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RESUMO GERAL

Estresses bioticos e/ou abioticos desencadeiam, em vegetais, a producdo de metabolitos
secundarios, que sdo de extrema importancia para aclimatacdo e defesa da planta. Neste
contexto, objetivou-se avaliar o efeito fitotoxico do extrato aquoso das folhas de Bixa orelana
L. (EABO) sobre o desenvolviemento inicial de alface (Lactuca sativa L.). Em placas de Petri
foi criado um micro ambiente, no qual sementes de Lactuca sativa L. foram expostas a
diferentes concentragdes do EABO (25%, 50%, 75% e 100%) e aclimatadas em camara de
germinacéo do tipo BOD (Biochemical Oxygen Demand) a 25+2 °C, e acompanhadas durante
sete dias. No sétimo dia de experimento, avaliacdes biométricas, indices de velocidade de
germinacdo, vigor, indice de tolerdncia, teor de clorofila a, b, totais, carotenoides e
histoquimica foram realizadas. O numero de sementes germinadas apresentou um retardo nas
concentracdes de extrato mais elevadas. O comprimento da radicula das plantulas reduziu
quando aplicada a concentracdo de 100% do EABO. A medida em que se aumentou as
concentracdes do extrato, o conteido de clorofilas a, totais e carotenoides sofreram alteracoes,
bem como, no metabolismo de carboidratos e lipideos. Os resultados revelaram que o extrato
aquoso de Bixa orellana L. possui efeito fitotoxico sobre o desenvolvimento inicial de

Lactuca sativa L.

Palavras-chave: Fitotoxicidade, Germinagdo, Metabdlitos secundarios, Urucum.



GENERAL ABSTRACT

Biotic and/or abiotic stresses trigger, in vegetables, the production of secondary metabolites,
which are extremely important for acclimatization and defense of the plant. In this context,
the objective was to evaluate the phytotoxic effect of the aqueous extract of the leaves of Bixa
orellana L. (EABO) on the initial development of lettuce (Lactuca sativa L.). In petri dishes a
micro environment was created, in which seeds of Lactuca sativa L. Were exposed to
different concentrations of EABO (25%, 50%, 75% and 100%) and acclimated in a
germination chamber of the BOD type (Biochemical Oxygen Demand) at 25+2°C, and
followed for seven days. On the seventh day of the experiment, biometric evaluations,
germination speed indexes, vigor, tolerance index, chlorophyll content a, b, totals, carotenoids
and histochemistry were performed. The number of germinated seeds showed a delay in the
highest extract concentrations. The radicle length of the seedlings reduced when 100% EABO
concentration was applied. As the concentrations of the extract increased, the content of
chlorophylls a, totals and carotenoids underwent changes, as well as, in the metabolism of
carbohydrates and lipids. The results revealed that the aqueous extract of Bixa orellana L. Has

a phytotoxic effect on the initial development of Lactuca sativa L.

Keywords: Annatto, Germination, Phytotoxicity, Secondary metabolites.
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APRESENTACAO

As plantas desenvolveram diversos mecamismos de defesa ao longo do tempo. Entre eles,
a producdo de metabdlitos secundarios, os quais estdo relacionados principalmente com os
mecanismos de defesa da planta contra patdgenos e/ou herbivoros. Quando submetidas a
estresses de origem biotica e/ou abidtica, as plantas produzem estes metabdlitos em resposta
ao estresse sofrido.

Os metabdlitos secundarios sdo agrupados principalmente nas classes dos terpendides,
fendis e alcaldides. A producédo destes metabdlitos pode ocasionar efeitos diretos ou indiretos a
espécies vegetais adjacentes, inibindo ou retardando o desenvolvimento natural de outras
espécies. E fato que as espécies vegetais interagem entre sim e também com outros organismos
vizinhos. Essas interagdes ecoldgicas ocorrem naturalmente na natureza, por meio de varios
mecanismos quimicos. A liberagdo dos aleloquimicos no meio ambiente ocorre atraves da
decomposicao, exsudacéo, volatilizacdo e lixiviagdo de materiais vegetais, interferindo, desse
modo, no crescimento e desenvolvimento de outras espécies vegetais, causando alteracOes
morfofisioldgicas.

Praticas de manejo de espécies com caracteristicas alelopaticas sdo necessarias para
que estas espécies ndo interfiram no desenvolvimento de outros individuos. No entanto, ainda
existe uma enorme quantidade de espécie vegetais que carecem serem estudadas/investigadas
para identificacdo das biomoléculas sintetizadas no seu metabolismo no que diz respeito a sua
fitotoxicidade e sua interacdo com outras espécies vegetais, como é o caso da especie Bixa
orellana L.

Bixa orellana L popularmente conhecida como Urucum, tem origem na América
tropical, sendo bem difundida nos tropicos em todo o mundo. No Brasil, ocorre
principalmente nas regifes Norte e Nordeste. Embora seja nativa da América continental e
amplamente introduzida em todos os demais continentes com fins econdmicos, B. orellana
tem status de planta invasiva em varias ilhas do Pacifico. Apresenta ainda, uma variedade de
atividades bioldgicas ampliando sua aplicabilidade na medicina tradicional.

Considerada como uma das espécies vegetais mais importantes economicamente, 0
Urucum tem sido explorado nos paises em desenvolvimento principalmente na forma de
sementes, devido a sua diversidade de utilidade que vai desde 0 uso na culinaria na forma de

corante, colorau, ao uso nas industrias téxteis e farmacéuticas. Em suas sementes, folhas e

13



casacos de sementes sdo encontrados diversos constituintes quimicos. B. Orellana L.
apresenta uma grande diversidade de atividades bioldgicas, importancia econdémica, medicinal
significativa, dentre outras variedades de uso. No entanto, o conhecimento sobre seu potencial
fitotoxico e sua interferéncia no desenvolvimento de outras espécies vegetais é ainda escasso
na literatura, ndo havendo nenhum registro até o momento, abri espaco para novas
investigacoes.

Desse modo, a presente dissertacdo foi dividida em dois capitulos. O capitulo I, trata-
se da revisdo de literatura, no qual procura-se abordar sobre os metabélitos secundarios
produzidos pelas plantas e o potencial fitotoxicos de espécies vegetais, como por exemplo, a
espécie Bixa orellana L., sobre o crescimento inicial e desenvolvimento de outra planta. O
capitulo I, trata-se de um artigo completo, refente a avaliagfes sobre o pontecial fitotoxico do
extrato aquoso das folhas de Bixa orellana L. sobre o desenvolvimento inicial de alface.

14
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1. URUCUZEIRO (Bixa orellana L.)

1.1. Aspectos boténicos e importéncia econdémica

Bixa orellana L. (familia Bixaceae), popularmente conhecida como urucueiro ou
urucuzeiro, € uma planta arbustiva com porte de até 6 m de altura, considerada rustica,
perenifolia, heliofita e pioneira (EMBRAPA, 2009). O nome do género “Bixa” tem origem
indigena (dos povos Tainos) e o epiteto especifico “orellana” foi dado em homenagem ao
expedicionario e explorador da Amazonia Francisco d’Orellana (MERCADANTE, 2001;
BOLOGNESI; GARCIA, 2018). Tem origem na América tropical (MERCADANTE, 2001;
STRINGHETA; SILVA; COSTA, 2018), sendo bem difundida nos trépicos em todo o
mundo. No Brasil, ocorre principalmente nas regides Norte e Nordeste (STRINGHETA,;
SILVA; COSTA, 2018). Recentemente, tem-se argumentado que B. orellana é uma especie
cultivada domesticada a partir de B. urucurana no norte da América do Sul (MOREIRA et al.,
2015).

Apesar de ser nativa da América continental e amplamente introduzida em todos os
demais continentes com fins econémicos, os trabalhos de Henty e colaboradores (1981),
Smith e colaboradores (1981), Wagner e colaboradores (1999) e em relatérios atualizados do
Instituto das Florestas das llhas do Pacifico (Institute of Pacific Islands Forestry) (PIER,
2018) atribuem a B. orellana status de planta invasora em varias ilhas do Pacifico (Havali,
Fiji, Papua Nova Guing, llhas Christmas, llhas Cook, Polinésia francesa, Nova Caledbnia e
Ilhas Galapagos).

