fotossistema Il e o de caule
componente que inibe fortemente a transfe

tem menor concentragio deste componente.
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Tabela 9: Influéncia do extrato das folhas sobre a fotorredugio do DCPIP antes e

depois de exposiciio a luz.

Concentragio do xtrato Aeon At A (%)
de folhas / pg.mL" Sem luz Luz (10min) (Ago0sem twz —A600luz:10min)
0 0,662 + 0,006 | 0,354+ 0,032 0,311 +0,034 (100+10,9)
5 0,643 + 0,020 0,572+ 0,013 0,071 £0,031 (22,8+10)
10 0,664 20,017 | 0,603£0,013 | 0,061 +0,005 (19.6=1.6)
15 0,669 + 0,020 | 0,627 + 0,017 0,042 £ 0,013 (13,5+4,2)
20 0,674 0,005 | 0,629%0,014 | 0,045+0,015 (14,5:4.8)
B sem luz
0,8 - [ luz (10 min)
07
" J
T 06
3 J
o 05-
° ]
% 04
<g -
S 03+
2 A
< 0,2
0,1
0.0= 10 15 20

0 5
Concentragao do extrato das folhas / pgmL”’

IP pela clorofila sob a influéncia do extrato das
Fr. All. *A analise estatistica dos resultados foi
Knottcom 95% de confianc¢a.

Grifico 11: Fotorredugio do DCP

fothas de Myracrodruon urundeiva
feita pelo teste de Scott-
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Griafico 12 — Variagiio na absorvancia da fotorreducio do DCPIP, na auséncia e
presenca de luz, na presenca do extrato das folhas de Myracrodruon urundeiiva Fr.All,

O Gréfico 13 apresenta os resultados da porcentagem de fotorredugdo do DCPIp
para os dois extratos, de caule e de folhas, indicando comparativamente, que o extrato de

folhas ¢ mais eficiente na inibigéio da fotorredugo do DCPIP,

Estes resultados indicam que os extratos do caule e das fothas possuem pelo menos

um componente que atue como aceptor de elétrons no fotossistema I1.
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Grifico 13: Porcentagem de fotorredugio do DCPIP, na presenca dos extratos do
caule e de folthas de Myracrodruon urundenva Fr.All,
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5 - CONCLUSOES E TRABALHOS FUTUROS

Nos testes de pré-emergéncia observou-se que o extrato de folhas de

Myracrodruon urundeiiva Fr All. inibiu significativamente a germinagdio de soja, na
concentragdo de 2,0 pg.mL" (32%) e braquidria na concentragdo de 1,0 pg.mL™! (50%). O
extrato do caule inibiu a germinagdo da soja nas concentragdes de 1,0 (67%) e 1,5 pg.mL’
'(71%) e estimulou a germinagdo d

Portanto, o extrato do caule néo deve ser usad

o feijio na concentragio de 1,5 pg.mL! (125%).
o como inibidor da germinagio de plantas
braquidria na concentragfio de 1,5 pg.mL”

g.mL™! (150%) e tem agfio

daninhas, uma vez que ele inibiua germinagéo da
1(64%) mas estimulou a germinagdo na concentragio de 2,0 .
inibitéria sobre a soja e o feijdo.

Esta caracteristica do extrato provocar inibicio da germinagdio numa determinada
concentragio, ¢ em outra concentragao estimular a germinagdo, também foi observada por
Leather [70], citado por Almeida [6],
aquosos de folhas e caules de 13 espécie

plantas silvestres. Ele verificou que a germinag
quando usou extrato puro das folhas de girassol, mas que a

em experimentos onde testou o efeito de extratos
s de cultivares de girassol, em 17 espécies de

o da mostarda-brava (Brassica Kaber) foi

reduzida em média 75%

estimulou em 150% quando o diluiu a mais de 1
stadas sempre estimularam a germinagdo [6].

0%, sendo que os extratos do caule, em

qualquer das concentragdes t¢

O extrato de folhas inibe a germinagdo da braquidria na concentragfio de 1,0 pg.mL™

odendo, portanto, ser utilizado nesta concentragéio

sem afetar a germinagdo das culturas, p

para o combate da germinagdo da braquidria nas plantagdes de soja, feijdo e arroz. (Estudos

em campo devem ser realizados).

O metabélito secundario p-hydroxyacetophenone isolado de Chilean baccharis,

inibiu 50% da germinagio de lettuce sativa,
45,3 pmol.L! [68]. O extrato de folnas de Myracrodruon urundevva também inibiu a

uma monocotiledonea, na concentragdo de

germinagiio de uma monocotiledonea, a Brachidria brizantha (braquidria), em 50%.

