GERMINACAO E ESTRUTURA DAS RAIZES DE Calopogonium mucunoides
DESV. EXPOSTAS A SUBSTANCIAS FENOLICAS DE Urochloa humidicola
(RENDLE) MORRONE & ZULOAGA E A PADROES FENOLICOS
COMERCIAIS

RODRIGO BARBOSA BRAGA FEITOZA

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE DARCY RIB EIRO
Campos dos Goytacazes-RJ
2016



“ GERMINACAO E ESTRUTURAL DAS RAIZES DE Calopogonium mucunoides
DESV. EXPOSTAS A SUBSTANCIAS FENOLICAS deUrochloa humidicola
(RENDLE) MORRONE & ZULOAGA E A PADROES FENOLICOS
COMERCIAIS.”

RODRIGO BARBOSA BRAGA FEITOZA

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Centro
de Biociéncias e Biotecnologia da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro —
UENF, como parte das exigéncias para
obtencéo do titulo de Mestre em Biociéncias e

Biotecnologia.

Orientadora: Dr2 Maura Da Cunha

Co-orientadora: Dr2 Helena Regina Pinto Lima

CAMPOS DOS GOYTACAZES
FEVEREIRO / 2016



“GERMINACAO E ESTRUTURAL DAS RAIZES DE Calopogonium mucunoides
DESV. EXPOSTAS A SUBSTANCIAS FENOLICAS de Urochloa humidicola
(RENDLE) MORRONE & ZULOAGA E A PADROES FENOLICOS
COMERCIAIS.”

RODRIGO BARBOSA BRAGA FEITOZA

Dissertagdo de Mestrado a ser apresentada ao
Centro de Biociéncias e Biotecnologia da
Universidade FEstadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro — UENF, como parte das
exigéncias para obtengdo do titulo de Mestre em

Biociéncias e Biotecnologia.

Aprovada em Q&/Q&L/ 2011‘6

BANCA EXAMINADORA:
P . '
Dirs, Baih ChAssnt Baldas Olivaiw - Tiah

(Blandun Jmm&m

Dra.(’svlaudete Santa Catarina — LBCT/CBB/UENF

14.», \/aﬂ«uqé" RN T

Dra. Katia Valevski Sales Fernandes — LQFPP/CBB/UENF

//\f

ura Da Cunha LBCT/CBB/UENF (Qﬂentadora)

/LLL%/%( ﬁMG m l L}MU“

Dra. H\elena Regina Pinto ILima — UFRRJ (Co-orientadora)

Dra.

%
A%



Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério del®jia Celular e Tecidual no setor de
Biologia Vegetal, e no Laboratério de Quimica e ¢ém de Proteinas e Peptideos,
associados ao Centro de Biociéncias e Biotecnoldgi&niversidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, e no Departamento derBoddda Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, sob orientagdo da Dra. Maur@utdna e co-orientagao da Dra. Helena
Regina Pinto Lima com financiamento de apoio a pesg da Coordenacdo de

Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPE& Fundacédo Carlos Chagas
Filho de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio deirda(ffAPERJ) e do Conselho

Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnol6gi€NPQq) e bolsa de Mestrado
concedida pela CAPES.



AGRADECIMENTOS

Inicialmente gostaria de agradecer a Deus, que reeagteve presente em minha
vida, amparando-me nos meus momentos de fraqueae,adencoando ao colocar diante
de mim grandes oportunidades e grandes pessoas.

A orientadora Dra. Maura Da Cunha, que me acoligssa nova casa que € a
UENF nessa nova fase da minha vida, por acreddtaneu potencial e no potencial do
trabalho em si, e também por sempre estar disgamygenomentos de necessidade.

A co-orientadora Dra. Helena Regina Pinto Limasd#e2010, presente na minha
vida tanto como professora quanto como amiga, geelade parceria tanto dentro como
fora da Academia, pela valorosa ajuda na discudséte trabalho e pelas centenas de
xicaras de café consumidas durante esse periodo.

Ao Programa de Pos-Graduacdo em Biociéncias ediotogia da UENF, pelo
apoio logistico e académico. Ao corpo técnico d&CIBespecialmente Giovanna Alves e
Beatriz Ferreira, pelo suporte e pela amizade.

Aos orgaos de fomento CNPq e FAPERJ, pelo aukilenceiro concedido, e a
CAPES pela concesséao da bolsa de mestrado.

Ao Dr. Mario Geraldo de Carvalho, a Msc. Débora Barde Oliveira e equipe,
pela enorme colaboragdo com a fitoquimica da esmStudada, por cederem gentilmente
o extrato foliar da braquiaria, e também com ardeteacdo das substancias fendlicas
puras utilizadas neste trabalho.

A Dra. Antbnia Elenir Amancio de Oliveira, aos Mdfduardo Alves Gamosa e
equipe, pelo auxilio logistico na realizacdo degbsaios de germinacéo.

A Pirai Sementes, pela doacdo generosa das senumtealopogoénio utilizadas
neste trabalho.

Ao Laboratorio de Anatomia Vegetal do Departamemie Botanica da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, peigilio na realizacdo de parte das
andalises em microscopia optica.

Aos membros da banca, por aceitarem o convite thida Defesa, e pelas
variadas contribui¢cdes ao trabalho

Aos colegas do laboratorio SBV/UENF: Camilla RibeifFernanda Trindade,
Glazielle Campbell, Guilherme Rabelo, Jonas Bi$taulo Pireda, Warlen Costa e outros,
por me ajudarem com inumeras contribuicbes, porpeotitharem experiéncias e por

serem companheiros ilustres fora da bancada.



Aos colegas ruralinos Kathlyn Gevu, Jodo Klébem&edes, Natalia Baptista,
Sabrina Pereira e aos demais, por terem sido mintiea familia” por tanto tempo.

Ao meu pai Ubiraci (Bira), maior inspirador comespoa e como bidlogo, pelas
muitas licdes de vida e superacdo, maior amigonéidemte. Ao meu irmao Luis Felipe,
aos poucos se revelando um grande homem, pelos mmsn@intos e experiéncias
compartilhadas. A todos os Feitozas (com “z” ou ¢sf)y estejam eles no Rio de Janeiro
ou em Vitoria. Orgulho-me sempre de dizer que faarbe dessa familia.

Aos amigos que conheci durante o Mestrado em &iocs e Biotecnologia:
Jacques Coimbra, Leide Laura Maciel, Milena MansfefePoliana Rangel e outros, por

compartilharem comigo as alegrias e os desafiggdaraduando.

Vi



INDICE

RESUMO —-mmm oo X
1. INTRODUGAQ --mmmmmmmmmmm e 1
2. REVISAO DE LITERATURA ---nnnmmmmmmmmmmmm e 2
2.1.Urochloa humidicola (Rendle) Morrone & Zuloaga---------------=-=-========-=-m-m-m-m- 2
2.2. Metabdlitos secundarios e fitotoXidez ------=-=-=-=-==-mmmmmmm oo 4
2.3. Substancias fenOliCas--------=-=-=mmmmmmm e e 7

2.3.1. Efeitos sobre germinacao, crescimento inidiae morfologia das

PIANTUIAS === 8
2.3.2. Efeitos sobre a ultraestrutura celular e oubs processos--------------- 9
3. OBJETIVOS -mmmmmmmmmmmm e 12
3.1. Objetivo Geral---m-mmmmmmmem oo 12
3.2. Objetivos ESPeCifiCOS----mmmmmmmmmmmmmmm oo 12
4. MATERIAIS E METODOS ---nmmmmmmmmmmmmm s 13
4.1. Coleta deUrochloa humidicola e obtencédo do extrato foliar------------- 13
4.2. Bioensaio de atividade fitotOXiCar-----=--m-=mm=mmmmmmmmmmm oo 14
4.3. Preparo para MiCroSCOPi@----=======mmmmmmmmmm oo 16
4.3.1. Microscopia OptiCa---------=m=mmmmme 16
4.3.2. Microscopia Eletronica de TransSmiSS&e---------==-============mmmmmmmmmeememoee 16
4.4. Analises estatiStiCag----=-=======m=mmnmmmme e e 17
5. RESULTADOS - 18

5.1. Germinacdo de sementes e morfologia externmdieiduos deCalopogonium
mucunoidesubmetidos aos diferentes tratamentos ----------------=--=-=---mmmemno- 18

5.2. Anatomia dos individuos d€alopogonium mucunoidegpds os diferentes

trAtAMENTOS —-mmmmm oo oo e 22
5.3. Ultraestrutura celular em individuos @alopogonium mucunoidegpos tratamento

COM ACIAOD-CUMAIICO =====m=mmmmmmmmmm e e 26
6. DISCUSSAO----mmmmm e e 28
7. CONCLUSOE S 33
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS --------mmmmmmmeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 34
ANE X O S m e 44