O urucuzeiro se desenvolve preferencialmente em solos férteis e imidos de beira de
rios (LORENZI, 2008). Possui madeira leve, mole e de cor amarelada (ALONSO, 2004). Sua
copa é baixa, densa e bem desenvolvida; folhas simples, glabras, membranaceas de 8 a 11
centimetros de comprimento e flores levemente rosadas, reunidas em paniculas terminais
(LORENZI, 2008; MAJOLO et al.,, 2013); normalmente suas flores surgem durante a
primavera e no inicio do verdo (LORENZI, 2008). A frutificacdo ocorre ao longo do ano, em
sua maioria no inverno (STRINGHETA; SILVA; COSTA, 2018). A Figura 1 a baixo mostra

diferentes partes da planta Urucum:
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Figura 1: Estruturas morfoldgicas da espécie Bixa orellana L. (Urucum), evidenciando a
planta por inteiro (a); (b) folhas e flores; (c) fruto em formato de capsula maduro; (d)

maturacao plena dos frutos e sementes. (Fonte: do Autor)

O fruto do urucuzeiro é fonte de um dos corantes naturais mais consumidos do mundo
— 0 urucu ou urucum, e é a matéria-prima para a producdo do colorau, corante amplamente
usado na culinaria (CHENGAIAH, et al., 2010). Do ponto de vista anatbmico, seu fruto
(denominado de capsulas ou cacholas) possui formato de cépsulas ovais e achatadas,
elipsoides hemisféricas ou conicas (STRINGHETA; SILVA; COSTA, 2018), deiscente,
revestido por espinhos moles e apresenta de 10 — 50 sementes (MERCADANTE, 2001;
ALONSO, 2004; KANG et al., 2010; BOLOGNESI; GARCIA, 2018). Suas sementes sdo
revestidas por uma singela camada de uma substancia amarelo-avermelhada, onde é extraido
o urucum (ALONSO, 2004), A dispersdo das sementes ocorre através dos animais e pelo
homem (STRINGHETA; SILVA; COSTA, 2018).

O urucum tem sido explorado nos paises em desenvolvimento principalmente na
forma de sementes (BARROZO; SANTOS; CUNHA, 2013), sendo uma das espécies vegetais
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mais importantes economicamente, devido ao seu alto potencial de uso em uma variedade de
produtos (ALVES et al., 2006). O urucum € considerado um dos pigmentos naturais mais
utilizados nas industrias farmacéuticas, de cosméticos e de alimentos (pode ser empregado em
bebidas, laticinios, produtos carneos e confeitaria), por apresentar coloragcdo intensa e
estabilidade sob diversas condicdes de processamento (GIULIANO; ROSATI; BRAMLEY,
2003; SCOTTER, 2009; CHENGAIAH, et al., 2010; BITENCOURT et al., 2018). Representa
cerca de 90% dos corantes naturais totais utilizados na industria alimenticia brasileira e
aproximadamente 70% no mercado internacional (GHIRALDINI, 1989).

Este pigmento € fonte de moléculas lipossoliveis e hidrossolliveis que permite seu
emprego em uma variedade de produtos alimenticios. Destaca-se também sua baixa
toxicidade e baixo custo de producdo, sendo uma alternativa viavel para substituir corantes
sintéticos por corantes naturais (AGNER et al., 2004). Além disso, exibe uma melhor
biodegradacdo e possui normalmente maior compatibilidade com o ambiente quando
comparado a corantes sintéticos (SINHA et al., 2013).

A Dbixina e norbixina, principais carotenoides encontrados no urucum, além de serem
aplicados nas industrias como corantes, sdo utilizados também como antioxidantes naturais,
uma vez que possibilita a substituicdo ou reducdo de aditivos quimicos (sintéticos) em
produtos carneos (GARCIA et al., 2012). Estes compostos podem ser aplicados para retardar
0 processo de ranco oxidativo em carnes devido a presenca de dienos conjugados em sua
cadeia carbdnica (BOLOGNESI; GARCIA, 2018).

O Brasil se tornou 0 maior produtor, consumidor e exportador mundial de sementes e
corantes de urucum (CARVALHO, 2018a). E responsavel por cerca de 57% da producéo
mundial de urucum. Em 2015, produziu cerca de 10.000 t e 12.000 t. Em 2016, a producéo de
sementes chegou a 12.817 t, onde a regido Sudeste teve maior producdo (4.758 t), seguido
pela regido Norte (3.488 t), Nordeste (2.746 t), Sul (1.134 t) e o Centro-Oeste apresentou
menor producado (691 t) (CARVALHO, 2018b).

A América Latina é responsavel pela maior parte da producao das sementes, seguida da
Africa e da Asia (ALBUQUERQUE; MEIRELES, 2011). Destacam-se como produtores
mundiais importantes: Peru, com 31% (6.000 t), Costa do Marfim e Gana (5.000 t), Quénia
(2.000 t), Guatemala (1.500 t), Republica Dominicana (900 t), Bolivia (500 t), Equador (400
t), India (300 t) e México (200 t) (FABRI, 2015).
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1.2. Fitoquimica

B. orellana L. apresenta diversos constituintes quimicos encontrados principalmente
em suas sementes, folhas e casacos de sementes. Entre eles, os carotenoides, apocarotenoides,
terpenos, terpenoides, esterdis, compostos alifaticos, monoterpenos e sesquiterpenos,
triterpenoides e outros compostos. No entanto, os carotenoides e apocarotenoides sdo 0s
principais compostos encontrados na planta (VILAR et al., 2014;ISLAM; RATHER,;
MOHAMMAD, 2016).

A maioria dos carotenoides e apocarotenoides descritos foram isolados das sementes e
casacos de sementes de B. orellana L. (ISLAM; RATHER; MOHAMMAD, 2016) no qual a
bixina [metil-hidrogénio-(9'Z)-6,6'-diapocaroteno-6,6'-dioato, figura 2-A] é o principal
composto carotenoide encontrado nas sementes, revestindo-as (PRESTON; RCKARD, 1980;
LAURO, 1991), e o apocarotenoide norbixina. Outros carotendides como a luteina,
zeaxantina (TIRIMANNA, 19981), 6-geranilgeranil-6’-metil-(9°Z)-6,6’-diapocaroteno-6,6’-
dioato (MERCADANTE; STECK; PFANDER, 1997) e trans-bixina, entre outros,
(ANDERSONW et al., 1997) (figura 2). Terpendides como farnesilacetona, octadecanoato de
geranilgeranil (JONDIKO; PATTENDEN, 1989), B-tocotrienol e o-tocotrienol (FREGA,
MOZZON; BOCCI, 1998) e compostos volateis como (Z,E)-acetato de farnesil, acetato de
occidentalol, spathulenol e ishwarane (PINO; CORREA, 2011) também foram isolados das
sementes de ucurum.

Nas folhas de urucum ja foi relatado que ha presenga de terpenos como a-carpofileno,
a-copaeno, a-elemeno e cis-ocimeno (STOHS, 2014) e outros tantos compostos como, por
exemplo, fitol, stigmasterol, sitosterol (RAGA et al., 2011), leucocianidina, &cido elégico,
luteolina e apigenina (HARBORNE, 1975).

Além de carotenoides em suas sementes ha ainda &cidos graxos, tais como, acido
linoleico, oleico, acido palmitico (RAQO et al., 2015) que contribuem ainda mais para a baixa
solubilidade do extrato em agua (BITENCOURT et al., 2018). Este carotenoide é formado por
dois grupos carboxilicos e nove ligacdes duplas conjugadas (LOBATO et al., 2013). A bixina
apresenta coloracdo avermelhada e um grupo éster metilico que atenua suas caracteristicas
lipofilicas, e a norbixina, de cor amarelada, exibe em sua estrutura quimica dois acidos
carboxilicos que Ihe confere solubilidade em agua (BOLOGNESI; GARCIA, 2018).
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Figura 2: Estrutua quimica de alguns dos carotenoides encontrados nas sementes de Bixa
orellana L. (Urucum). (a) bixina; (b) norbixina; (c) luteina; (d) zeaxantina e (e) trans-bixina.
(ISLAM; RATHER; MOHAMMAD, 2016) (Adaptado).

1.3. Atividades farmacoldgicas descritas

Nos ultimos anos, estudos relataram que o extrato de folhas, raiz, caule e sementes de
Bixa orellana L. sdo comumente utilizados para fins medicinais. B. orellana L. apresenta
atividade antibacteriana, antifingica, anti-inflamatoria, antioxidante, neurofarmacoldgica,
anticarcinogénica, motilidade gastrointestinal, anticonvulsivante, antidiarreica e analgésicas,
bem como, sequestradoras de radicais livres, entre outras (SHILPI et al., 2006; ISLAM;
RATHER; MOHAMMAD, 2016). Além disso, B. orellana tem sido utilizada para tratamento
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e anticoncepc¢do de problemas de salde como doengas de pele, diarreia, queimaduras, asma,
infeccOes urinarias, Ulcera e febre (VILLAR et al., 1997).

Quando comparada com medicamentos padres testados, a grande maioria dos
extratos obtidos de B. orellana demonstram atividade bioldgica eficaz, tornando este vegetal
um potencial candidato para o desenvolvimento e producdo de farmacos com maior eficiéncia
e seguranca para o consumo (ISLAM; RATHER; MOHAMMAD, 2016).

InvestigacOes realizadas demonstraram a agdo do extrato de folhas de B. orellana no
tratamento de picadas de cobra, tosse e como digestivo alimentar (FABRICANT;
FARNSWORTH, 2001), além de inibir o crescimento de bactérias como, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Shigella dysenteriae. Por outro lado, ndo inibiu o crescimento de
Shigella boydii, Shigella flexneri e Shigella sonnei (SHILPI et al., 2006). No entanto, 0s
extratos metanolicos obtidos de folhas e sementes de B. orellana apresentaram efeito
inibitorio contra Streptococcus mutans e Streptococcus sanguinis demonstrando que o0 extrato
obtido apresentou efeito citotoxico quando em elevadas concentra¢des. Evidenciando que este
produto natural pode trazer novas alternativas para os tratamentos antibioticos utilizados em
infeccdes orais (MEDINA-FLORES et al., 2016).