Considerando que o extrato contém vAarios componentes € que o principio ativo que causa

esta inibi¢Ao esti em quantidades infimas, é promissora a busca deste principio
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ativo, uma vez que ele causa um efeito semelhante ao da substincia pura p-

hidroxiacetofenona, porém em concentragdes muito menores. Testes de germinacdo

utilizando outras plantas devem ser feitos.
Nos testes de medidas de fluorescéncia, os graficos do rendimento quéntico

mostram que os extratos de folhas e de caule provocam uma alteragio no rendimento

quintico de fluorescéncia da clorofila. A desativagdio do aceptor de elétrons do meio

reacional pode estar seguindo, na presenga dos extratos, dois caminhos, a saber, supressio

por desativagfio de estados excitados, onde a energia pode estar sendo dissipada na forma

de calor (folha) e emissio de luz aumentando o rendimento quéntico (caule). Medidas de

fluorescéneia utilizando os métodos de fluorescéncia resolvida no

tempo e de pulso e variagio de temperatura devem ser feitas para melhorar os resultados e

buscar definir o mecanismo de agdo dos extratos sobre a fluorescéncia da clorofila.

Os testes da fotorredugio do DCPIP mostram claramente que os extratos de folhas e

do caule bloqueiam a transferéncia de elétrons da clorofila para o DCPIP, em todas as

concentragdes testadas, diminuindo a atividade da clorofila em de mais de 50%, no caso do
extrato de folhas.

Comparando-se estes resultados com aqueles obtidos para o calacol isolado de

Psacalium decompositum Gray [10], verifica-se que o extrato de folhas tem um efeito

maior na inibigdo da transferéncia de elétrons do PSII para o DCPIP nas concentragdes de

50 pgmL’ (22,8%), 10pgmL”’ (19,
ciio de 20 pmol.L" (50%). O extrato do caule também inibe essa

6%),15ngmL™" (13,5%) e 20pgmL" (14,5%) que o

calacol na concentra

transferéncia de elétrons, mas em menor proporgdo que o de folhas, ndo atingindo o valor

de 50% em nenhuma das concentragdes u
-se entdio que o extrato de folhas contém ao menos um componente com

tilizadas.

Conclui
atividade muito forte que bloqueia a reagdo de Hill, no fotossistema Il e, portanto, pode ser
um herbicida potencial.

Experimentos futuros devem ser feitos fracionando-se os extratos para identificar o

Ou 0s componentes com atividade herbicida.

Assim, é possivel avaliar uma determinada planta quanto ao seu potencial herbicida

j4 no extrato cru e, posteriormente, usar de técnicas mais apuradas e direcionadas para

identificar seus componentes ativos € seu mecanismo de agdio.
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A Profa. Adriane Petronilha Macedo, aluna de mestrado da Profa. Dra. Sandra
Terezinha de Farias Furtado, lotada no Instituto de Quimica da Universidade Federal de
Uberlandia, niio esti mais entre nos. Vitima de uma leucemia mieléide aguda M1, sua vida
foi ceifada aos recém atingidos 34 anos, no dia 24 de janeiro de 2004,

A Profa. Adriane, junto com os outros colegas do grupo de pesquisa coordenado
pela Profa. Sandra, desenvolveu um excelente trabalho sobre a influéncia na fotossintese e
germinagdo de culturas e plantas daninhas, dos extratos do caule e das folhas da planta
Cochlospermum regium (algoddozinho), coletada do sitio do Prof. Dr. Carlos Alberto de
Oliveira. Seu trabalho teve vdrias apresentagdes em eventos cientificos, inclusive trabalhos
completos.

A Profa. Sandra deixava sob a responsabilidade da Profa. Adriane todo o
procedimento para a participagiio em eventos cientificos e apresentacdio do trabalho em
empresas, desde a escrita dos trabalhos a serem apresentados até mesmo a reserva de
passagens aéreas. Um  brago direito” da Profa. Sandra.

A garrae a forga de trabalho da Profa. Adriane merecem destaque e nio podem ficar
esquecidas apenas porque ela ndio mais estd entre nds.

Considerando isto, a Profa. Sandra e sua equipe de trabalho decidiram inserir, logo
ap6s o trabalho da Profa. Cléia, o trabatho da Profa. Adriane, na sua primeira versdo, sem
qualquer corregdo por parte da Profa. Sandra, uma vez que a Adriane nio esta mais junto de
nds para opinar o sobre 0 seu trabalho. A ultima versdo seria entregue e discutida com a
Adriane nos dias em que a doenga foi manifestada e nfio nos foi entregue. Apresentamos
também alguns dos trabalhos que foram apresentados, entre eles o da ANBIO e da
ABRABLI.

Para o nosso grupo de pesquisa, é como se ela estivesse presente, apresentando o
seu trabatho para a sua participagdo no exame de qualificagio ¢ defesa da dissertagio..

Este & o nosso ato simbélico de que, para nés, a Profa. Adriane Petronitha Macedo,
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simbolicamente o titulo de Mestre em Quimica.
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ATIVIDADES HERBICIDAS COMO DIAGNOSTICO NA GERMINAGAO DE CULTURAS E
ESTUDOS SOBRE A FOTOSSINTESE. I- 0S RESULTADOS DO EXTRATO DA FOLHA DO
COCHLOSPERMUM REGIUM (ALGODAOZINHO) SOBRE A GERMINAGAO DO ZEA MAYS
gMILHO), GLYCINE MAX (SOJA), PHASEOLLUS VULGARIS (FEIJAO), ORYZA SATIVA
ARROZ).