Vil



INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Pastagem di&rochloa humidicolgbraquiaria). Fonte: Roberta C. Ribeiro......... 3
Figura 2:Calopogonium mucunoidésalopogonio). Fonte: Roberta C. Ribeiro. ....c...2

Figura 3: Grafico hipotético de Liet al. (2003), relacionando a Dose (D) de uma
determinada substancia quimica com a RespostaaRjual pode ser estimulatoria
(Dn/Rm), nula (QyRy), ou inibitéria em nivel de 50% do parametro addi (3;¢/0,5R.)...6

Figura 4: Estrutura basica de duas classes deaswiied fendlicas distribuidas amplamente
nas plantas. (1) Acidos hidroxicinamicos. (2) Flamides (Bravo, 1998). ..........cccccveveneee. 8

Figura 5. Esquema de fracionamento do extrato mbtandas folhas ddJrochloa
humidicola(UHFM), utilizando os solventes hexano (UHFMH),ldiometano (UHFMD)
e acetato de etila (UHFMA) (Oliveira, 2015). .o eeeeereereeriiriniiiiiiieeeeaeeesesseeeeeeneeeees 13

Figura 6: Substancias encontradas na fracdo aceéatetila do extrato metandlico de
folhnas de Urochloa humidicola (Oliveira, 2015): acidop-cumarico (1), 3,7,3,4-
tetrahidroxiflavona (2), 5,7,4-trihidroxi-3’,5’-dnetoxiflavona (3), 5,7,3',4’-tetrahidroxi-

3-O-ramnopiranosil-flavona (4), e 3,7-di-@ -L- ramnopiranosilcanferol (5). ................ 14

Figura 7: Flavonoides utilizados como tratament@s mioensaios: quercitrina (1),
luteolina (2), fisetina (3) € CANTEIOl (4). ..o 15

Figura 8: Efeito do extrato metandlico de folhadJdechloa humidicolalUHF), do acido
p-cumarico (APC) e dos flavonoides quercitrina (QUE)eolina (LUT), fisetina (FIS) e
canferol (CAN), sob diferentes concentracbes (emm)pma germinagcédo (n=3) e no
deenvolvimento inicial (n=30) deCalopogonium mucunoidega) Porcentagem da
Germinacéo (PG)b) indice de Velocidade da Germinagdo (IVG) Comprimento da
plantula. ) Comprimento da parte aérea) Comprimento da raiz. * Indica diferenca

significativa em comparacao ao controle apos ragdia de Teste t de Wilcoxon (p < 0,05).

Figura 9: Individuos deCalopogonium mucunoideapds 10 dias sob os diferentes
tratamentos(a) Controle.(b) Extrato metandlico de folhas d&ochloa humidicola(800
ppm). (c) Acido p-cumarico (800 ppm); setas indicam necrgdpAcido p-cumarico (400
ppm). (e-f) Quercitrina (800 ppm)e) Aspecto geral(f) Detalhe das manchas marrons nas

viii



raizes.(g) Quercitrina (400 ppm)h) Fisetina (800 ppm). Pontas de seta indicam manchas

MAITONS NAS FAIZES. ..uuuuiiiiie i i i i e e e e ee et eeeeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeees et b —aa e aaeaaaaaaaeees 21

Figura 10:Calopogonium mucunoides0,5 cm do apice radicular (S.T.p-lf) Raiz de
individuo controle.(a) Aspecto geral(b) Detalhe do cilindro centralc-e) Individuo
tratado acido p-cumarico (800 ppn(g¢) Aspecto geral(d) Detalhe do cilindro central,
com parénquima medular desenvolvi@®). Detalhe do xilema e do floema. cc = cilindro
central; co = cortex; en = endoderme; ep = epideffine floema; xi = xilema; pc =

parénquima cortical; ri = rizoderme. Barras: a,®0sm; b, e = 25um; c= 100um......... 24

Figura 11: Efeito do extrato metandlico de folhasJdochloa humidicolaf UHF), do acido
p-cumarico (APC) e dos flavonoides quercitrina (QUE)eolina (LUT), fisetina (FIS) e
canferol (CAN), sob diferentes concentracdes (emm)pmas dimensdes anatomicas de
Calopogonium mucunoides 0,5 cm do apice (n=25, r=3n) Diametro total da raizb)
Largura do cortex.h) Didmetro do cilindro central. * Indica diferencgrsficativa em
comparacao ao controle apos realizacdo de ANOVAidagle Teste de Tukey (p < 0,05).

Figura 12: Imagens obtidas em microscopio eletddi transmissédo (MET) de células de
raizes deCalopogonium mucunoidea 0,5 cm do apicda) Controle. Aspecto geral das
células do floema(b-e) Acido p-cumarico 800 ppm. (b) Aspecto geral das células
parenquimaticas do cilindro centréd) Detalhe de uma mitocdndria com cristas inchadas e
matriz degradadadj Detalhe do nacleo degradade) Acumulo de depositos®). (f)
Acido p-cuméarico 400 ppm, evidenciando ntcleo degradade= €&lula companheira, etc

= elemento de tubo crivado, mi = mitocondria, noeleo. Barras: a, b, d, f =i@n; c, e =
L. e —————————— 11—t 1ttt ettt et n—r e e et et e e e a e eraa s 27



RESUMO

Urochloa humidicola (Rendle) Morrone & Zuloaga (Poaceae), uma espégigica
cultivada como forrageira no Brasil, também contle@adomo braquiaria, tem sido objeto
de estudos devido ao potencial fitotoxico dos setisitos foliares, os quais contém acido
p-cumarico e flavonoides como fisetina e canfeholedita-se que tal potencial justifique
a dominancia populacional ddrochloa humidicolasobre Calopogonium mucunoides
Desv. (Fabaceae), espécie adotada em pastagermoiaas. O objetivo deste trabalho
foi avaliar a germinacéao das sementes e caradaterizerfoanatomia e a ultraestrutura das
raizes deCalopogonium mucunoidesxpostas a substancias fenodlicas de folhas de
Urochloa humidicolae a padrdes fendlicos comerciads folhas deUrochloa humidicola
foram secas, trituradas e submetidas a extracaametanol, e ao fracionamento por
solventes de polaridade crescente. Para realizal@ bioensaios, sementes de
Calopogonium mucunoideforam germinadas em placas de Petri sob os tratasie
controle, extrato foliar de braquiaria, e soluc@ &atido p-cumérico e de flavonoides
adquiridos comercialmente. O niumero de sementesiggdas foi avaliado ao longo do
bioensaio. Apos 10 dias de tratamento, os indiddfimam mensurados, descritos
morfologicamente, e as raizes foram processadamdedécnicas usuais em anatomia e
ultraestrutura vegetal. Os diferentes tratamendmsaxerceram efeito significativo sobre a
germinacdo das sementes @@alopogonium mucunoidesO extrato de Urochloa
humidicolainibiu o desenvolvimento radicular, porém causomexnto do comprimento da
parte aérea. O tratamento com &cido p-cumarico 00 foi 0 que apresentou maior
reducdo do comprimento da plantula, da parte a@ma raiz (p < 0,05), sendo também
observadas necrose no apice radicular e menor &mniks raizes laterais. Somente nesse
tratamento houve alteragcbes na morfologia e ulimatesa, a 0,5 cm do apice. Os
individuos tratados com os flavonoides quercitrihdeolina e fisetina apresentaram
maiores comprimento da parte aérea e da plantoya@to os tratados com canferol

tiveram uma inibigdo do desenvolvimento radicular.

Palavras-chave: Braquiaria, Poaceae, Anatomia Radjc Ultraestrutura, Alteracao

Estrutural.



ABSTRACT

Urochloa humidicola (Rendle) Morrone & Zuloaga (Poaceae) is an exaspecies
cultivated as forage in Brazil, which has been istidiue to its phytotoxic potential. Leaf
extracts ofUrochloa. humidicolacontains p-coumaric acid and the flavonoids fisetial
kaempferol. The phytotoxic compounds might justifg Urochloa humidicoladominance
over Calopogonium mucunoidd3esv. (Fabaceae), a legume species used in iopgiog
systems to enhance pasture productivity. The aimhsf work was to evaluate seed
germination and to characterize morphology, anatang ultrastructure dfalopogonium
mucunoidesoots exposed to both phenolic compounds fténochloa humidicoldeaves
as well as phenolic commercial standards. Leavedgrothloa humidicolawere dried,
crushed and submitted to extraction in methanaltswi, and to fractioning using solvents
of crescent polarity. In the bioassays, seed€albpogonium mucunoidaesere sown in
Petri dishes and treated with contidrochloa humidicoldeaf extract of, and commercial
standard solutions of p-coumaric acid and flavosoithe number of germinated seeds was
evaluated along the bioassay. After 10 days, segsllwere measured, morphologically
described, and the roots were processed accomlisigmdard techniques in plant anatomy
and electron microscopy. The different treatmemiisnit acted significantly on the seed
germination ofCalopogonium mucunoides)rochloa humidicolaleaf extracts inhibited
root development, although caused an increase gl part length. Samples treated with
p-coumaric acid 800 ppm showed greater reductiorediling, aerial part and root lengths
(p>0.05), and presented root tip necrosis and Igxeduction of lateral roots. Changes on
morphology and ultrastructure were observed onlsaimples treated wigbrcoumaric acid
800 ppm. Seedlings treated with quercitrin, luteaind fisetin showed higher lengths,

whereas kaempferol affected negatively root growth.