2. METABOLITOS SECUNDARIOS EM PLANTAS

Diferente dos metabdlitos priméarios que sdo macromoléculas resultantes de processos
bioguimicos de suma importancia para o crescimento e desenvolvimento vegetal, como a
fotossintese, respiracdo celular e transporte de elétrons que estdo diretamente relacionados
com a sintese de carboidratos, proteinas, lipidios, acidos nucléicos, aminoacidos (HERBERT,
1989; DIXON, 2001; THAKUR et al., 2019), os metabolitos secundarios estdo relacionados
principalmente com a defesa da planta contra patégenos e/ou herbivoros. Além disso, séo
considerados uma fonte significativa de farmacos, bem como, desempenham um papel ativo
na adaptacdo das plantas as condi¢cbes impostas pelo meio ambiente (RAO;
RAVISHANKAR, 2002).

Os alcaldides, antocianinas, flavondides, quinonas, lignanas, esterdides e terpendides,
utilizados como produtos farmacéuticos, agroquimicos, aromas, fragrancias, cores,
biopesticidas e aditivos alimentares, fazem parte da variedade de metabdlitos secundarios
sintetizados em plantas superiores (THAKUR et al., 2019). No entanto, os trés pricipais tipos

de metabdlitos secundarios sdo aqueles contendo compostos fendlicos, terpenos e alcaldides
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(KALLSCHEUER et al., 2019), os quais sdo produzidos no corpo da planta. Para os terpenos
a unidade basica é o isoterpendide 5-C (séo toxinas capazes de deter herbivoros). A via do
acido chiquimico fornece os produtos que ddo origem aos fenolicos (confere capacidade
defensiva as plantas). J& aqueles compostos que contém nitrogénio e/ou enxofre sdo
sintetizados principalmente a partir de aminoacidos (ROSENTHAL, 1991; VAN ETTEN et
al., 1994; ZAYNAB et al., 2018). Os metabolitos secundarios sdo sintetizados basicamente
tendo a glicose proveniente do metabolism primario como precursor, por meio do &cido
chiquimico e do acetato por vias metabdlicas distintas (DEWICK, 2009).

Todas as espécies vegetais sdo produtoras de metabdlitos secundarios. No entanto, 0s
niveis endégenos de metabolitos secundarios (em termos de quantidade e qualidade) podem
variar de uma espécie para outra, ou ainda, entre individuos de mesma espécie (BARTRON,
2007), bem como, seu local de sintese nas diferentes partes da planta. Além disso, podem
sofrer influéncia de estreses ambientais como seca, temperatura, ions metalicos, deficiéncia
nutricional, radiacdo ultravioleta (UV), salinidade, sazonalidade e luz (GOUVEA et al,,
2012). Portanto, fatores bidticos podem influenciar as concentracGes destes, e induzir o
mecanismo de defesa da planta (ASHRAF et al., 2018).

2.1. Alcaloides
Os alcaloides sdo compostos quimicos heterociclicos biologicamente ativos

apresentando pelo menos um nitrogénio (N) em sua estrutura quimica (Figura 3),
apresentando uma vasta e complexa gama de moléculas (ANISZEWSKI, 1994;
ANISZEWSKI, 2007) com propriedades farmacoldgicas exercendo importantes funcdes
ecologicas (ANISZEWSKI, 1994). Em espécies vegetais, os alcaloides sdo relatados por
apresentar potencial herbicida devido a toxicidade que pode apresentar, agindo na defesa
quimica da planta, bem como, fornecem importantes atividades farmacoldgicas, tais como,
antioxidantes, antitumorais, analgésicos, antiinflamatorios e estimulantes (YANG;
STOCKIGT, 2010).

Segundo Dewick, (2002) e Tadeusz (2007), os alcaldides podem ser
classificados/divididos em trés categorias: (1) alcaloides verdadeiros: sdo aqueles derivados
de aminodcidos e que compartilham um anel heterociclico com nitrogénio; (2)
protoalcaldides: o nitrogénio derivado do aminoacido ndo faz parte do anel heterociclico; (3)
pseudoalcaldides: o esqueleto basico de carbono nao é derivado diretamente dos aminoacidos.

A incorporacdo de nitrogénio ocorre em um estagio relativamente apos sua via biossintética.
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Figura 3: Exemplos de alcaloides, mostrando a ciclizagdo e presenca de nitrogénio (N) na
molécula de (a) morfina e (b) nicotina.

Os alcaloides podem estar presentes em todas as partes da planta e/ou em tecidos
especificos, como as raizes e sementes, por exemplo (TAKSHAK; AGRAWAL, 2019).
Ecologicamente exercem funcdes que vao desde a protecdo das plantas contra herbivoros e
pragas, a atracao de insetos para realizar polinizagdo (CROZIER; CLIFFORD; ASHIHARA,
2006; TADEUSZ, 2007).

2.2. Compostos Fendlicos
Os fenois provenientes de plantas abrangem uma grande familia de compostos

aromaticos variando de &cidos benzoicos monociclicos hidroxilados a compostos policiclicos
mais complexos, como estilbenos e flavondides (HOLLMAN, 2001). Os compostos
aromaticos monociclicos naturais, que séo utilizados como agentes aromatizantes, abrangem,
por exemplo, vanilina (4-hidroxi-3-metoxi-benzaldeido), benzaldeido e framboesa cetona [4-
(4-hidroxifenil) -2-butanona] (GALLAGE; MOLLER, 2018) (figura 4).

Os compostos fendlicos formam uma classe de metabolitos secundarios essencial de
plantas aromaticas (MALCOVSKA et al., 2014), no qual o anel fenil apresenta um ou mais
grupos hidroxila ligados (ACHAKZAI et al., 2009; ALI et al., 2013). Foram divididos em
diferentes grupos como ligninas, lignanas, cumarinas, flavonoides, taninos, (PEREIRA et al.,
2009; FANG et al., 2011), estibenos, estirilpironas e arilpironas (FANG et al., 2011), os quais
sd0 compostos quimicos essenciais para a planta. S8o provenientes de rotas alternativas como

as vias do acido chiquimico e acetate-mevalonato, por exemplo (PEREIRA et al., 2009).
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A via do &cido malbnico € menos comum em plantas superiores, ja a via do &cido
chiquimico é comum em plantas. Na via do &cido chiquimico, precursores derivados da
glicolise e a fosfato de pentose s&o convertidos em uma diversidade de aminoacidos
aromaticos nos quais a fenilalanina é o intermediario mais comum/frequente (VERMA,;
SHUKLA, 2015). Os compostos fendlicos sdo responsdveis por desempenhar diversas
fungdes importantes nas plantas (CHAPARRO et al.,, 2013), tais como, crescimento,
reproducdo e tolerancia das plantas a estresses abidticos e bidticos (ACHAKZAI et al.,
2009; GIMENEZ et al., 2014).
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Figura 4: Estrutura quimica de compostos aromaticos monociclicos naturais, vanilina e
benzaldeido (Adaptado).

Os fendlicos juntamente (aliados) com os flavondides compdem um grande grupo de
fitogquimicos. Esses compostos estdo presentes em cascas de frutas e folhas em altas
concentracdes e participam da defesa das plantas contra pigmentacdo, resisténcia aos raios
UV e a doengas (PIERPOINT, 2000) (figura 5).
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Figura 5: Estrutura basica dos flavondides, evidenciando os trés anéis constituintes (A, B e C).
Fonte: (Marco; Poppi, 2008) (Adaptado).

3. ALELOPATIA E ALELOQUIMICOS

O termo alelopatia foi proposto por Hans Molisch em 1937, no qual sugeriu que as
plantas produzem biomoléculas (aleloquimicos), capazes de causar danos ou ndo nos tecidos
vegetais, podendo interferir em uma planta vizinha (VIDAL; BAUMAN, 1997). A palavra
alelopatia vem do grego “allelon” = matuo e “pathos” = dano, que significa “dano matuo” ou
“sofrimento” (RIZVI; RIZVI, 1992).

A alelopatia pode ser definida como sendo uma interagdo positiva e/ou negativa de
metabolicos secundéarios produzidos por uma planta (aleloquimicos) e liberados no ambiente
(RIZzVI; RIZVI, 1992; INDERJIT et al., 2011). Sua interferéncia no crescimento e
desenvolvimento de outra planta pode ser indireta, transformando tais substancias no solo por
meio da atividade de microrganismos (INDERJIT et al., 2011).

Naturalmente as espécies vegetais realizam interacGes ecoldgicas entre si e com outros
organismos vizinhos, através de varios mecanismos quimicos. A liberagcdo dos aleloquimicos no
meio ambiente pode ocorrer por meio da decomposicdo de residuos vegetais, exsudacdo
radicular, volatilizacdo e lixiviacdo (de folhas, raizes, frutos e sementes), interferindo, desse
modo, no crescimento e desenvolvimento de outras espécies vegetais (INDERJIT; DUKE,
2003; WESTON; DUKE, 2003; ASGHARIPOUR; ARMIN, 2010).