Adriane Petronilha Macedo' (PG), Sandra Terezinha de Farias-
Furtado™ (PQ), Carlos Alberto de Oliveira’ (PQ), Cléia Regina
Fuchs' (PG), Maria Isabel Ribeiro Alves' (IC), Eduardo Borgato
Barbedi’ (IC).

I~ Instituto de Quimica - Universidade I'ederal de Uberldndia, *

.YIgZi:rI(lda@u[i:. br.

Introdugio

O extrato da raiz do Cochlospermum regium apresenta atividade antimicrobiologica sobre certas bactérias,
Propriedades analgésicas e antiedema e scu extrato € rico cm taninos, saponinas € flavonoides'. O estudo da
interagdio quimica entre as plantas pode ter outras utilidades, sendo importante no desenvolvimento de uma
nova classe de herbicidas naturais mais suaves’. Nos propomos a estudar a provavel potencialidade herbicida
do extrato das folhas do Cochlospermum regium como um diagndstico na pré — emergéncia e sobre a
fotossintese. Apresentamos neste trabalho, estudos utilizando a técnica UV/Vis, fluorescéncia e germinagdo

da semente de Zea mays (milho), Glycine max (soja), ! Yhaseollus vulgaris (feijdo), Oryza sativa (arroz).

Resultados ¢ Discussfio

As germinagdes foram realizadas em placa de petri de 9 cm de didmetro, em triplicatas, usando uma

Betminadora com controle de temperatura em 25 °C. As concentragies de extrato das folhas do

Cochlospemmm regium usadas foram 0,5 ; 1 ;0 : 1,5 ; 2,0 pg/mL. Na germinagiio das sementes de milho
(Figura 1), observou-se uma estimulagio na germinagdo de 28,57% (15 pg/mL) , quando comparado com
Zero de extrato. Na Figura 2, os resultados da germinagdo da Glycine max sob o efeito do extrato, indicam
que houve uma inibigio de 24% sobre a mesma, na concentragio de 2 pg/mL. Na Figura 3, observa-se um
Estimulo da germinagiio do Phaseollus vulgaris na presenca do extrato. Estudos posteriores devem ser
ealizadog para identificar a causa de tal estimulo, principalmente quanto & satde da planta. Na Figura 4,
8¢minacio da Oriza sativa, verifica-se um fraco efeito do extrato, tanto de inibigo quanto de estimulo.

Nos estudos sobre a fotossintese, trabalhou-se com cloroplastos extraidos de espinafre (Spinacea oleracea
L), Eles foram ressuspensos eftt meio reacional e a clorofila foi quantiﬁcada“. Nas solugdes contendo 20 pg
de clorofila ¢ meio reacional foram adicionadas aliquotas da solugfio aquosa do extrato metandlico das folhas
do Cochlospermum regium. Estas aliquotas foram de 0 a 10 pg/mL, para UV/Vis, 0 a 20 pg/mL para
Muorescancia e pré emergéncia. A absorglio da clorotila monitorada no vistvel ocorreu na presenca e

Aséneia de luz. Observa-se na Figura 5, que a absorgdo da clorofila ¢ praticamente a mesma, tanto na
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presenca quanto na auséncia de luz. Com lpg/mL de extrato, observou-se uma queda na absorbincia da

clorofila de 11,3% no escuro e 10,5% no claro. Na Figura 6, observa-se que o extrato inibe a fluorescéncia da

clorofila de forma semelhante ao herbicida Metil Viologen (MV).

Conclusdes

O extrato metanélico das folhas do Cochlospermum regium apresenta um efeito herbicida pequeno sobre a
absorbfincia da clorofila, mas interfere significativamentc na fluorescéncia das mesmas. Porém, na
germinaglio da soja atua com  inibigho et todas as concentragdes, atingindo um méximo de 24%. Nas outras
Culturas, a inibigio ¢ menos acentusda, com um méximo de 12,5% na germinaglio da semente de Oriza

Sativa; observou-se¢ também um efeito de estimulagio méxima de 26% na germinagfio de Phaseollus

vulgaris,

Figura 1, Porcentagem de germinagdo da semente Zea mayz frente ao extrato das folhas do Cochlospermum

regium.
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Cochlospermum regium.

70



150 ;
s §
S
é X 100 -
8s 50
88
E 0 " T
0 0,5
extrato da folha do Cochlospermum regium
The—

Figura 3, Porcentagem de germinagiio da semente Phaseollus vulgaris {rente ao cxtrato das folhas  do

Cochlospermum regium.

————

% germinacdo
Oriza sativa

extrato folha Coclilospernsm regium

Fu
Bura 4, Porcentagem de germinagio da semente

Cochlospermum regivm

0'941

5 —e—escuro —a—hz

©

g 093

K]

O

,30,&3.

3

£ 0,82

3

[

S 078

<

0'74-1 A S T Y T Y Y A\l Al Al T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

wmhasdo Colchiospermum regium , microgimL.

Fi . A
‘Bura 5, Absorbincia da clorofila frente ao extrato das folhas do Colchlospermum regium, na auseéncia

(losango) e na presenga (tridngulo) de luz.