Keywords: Brachiaria, Poaceae, Root Anatomy, Ultuasure, Structural Changes.
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1. INTRODUCAO

A pecuéria no Brasil depende do consumo de pastgmo gado, sejam estas nativas
ou cultivadas, correspondendo a 90% da dieta dessesis (Bernardet al, 2012). As
pastagens cultivadas sdo compostas principalmaemtegpécies dos génerBanicumL. e
Urochloa P. Beauv. (Poaceae). Inicialmente, as espécieeglg@neros foram escolhidas
principalmente por critérios produtivos, desconsiddo a resposta dessas plantas aos
variados tipos de estresse (Garcez, 2013).

A espécie Urochloa humidicola (Rendle) Morrone & Zuloaga (=Brachiaria
humidicolg, conhecida popularmente como capim-humidicolaraqguiaria, € uma graminea
utilizada com frequéncia como forrageira no Bra&pesar de mostrar boa adaptabilidade e
alta producédo de fitomassa em curto prazo, o manajtequado e a falta de reposicédo de
nutrientes no sistema, principalmente o N, podemsama um processo de declinio de
produtividade em longo prazo denominado degraddedmastagem (Werner, 1984; Peron &
Evangelista, 2004). Uma via biologica de introdugBio N no sistema € a utilizacdo de
forrageiras da familia Fabaceae em consoércio conpaatagens, gracas a interacdo de
bactériasRhizobiumcom o sistema radicular das espécies da familiéiiner, 1997). Na
pratica, entretanto, os resultados desse consé&oiosido prejudicados por trés fatores
principais: i) por caracteristicas fisiologicastititas da via fotossintética,@as forrageiras
tropicais, a qual possibilita maiores taxas de amnesnto, em comparacdo com a vig C
(Ribeiro, 2012); ii) competicao entre as espéca@s@cursos abidticos (Euclidesal.,1998);

e iii) pelo potencial fitotéxico da braquiaridal potencial fitotoxico esta relacionado com a
liberagé@o para o ambiente de metabdlitos securgdariambém conhecidos como metabdlitos
especiais, 0s quais podem interferir no desenvenim de outras espécies ou de outros
individuos da propria espécie (IAS, 1996). Em magcala sdo afetadas tanto a distribuicdo
espacial de uma dada espécie nos sistemas ecalo@iRmgosaet al., 2013), como a
produtividade dos sistemas agrarios (Moonen & BarBe05).

A interacdo da planta com o meio € uma funcdo itapte exercida por uma série de
substancias quimicas produzidas pelo metabolisnooindério (Hartmann, 2007). Tais
moléculas atuam na protecao contra herbivoros @eabs, na atracdo de polinizadores ou
dispersores, e interferem na simbiose planta/micganismo e na competicdo planta/planta
(Hartmann, 2007). Muitas moléculas atuam ainda csatstancias fitotoxicas (Maciasal,
2007), e dentre os grupos moleculares que possatenqial fitotdxico, estdo as substancias



fendlicas, como os &cidos hidroxicindmicos e owoftmides (Alves & Santos, 2002;
Hartmann, 2007). As mesmas atuam através de irdadias na divisdo celular, na
respiracdo, na fotossintese, na permeabilidade etabnana celular e na interagdo com os
fitormbnios auxina e citocinina, sendo estes ingEEHAS NO crescimento e no
desenvolvimento da planta (Ferreira & Aquila, 20R8jgosaet al, 2013).

A raiz tem sido considerada alvo primario paratasusubstancias fitotoxicas devido a
alta exposicdo aos mesmos e a alta susceptibilidagresses. Deste modo, é importante
observar possiveis alteragdes estruturais e uituhig®is nas raizes submetidas as substancias
fitotoxicas (Cruz-Ortegat al.,1998). Os estudos na area da fitotoxidez se fazmmsséarios
frente a grande demanda nas areas florestal ekgnicincipalmente se considerada a grande
importancia agraria das espécies cultivadas quesrpodpresentar potencial fitotoxico
(Moonen & Barberi, 2005; Reigosd al.,2013).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Urochloa humidicola (Rendle) Morrone & Zuloaga

O génerdBrachiaria (Trin.) Griseb. é constituido de cerca de 100 @spé&le origem
tropical e subtropical. O presente taxon tem siolistantemente revisto, e alguns trabalhos
recomendaram a circunscricdo de algumas espéciBsadkiaria para o génertJrochloaP.
Beauv. (Morrone & Zuloaga, 1992; Torres GonzaleMé&rton, 2005). No Brasil, como as
espécies nativas ndo apresentam potencial foroaffeizarroet al., 1996), espécies exoticas
foram introduzidas, sendo algumas dessas espéuiesias da Africa e da Australia (Garcez,
2013).

A espécieUrochloa humidicola(Figura 1), a qual tem origem no leste africamd, f
introduzida com sucesso no Brasil gracas a resistéa cigarrinha das pastagens, alta
producao forrageira e alta adaptacdo a solos pabr@sidos, mesmo com alto grau de
erodibilidade (Kichekt al.,1999;Peron & Evangelista, 2004; Kaw al.,2006).

Apesar da alta adaptabilidade das braquiariamddstcomo forrageiras no Brasil e da
alta fitomassa atingida durante os primeiros ar®su implantacéo (Oliveira, 2000), em
longo prazo as pastagens sofrem perda de viggratkitividade forrageira e de capacidade
de recuperacao natural. Esse processo € definilo cdegradacdo das pastagens, o que as
tornam mais susceptiveis a doencas e pragas,aeafmspacidade de nutricdo animal. Esse
fenbmeno pode ser causado por vérios fatores, ed@strquais a falta de reposi¢cdo dos



nutrientes e o0 manejo inadequado da pastagem (Wda94; Kichelet al.,1999; Peron &
Evangelista, 2004). De acordo com Kicle¢lal. (1999), a perda de matéria organica e de
nutrientes como N, P, K, Ca e Mg é recorrente aasagens degradadas. Estudos salientam a
importancia da reposicao desses nutrientes, especite do N, considerado o nutriente mais

limitante na producao vegetal (Oliveira, 2000; Gar2013).

Figura 1: Pastagem ddgrochloa humidicolgbraquiaria). Fonte: Roberta C. Ribeiro.

Para introduzir o N no sistema de pastagens deoracsuperar a degradacéo, duas
alternativas tém sido adotadas, a adubacdo quienadubacao verde. A adubacéo quimica
tem se mostrado cara, ineficiente, e apresenta diegoluicdo de aguas subterraneas devido
a lixiviacdo desses fertilizantes (Dobereiner, 19B&rnardiet al., 2012). Uma alternativa,
denominada adubacao verde, que tem se tornadoefig e sustentavel, é a utilizacao de
forrageiras da familia Fabaceae em consorcio comaatagens formadas por espécies de
Poaceae. As espécies de Fabaceae apresentam @@s@anbioticas entre seu sistema
radicular e bactérias fixadoras de, Mrincipalmente com bactérias do gén&isizobium
Frank (Ddbereiner, 1997; Peret al, 2004). Para esse fim, espécies de leguminosas co
potencial forrageiro tém sido adotadas, tais coBtglosanthes capitatdogel, Desmodium
ovalifoliumGuill. & Perr.e Calopogonium mucunoidé€esv. (Oliveira, 2000).

A espécieC. mucunoidegFigura 2) apresenta habito rasteiro e trepadértipica do
Cerrado brasileiro, ocorrendo também na Américatr@er na india. Tal leguminosa tem
sido utilizada na adubacao verde e como forragerajo capacidade de acumular mais de
300 kg/ha de N entre 12-14 semanas (Seifedl, 1985; Euclide®t al.,1998; Camargos,
2007).



Figura 2: Calopogonium mucunoidésalopogbnio). Fonte: Roberta C. Ribeiro.