Estes aleloquimicos podem causar efeitos inibitorios e/ou estimuladores agindo de
maneira direta ou indireta sobre outros organismos (MARASCHIN-SILVA; AQUILA, 2006).
As plantas sdo afetadas por estas substancias quimicas principalmente nas fases de
emergéncia e estadgio de plantulas (ALAM; ISLAM, 2002; HUSSAIN et al., 2007;
MOHAMADI; RAJAIE, 2009; NASEEM et al., 2009).

A alelopatia cumpre papel importante em ecossistemas agricolas e nas coberturas de
plantas entre as coberturas de culturas, plantas daninhas e arvores. Atualmente, é considerada
como uma tecnologia potencial apropriada no controle de ervas daninhas utilizando as
substancias quimicas liberadas por varias espécies vegetais (NASEEM et al., 2009). Em

sistemas florestais, pode acarretar alteracdes em diversos aspectos ecolégicos como, por exemplo,
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na estrutura, composicdo e dinamica de comunidades vegetais, bem como levar a supressao de
espécies nativas (FERGUSON; RATHINASABAPATHI.; CHASE, 2003).
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RESUMO

As especies vegetais ao longo do tempo desenvolveram diversos mecanismos de resisténcia,
como a producdo de metabdlitos secundarios, para lidar com estresses tanto de origem bidtico
ou abiotico O presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial fitotoxico do extrato
aquoso das folhas de Bixa orellana L. (EABO) sobre o desenvolvimento inicial de Lactuca
sativa L. (alface). Em placas de Petri sementes de Lactuca sativa L. foram expostas a
diferentes concentragdes do EABO (25%, 50%, 75% e 100%) e aclimatadas em camara de
germinacdo BOD (Biochemical Oxygen Demand) a 25+2 °C, e acompanhadas durante sete
dias. Apds setes dias avaliagdes biométricas, nimero de sementes germinadas (NSG), indices
de velocidade de germinacdo (IVG), vigor, indice de tolerancia (IT), teor de clorofila a, b e
totais, carotenoides e analises histoquimicas foram realizadas. Dentre os parametros avaliados
a medida em que se aumentou as concentragcdes do extrato, todas as concentragdes causaram
efeitos fitotoxicos, sendo este mais intenso na concentracdo de 100% do EABO. O percentual
de germinacéo, 1V e IT foram afetados, bem como, uma reducdo no comprimento radicular
foi observado. As concentracbes do EABO afetaram também o contetdo de clorofilas a e
totais e carotenoides. Além disso, as plantulas sofreram alteracbes no metabolismo de
carboidratos e lipideos. Neste contexto, o extrato aquoso de Bixa orellana L. possui efeito
fitotoxico sobre o desenvolvimento inicial de Lactuca sativa L.

PALAVRAS-CHAVE: Aleloguimicos, Bixa orellana L., fitotoxicidade, germinacéo.

ABSTRACT

Plant species over time have developed several resistance mechanisms, such as the production
of secondary metabolites, to deal with stresses of both biotic and abiotic origin. The present
study aimed to evaluate the phytotoxic potential of the aqueous extract of Bixa orellana L.
leaves. (EABQO) on the initial development of Lactuca sativa L. (lettuce). In Petri dishes,
seeds of Lactuca sativa L. were exposed to different concentrations of EABO (25%, 50%,
75% and 100%) and acclimated in a BOD (Biochemical Oxygen Demand) germination

34



chamber at 25+2 °C, and monitored for seven days. After seven days biometric evaluations,
number of germinated seeds (NSG), germination speed index (IVVG), vigor, tolerance index
(IT), chlorophyll content a, b and totals, carotenoids and histochemical analyzes were
performed. Among the parameters evaluated as the concentrations of the extract increased, all
concentrations caused phytotoxic effects, which was more intense in the concentration of
100% of EABO. The germination percentage, 1V and TI were affected, as well as, a reduction
in root length was observed. EABO concentrations also affected the content of chlorophylls a
and total and carotenoids. In addition, the seedlings underwent changes in the metabolism of
carbohydrates and lipids. In this context, the aqueous extract of Bixa orellana L. has a
phytotoxic effect on the initial development of Lactuca sativa L.

KEYWORDS: Allelochemicals, Bixa orellana L., germination, phytotoxicity.

INTRODUCAO

A alelopatia compreende um tipo de relagdo ecoldgica entre duas espécies de plantas
no mesmo ambiente, onde uma delas pode interferir positiva ou negativamente sobre o
desenvolvimento ou sobrevivéncia da outra (AMOO et al., 2008). Essa interferéncia ocorre
gracas a presenca e liberacdo de metabolitos secundarios denominados aleloquimicos
(HASSAN et al., 2012). Estes aleloquimicos s@o utilizados pelas espécies vegetais como
estratégias contra estresses bioticos e abioticos (BALLHORN et al.,, 2009), atuando na
protecdo contra microrganismos e predadores (ZAYNAB et al., 2018).

Estudos de alelopatia podem ajudar a compreender a relacdo de plantas daninhas ou
invasoras nos sistemas agroflorestais ou em ambientes conservados, uma vez que estas
plantas, além de serem capazes de modificar as relacdes ecoldgicas do ambiente, podem
também prejudicar a producdo agricola ou promover extin¢do de espécies nativas, resultando
na perda de biodiversidade (TIGRE et al, 2012). Além disto, plantas que apresentam potencial
fitotoxico (isto €, quando seus aleloquimicos influenciam negativamente no desenvolvimento
de outra planta) podem também ser apontadas como promissoras para a descoberta de novos

herbicidas (ZAYNAB et al., 2018).
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Bixa orellana L. (familia Bixaceae), popularmente conhecida como urucueiro ou
urucuzeiro, € uma planta arbustiva nativa da América tropical, mas bem difundida em todo o
mundo. Sua semente é fonte do urucum, um pigmento alaranjado com grande aplicabilidade
na industria de alimentos e de cosméticos (MERCADANTE, 2001; STRINGHETA,; SILVA;
COSTA, 2018). Este corante natural apresenta dois carotenoides principais (bixina e
norbixina), com ampla utilizacdo na producdo de condimentos, bebidas, laticinios, produtos
carneos e produtos para confeitaria (GIULIANO; ROSATI; BRAMLEY, 2003; SCOTTER,
2009; CHENGAIAH, et al., 2010; BITENCOURT et al., 2018).

B. orellana L. apresenta uma grande variedade de atividades bioldgicas como,
atividade antioxidante, anti-inflamatoria, antifungicas, neurofarmacoldgica e antibacteriana.
Estudos relatam que extratos de suas folhas, raizes, caule e sementes sdo amplamente
utilizadas para fins medicinais (SHILPI et al., 2006; ISLAM; RATHER; MOHAMMAD,
2016). O extrato das folhas é utilizado no tratamento de picadas de cobra, tosse, entre outras
(FABRICANT; FARNSWORTH. 2001) e capaz de inibir o crescimento de bactérias como a
Escherichia coli (SHILPI et al., 2006).

A producdo de sementes de urucum é maior na América Latina (Brasil, Peru, Bolivia,
Equador, México, Coldmbia, Jamaica), sequida por Africa (Quénia) e Asia (india e Filipinas),
enquanto que os Estados Unidos, Japdo e Europa sdo os maiores consumidores. Em 2009, a
area cultivada de urucuzeiro tinha um total de 11707 ha e a producéo de sementes de urucum
atingiu 12472 toneladas (ALBUQUERQUE & MEIRELES, 2011; RADDATZ-MOTA, 2017,
STRINGHETA, 2018).

Apesar de ser nativa da América continental e amplamente introduzida em todos os
demais continentes com fins econémicos, B. orellana tem status de planta invasora em varias

ilhas do Pacifico, como Havai, Fiji, Papua Nova Guing, llhas Christmas, Ilhas Cook, Polinésia
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Francesa, Nova Caledbnia e llhas Galdpagos (HENTY et al, 1981; SMITH et al. 1981;
WAGNER et al. 1999; PIER, 2018).

Mesmo esta espécie apresentando uma importancia econdmica e medicinal
significativa, o conhecimento sobre seu potencial fitotoxico e sua interferéncia no
desenvolvimento de outras espécies vegetais € ainda escasso na literatura, abrindo espaco para
novas investigacOes. Neste sentido, este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial
fitotoxico do extrato aquoso de folhas de Bixa orellana L. sobre o desenvolvimento inicial de

Lactuca sativa L.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material Vegetal

Folhas maduras de Bixa orellana L. (Bixaceae) foram coletadas na fazenda Umburana,
municipio de Oroco-PE (8°33°49,6” S; 39°30°06,6” W), armazenadas em caixas de papeldo
para o transporte até a Unidade Académica de Serra Talhada (UAST). Uma exsicata da planta
foi preparada, identificada por taxonomista e depositada no Herbario do Semiarido do Brasil

(HESBRA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco, sob o nimero 03838.

2.2 Obtencao do extrato aquoso das folhas de Bixa orellana L. (EABO)

As folhas de urucuzeiro foram previamente higienizadas e lavadas em agua corrente, a
drenagem ocorreu a temperatura. Posteriormente, 200 g do material vegetal fresco foram
pesadas. Em um liquidificador, o material vegetal foi triturado em 2000 mL de agua destilada.
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O extrato aquoso obtido passou por duas filtragens para separacdo total das particulas, a
primeira em peneira e a segunda filtracdo em bomba a vacuo para obtengdo do extrato aquoso
bruto das folhas de Bixa orellana L. (EABQO). O material foi alocado em frascos &mbar e

armazenados em refrigeracdo a -20°C para analises posteriores.