71



Ha ¥ mhta oMV
g2
\g 30
g H H
L2e 15
E

0. L

0 064 128 19225 5 10 15 20

Extrato das folhas do Colchlosparmum regivm e Metll
Viologen, microg/mb :

Fig“l‘a 6. Intensidade méxima de fluorescéncia da clor(;ﬁla frente ao extrato das folhas do Cochlospermum

regium e Metil Viologen (MV).
!

8 Toledo, M.L; Siqueira, J.M.; Aradjo, L.C.L. ¢ Oga, S.; Phytoter. Res.2000, 14, 359-361.

2 Macias, F.A; Galindo, J.C.G; Molinillo,J.M.G ¢ Castelano, D.; Phytochem. 2000, 54, 165-17,}1.
3 Castafieda, P.; Mata, R.. ¢ Lotina-Hennsen, B.; J. Sci. Food. Agric. 1998, 78, 102-108.

Ag"adccimcntos

Agradecimentos ao CNPq pelo apoio concedido no Programa Centro — Oeste.

72




POTENCIAL BIOHERBICIDA DO EXTRATO DAS FOLHAS DO Cochlospermum
regium NA GERM]NACKO DE SEMENTES DE Glycine max, Phaseollus vulgaris e
Portulaca oleracea.

Sandra Terezinha de Farias-Furtado* (PQ), Carlos Alberto de Oliveira (PQ), Adriane
Petronilha Macedo (PG),), Cléia Regina Fuchs (PG), Eduardo Borgato Barbedi (IC).

versidade Federal de Uberldndia; *syffurtado@nfu.br

Instituto de Quimica — Uni

OBJETIVO: Determinar o potencial herbicida do extrato das folhas do Cochlospermum
regium na germinaglio de sementes, crescimento da radicula e hipocotilo de Glycine max,
Phaseollus vulgaris) e Portulaca oleracea.
METODOLOGIA: As sementes foram selecionadas e lavadas em solugio de NaClO a 10%.
A germinagiio foi feita em placas de Petri contendo papel de filtro, dgua deionizada e extrato
(0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 pgmL"). Em cada placa foram colocadas 25 sementes de beldroega e
10 sementes de goja e feijdo, todos em triplicata. As sementes ficaram, em germinadora
Csterelizada, por 7 dias, no escuro € 425°C.
RESULTADOS: Na germinagfo da-soja, observou-se uma redugdo de 18%, na porcentagem
fje. germinagiio na concentragio de 2.0 pgmL'l; para o feijdo e beldroega ndo houve um efeito
Inibitério significativo, comparado com © Zero de extrato. Houve um efeito inibitério
Significativo de 30%, para o crescimento da radicula e do hipocétilo para a beldroega.
CONCLUSAQ: o extrato das folhas do Cochlospermum regium apresenta um efeito
erbicida pequeno sobre a germinagdo da soja, no entanto, apresenta um efeito herbicida
considerdvel, para o crescimento da radicula e do hipocdtilo da beldroega, planta que ¢

considerada daninha em varios tipos de culturas.
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Prefacio

sta dissertagdo é apresentar e discutir os resultados das investigagdes

O proposito de
de pesquisa na area de bioinorganica, visando uma abordagem

realizadas em dois anos
concisa e didatica.

O objetivo principal
quimica, biologia e outras COIT®

correlacionados nesta area de pesquisa.
o ¢ execucdo dos experimentos, foi estabelecida procurando

A forma de organizaca
uma seqiiéncia cientifica logica, buscando também uma interdisciplinaridade com as outras

dreas do conhecimento.

desta dissertafio ¢ atingir um publico bastante amplo nas areas de
lacionadas, como também contribuir para estudos

Uberlandia, 2003
A autora.
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1) INTRODUCAQ

1.1) REVISAO BIBLIOGRAFICA:

A fotossintese & o processo pelo ual a energia d & :
energia quimica e constitui a rota pela queﬁ praticamex%te toczias (2)11 eenecrag;i)atlagztrz ;On;-e rtida em
cada ano mais de 100 bilhdes de toneladas métricas de agucares, sdo rodar 'EIOSfera. A
organismos fotossintetizantes, em escala mundial. A importancia da ,fotossilrjxtes wados pelos
es?en_de-se além do peso absoluto deste produto. Sem este fluxo de energia s le, DN
pr_lnmpalmente através dos cloroplastos das células eucaridticas, o ritmogda 3'?{’ canalizado
iria diminuir rapidamente ¢, entdo, seguindo a inexordvel segunda lei d tl oo p}aqeta
cessaria quase que completamente. a termodindmica,

O desenvolvimento dos conceitos cientificos que contribuirz :
f‘nece}nismo da fotossintese, teve seu inicio no ﬁnacll do séCI;ll)c:l lgim\lflli);lrisnfoan}:fcm-erlto co

fenémeno do melhoramento do ar realizado pelas plantas”, por K. Priestle g
Considerando a formulagfio geral da fotossintese que se conhece hoje, te;nos- %, em 1776,