A implantacdo desse consoércio, contudo, tem api@de pouco sucesso desde a
década de 70 (Ribeiro, 2012). De acordo com Paacatlll. (2003), o relativo fracasso da
consorciacdo se deve pela menor persisténcia qexies de Fabaceae nas pastagens.
Euclideset al. (1998) relataram que, em um consorcio @Glemucunoidesom Urochloa
decumbensStapf. e U. brizantha (Hochst.) Stapf a porcentagem da massa seca do
calopogodnio diminuiu ao longo do tempo. Para osrast isso se sucedeu tanto devido a
competicdo por agua, luz e nutrientes, quanto pekvantagem d€. mucunoidesna
eficiéncia fotossintética. Muitas espécies de Paactilizadas nas pastagens adotam a yia C
a qual apresenta maior eficiéncia metabdlica quia &, o que confere a estas plantas maior
agressividade em comparacdo com as espécies deebabatilizadas nos consorcios
(Ribeiro, 2012). Outro fator que pode prejudicasuzesso desse consoércio € o potencial
fitotdxico de metabdlitos secundarios das espélmegenerdJrochloa o que pode prejudicar
a manutencao das pastagens consorciadas (Euelidesl998; Ribeiro, 2012).

2.2. Metabdlitos secundarios e fitotoxidez

Os metabdlitos secundarios ou especiais tém origepartir de substancias do
metabolismo primario, a partir do qual passam pas \especializadas para formar uma
grande diversidade dessas micromoléculas (Hartn2007). Tais substancias comecaram a
receber maior atengcdo somente a partir do séculp ¢c&h o aparecimento de novas
metodologias para o isolamento, a purificacdo éueidacdo das estruturas, possibilitando



maior entendimento das suas fungbes e efeitos lamtap (Maciaset al., 2007). Estas
substancias apresentam grande importancia ecologicid atuam na protecdo contra
herbivoros e patdgenos, na atracdo de polinizadarespersores, e interferem na simbiose
planta/micro-organismo e na competicdo planta/pl@dartmann, 2007).

Os primeiros relatos de uma planta exercendof@mnéercia no crescimento de outras
foram realizados na Grécia Antiga, além de regisartigos na China, india e Jap&o (Revi
al., 1992). Demdcrito (séc. Il A.C.) jA mencionava @ ke produtos naturais no controle de
pragas. Por sua vez, Teofrasto (séc. Il A.C.)esar em seu livrélistoria Plantarumque o
gréo-de-bico Cicer arietinumL.) causava o esgotamento do solo e tinha efeitddkico
sobre plantas invasoreRlinio (séc. | D.C.) também escreveu, em sua emxdia, exemplos
de tais interacbes na agricultura, e observou,egemplo, que o grdo-de-bico e a cevada
(Hordeum vulgare..) afetavam plantacdes de milhgeg mayd..).

Essa interagdo, que é caracterizada pela atividiadeetabolitos secundarios liberados
ao ambiente a partir do organismo que os produaégay, fungos, bactérias ou plantas) sobre
o desenvolvimento de individuos de outras espémiesla propria espécie, € denominada
alelopatia (do gregallelon = de um para outros,pathds= sofrer) (IAS, 1996). No caso das
plantas, a liberacdo dos metabdlitos secundariesapgtesentam essa atividade ocorre atraves
de lixiviacdo, volatilizagdo, exsudacdo radiculadexomposicdo de residuos (Ferreira &
Aquila, 2000; Reigosat al, 2013).

De acordo com Ferreira & Aquila (2000) e Reigesal (2013), para um estudo ser
considerado alelopético, os bioensaios em labdoatdevem imitar os processos que
liberariam essas moléculas no ambiente. Deste naolikiyiacdo foliar pode ser “simulada”
pela extracdo aquosa. Os bioensaios que adotarengedvorganicos nao-naturais, como
hexano, diclorometano e metanol, na obtencdo dostes, ndo podem ser considerados
estudos alelopaticos, sendo denominados estuduéxfitos. Além disso, 0s ensaios em
laboratério tém outra limitacdo; essa abordagemahesdera uma gama de interacgdes, tanto
fisiologicas como ecoldgicas, ocorrentes na natur&mbora tanto o bioensaio como a
extracdo por solventes de diferentes polaridadesreg@resentem fielmente o que ocorre no
ambiente, tais metodologias sdo importantes naifibagdo e na obtencdo de substancias
bioativas, ampliando o conhecimento do potencitdtdkico da planta (Souza Filhet
al.,2010; Scognamigliet al.,2013).

A fitotoxidez é particularmente importante do moue vista agrario, visto que tém
sido observados efeitos de uma cultura sobre @Mivanen & Barberi, 2005). Em rotacéo de

culturas, substancias liberadas no solo pela eulnterior podem afetar a produtividade da



cultura seguinte. Restos de plantas e plantas adramgambém podem exercer tal efeito
(Ferreira & Aquila, 2000). A observacido de efeitiedetérios entre culturas e invasoras tem
colaborado para o desenvolvimento de pesticidasraiat com base nos metabdlitos
secundarios envolvidos (Rizet al.,1992).

Segundo Dayamt al. (2000), toda substancia fitotoxica necessita deliorar de
concentracdo para exercer fitotoxidez em uma plalta De acordo com Liet al. (2003) e
An (2005), os aleloguimicos em geral podem exesfmto positivo (estimulatério) em baixas
concentracdes; contudo, os efeitos negativos {@mibs) aumentam com a concentracao da

substancia fitotdéxica, como melhor exposto na Figur
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Figura 3: Gréfico hipotético de Liwet al. (2003), relacionando a Dose (D) de uma determinada
substancia quimica com a Resposta (R), a qual pedesstimulatéria (FR.), nula (Q)R.), ou
inibitéria em nivel de 50% do parametro avaliade/(D5R,).

As espécies ddJrochloa spp. tém sido objeto de estudos devido ao potencia
fitotoxico de raizes e folhas. Senaratlateal (2010) observaram que extratos aquosos de
raizes deU. brizanthainibiram a germinacdo e o desenvolvimento radicutécial de
Crotalaria junceal., uma espécie da familia Fabaceae utilizada na adobagrde. No
trabalho de Souza Filhet al. (1997), extratos aquosos da parte aéredl.derizantha, U.
decumbeng U. humidicolativeram efeito negativo sobre a germinacdo e ngamento da
radicula de trés espécies de Poaceae forrageiras.

Outros trabalhos isolaram substancias que apsasant potencial fitotoxico, como
Souza Filhoet al. (2005), que isolaram o acidqecumarico a partir da parte aérealde
humidicolg e Santost al. (2008), que encontraram os triterpenos friedelimgpi&iedelinol

em extratos metandlicos foliares. Tais substanceéasaram inibicdo da germinacao e do



desenvolvimento inicial das espécies daninhas raa{Mimosa pudical.) e mata-pasto
(Senna obtusifoliéL.) H.S. Irwin & Barneby) (Santost al.,2008).

2.3. Substancias fenolicas

Os metabdlitos especiais mais estudados sao ontedes, as substancias
nitrogenadas (alcaloides) e as fendlicas (Alves #&nt&s, 2002; Hartmann, 2007). As
substancias fendlicas tém origem tanto através ida do chiquimato, que produz
principalmente fenilpropanoides, como pela via deetato/malonato, ou ainda pela
combinagéo das duas vias. Os fenois podem serigdbgicem classes de acordo com o seu
esqueleto basico. Alguns exemplos de classes dstésuins fendlicas sdo os acidos
fendlicos, acidos hidroxicinamicos, cumarinas, llestios, flavonoides, naftoquinonas e
lignanas (Bravo, 1998; Cheynieral, 2013).

As substancias fendlicas de esqueleto basieG:;Cderivadas dos fenilpropanoides,
tém como principais representantes os acidos hmndmicos (Figura 4), como por
exemplo, os acidos cinamicgp-cumarico, ferdlico, sindpico e cafeico. Esses sao
intermediarios importantes na sintese dos flavasied dos monémeros que compdem a
lignina (Bravo, 1998; Quideaet al, 2011; Cheynieet al, 2013).

Os flavonoides (Figura 4) tém uma origem biosticaénista a partir da combinagéo
dos precursores da via do chiquimato e da via eétas¥malonato (Lima & Kaplan, 2010;
Quideauet al, 2011). Essas micromoléculas podem ser encontratés ho interior das
células de muitos tecidos, como na superficie genal 6rgaos (Bravo, 1998; Cheynitral,
2013). Alguns dos tipos de flavonoides mais consdtwsas flavonas (apigenina, luteolina), as
flavononas (naringenina), os flavonois (quercetingjna e canferol) e as antocianinas
(Quideauet al., 2011). Nas plantas, os flavonoides exercem defes#rac herbivoros e
patogenos, oferecem protecdo contra os raios Usfesl e controlam o teor de espécies
reativas de oxigénio (EROs) no interior das célfMgerziak et al., 2014). Nos sistemas
animais, apresentam importancia pelas atividadesefieida, antifungica, antiviral e
anticancerigena, sendo importantes na producaaraatos (Weston & Mathesius, 2013).