2.3 Prospeccéo fitoquimica qualitativa do EABO

O EABO foi primeiramente submetido a banho ultrassonico durante 30 minutos.
Posteriormente, sua caracterizacdo fitoquimica qualitativa foi realizada de acordo com a
metodologia proposta por Matos (1988; 1997), a qual consiste em reagdes quimicas com
formacdo de precipitado, espuma e mudanca de coloracdo para identificacdo de varias classes
de metabdlitos secundarios, como descritos a seguir:

a) Compostos fendlicos

Uma gota do EABO foi gotejada na superficie de um papel filtro, seguida de uma gota
da solugdo de FeCls 2% e analisado sob luz ultravioleta (UV). O aparecimento de uma
coloracdo azul escuro fluorescente indica a presenca de compostos fenolicos.

b) Flavonoides

Uma gota do EABO foi aplicada sobre uma folha de papel filtro e logo apds, uma gota
de cloreto de aluminio (AICIs) 5% foi acrescentada sobre a amostra. As amostras foram
analisadas sob luz UV para identificar o aparecimento ou ndo da cor amarela fluorescente,
indicando a presenca deste metabolito.
c¢) Antocianidinas e Chalconas

Em trés tubos de ensaio, 1 mL do extrato foi adicionado. Em seguida, a amostra do
tubo 1 foi acidificada a pH 3,0 com a adi¢do de HCI 0,5 mol.L, e os tubos 2 e 3 alcalinizados

a pH 8,5 e 11,0, respectivamente, através da adicdo de NaOH a 0,5 mol.L™?. Alteragbes na
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coloracdo das solugBes nas cores vermelha, lilas e azul purpura nos tubos 1, 2 e 3,
respectivamente, indicam a presenga de antocianidinas e a coloragdo vermelha nos tubos 1 e 3
apontam a presenca de chalconas.

d) Flavonas:

Em uma placa de Elisa adicionou-se 150 puL do EABO e um pedaco de fita de
magnésio metalico foi acrescentada, seguido de uma gota de HCI concentrado. Ao final da
reacdo (fim da efervescéncia), a coloragdo deve ser observada, na qual a presenca da cor
vermelha é um indicativo da presenca de flavonas.

e) Alcaloides:

Em uma placa de Elisa, 150 ulL da amostra foi adicionado a dois po¢os. Em seguida,
50 puL do reagente Dragendorff foi acrescentado em cada poco contendo o extrato. Em um
terceiro poco, foram alocados 150 pL do reagente Dragendorff para comparagao (controle). A
formacdo de um precipitado de coloracao laranja sugere a presenca de alcaloides.

f) Saponinas:

Em um tubo de ensaio adicionou-se 1 mL da amostra e 2 mL de agua destilada. O tubo
foi agitado durante 5 minutos (com auxilio de um vortéx) e colocado em repouso por 20 min.
A presenca de espuma persistente indica a presenca de saponinas.

g) Cumarinas:

Em uma folha de papel filtro o extrato foi gotejado e uma gota da solucdo de KOH
10% foi adicionada em sequéncia. A coloracdo azul sob luz UV aponta a presenca de
cumarinas.

h) Antraguinonas:

Adicionou-se 150 pL do extrato em pocos da placa de Elisa e 50 uL de hidroxido de

sddio (NaOH) a 0,5 mol.L? foi acrescentado posteriormente. A presenca da cor vermelha

indica a presenca destes metabdlitos.
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1) Triterpenoides e Esteroides:

Foram adicionados 150 uL do EABO em um poco de uma placa de Elisa, seguida da
adicdo de uma gota de anidrido acético e de duas gotas de &cido sulfdrico. A presenca de
coloracgdo azul-esverdeada indica a presenca de esteroides e a cor vermelha triterpenoides.

J) Taninos:

Em um tubo de ensaio, adicionou-se 1 mL do extrato foi adicionado e uma solucéo de
gelatina 2,5% foi gotejada. A formacdo de precipitado branco demonstra a presenca de
taninos.

I) Leucoantocianidinas e Catequinas:

Em um tubo de ensaio, 1 mL do extrato foi acidificado utilizando HCI 0,5 mol.L™ (pH

3). Posteriormente o tubo foi aquecido (em bico de Bunsen). A presenca da coloracdo

vermelha indicaria a presenca de leucoantocianidinas e amarela catequinas.

2.4 Ensaio de germinacao de alface na presenca do extrato aquoso de folhas de B.
orellana L.

Todo material necessario para montagem do experimento foi previamente esterilizado
em autoclave a 125 °C por 15 minutos e, em seguida, levados para uma estufa de circulacéo
forcada de ar a 60 °C até que todo material estivesse seco. A seguir, todo o material foi
organizado em uma capela de fluxo laminar, onde a semeadura foi realizada, com intuito de
evitar possiveis contaminagdes.

Concentrac6es do extrato aquoso de folhas de B. orellana L. (EABO) foram definidas
através da diluicdo do extrato em agua destilada para obtencdo de proporcdes distintas de
EABO: agua, correspondendo a 25% v/v (1 parte de EABO para 3 partes de agua), 50% (1
parte de EABO para 1 parte de agua), 75% (3 partes de EABO para 1 parte de agua), 100%

(somente EABO). O grupo controle consistiu apenas de dgua destilada.
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O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado (DIC), no qual
consistiu em cinco tratamentos e quatro repeticbes cada. Em placas de Petri, previamente
esterilizadas e contendo uma folha de papel filtro qualitativo como substrato, 25 sementes de
alface (cultivar Monica SF 31, Feltrin®, Farroupilha, Brasil) previamente esterilizadas em
hipoclorito de sodio a 5% por cinco minutos, foram semeadas. Adicionou-se 3 mL das
respectivas concentracdes de EABO 25%, 50%, 75% e 100% para cada tratamento e 3 mL de
agua destilada para o grupo controle (EABO 0%). As placas foram isoladas em plastico filme
e levadas para a cadmara de germinacao do tipo BOD (Biochemical Oxygen Demand) (MA-
1402/546), com fotoperiodo controlado de 12 horas e temperatura de 25 * 2°C, por sete dias.
Diariamente, 0 nUmero de sementes germinadas em cada tratamento foi avaliado. No sétimo
dia do experimento, seis plantulas de cada placa referente as concentracGes adotadas foram
selecionadas aleatoriamente para analises biométricas, no qual mensurou-se 0 comprimento
da radicula e hipocotilo com o auxilio software Image Pro Plus® para posterior analise dos

parametros descritos no item 2.7.

2.5 Indices de desenvolvimento e fitotoxicidade

2.5.1 Namero de sementes germinadas (NSG/Dia) e Indice de velocidade de germinacéo
(IVG)

O acompanhamento da germinacdo foi iniciado 24 horas apds a semeadura e se
estendeu por sete dias. A influéncia do EABO foi avaliada de acordo com sua capacidade de
inibir ou retardar a germinacdo de L. sativa. Sementes que apresentaram emergéncia de
radicula > 1 mm foram consideradas germinadas. A relacdo entre 0 nimero de sementes

germinadas em cada tratamento, para os dias observados (0 a 7 dias) foi estabelecida, bem
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como, determinou-se o Indice de Velocidade de Germinagéo (IVG) de acordo com a formula

abaixo (MAGUIRE, 1962; WARDLE et al, 1991):

IVG:E%

Onde, ng = nimero de sementes germinadas e d = dia observado

2.5.2 Indice de Vigor

O vigor das pléantulas foi determinado, segundo a formula proposta por Abdul-Baki e

Anderson (1973):

Vigor =Ct x ng

Onde: Ct = Comprimento total das plantulas e ng = nimero de sementes germinadas

2.5.3 Indice de tolerancia (IT) ao EABO

O indice de Tolerancia (IT) ao EABO foi determinado através dos dados de
comprimento radicular das plantulas de L. sativa L., apos os sete dias, por meio da formula
proposta por Cox e Hutchinson (1979):

Cg
IT=1+log C_

n
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Ce: comprimento esperado (controle) e Co: comprimento observado nos tratamentos.

2.6 Presenca de necrose

A necrose foi detectada a partir da identificacdo de manchas escuras sobre a radicula
ou sobre a folha cotiledonar, o que indica morte celular na regido afetada. Para cada réplica,
determinou-se o0 numero de plantulas com necrose radicular ou na folha cotiledonar,

calculando o percentual em relacdo ao total de plantulas da réplica.