CO, + H,0 + luz - 0, + matéria orginica + energia quimica (equagio 1)

se da equagio fundamental da fotossintese, representada pela 5
copcluimos que: a) a reagdo entre O gas carbonico e a dgua, produzindo ¢ gq.l:la(;ao 1,
o,xlgénio, dé-se exclusivamente em presenca de luz e, é confinada aos cloroar1 01 I'E.ltos e
sintese de carboidratos implica na disponibilidade de uma quantidade de energi p a§tqs, b) a
pode ser utilizada pela célula em varios processos metabdlicos. gla quimica, que
Os cloroplastos sdo particulas subcelulares, genericamente denominadas or
ocorrem nos tecidos verdes, em maior ntimero nas células do mesoéfilo das fothas %ia?elas, que
ui caracteristicas de membrana unitaria dup(lai"‘:rlgilr;i)t'a(21

envelope, ou membrana externa, poss

matriz fluida, o estroma, ¢ um conjunto complexo de estruturas membranosas. Exi

conjuntos de membranas, €m forma de discos achatados e dispostos uns sobre 0 Xlitem
S outros,

denominados grana, que S30 interligados por um sistema de lamelas duplas, que se dob
> ooram

sobre si mesmas ¢ formam canais 0u vesiculas alongadas.”! Cada granum é composto d
ntimero variavel de discos membranosos, chamados de tilacoides, os quais sdo é’iS; Ot e um
ostos em

pilhas, deixando um pequeno espago entre si (figura 2).

Da anali

-------------------------------------------------------------
............
..........
.......

.......................

..................................................................
............
..........

-------

----------------------

Figura 2 - Esquema
pelos tilacoides.

O sistema de membranas, representado pelos grana e pelas lamelas, € a sed
reagdes fotoquimicas responséveis pela captagdo e transformacdo da energi’a lumiile © das
energia quimica. Estas membranas contém os pigmentos ¢ demais componentes envol (.)ga em
captura da luz, os quais sdo dispostos de maneira otimizada a fim de proporciona Vieos A
eficiéncia para a absorcdo de energia radiante. A matriz ou estroma € o local de ocorrrérrxrclz?:l:izz
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reacdes envolvidas na fixagdo do gas carbdnico e a conseqliente produgfio de carboidratos,
além de outros derivados, tais como: aminodcidos, acidos orgAnicos e acidos graxos.

Dentre os componentes especificos dos cloroplastos, os mais importantes sfio
representados pelos pigmentos, principalmente as clorofilas (verdes) e outros pigmentos, os
carotendides ( amarelo ou alaranjado) que sdo chamados de pigmentos acessorios.

A estrutura das clorofilas a e b ¢ basicamente a mesma, apresentando uma porgéo
porfirina, constituida de quatro anéis de pirrol ligados por pontes de carbono-hidrogénio. O
fon metalico, magnésio, se insere no centro da porfirina. Outra caracteristica da molécula de

clorofila é a cadeia carbonica denominada fitol, que ¢ ligada ao sistema de anéis pirrdlicos

..........................................................................................................................................
.

.................................................................................
...........

..............................................

A analise do espectro de luz da clorofila (figura 4) mostra picos distintos nas regites
do azul-violeta (430-453 nm) e do vermelho (643-660 nm), comprimentos de onda que sdo
abundantes na radiagio solar. Cada molécula de clorofila ocupa uma &area de
aproximadamente 200 angstrons, da membrana do tilacéide, a qual fica coberta com uma
camada homogénea de anéis porfirina. Um tilacoide de cloroplastos de espinafre contém
aproximadamente 10° moléculas de clorofilas®®. Experimentos conduzidos por Emerson e
Arnold em 1932, sugeriram que 2 absorcdo da luz nos cloroplastos se faz através da
cooperagio de varias moléculas de clorofila, que resulta em um aumento da eficiéncia da
fotossintese. Eles determinaram a quantidade de oxigénio liberado por uma cultura de algas
Chlorella em fungio do aumento da energia radiante incidente, feita através de lampejos de
curta duragio (flashes). Os resultados indicaram que a cooperagdo de um minimo de 2500
moléculas de clorofila, eram necessarias para que ocorresse a liberagdo de uma molécula de

oxigénio?!, i

Experimentos subseqiientes conduzidos por Duysens e colaboradores mostraram que o
processo de absorg¢do € transferéncia de energia radiante € realizado por dois sistemas de
pigmentos, aos quais foram chamados de fotossistemas I e II. Ambos sdo constituidos por

moléculas clorofila a e b em diferentes proporgdes, sendo que o fotossistema I contém mais

clorofila a do que clorofila b, quando comparado com o fotossistema II.

-----------------------------------

.....................................

......................................
oooooooo

....................