As substancias fendlicas podem ser liberadas abieate natural através de
exsudagéao radicular e decomposicao de seus teétdos.Djurdjevicet al. (2012), uma das
fontes de acumulo de fenois no solo é a decomposigilignina em seus constituintes

fendlicos de menor peso molecular, os quais podercer fitotoxidez.



(1) ()

Figura 4: Estrutura basica de duas classes de substareriachs distribuidas amplamente nas
plantas. (1) Acidos hidroxicindmicos. (2) FlavoresdBravo, 1998).

2.3.1. Efeitos sobre germinacéo, crescimento inadi e morfologia das
plantulas

Souza Filhoet al. (2005) e Ribeiro (2012) identificaram substancieséficas em
extratos foliares ddJ. humidicola dentre as quais 0s acidos cinamipegumarico e
flavonoides. ApoOs o0s bioensaios realizados, camsts¢ que o acido cinamico inibiu a
germinacao, enquanto gcumarico inibiu o crescimento longitudinal da rdi diferentes
plantas daninhas. Os flavonoides também apresergfgitos sobre a inibicdo do
desenvolvimento inicial de plantas-alvo, por exempl tricina, substancia encontrada em
algumas espécies de Poaceae, como o milho e o (@mmaa & AbdElgawad, 2012), e o
flavonol quercetina, que inibe o desenvolvimemtovitro da raiz deMedicago truncatula
Gaertn. (Cheynieet al.,2013).

A avaliacdo da germinacdo das plantas-alvo é émtgmente utilizada nos ensaios
com substancias fitotoxicas, e 0os parametros adstpdra avaliar a germinacao tém sido a
germinacao total e o indice de velocidade da geraim (Ferreira & Aquila, 2000; Ladhai
al., 2013; Daneluzzet al.,2014). De fato € comum observar tanto a inibicagetaninacéo
como a reducdo da velocidade da germinacdo de sEsnembmetidas as substancias
fendlicas (Einhellig, 2004; Souza Filke al., 2005; Ribeiro, 2012). Os efeitos negativos
sobre a germinacdo podem estar relacionados cambigéio da atividade das giberelinas
devido a sua interagdo com os fenois. Essa clas$igodmonios regula enzimas relativas a
germinacao, dentre estasuaamilase, enzima responsavel pela mobilizacdo servas de
amido da semente (Garcia-Sanceeal.,2012; Sunmonu & Van Staden, 2014).

O é&pice radicular é considerado a regido maisiwsnsla raiz. E frequente a
ocorréncia de necrose do apice de raizes expostalssgancias fitotoxicas (Einhellig, 2004;

Scognamiglioet al., 2013). Dentre os estudos que avaliaram a anatoessadegido, Cruz-



Ortegaet al. (1998) observaram a reducao de tamanho das sélolmeristema apical apos a
aplicacao de extrato aquoso 8reyos deppet. Don. (Cucurbitaceae). Pimd al. (2008) e
Cipriani et al. (2014) relataram que substancias fitotoxicas aetaa densidade de pélos
absorventes. Choet al.(2002) observaram que as raizedvibglicago sativd.. (alfafa), apdés
tratamento com extratos aquosos da propria aliafeoon a cumarina, apresentaram inibicéo
da divisdo e do alongamento celular, e maior difontital. Os autores atribuiram essa
variacdo ao aumento do numero de camadas cori@asmaior diametro do cilindro central.
A ocorréncia de raizes curtas, espessas e defosnmagaplantas submetidas as substancias
fendlicas apresenta relacdo com a interacdo eetreisf e hormonios vegetais (Einhellig,
2004). Duas classes de fitormonios, em especi#lo esstritamente relacionadas com o
desenvolvimento da planta: as auxinas e as cit@sniAs auxinas promovem 0 crescimento
do meristema apical da raiz, o alongamento da eai& diferenciacdo das raizes laterais
(Katekar & Geissler, 1980; Wernat al., 2003; Tealeet al., 2005), a0 passo que as
citocininas inibem tanto o crescimento da raiz @pal quanto o surgimento das laterais
(Heweltet al.,1994; Werneet al.,2001, 2003). Em conjunto, ambas regem o crescinagmto
corpo da planta através da regulacdo da divisddacelda mobilizacdo de nutrientes e da
diferenciagao dos tecidos condutores — xilemaexib (Aloniet al.,2006).

De acordo com Souza Filho & Alves (2002), monofermmmo os acidos cinamico e
p-cumarico tendem a estimular a descarboxilacdaigima, diminuindo os niveis da mesma.
Os flavonoides que contém o anel B monohidroxiladmmno o canferol, estimulam a
degradagcdo do horménio através da estimulagdo Aao®itlase, enquanto os flavonoides
contendo o anel B dihidroxilado, como a quercetataam como inibidores desse mesmo
processo (Stafford, 1991; Mathesius, 20Chgynieret al, 2013). Dessa forma, a interacao
das substancias fenolicas com os fitormonios potiféerir no alongamento radicular e na
emissdo de raizes laterais, 0 que justifica a énor de raizes curtas, espessas e disformes
(Chon et al., 2002; Souza Filho & Alves, 2002; Einhellig, 2004he&ynier et al., 2013;
Sunmonu & Van Staden, 2014).

2.3.2. Efeitos sobre a ultraestrutura celular e omos processos

Alguns autores observaram alterac6es na ultrdesdrgelular apos tratamento com
substancias fendlicas, tais como mudancas na folonalcleo e dos plastidios, além de
grande vacuolizacdo, em células do apice radidtddadas com extrato aquoso 8eyos
deppeiG. Don. (Cruz-Ortegeet al., 1998), e com as benzoxazolinonas BOA e DIBOA



(Burgoset al, 2004). Outros autores também observaram reducdésdice mitdtico das
células afetadas (Gniazdowska & Bogatek, 2005; &eual, 2005).

Estudos apontam que o acido cinamico e seus desveausam um incremento na
producdo de espécies reativas de oxigénio (ER@s8) meroxidacao lipidica das membranas
celulares (Yeet al., 2006; Dinget al, 2007). A peroxidacdo lipidica pode ser avaliada
utilizando como base os teores de malondialdeittbA (Sunmonu & Van Staden, 2014).
Em resposta ao incremento de radicais livres, paderer aumento da atividade de enzimas
antioxidantes, como a superoxido dismutase (SOBplase (CAT) e peroxidase (POD)
(Garcia-Sancheet al., 2012). Os autores destacaram sua importancia tenteducdo dos
teores de EROs como na lignificacdo da parede azeltdsse ultimo processo utiliza os
proprios acidos hidroxicinamicos como substan@aslicas precursoras. Com a lignificacéo,
o alongamento celular é reduzido e o crescimengetaé pode ser comprometido (Bubeta
al., 2011).

Muitas substancias fendlicas afetam outros prosesisiologicos. Os acidos
hidroxicinamicos podem afetar a capacidade dassale obter agua, ions e outros nutrientes
(Baziramakengat al., 1997; Einhellig, 2004; Let al.,2010), inibir a sintese da clorofila e
fotossintese (Reigosat al., 1999; Hussain & Reigosa, 2011), assim como a tieatsm
(Blum & Geric, 2005). A producdo de ATP nas mitoddas também é afetada (Takahasthi
al., 1998). Outros processos afetados por essas subst@#o a sintese de proteinas, a
atividade enzimatica e o potencial hidrico (Reigesal, 1999; Einhellig, 2004; Let al.,
2010).

Ferreira & Aquila (2000) ressaltam ser fundameatalbservacdo e a descricdo de
possiveis alteracbes morfolégicas provenientesraianhento com tais substéncias para o
maior entendimento da fitotoxidez dos mesmos. Esisssrvacdes podem utilizar como base
a raiz, visto que seu crescimento inicial apresahés taxas metabdlicas e € importante para
0 estabelecimento da planta no ambiente. Além dessstdividade de absorcdo de nutrientes
confere as raizes alta susceptibilidade a estressbgntais, dentre 0s quais as substancias
fitotoxicas (Cruz-Ortegat al, 1998).

Considerando o exposto acima, este trabalho pteteavaliar as seguintes questdes:
a) se os fenois, tanto os presentes no extratondlata de folhas dé&). humidicola quanto
aplicados isoladamente, exerceriam efeito initmtgobre a germinagdo e o crescimento
inicial de C. mucunoidesb) se ocorreram alteragcdes anatémicas em relacdwisdo e
diferenciacdo dos tecidos radiculares @emucunoidesvisto que sdo poucos o0s estudos

anatdmicos relacionados com substancias fitotoxXiCasz-Ortegaet al, 1998;Chonet al.,
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2002; Silva, 2012); c) se as substancias fendticaseferido extrato metandlico afetariam a
ultraestrutura celular em raizes @e mucunoidescom foco principal no complexo de
endomembranas, posto que seria a regido onde itssdendlicos, em teoria, seriam mais

pronunciados.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Avaliar a germinacdo das sementes e caracteriraoribanatomia e a ultraestrutura

das raizes deCalopogonium mucunoidesxpostas a substancias fendlicas do extrato
metanolico das folhas ddrochloa humidicolae de padrdes comerciais, com a finalidade de

avaliar o potencial fitotéxico dessas substancias.