2.7 Parametros fisico-quimicos

As determinacdes de pH e condutividade elétrica (CE) foram realizadas usando um
medidor de pHmetro e um condutivimetro, respectivamente. A partir dos valores de CE (em
dS.m?), o potencial osmético (Wo, em MPa) foi determinada de acordo com a férmula
proposta por Ayers e Westcot (1999):

Y, =-0,036 x CE

2.8 Teor de Clorofilas e Carotenoides

Com auxilio de um bisturi, as folhas cotiledonares de todas as plantulas para cada
tratamento foram separadas, pesadas e alocadas em tubos de ensaio, previamente
identificados e protegidos com papel aluminio. Em seguida, 4 mL de acetona 80% (VETEC,
Brasil) foram adicionados em todos os tubos e acondicionados no refrigerador durante sete

dias para extracdo dos pigmentos fotossintéticos.
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Apo6s o tempo de extracdo, aliquotas do extrato obtido foram utilizadas para realizar a
leitura em espectrofotdbmetro nos comprimentos de onda de 470, 646,8 e 663,2 nm. As
concentracdes de clorofilas e de carotenoides (em pg.mL™) foram, entdo, calculadas de

acordo com a metodologia proposta por Lichthenthaler, (1987), seguintes formulas:
Clorofilaa = Ca=12,25 A 632 02,79 A sseg
Clorofilab = Cy =21,50 A 6468 — 5,10 A 6632
Clorofilas totais = C @+b) = 7,15 A 632+ 18,71 A es6,8
Carotenoides (xantofilas + carotenos) = (1000 A 470 — 1,82 C 5 — 85,02 C ) / 198

Os resultados foram expressos na quantidade em pg de clorofilas e carotenoides por

grama de massa fresca analisadas em cada tratamento.

2.9 Analise Histoquimica

Plantulas do grupo controle e tratadas com o extrato aquoso de folhas de B. orellana
L. na concentracdo de 100% foram fixadas em FAA 50 % (Formaldeido 37%, Alcool etilico
50 % e Acido acético glacial) por 72h e estocadas em alcool 70 % (JOHANSEN, 1940).
Posteriormente, estas foram divididas em radicula e folha cotiledonar e emblocadas em resina
sintética (kit Historesina - hidroxietilmetacrilato, Leica, Heidelberg). Os blocos foram colados
em um suporte de madeira e, em seguida, foram seccionados com micrétomo semiautomatico,
com cortes de espessura de 5 um. As amostras foram coradas com azul de toluidina (para
identificacdo de compostos fendlicos e pectinas) (BAKER 1966; RAMALINGAN e
RAVINDRANATH, 1970; DMITRUK et al., 2019), lugol (para identificacdo de amido) e
Sudan Il (para identificacdo de lipidios) (JOHANSEN, 1940). Todas as amostras foram

analisadas em microscopio Optico e fotografadas com camera CMOS digital acoplada.
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2.10 Anélises Estatisticas

Os dados foram expressos em média * erro padrdo da media ou desvio padréo, quando
apropriado. Quando paramétricos, os dados foram submetidos analise de variancia (ANOVA)
de um fator seguidos do teste de Tukey. Quando ndo-paramétricos, os dados foram
submetidos ao teste de Kruskal-Wallis seguido da comparagdo multipla de Dunn. Em todas as
analises, a diferenca entre as medias foram consideradas significativas a p < 0,05. Para a

realizacdo das analises o software GraphPad Prism 6 e 0 R studio foram utilizados.

3 RESULTADOS

3.1 Perfil Fitoquimico do EABO

A tabela 1, mostra que o teste de prospeccdo fitoquimica indicou a presenca de
metabolitos secundarios, evidenciando a presenca de flavonoides, alcaloides, compostos
fendlicos, saponinas, cumarinas e triterpendides. Onde, detectou-se ainda uma maior

intensidade de alguns aleloquimicos.

3.2 Parametros Fisico-quimicos: pH, condutividade elétrica e Pressdo osmotica do
EABO

As caracteristicas fisico-quimicas apresentadas pelo extrato das folhas de B. orellana
L. em diferentes concentracdes sdo mostradas na Tabela 2. Foi observado uma estreita faixa

de pH nos extratos, em comparagdo ao controle (variando entre 5,79-4,39), enquanto que a
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condutividade elétrica demonstrou aumento significativo e a pressdo osmatica um declinio a

medida que se elevou as concentraces do EABO.

3.3 Indices de Desenvolvimento e Fitotoxicidade

De acordo com as observacGes relacionadas ao nimero de sementes germinadas por
dia, todos os tratamentos apresentaram radiculas emergidas (>1 mm de comprimento) em 24
horas apds o inicio do experimento. No entanto houve uma redugdo no nimero de sementes
germinadas (NSG) conforme aumentou a concentracdo do EABO. Quando comparado ao
controle, a concentracdo 25% ndo foi significante (p>0,05). Por outro lado, foi possivel notar
um retardo de 66,18%, 94,12% e 97,06% nas concentracdes 50, 75 e 100%, respectivamente
(Figura 1). A partir do terceiro dia, a NSG se estabilizou para todos os tratamentos (p>0,05).

E possivel observar na Tabela 3 uma reducio no IVG a medida em que as
concentracdes de EABO foram aumentando, atingindo 48,92%, 65,66% e 66,19% de reducéo,
respectivamente aos tratamentos EABO 50, 75 e 100%. No entanto, ndo houve diferenca entre
o0 controle e a concentracdo de 25% de EABO. Este comportamento também foi observado no
vigor das plantulas de alface, entretanto, ocorreu de forma mais relevante no tratamento de
concentracdo 100% (59,62%) do extrato. O indice de tolerdncia ao EABO indicou que, a
partir da concentracdo EABO 25%, as plantulas de alface j& apresentam sensibilidade
significativa.

As plantulas demonstraram crescimento irregular (Figura 3) em relacdo ao
comprimento total, sendo possivel observar uma reducdo no tamanho da radicula,
evidenciando um encurtamento em virtude das concentracfes de extrato adotada. Em
decorréncia disso, comprovou-se uma reducdo em média de 54,45% no comprimento da

radicula das plantulas submetidas a concentragdo de 100% do EABO, quando comparadas ao
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grupo controle, evidenciando um comportamento do tipo dose-resposta (Figura 2.A). No
entanto, a parte aérea ndo exibiu modificacdes em relagdo ao comprimento total (Figura 2.B),
diante das concentra¢des de EABO testadas.

Durante as avaliacOes da integridade das plantulas expostas a diferentes concentracdes
de EABO, observou-se a presenca de necrose nas radiculas e folhas cotiledonares apenas nas

concentragdes maiores do EABO (75% e 100%). (Figura 4).

3.4 Teor de Clorofilas e Carotenoides

Na Tabela 4 quanto ao contetdo de clorofila a e totais, os dados mostram que houve
uma reducdo significativa nas concentrages 75% (29,73% e 30,71%) e 100% (26,8% e
27,84%) do extrato, respectivamente. Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos no conteudo de clorofila b.

O conteddo de carotenoides apresentou uma reducdo nas concentracdes de 50, 75 e
100% do EABO, ocorrendo de forma mais acentuada nas concentracdes de 75% (75,48%) e
100% (75,05%). Por outro lado, o oposto foi observado na concentracdo de 25%, na qual

ocorreu um aumento de 22,31%, atingindo 138,36 ug.gMF* de carotenoides (Tabela 4).

3.5 Caracteristicas anatdmicas e histoquimicas de plantulas de alface sobre influéncia do
EABO para deteccdo de compostos fendlicos, amido e lipideos

Quanto as estruturas anatémicas das plantulas de alface sobre influéncia ou ndo do
EABO, foi possivel observar que ndo houve alteracdo entre os tratamentos, nos quais 0s
tecidos dérmicos, fundamental e vascular foram observados. No sistema radicular, observou-
se a epiderme, o cortéx, periciclo e os vasos condutores, xilema e floema (Figura 5A, B). Nas

folhas cotiledonares observou-se a presenca de estdmatos na epiderme abaxial e adaxial
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(caracteristica anfiestomatica), células do parénquima palicadico e parénquima esponjoso.
Notou-se ainda, que os espacos intercelulares diminuiram a medida que se aumentou a
concentracdo do extrato (Figura 6A, B).

Ao verificar os cortes histologicos das folhas cotiledonares das plantulas coradas com
azul de toluidina (figura 6-A e 6-B), € possivel verificar que a amostra da folha cotiledonar do
controle apresentou coloracdo azul em estruturas como parede celular e citoplasma, mas o0s
vacuolos dos parénquimas esponjosos sao evidenciados sem coloragdo (figura 5-A). Por outro
lado, a amostra da folha cotiledonar do EABO 100% apresentou coloragdo verde intensa,
chamando a atencdo para os vacuolos dos parénquimas eponjosos também com coloracdo
verde (figura 6-B). Essa analise sugere um aumento significativo na concentracdo de
compostos fendlicos nos vacuolos das células parenquimaticas das folhas cotiledonares de
plantulas de alface tratadas com EABO. Quando analisadas os cortes histologicos das
radiculas, verifica-se que ndo hd mudancas na coloracdo nem estruturais significativas entre
elas (5-A, 5-B).

Para a atividade do lugol, foi observado a presenca de amido em todos os tratamentos
independentemente da parte da planta analisada (radicula ou folha). No entanto, nas folhas,
houve um aumento no acimulo de amido nas células quando comparado com o controle, na
concentracdo mais elevada do extrato (100%) (figura 6C, D). Ja na radicula o acimulo de
amido foi muito baixo, independente da concentracdo (Figura 5C, D).