Quando a energia Juminosa incide sobre os sistemas de pigmentos localizados nas
membranas dos cloroplastos, ocorre a excitagio das moléculas através do deslocamento dos
elétrons para niveis energéticos mais elevados. Na reagéo dzf fotossintese, a energia absorvida
pelos pigmentos € transferida para outros compostos, atzaves QO.transporte eletronico. Desta
maneira, ¢ possivel definir a fotossintese COMO UMa reacao de oxido-redugdio onde participam
o CO, como oxidante € & H,0 como o redutor, € que envolve a transferéncia de quatro

elétrons através de um gradiente de potencial de cerca de 1,2 volt®l,

6 H,0 + 6 CO, LuzSolar C6H1206 + 60, AGO =+ 2862 KJ.mol"

Considerando a participagdo dos fotossistemas I e II no processo de absorgio e
transferéncia de energia para as reagOes fotoquimicas, Hill e Bendall propuseram um esquema
para o transporte eletronico na fotossintese baseado nos potencias de o6xido-redugdo; sua
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espécies adjacentes ou, indiretamente , quando alteradas quimicamente durante o processo de
decomposigiio, dando origem a produtos secunddrios que podem ser efetivos.
2) Quando ha liberagdo de substancias volateis, que podem afetar o crescimento de outras

plantas.
3) Quando sfio exudadas diretamente das raizes, influenciando direta ou indiretamente, na

aciio de microorganismos e nas interagdes entre as plantas.
4) Quando compostos orgdnicos e inorganicos sdo lixiviados pela agio da chuva ou orvalho!),

A forma como as substincias alelopdticas atuam nas plantas tem sido objeto de estudo
de diversos pesquisadores, mas o processo ainda se encontra pouco esclarecido. As fungdes
que afetam o mecanismo de atuagdo sdo muito similares as dos herbicidas. Tal como nestes, a
dificuldade de se entender o processo estd no fato de que, na maior parte dos casos, afetam
mais de uma fun¢dio e provocam efeitos colaterais dificeis de serem separados dos
principais’®/,

Os mecanismos de agfio dos aleloquimicos estdo relacionados com processos
fisiolégicos na planta, como a inibicdo da germinagfio e do crescimento, pois interferem na
divisio celular; alteragio da permeabilidade de membranas; alteragdo na ativagio de
enzimas,assimilagdio de nutrientes, crescimento, fotossintese e na produgio de horménios pela
planta. Alguns aleloquimicos como 0s acidos fendlicos chegam a inibir a absorcdo de fosforo
¢ potassiol’). A grande dificuldade no conhecimento sobre a atividade dos aleloquimicos ¢
uma explicagfio para a diferenca na sensibilidade das espécies para os compostos. Uma grande
quantidade de sementes ou biomassa de plantulas pode explicar como espécies sdo mais
tolerantes do que outras com poucas semente's'ou biomassa, embora 0 mecanismo fisiologico,
o qual poderia explicar as diferengas na sensibilidade, raramente tenha sido investigado!'’,

A presenca de aleloquimicos nos seres vivos constitui uma forma de comunicago,
pois permite a eles a distingdo entre os que lhes sdo prejudiciais e os benéficos ou
indiferentes. Nas comunidades de seres vivos ocorre entre os varios elementos uma constante
guerra quimica, a qual , em (ltima analise, define constituigo especifica e quantitativa dessas
comunidades. Atualmente sdo conhecidos cerca de dez mil produtos secundérios com agdo
alelopatica, o que ¢ considerado apenas uma pequena parte da quantidade virtualmente
existente na natureza. Os compostos ja identificados pertencem a diversos grupos quimicos,
atribuindo-se maior importancia aos terpendides, esterdides, alcaldides, cianoidrinas, 4cidos
graxos, poliacetilenos, lactonas, tanino§, derivado§_do acido benzodico e do 4cido cianico,
fenois, cumarinas e flavondides. Os efeitos alelopaticos raramente sio provocados por uma
Unica substincia, sendo comum quc O efeito se deva a um conjunto de substéncias,
relacionados ainda com as condigdes ambientais como umidade, temperatura e outros!!",

Identificar aleloquimicos, em diversas .cultu‘ras, auxilia os especialistas em
melhoramento genético na criagdo de genétipog mais reswtentes’ a bactérias, fungos e insetos.
Os aleloquimicos responsaveis pela[llﬁ)roteg:ao contra bactérias e fungos localizam-se

principalmente na epiderme dos 0rgaos™ .
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1) INTRODUGAO:

A agricultura moderna mundial exige cada vez mais o uso de herbicidas, no controle de
plantas daninhas. No entanto, fatores econdmicos e ambientais fazem com que estes produtos
sejam rapidamente modificados pois com 0 manejo, seus componentes passam a ser
ineficientes, pelo fenémeno da resisténcia das plantas daninhas aos componentes ativos dos
diversos herbicidas comerciais. As fitotoxinas naturais constituem uma reserva enorme de
componentes com alto potencial agricola, muitos deles possuem sitios ativos que néo foram
ainda estudados e que podem ser explorados como herbicidas sintéticos,®

O estudo da interagdo quimica entre as plantas, pode ter outras aplicacdes, como no
desenvolvimento de uma nova classe de herbicidas naturais mais suaves”. Compostos
alelopaticos sdo de fato fontes potenciais de fitotoxinas que lideram os novos quimiotipos de
herbicidas. Surpreendentemente, s€u potencial continua pouco, relativamente inexplorado
comparado com os compostos microbiolégicos!'.

O exirato das raizes do Algoddozinho (Cochlospermum regium) ¢ rico em taninos®,
saponins(m) e ﬂavon(')ides(“), testes de toxidade subaguda revelaram que o extrato do
Algodaozinho (Cochlospermum regium) é bem tolerado em ensaios feitos com animais.