3.2. Objetivos Especificos

= Avaliar a porcentagem e o indice da germinacdosgasentes d€. mucunoides
submetidas aos diferentes tratamentos;

= Avaliar o desenvolvimento inicial dos individuos @ mucunoidesatravés da
caracterizacdo da morfologia externa das plantilda morfometria; Caracterizar a
morfologia interna das raizes;

= Avaliar quantitativamente altera¢des nas dimendéesegides anatdmicas das raizes;

= Avaliar possiveis alteragdes ultraestruturais ®agas das raizes.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Coleta deUrochloa humidicola e obtencédo do extrato foliar

Esta etapa do projeto foi realizada em colaboragdo Débora Ramos de Oliveira,
aluna de nivel Mestrado do Programa de Pds-Gradwwagduimica na Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), sob orientacdddoMario Geraldo de Carvalho, do
Laboratério de Quimica dos Produtos Naturais, Oapsnto de Quimica, Instituto de
Ciéncias Exatas da UFRRJ.

Os individuos dé&J. humidicolaforam coletados no campus da UFRRJ, Seropédica,
RJ (22°46'59" S / 43°40'45” W), em uma pastagestabelecida ha mais de 25 anos. Para
obtencédo da parte aérea foram realizados cortés @anSacima do solo, durante o estagio
vegetativo.

ApoGs a coleta, a parte aérea foi submetida a w@woagem em estufa de circulagcédo
forcada de ar (72 h a 45 °C) e triturada em moWwileey. O p6 obtido foi lacrado em saco
plastico e mantido sob refrigeracéo (x 10 °C) ar@amento da utilizacdo. O material foi
submetido a extracdo por solucdo metanol/agua (B2jorma exaustiva, ou seja, com a
retirada do total das substancias com afinidade pelvente, e a frio. O extrato obtido
(UHFM) foi submetido a fracionamento por solverdespolaridade crescente, igualmente de
forma exaustiva, sucessiva e a frio, passando @arfo (H), diclorometano (D), acetato de

etila (A) e butanol (B), mostrado na Figura 5.

UHFM (109)

| 1
‘ RESIDUO UHFMH (1,7 9)

1 1
‘ RESIiDUO UHFMD (2,3 g)

1 1
UHFMA (3,19) RESIDUO (2,9 g)

Figura 5: Esquema de fracionamento do extrato metandlicofadas deUrochloa humidicola
(UHFM), utilizando os solventes hexano (UHFMH), Idiometano (UHFMD) e acetato de etila
(UHFMA) (Oliveira, 2015).
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A fracdo acetato de etila do extrato metandlicdotieas delU. humidicola(UHFMA)
foi gentilmente cedido pelo Laboratério de Quimiltes Produtos Naturais da UFRRJ. Esta
fracdo foi adotada neste trabalho visto que a swaposicdo havia sido previamente
determinada. Na mesma sdo encontrados o &gidemarico, e as flavonas 3,7,3,4-
tetrahidroxiflavona, 5,7,3’,4'-tetrahidroxi-3-O-raropiranosil-flavona, 5,7,4’-trihidroxi-3’,5’-

dimetoxiflavona (tricina) e 3,7-di-@-L-ramnopiranosilcanferol (Figura 6).

HO

(1) (2) (3)

OH HO OH

4) ()

Figura 6: Substancias encontradas na fragdo acetato dedetilxtrato metandlico de folhas de
Urochloa humidicolaOliveira, 2015): acid@-cumarico (1), 3,7,3',4'- tetrahidroxiflavona (5,7,4'-
trihidroxi-3’,5’-dimetoxiflavona (3), 5,7,3',4’-teahidroxi-3-O-ramnopiranosil-flavona (4), e 3,7dli-
—a -L- ramnopiranosilcanferol (5).

4.2. Bioensaio de atividade fitotéxica

Esta etapa do projeto foi realizada no Laboratdei@uimica e Funcéo de Proteinas e
Peptideos, Centro de Biociéncias e BiotecnologlENKE, sob colaboracdo da Dra. Antdnia
Elenir Amancio Oliveira e do doutorando MSc. Edwafdves Gamosa de Oliveira.

As sementes d€. mucunoidegoram previamente esterilizadas com hipoclorito de
sédio 1% e lavadas por trés vezes em agua destifatam adotadas triplicatas de 10
sementes por tratamento. Tais sementes foram cdalscam placas de Petri 9 cm

descartaveis, com fundo forrado por duas folhgsage! de filtro.
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Para a avaliacdo da fitotoxidez das folhadudéhumidicola foi utilizado o extrato
UHFMA. Para avaliar o efeito das substancias feaéliisoladas, foram utilizados padrbes
comerciais do acidp-cumarico (Figura 6), quercitrina (quercetina-3-rasideo), luteolina
(5,7,3,4'-tetrahidroxiflavona), fisetina (3,7,3;fetrahidroxiflavona) e canferol (3,5,7,4'-
tetraidroxiflavona) (Figura 7). As mesmas foramod#lsidas por apresentarem semelhanca
estrutural com os fenois encontrados nos extraas dumidicola(Figura 6) Tanto o extrato
UHFMA quanto os padrbes comerciais supracitadoanfodissolvidos inicialmente em
DMSO (5 pL por mL de agua), e posteriormente adeita agua destilada esterilizada, sendo
adotadas trés diluicbes (800, 400 e 200 ppm), seraddida a mesma propor¢cao de DMSO
para todos os tratamentos. O tratamento contraadd foi com a agua destilada, na qual
também foi adicionado DMSO na propor¢ao supracitada
OH OH

@) (4)

Figura 7: Flavonoides utilizados como tratamentos nos bidessajuercitrina (1), luteolina (2),
fisetina (3) e canferol (4).

A montagem do bioensaio foi realizada em camaréuse laminar. Para cada placa
de Petri foram adicionados 4 ml de agua destiladad® solucdo referente para cada
tratamento. Depois de adicionadas as sementesadugdes, as placas de Petri foram vedadas
com Parafilm e colocadas em camaras BOD a 25 °Esecuro, durante 10 dias.

O numero de sementes germinadas foi averiguads vkmes ao dia, considerando
germinadas as sementes com extensdo radicular agugluperior a 2,0 mm. Os valores
relativos a germinagdo foram convertidos em poeggh. Para avaliar se houve inibicdo da
germinacdo ao longo do tempo, foi calculado o kadie Velocidade de Germinagdo pela
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formula IVG = X(Gy/N,), onde G, representa o numero de sementes germinadblg, ce
namero de dias ou horas apos o inicio do bioeridaijpm & Bajwa 2005).

Mensuracfes de comprimento da plantula, da péareaa da raiz foram realizadas ao
final do experimento (n = 30) através plagin Smart Root 4.1 presente no software Image J
(Lobetet al, 2011). Demais observagdes sobre a morfologiarextambém foram avaliadas
apos 10 dias de tratamento.

4.3. Preparo para microscopia

Esta etapa do projeto foi realizada no Laboratde Biologia Celular e Tecidual,
Centro de Biociéncias e Biotecnologia, UENF, e rep&tamento de Botanica, Instituto de
Ciéncias Biologicas e da Saude, UFRRJ.

Fragmentos das raizes entre 0,1 e 1,0 cm do fgpara coletados, fixados em solugéo
de glutaraldeido 2,5 %, formaldeido 4,0 % e tanga@wdilato de sédio 0,05 M (pH 7,2) por
2 h em temperatura ambiente, sendo posteriormeat@dd no mesmo tampao.
Posteriormente, o material foi desidratado em s&ténica: 50%, 70%, 90% e trés vezes
100% por 1 h em cada etapa.

4.3.1. Microscopia Optica

Apos o procedimento citado no item 4.3, os fragosedas raizes foram embebidos
e incluidos em resina plastica (Historesin®). Sesg¢fansversais foram realizadas através do
micrétomo rotatério (1-5um) e posteriormente coradas com azul de toluidind @ e
montadas com Entell8n(O’Brien & McCully, 1981). As seccBes foram obsetas em
microscopio 6ptico de campo claro (Axioplan ZEISSyocumentadas por meio de imagens
obtidas pela camera Cannon Power Shot 14 MP (at@pla microscépio), com o auxilio do

programa Axiovision (ZEISS).