Em relacdo a atividade do sudan 111, foi possivel observar que em todos os tratamentos
houve acumulo de lipideos nas folhas. Entretanto, este acimulo de lipideos foi observado
mais proximo a epiderme a medida que se aumentava as concentracdes do extrato, formando,
em alguns casos, uma fina camada lipidica ao entorno da epiderme, principalmente na regido
abaxial da folha (Figura 6E, F). Nas radiculas também houve a acimulo de amido foi muito

baixo, independente da concentracdo (Figura 5E, F).
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4 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo revelam que o extrato aquoso das folhas de Bixa
orellana L. (EABO), reduziu a porcentagem de germinagdo, afetou significativamente o
comprimento radicular de plantulas de Lactuca sativa L. a medida que se aumentou as
concentragdes do extrato, e induziu o acimulo de amido e lipideos nos tecidos vegetais.
Evidenciando assim o potencial fitotoxico do EABO sobre o desenvolvimento inicial de
alface.

Os aleloquimicos estdo presentes nos vegetais nas folhas, raizes, cascas, flores, frutos,
e sua liberacdo também pode ocorrer como exsudatos radiculares e/ou compostos volateis
(WEIR; PARK; VIVANCO, 2004). As analises indicaram a presenca de flavonodides,
alcaloides, compostos fendlicos, saponinas, cumarinas e triterpendides no EABO. A literatura
evidencia a presenca de estudos comparativos de extratos vegetais quanto a sua composicao
quimica, no qual a presenca dos metabdlitos saponinas, taninos, alcaldides, bem como, alguns
fendis, compostos majoritarios em determinados extratos aquosos, devido a capacidade deste
solvente em interagir com diversas moléculas polares (TIWARI et al., 2011; KUBILIENE et
al., 2018). Quanto aos componentes isolados, nas folhas de urucum ja foi relatado que ha
presenca de terpenos como a-carpofileno, a-copaeno, a-elemeno e cis-ocimeno (STOHS,
2014) e outros tantos compostos como, por exemplo, fitol, stigmasterol, sitosterol (RAGA et
al., 2011), leucocianidina, acido elagico, luteolina e apigenina (HARBORNE, 1975).

De acordo com os estudos de Qin et al (2006), o acido elagico é um aleloquimico
capaz de inibir o peso fresco, a elongacédo da raiz em concentragdes entre 100 e 200 pg mL™
em Arabidopsis thaliana. Este resultado corrobora com nosso estudo, no qual observamos

inibicdo e encurtamento radicular. O que pode esta diretamente relacionado a presenca de
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compostos fenolicos. A apigenina e a luteolina causam uma diminui¢do nos parametros de
germinabilidade e crescimento radicular (BASILE et al., 2003). Embora estes compostos ndo
tenham sido detectados no presente estudo.

Quanto aos parametros fisico-quimicos, é sabido que sdo extremamente importantes
na conducdo dos processos fisiologicos, metabdlicos e bioquimicos. A respeito da
condutividade elétrica, ela nos permite saber sobre a concentracdo de eletrélitos, bem como a
quantidade de minerais dissolvidos na &gua (NAZIR et al., 2015). Uma vez, que a
condutividade elétrica aumenta e/ou o potencial osmético diminui, a disponibilidade de agua
nas raizes € reduzida, o que pode acarretar na inibicdo do crescimento vegetal (VAN
IEPEREN, 1996). Segundo Gatti, Perez e Lima (2004), o pH ideal para a germinacdo de
plantas deve estar entre 4 e 7 e 0 potencial osmotico deve ser menor que -0,2 MPa, como
observado no presente estudo. Tal comportamento foi observado em nosso estudo, entretanto,
considerando os dados obtidos, podemos afirmar que o0s parametros fisico-quimicos
analisados parecem ndo estar envolvidos diretamente na fitotoxicidade do EABO. E sabido
que o volume dos vacuolos de células da raiz sofre alteracdo de volume em funcao da pressao
osmotica (ANDREEV, 2012).

Diversos produtos quimicos alelopaticos, como a catequina, por exemplo, afetam mais
drasticamente a germinacgédo de sementes do que o crescimento e viabilidade de plantas adultas
(WEIR; PARK; VIVANCO, 2004). Além disso, o comprimento radicular expressa os efeitos
fitotoxicos secundarios ocasionados por aleloquimicos, devido a elevada sensibilidade das
raizes primarias e por estarem em contato direto com o extrato (OLIVEIRA e CAMPOS,
2006). Segundo Weir, Park e Vivanco (2004), a respiracdo mitocondrial provavelmente €, em
parte, um dos mecanismos que ocasiona a inibicdo da germinacdo de sementes, uma vez que,
durante esta fase, ocorre um rapido aumento da atividade glicolitica, bem como, aumento na

taxa respiratoria. Essa atividade é necessaria para mobilizar carboidratos armazenados para
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fornecer as sementes o poder redutor, o0 ATP e os produtos de carbono, indispenséveis para a
biossintese das raizes e partes aéreas das mudas emergentes (WEIR; PARK; VIVANCO,
2004).

Um dos possiveis fatores da fitotoxicidade do EABO em nosso estudo, foi a redugéo
nos pigmentos fotossintetizantes. A reducdo na sintese de clorofila é considerada uma
resposta comum das plantas a aleloquimicos, e isso pode ser uma resposta subsequente da
planta a esses produtos quimicos, além de danos celulares. Os aleloquimicos afetam
adversamente a biossintese e o acumulo de clorofila, interferindo na biossintese e/ou
destruicdo da clorofila. Os proximos efeitos negativos desses processos seriam retardadores
da fotossintese e do fraco crescimento das plantas (TANVEER et al., 2008; BENYAS et al.,
2010).

Estudos realizados com diferentes variedades de trigo demonstraram que a
concentracdo de clorofila apresentou comportamento crescente e decrescente ao estresse
alelopatico de Avena fatua, Melilotus officinalis e Polypogon hissaricus, plantas daninhas
(SIYAR et al., 2019). Ja em estudos anteriores, foi observado uma redugdo na concentracéo
do conteudo de clorofila foliar, o crescimento de plantulas de lentilha quando extratos
aquosos (0,5% a 2%) de Xanthium strumarium foram aplicados (BENYAS et al., 2010).
Evidenciando que a medida em que se aumenta a concentracdo do extrato o conteudo de
clorofilas reduz, como observado no presente trabalho em plantulas de alface tratadas com
diferentes concentracbes do EABO. Este comportamento provavelmente aconteceu pela
presenca de danos celulares e anormalidade biossintéticas no fotossistema desencadeados
pelos aleloquimicos presentes no extrato (SIYAR et al., 2019).

O corte histoldgico corado com azul de toluidina revelou um aumento significativo na
quantidade de compostos fendlicos na folha cotiledonar de plantulas de alface expostas ao

EABO (mas ndo nas radiculas), em especial todo o contetdo dos vactolos reagiu com o
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corante, evidenciando uma cor verde intensa (diferentemente do controle, onde o interior do
vacuolo ndo foi corado e as estruturas demonstraram tonalidade azul). 1sso é possivel porque
o0 corante azul de toluidina possui metocromasia verde na presenca de compostos fendlicos
(RAMALINGAM e RAVINDRANATH, 1970). Ainda de acordo com Ramalignam e
Ravindranath (1970), as substancias p-cresol, pirocatecol, 4-metil catecol, resorcinol,
naftocresol e pirogalol conseguem ser coradas de verde.

Na literatura é relatado que alguns estresses abidticos sdo capazes de induzir o
acumulo de compostos fendlicos (substancias com atividade antioxidante) nos vacuolos de
células do parénquima esponjoso foliar. Santiago et al (2000) observaram o acumulo de
compostos fendlicos nos vacuolos foliares de quebra-pedra (Phyllanthus tenellus) em resposta
a exposicdo ao sulfato de cobre. Em alface também se observou o aumento de compostos
fendlicos com atividade antioxidante nos vacuolos foliares em resposta ao estresse hidrico
(OH et al., 2009a; OH et al., 2009b) e a incidéncia de radiacéo ultravioleta (LEE et al., 2014).
Também é evidenciado na literatura que, diante desses estresses abioticos, o alface aumenta a
expressdo e a atividade da enzima fenilalanina amdnia liase (PAL), enzima chave na via de
biossintese dos compostos fendlicos. Diante destes fatos, acreditamos que os aleloquimicos
do EABO desempenham papel semelhante na ativacdo da PAL para a biossintese de
compostos fendlicos e consequente acimulo vacuolar, como mecanismo de defesa e protecédo
da planta Por fim, a presenca de necrose na folha cotiledonar (fig. 4-C) pode estar relacionada
com 0 aumento da deposicao de compostos fendlicos no mesofilo foliar, como revelado nos
cortes histologicos corados com azul de toluidina (ZOBEL e NEGHSWANDER, 1990), bem
como pode esta associado a reducdo do crescimento das plantulas de alface observado neste
estudo.