Neste trabalho investigaremos 0O efeito fitotdxico alelopatico dos extratos do caule e folhas

do Algodaozinho (Cochlospermum regium) sobre os cloroplastos, sintese de ATP,
fluorescéncia das clorofilas e germinagdo de sementes.

2) MATERIAIS E METODOS:

s extratos das folhas e do caule do Cochlospermum regium

2.1) Preparagio do
(Algodiozinho):

Os extratos metandlicos foram preparados a partir de folhas e caule, secos e triturados do
Cochlospermum regium (Algoddozinho), .c.oletado na regido de Uberlandia, em janeiro de
2002. Foram pesados 117g de caule e adicionados a 600mL de metanol ¢ 60g de folhas em
200mL de metanol; estas misturas ficaram em repouso, ao abrigo da luz e calor por 30 dias.
Os residuos solidos ou extratos do caule ¢ das folhas do Cochlospermum regium, foram
obtidos ap6s a evaporagio do metanol a temperatura d<‘: 35"9, utilizando rotaevaporador
(.......). As solugGes estoque de extrato, foram preparadas & partir de 0,5 mg de extrato (caule

3gotas de etanol ¢ 0 volume foi completado com dgua até SmL de

e folhas), solubilizado em . ) Lob .
solugfio; estas solugdes foram usadas nos ensaios de investigacdo do potencial herbicida dos
extratos de folhas e caule do Cochlospermum regium.

2.2) Isolamento dos cloroplastos:

Os cloroplastos foram extraidos de folhas frescas de espinafre ( Spinacea oleracea L.)
cultivadas por Odécio & Filhos®. As folhas de espinafre frescas, foram lavadas em 4gua
corrente e secas, em papel toalha, em seguida, foram cortadas em pequenos pedagos com o
auxilio de uma tesoura. As folhas cortadas foram adicionadas ao copo de liquidificador
previamente resfriado, juntamente com 200mL de meio contendo 400mM de glicose, 10mM
de MgCly, 100mM de KCl, 3mM de MnCl,, 1mM de EDTA e Hepes a 1%, o pH foi ajustado
em 8,0 com NaOH ' 13 Com a fungfio pulsar do liquidificador, foram dados em média, 5

lar uma quantidade méaxima de cloroplastos intactos. Esta

pulsos pausadamentc, para iso 1
das de tecido poroso (fraldas de crianga). O filtrado foi

mistura foi filtrada em 4 cama 0 ]
centrifugado em, centrifuga refrigerada (.occceevenees ) a 4°C, durante 10 minutos a velocidade de

600xg. O sobrenadante ¢ extraido e novamente centrifugado por 10 minutos a 4°C e 3500xg.
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Neste estdgio o sobrenadante € descartado e o pellet formado, contendo os cloroplastos é
ressuspenso em 3 mL de meio. Esta mistura deve ficar em repouso por 1 hora no escuro a

4°C.

2.3) Quantificagiio das Clorofilas:

ofilas ¢ feita utilizando método espectroscopicot ™, onde
50 uL de solugdo contendo cloroplastos, sdo adicionados em baldo volumétrico de 5 mL e o
volume é completp com acetona 80%; esta mistura é homogeneizada ¢ as leituras de

absorbancia sdo feitas utilizando espectofotometro (ernrene ) em 665nm e 649nm. Os resultados
de absorbancia obtidos, foram substituidos na equagdio abaixo e a quantidade de clorofilas

pode ser calculada.
( Agss . 6,45 + Agay . 17,72).5 =X pg/uLt

A quantificagdo das clor [14]

2.4) Espectroscopia de UV:

Em uma cubeta de 1 mL foram adicionados 20 pg de clorofilas, solu¢do contendo o
extrato das folhas e do caule do Cochlospermum regium em concentragdes crescente (de
Ipg/ml a 20pg/mL) o volume da cubeta foi completo com um meio contendo: 400mM de
glicose, 10mM de MgClz, 100mM de KCI, 3mM de MnCl,, 1mM de EDTA e HEPES 1%, em
pH 8,0 ajustado com solugdo de NaOH. A mistura reacional foi iluminada por um min’uto
com luz de retroprojetor (GAF 2669) passando por um filtro de Scm contendo solugfo dej
CuSO4 1%, A leitura de absorbancia foi feita & 665nm, antes e apos a iluminagdo. Este
teste foi feito, utilizando 0 mEsMO procedimento descrito para os extratos das folhas e do

herbicida metil-viologen (MV) em concentragdes

caule do Cochlospermum regium, para O
os resultados obtidos com o herbicida foram

crescente (de 0,64pg/mL 2 2,56pg/mL)
comparados com os resultados obtidos com os extratos. As concentragdes de extrato e de MV

correspondem a volumes iguais em pL adicionados.