4.3.2. Microscopia Eletronica de Transmissao

Apos a fixacdo do material, os fragmentos foram-fp@ados em tetroxido de ésmio
1%, também no mesmo tampéo durante 1 h em pH Telperatura ambiente. Por fim, os
fragmentos foram lavados novamente com o mesmad@amplesidratados em série cetdnica,

como descrito em 4.3.
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Os fragmentos foram infiltrados com resina epOxpdi®), utilizando-se série
crescente de resina em acetona, e polimerizac&°€ @lurante 48 h. Cortes semifinos (~
0,60 um) foram obtidos com o auxilio do ultramicrotomeei€hert Ultracuts-S®) e faca de
diamante (Diatome®), e coletados em grades de cdbr800 mesh. As seccbes foram
contrastadas com acetato de uranila 5 %, por 4Qtosne citrato de chumbo, por 5 minutos a
temperatura ambientéReynolds, 1963) As observacfes foram realizadas no Microscopio
Eletrénico de Transmissdo TEM 900 ZEISS, a 80 KV.

4.4, Andlises estatisticas
Para a obtencdo de dados quantitativos para cat@mento foram realizadas

mensuragdes do diametro total da raiz e do o dransk cilindro central nas secgdes
transversais das raizes (n = 3, 25 medicfes pidiud). Tais valores foram obtidos através
de imagens capturadas pela camera Cannon Powerl&hdP (acoplada ao microscopio),
com o auxilio do programa Axiovision (ZEISS).

Os dados quantitativos referentes a germinacacpmaprimento total e da raiz, e as
mensuracdes de didmetro e area das regides anasddas raizes foram utilizados para o

calculo da Porcentagem de Inibicédo, de acordo ceagainte formula:

o (XT — XC
Opinibicio = (_— 100
- XC

onde XT representa a média do alongamento de cada trammenyc a meédia do

alongamento no controle positivo. Os dados séoessgps em porcentagem.

Tais dados serdo analisados estatisticamenteéatiy software R (R Core Team,
2015). A normalidade das amostras foi avaliada pette de Shapiro-Wilk (p < 0,05)
(Shapiro & Wilk, 1965). Para comparacao entre atatmentos nos diferentes parametros,
foram adotados os seguintes procedimentos: Anddiséariancia (ANOVA), seguida de teste
de Tukey (p < 0,05) (Tukey, 1949), para dados péamoos; e o teste t de Wilcoxon
(Wilcoxon, 1945), para dados ndo-paramétricos.
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5. RESULTADOS

5.1. Germinacdo de sementes e morfologia externa dedividuos de Calopogonium

mucunoides submetidos aos diferentes tratamentos

A Figura 8 mostra o efeito dos diferentes tratawersobre a germinacdo das
sementes d€. mucunoideganto na Porcentagem da Germinacao (PG, Figia @uanto a
respeito do indice de Velocidade da Germinacdo (I¥@ura 8 B). Os tratamentos com
extratos foliares d&J. humidicolae com os diferentes padrées comerciais — 20024800
ppm -, de um modo geral, ndo apresentaram valstagsticamente significativos em relacao
ao controle, tanto na PG quanto no IVG.

Os individuos controle dé. mucunoidesapés 10 dias de experimento, apresentaram
externamente uma colorac@o branca nas raizes aufey além de emissdo de raizes laterais
na regido mediana da raiz (Figura 9 A). Os indigguratados com o extrato dé
humidicolando apresentaram alterac6es na sua morfologimexgeando comparados com o
controle (Figura 9 B). Os valores de comprimentopdete aérea e do comprimento total
foram significativamente maiores em relacdo ao roteit nas trés diluicbes no primeiro
parametro (Figura 8 D) e no segundo, apenas eme2000 ppm (Figura 8 C). Foram
observadas raizes menos desenvolvidas nas trésntagdes utilizadas (Figura 8 E).

Os individuos crescidos na presenca de geidemarico a 800 ppm se diferenciaram
dos demais tratamentos por apresentarem necrosioe radicular, auséncia de raizes
laterais (Figura 9 C), e os menores valores de dampto da plantula, da parte aérea e da
raiz, sendo significativamente menores que os iddos controle (Figura 8 C-E). Os
tratamentos com 200 e 400 ppm do mesmo acido néssaparam alteracbes na sua
morfologia externa em comparagdo com o controlearRoobservados maiores valores de
comprimento da parte aérea nos individuos tratados o &cidgp-cumérico em 200 e 400
ppm, e menores valores de comprimento da raiz énpgth (Figura 8 C-E).

Os individuos tratados com os diferentes flavoemige destacaram pela presenca de
manchas marrons no apice e na zona de ramificagfiogadzes (Figura 9 D-H). No geral,
foram observados maiores valores de comprimentplatdula, da parte aérea e da raiz em
comparacao ao controle. A Figura 8 (C-E) mostraefestos dos flavonoides sobre o
comprimento da plantula, da parte aérea e da m significancia estatistica em

comparacao ao controle.
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Os tratamentos com quercitrina (200 e 400 ppngpluna (200 e 800 ppm) e fisetina
(400 ppm) resultaram em um maior desenvolvimentopldatula, enquanto os demais
tratamentos - quercitrina a 800 ppm, fisetina a ppth e canferol a 200 e 400 ppm —
causaram reducao nos seus valores de comprimagtogR8 C). Tais tratamentos tiveram o
mesmo efeito sobre a parte aérea dos individuagt@ypara o canferol a 200 ppm. Além
desses, os individuos tratados com luteolina apf®0 e canferol a 800 ppm apresentaram
maior comprimento da parte aérea (Figura 8 D). $wen®s individuos crescidos em
quercitrina a 200 ppm e em fisetina a 400 e 800 aprasentaram raizes mais desenvolvidas,
enquanto as plantulas tratadas com canferol, @agltuicdes utilizadas, tiveram raizes mais
curtas (Figura 8 E).
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Figura 8: Efeito do extrato metandlico de folhasldiechloa humidicolqf UHF), do acidg-cumarico
(APC) e dos flavonoides gquercitrina (QUE), luteali(LUT), fisetina (FIS) e canferol (CAN), sob
diferentes concentracdes (em ppm), na germinac¢ad) (@ no deenvolvimento inicial (n=30) de
Calopogonium mucunoide¢a) Porcentagem da Germinacdo (P@) indice de Velocidade da
Germinacao (IVG).d) Comprimento da plantulad{ Comprimento da parte aérea) Comprimento

da raiz. * Indica diferenca significativa em comgugiito ao controle apdés realizacdo de Teste t de
Wilcoxon (p < 0,05).
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Figura 9: Individuos deCalopogonium mucunoidepds 10 dias sob os diferentes tratamer{gs.
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(800 ppm); setas indicam necrog#) Acido p-cumarico (400 ppmye-f) Quercitrina (800 ppm)e)

Aspecto geral(f) Detalhe das manchas marrons nas raf{ggQuercitrina (400 ppm)h) Fisetina
(800 ppm). Pontas de seta indicam manchas maresnsafzes.
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5.2. Anatomia dos individuos de Calopogonium mucunoides ap6s os diferentes

tratamentos

Os individuos controle, em secédo transversal,5act do apice (Figura 10 A-B),
apresentam a rizoderme unisseriada, com pélosvames. O cértex € formado por uma
exoderme uniestratificada, com células poligonaiparedes delgadas, 5-7 camadas celulares
de parénquima cortical e endoderme com célulagldstde estrias de Caspary (Figura 10 B).
No cilindro central, o periciclo é unisseriado eni@do por células parenquimaticas. O xilema
é tetrarco, contendo entre 2-4 elementos de vasoaela pélo. O floema € constituido por
pequenos grupos de elementos de tubo crivado, asél@ompanheiras e células
parenquimaticas.

Nas raizes tratadas com os extratos foliaret).deumidicolae com os diferentes
flavonoides, nas trés concentracdes, foram obsasvas mesmas caracteristicas anatémicas
descritas para o controle. O tratamento com o textta braquiaria a 200 ppm apresentou
individuos com valores de diametro da raiz, largloacortex e didmetro do cilindro central
menores que o0s de individuos controle, enquaniwidwbs tratados com o mesmo extrato a
400 ppm apresentaram diametro da raiz e largurzddiex significativamente maiores.
Contudo, o tratamento a 800 ppm nao teve efeitufgigtivo sobre o didmetro da raiz ou das
suas regides anatomicas (Figura 11).