Outro fator da fitotoxicidade do EABO evidenciado no presente trabalho foi o

aumento no actimulo de amido nas folhas de alface submetidas a concentracdes distintas. E
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relatado na literatura que ha aumento no acimulo de amido quando espécies vegetais estdo
sob estresse (THALMANN e SANTELIA, 2017), como por exemplo, a alga verde
Chlamydomonas reinhardtii (SIAUT et al., 2011) e o hal6fito Thellungiella halophila
(WANG et al,, 2013). O amido é considerado a principal fonte de armazenamento de
carboidratos fundamental para a aptiddo das plantas (SANTELIA e ZEEMAN, 2011; LIU et
al., 2019), e seu metabolismo geralmente exibe plasticidade em resposta a condigOes
ambientais (LIU et al., 2019). Estd comumente associado a 6rgdos de armazenamento, como
raizes, rizomas, tubérculos, caules e sementes. Nestes 6rgdos sdo sintetizados a partir da
sacarose transportada podendo ser armazenado, fornecendo alimento para o crescimento e/ou
estabelecimento de mudas na fase de crescimento do vegetal (THALMANN e SANTELIA,
2017). Ainda de acordo com os autores supracitados, o amido é sintetizado nas células
fotossintéticas usando principalmente uma fracdo do carbono fixado a partir de CO2 e
armazenado temporariamente nos cloroplastos. Sendo ele sintetizado e/ou degradado em um
curto espago de tempo, e suas vias variam de acordo com o tipo de célula a partir do qual é
derivado e as condi¢cdes ambientais externas.

No presente estudo também foi observado a presenca da producdo de lipideos nas
plantulas de todos os tratamentos principalmente naqueles referentes as concentracdes mais
elevadas do EABO. Este provavelmente € um dos mecanismos que as espécies vegetais

possuem de fitoprotecdo para tolerar as a acdao do agente estressor (SCHNEIDER et al., 2013).

5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados indicam que o extrato aquoso das folhas de Bixa orellana L. possui

efeito fitotdxico sobre o desenvolvimento inicial de Lactuca sativa L., afetando a velocidade
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de germinacgdo, vigor, indice de tolerancia, comprimento da radicula, bem como o contetdo
de clorofilas a e totais e carotenoides.

Evidenciou a presenga de compostos fenolicos, flavondides e cumarinas no extrato
aquoso de Bixa orellana L., que contribuiram para o efeito fitotoxico do extrato em plantulas
de alface. As diferentes concentracbes do extrato provocaram acUmulo de compostos
fendlicos na folha, amido e lipideos nos tecidos vegetais. Com isso, se faz necessario a
realizacdo de estudos visando elucidar a influéncia dos aleloquimicos presentes no EABO
sobre o desenvolvimento inicial de alface, e os mecanismos moleculares pelos quais os efeitos

obsevados neste estudo ocorrem.
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TABELAS

Tabela 1- Classes de metabdlitos secundarios detectados na analise fitoquimica qualitativa do

extrato aquoso das folhas de Bixa orellana (EABO).

CLASSES DE METABOLITOS DETECCAO
SECUNDARIOS
Compostos fenolicos +++
Triterpendides ++
Esteroides ND
Flavonoides +++
Catequinas ND
Taninos ND
Flavonas ND
Leucoantocianidinas ND
Antocianidinas ND
Chalconas ND
Alcaldides ++
Saponinas +++
Antraquinonas ND
Cumarinas +++

Legenda: (+++) forte; (++) moderado; (+) fraco; (ND) nédo detectado.

Tabela 2. Caracteristicas fisicas e quimicas do EABO.

EABO (0,1 g MF.mL?Y) pH CE (dS.m?) ¥, (MPa)
0% 578 £ 0,1871a 4,05320,2311e -0,0014 %0,0007a
25% 4,52 + 0,010b 442 +15,6815b -0,1591 +0,0056b
50% 4,44 + 0,005b 721,9 +25,4837¢ -0,2598 +0,0091¢
75% 4,38  0,011b 1050 +5,5677d -0,3780 +0,0020d
100% 445+0,005b  1602,7+19,3993a  -0,5769 +0,0069e
CV(%) 1,78 2,11 2,11
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Valores expressos em M+DP. Letras diferentesna mesma coluna indica diferenga significativa
entre os tratamentos (p<0,5). Dados obtidos a partir de trés leituras para cada parametro
analisado (n=3).

Tabela 3. Parametros avaliados na germinacdo e desenvolvimento das plantulas de Lactuca

sativa L. sob influéncia de diferentes concentracbes do EABO ap0s sete dias.

EABO IVG VIGOR IT
0% 18,93 + 0,62a 697,4 + 64,70a 0,995 £ 0,077a
25% 18,51 + 0,86a 458,8 + 40,85b 0,768 + 0,045b
50% 9,67 £ 0,54b 370,2 +9,21b 0,797 +0,042b
75% 6,50 + 0,48c 300,7 + 38,66b 0,717 + 0,065b
100% 6,40 + 0,42c 281,6 £ 32,31b 0,625 + 0,153b

M=EPM Valores seguidos de letras diferentes em cada coluna representam médias que
diferem entre si significativamente para p < 0,05 (ANOVA de uma via seguida do teste de
Tukey), IVG= Indice de velocidade de germinagdo; IT= Indice de tolerancia ao extrato

aquoso de Bixa orellana.
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Tabela 4. Teor de pigmentos fotossintentizantes em plantulas de Lactuca sativa L. submetidas

a diferentes concentracOes do extrato aquoso de folhas de Bixa orellana L. (EABO).

Pigmentos Fotossintéticos (ug.gMF™)

TRATAMENTOS _ _ _ _
Clorofila a Clorofilab Clorofila Total Carotenoides
0% 425,97 +45 46a 127,62 +17,15a 553,60 +62,50a 113,12 +10,76a
25% 504,21 £33,01a 115,82 +57,03a 620,03 +40,36a 138,36 +8,62b
50% 415,35 +29,20a 122,32 +10,56a 537,67 +39,77a 114,68 +5,31a
75% 299,33 +32,12b 84,14 +11,96a 383,57 +44,05b 85,39 +5,81c
100% 311,82 +52,80b 87,66 +22 23a 399,48 +73,69b 84,90 +11,85¢
CV (%) 31,48 19,20 21,12 20,02

Valores expressos por media * erro padrdo da media. Médias seguidas por letras iguais na

mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey p<0,05.
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Figura 1. Comportamento da germinacdo de sementes de L. sativa expostas a concentracoes

do extrato aquoso de folhas de B. orellana L. (EABO) durante sete dias, em relacdo ao grupo

controle (0%). Letras diferentes representam médias que diferem entre si significativamente

para p < 0,05 (ANOVA de duas vias, Teste de Tukey).
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Figura 2: Efeito do extrato aquoso de folhas de Bixa orellana L. sobre o comprimento

radicula (A) e hipocotilo (B) de plantulas de Lactuca sativa L. Letras diferentes representam

valores médios que diferem significativamente entre si para p<0,05.
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Figura 3. Plantulas de Lactuca sativa L. obtidas ap6s sete dias de germinacdo na presenca de

agua destilada ou diferentes concentracdes de EABO, indicando sua influéncia no

comprimento da radicula para os tratamentos (B) 25%; (C) 50%, (D) 75% e (E) 100% em
relacdo ao tratamento controle (A) 0%. As plantulas mostradas sdo representativas de 4

repeticdes (6 réplicas cada).
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Figura 4: Percentual de plantulas de Lactuca sativa com necrose em diferentes estruturas,
tratadas com EABO. (A) Gréafico com percentual de plantulas com radiculas analisadas com
necrose; (B) Percentual de plantulas com folhas cotiledonares analisadas com necrose. (C)
Observacdo em lupa estereoscopica de folhas cotiledonares de plantulas de Lactuca sativa L.
(aumento de 40x). (1) Folhas cotiledonares de plantulas representativas do grupo controle
(tratamento agua destilada, 0% EABO); (2) Folhas primarias de plantulas representativas do
grupo EABO (0,1 g MF.mL™) nas concentragbes 75% (esquerda) e 100% (direita). As setas
indicam a presenca de necrose foliar. Letras diferentes representam médias que diferem entre
si significativamente para p < 0,05 (teste de Kruskal-Wallis seguido da comparacdo multipla
de Dunn).
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Figura 5: Observacdo em microscopio optico de cortes anatdmicos transversais da radicula de
L. Sativa L. sobre influéncia do extrato aquoso das folhas de Bixa orellana L. (EABO)
(aumento 10x). Imagens A, C e E representam o controle; imagens B, D e F representam o
tratamento de maior concentracdo (100%). (A) e (B) representam a forma estrutural das
células coradas com Azul de Toluidina; (C) e (D) coradas com Lugol indicam a presenca de
amido (ST); (E) e [100%] (F) coradas com Sudan Il indicam a presenca de lipideos (LP).

Ep= epiderme; Cx= cortex; FI= floema; Xy= xilema.
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Figura 6: Observacdo em microscopio Optico de cortes anatdmicos transversais das folhas
cotiledonares de L. Sativa L. sobre influéncia do extrato aquoso das folhas de Bixa orellana L.
(EABO) (aumento 10x). Imagens A, C e E representam o controle; imagens B, D e F
representam o tratamento de maior concentracdo (100%). (A) e (B) representam a forma
estrutural das células coradas com Azul de Toluidina; (C) e (D) coradas com Lugol indicam a
presenca de amido (ST); (E) e (F) coradas com Sudan Il indicam a presenca de lipideos (LP).
AbEp= epiderme abaxial, AdEp= epiderme adaxial; PP= parénquima palicadico; LP=

lipideos; PS= parénquima esponjoso.
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