2.5) Extragio das membranas tilacéides:

6ides foram isoladas das folhas de espinafre ( Spinacea oleracea
o frescas cultivadas por Odécio & Filhos®, foram primeiramente
lavadas em 4gua corrente €, pos ormente em agua destilada; em seguida foram secas, com
papel toalha e cortadas em pequenos pedagos com o auxilio de uma tesoura. As folhas
cortadas foram adicionadas ao copo de liquidificador previamente resfriado, juntamente com
250mL de meio contendo 300mM de sorbitol, 50mM de tricina-Na, 10mM de MgCl, SmM

EDTA e 0,05% de albumina em pH 7,8 ajustado com solugéo

de ascorbato de sodio, 2mM de
jsar do liquidificador, foram dados em média, 5 pulsos

de NaOH. Com a fungdo pulsar
pausadamente para homogeneizar mistura.
foi filtrado em 4 camadas de tecido poroso (fralda de crianga) e

O homogeneizado
centrifugado a 1100xg por sminutos a 4°C. O pellet formado foi ressuspenso em um meio
contendo 25mM de tricina-Na € 10mM de MgClL em pH 7,8 e 4°C. A mistura ficou em
repouso no escuro por 30 minutos a 4°C, sendo em seguida centrifugada a 3000xg por 5
minutos. O pellet formado contendo as membranas tilacoides foi novamente ressuspenso em
5mL de meio contendo 100M de sorbitol, 25mM de tricina-Na, 10mM de MgCl, e 10mM de
NaCl em pH 7,8 1161 As clorofilas foram quantificadas espectroscopicamente de acordo com o
procedimento descrito no item 2.3 deste trabalho.

As membranas tilac

L.) . As folhas de espinafr
teri
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2.6) Sintese de ATP:

As membranas tilacoides isoladas e quantificadas 3 i
e incubadas com o extrato das folhas e do caule doquchlospermflzrr(l)Lrli?xIrg efx(;r ir:nrcr:fligagzz
crcsc(:)ente (2,5ug a 20pg) em recipientes de 1mL durante 30 minutos, no escuro a tempera(iura
de 4°C. Esta mistura foi adicionada a uma cubeta, contendo SmL meio reacional composto d
100mM de sorbitol, 5mM de MgCh, 10mM de KCI, ImM de tricina-Na, ImM de ADP .
3mM de KH,PO4; foram adicionados neste meio 50uM de metil- viologen (MV), comz

aceptor de elétrons na reagdo de Hif SO,
A sintese de ATP foi medida em pH variando de 8,1 a 8,0 usando pHmetro modelo

) ¢ na temperatura de 30°C mantida constante através de banho termostatico

2.7) Teste de Fluorescéncia:
As membranas tilacoides, isoladas das folhas de espinafre (Spinacea oleracea) foram

quantificadas (200pg/mL), misturadas e incubadas com o extrato das folhas ¢ do caule d

Cochlospermum regium em concentracdes crescente (Spg/mL a 20ug/mlL) em recipientes d0
ImL durante 30 minutos, no escuro a temperatura de 4°C. Esta mistura foi adicionada a u .
cubeta e a leitura de fluorescéncia (fluorimetro modelo F-4500 Hitachi, Fi=F,=5nm) rfx;)z;

realizada num intervalo de 400nm a 700nm 1810191,

2.8) Evolugiio de Oxigénio:

As membranas tilacoides isoladas € quantificadas (20pug/mL) foram misturadas e incubad
com o extrato das folhas e do caule do Cochlospermum regium em concentragdes crescenat‘S
(2,5ug a 20pg) em recipientes de 1mL durante 30 minutos, no escuro a temperatura de 4°Ce
Esta mistura foi adicionada a uma cela preparada para este ensaio, conectado a urr;
microeletrodo para medidas de oxigénio, contendo 2mL meio reacional composto de 800mM
de sacarose, 50mM de MOPS-NaOH, 15mM de CaCl, ImM de Ks[Fe(CN)s], 300uM d
DBMIB. O pH do meio foi ajustado com hidréxido de sodio até o valor de 65 empbanhs
termostatizado a 30 °C. A mistura reacional foi iluminada por um minuto ,c’om luz de
retroprojetor (GAF 2669) passando por um filtro de Scm contendo solugdo de CuSO, 1%1)

2.9) Testes de germinagio:

No ensaio de germinagdo foram usadas sementes de Braquedria ( B i

Plant Verd ), milho (Zea mays- Primaiz), feijao ( Phaseollus vu?garis— \gari:il(glia%rgg)za??;
(Glycine Max- variedade Cultivar Lideranca ) e beldroega (Portulaca oleracea- To,seeJd
Sementes Ltda). As sementes foram selecionadas e lavadas em solugiio de NaClO a IOEA) )
ensaio de germinagdo foi executado em placas de Petri com 9cm de didmetro, contendo a' 1
de filtro, 10mL de dgua deionizada e diversas concentragdes de extrato. Em <’:ada placa tgrge
colocadas 25 sementes de braquedria e 25 de bedroega ; para as outras sementes 0 ensaio frrf
com 10 sementes, todos em triplicata. As sementes ficaram em germinadora esterelizada por05l

dias, no escuro ¢ 4 25°C.
Neste trabatho estdo re resentados as porce .
P p e ntagens de germinagio na forma de

graficos e tabelas, onde o zero representa o controle™ .
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