Somente os individuos tratados com o agmumarico (800 ppm) apresentaram
raizes curtas (Figura 8 E). Para esse tratameat@giéo de 0,5 cm do apice, a epiderme néo
apresenta pelos absorventes, 0 parénquima codpalsenta maior nimero de camadas
celulares (aproximadamente 10 camadas). Na endedermo periciclo s&o encontradas
células em divisdo. O floema se encontra situadermexmente ao xilema, e a medula
parenquimatica se encontra bem desenvolvida, toinskd estrutura caulinar conspicua
(Figura 10 C-E). Nessa mesma regido, foram obsesvad maiores valores de diametro
dentre todos os tratamentos (Figura 11). Os indoddratados com 200 e 400 ppm desse
mesmo &cido apresentaram caracteristicas anatésgnshantes as do controle, sendo que
o tratamento com 400 ppm apresentou didmetros idaerdargura do cortex menores
significativamente que o controle (Figura 11 A-B).

Em relacdo aos tratamentos com os diferentesrftagies, os mesmos apresentaram
caracteristicas anatdmicas semelhantes as degaitas controle na mesma regido. A Figura
11 exibe os resultados das mensuragfes anatbmacasepses tratamentos. Os individuos
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tratados com quercitrina 800 ppm, luteolina 20@@ Bpm, fisetina 200 ppm e canferol 800
ppm apresentaram diametro radicular significativateenaiores que o controle (Figura 11
A). Dentre esses tratamentos, a quercitrina 800 m@pra luteolina 200 ppm também
apresentaram maior largura do cortex (Figura 1& B)isetina 200 ppm foi responséavel pelo
maior diametro do cilindro central (Figura 11 C)tr@&amento com canferol 800 ppm exibiu
maiores valores tanto de largura do cértex comdi@metro do cilindro central (Figura 11 B-
C). Por outro lado, a quercitrina 400 ppm, a free#00 e 800 ppm, e o canferol 200 ppm
possuiram valores menores de diametro radiculéorde significativa (Figura 11 A), dentre
0S quais a quercitrina 400 ppm e a fisetina 800 @mmesentaram menores valores de
didmetro do cilindro central (Figura 11 C). Os induos tratados com canferol 200 ppm
apresentaram menor largura do cortex (Figura 1p@&¥m o diametro do cilindro central foi

maior que os dos individuos controle (Figura 11 C).
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Figura 10: Calopogonium mucunoides0,5 cm do apice radicular (S.T.p-if) Raiz de individuo
controle.(a) Aspecto geral(b) Detalhe do cilindro centra(c-e) Individuo tratado &cido p-cumarico
(800 ppm).(c) Aspecto geral(d) Detalhe do cilindro central, com parénquima meddésenvolvido.

(e) Detalhe do xilema e do floema. cc = cilindro calhtco = cortex; en = endoderme; ep = epiderme;
fl = floema; xi = xilema; pc = parénquima cortical= rizoderme. Barras: a, d = pn; b, e = 25um;

c= 100pm.
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Figura 11: Efeito do extrato metandlico de folhas Weochloa humidicola(UHF), do &cidop-
cumarico (APC) e dos flavonoides quercitrina (QUHK}eolina (LUT), fisetina (FIS) e canferol
(CAN), sob diferentes concentragbes (em ppm), nasergsdes anatomicas deéalopogonium
mucunoidesa 0,5 cm do apice (n=25, r=3p) Didmetro total da raiz(b) Largura do cortex.h)
Diametro do cilindro central. * Indica diferencagmificativa em comparacdo ao controle apos
realizacdo de ANOVA seguida de Teste de Tukey@D5).
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5.3. Ultraestrutura celular em individuos deCalopogonium mucunoides ap0s tratamento
com acidop-cumérico

As analises da ultraestrutura de células contdgléC. mucunoidesa regido do
cilindro central, a 0,5 cm do apice da raiz, maatracélulas com vacuolo bem desenvolvido
e mitocondrias e nucleo integros (Figura 12 A).

As células tratadas com acido p-cumarico a 800 parmesma regidaapresentaram
células bastante alteradas com citoplasma granutkedwadado e retraido. Neste citoplasma
concentram-se depositos densos osmiofilicos jumt@ibrana plasmatica. As mitocondrias
apresentam-se com cristas inchadas e matriz delgragl@ ndcleo também é visivelmente
degradado (Figura 12 B-E). Tais caracteristicagnfiorambém descritas para os tratamentos

com o mesmo acido a 400 e 200 ppm (Figura 12 F).
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Figura 12: Imagens obtidas em microscopio eletronico de trasssito (MET) de células de raizes de
Calopogonium mucunoidea 0,5 cm do apicéa) Controle. Aspecto geral das células do floetha.
e) Acido p-cumarico800 ppm. (b) Aspecto geral das células parenquiastilo cilindro centralc)
Detalhe de uma mitocondria com cristas inchadasa#rizndegradada.dj Detalhe do nucleo
degradado(e) Acimulo de depdsitos=¥). (f) Acido p-cumérico400 ppm, evidenciando ntcleo
degradado. Cc = célula companheira, etc = elem@ntabo crivado, mi = mitocéndria, nu = nucleo.
Barras: a, b, d, f=gm;c,e=1 um.
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6. DISCUSSAO

A partir dos dados analisados neste trabalho émisipel observar que o extrato

metandlico de folhas dg. humidicolando afetou de forma significativa a germinacdo das
sementes d€. mucunoideem nenhuma das concentracdes utilizadas — 200 800 ppm.
Da mesma forma, néo foi observada relacdo diréta ea parametros analisados — PG e IVG
— e a concentracdo dos referidos extratos. Alémodis tratamento com tais extratos néo
causou alteracoes evidentes na morfologia ext€aatudo, os valores de comprimento da
plantula, da parte aérea e da raiz apresentararenga estatistica em comparacdo com o
controle (P<0,05), sendo observados tanto valanesreres ao controle para 0 comprimento
da plantula e da parte aérea, como valores inéiao controle para o comprimento da raiz.

Os tratamentos com acidp-cumarico também ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas nos dois parametrd®G e IVG - em relacdo ao controle.
Dentre os acidos hidroxicinamicos o acoumarico é considerado um potente inibidor da
germinacdo de sementes (Reigesal.,1999). Essa substancia fendlica tem sido encontrada
em extratos foliares de diferentes espécies veg@tarentinoet al.,2003; Einhellig, 2004;

Al Wakeelet al.,2007; Batistet al.,2007; Hussairt al.,2011). O acidg-cumarico também
esta presente em extratos de folhasJdenutica(Chou, 1989) e d&. brizantha(Santoset

al., 2011). Essa substancia foi também identificadaaha$ deU. humidicola(Souza Filho

et al., 2005). Esses autores avaliaram o efeito da mesmgeminacdo de sementes de
malicia (Mimosa pudical.), mata-pastqSenna obtusifoligL.) H.S. Irwin & Barneby) e
fedegoso(S. occidentalis(L.) Roxb.), todas espécies daninhas de pastagens, sendo a
concentracdo de 8 mg/L a que apresentou maior mgaatede inibicdo (32,0%) em
comparagao com o controle. Essa concentracao égava ppm, sendo 100 vezes menos
concentrada que a utilizada neste trabalho, o qostran alta capacidade inibitéria dessa
substancia fendlica. Embora os resultados obsesvaeste trabalho n&o corroborem com o
descrito na literatura supracitada, € importantsakar que diferentes espécies vegetais
podem apresentar diferentes respostas ao mesmamérao (Maciast al.,2000).

A inibicdo da germinagdo por acigecumarico também foi observada por dti al
(1993) em sementes dactuca satival.. (alface).Baleroniet al. (2000) observaram que o0s
tratamentos com os acidos ferulicqp€umarico causaram maior acumulo de lipidios em
cotilédones de cano(®8rassica napus.) se comparados com os cotilédones nao tratamos.

autores atribuem esse aumento no teor lipidicalacé® na mobilizacdo de reservas para a
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germinacdo e o desenvolvimento inicial, o que gadexplicar 0 menor nimero de sementes
germinadas apos o tratamento com apidomarico na literatura.

Os flavonoides utilizados neste estudo ndo apt@sen efeito significativo em
relacdo a PG e IVG. Poucos trabalhos avaliaranfei®® de flavonoides sobre a germinacao
de sementes. Cipollirat al. (2008) e De Martinet al. (2012) observaram que o flavonoide
luteolina ndo exerceu efeito sobre a germinacasedeentes, o que também foi observado
neste trabalho. Por outro lado, Bas al. (2003) observaram que o canferol inibiu a
germinacdo de diferentes espécies-alvo mesmo exashaoncentracdes (50-250 pg/mL,
equivalente a 50-250 ppm), diferentemente do obhslermos bioensaios.

Ferreira & Aquila (2000) consideram que a germé@ag@ menos sensivel as
substéancias fitotoxicas em comparacdo com o debémemto inicial das plantulas. Neste
trabalho, os efeitos das substancias testadas awshogfologia e o desenvolvimento inicial de
C. mucunoideforam mais visiveis que os observados sobre aigagdo das sementes.

O tratamento com acidecumarico causou reducdo do comprimento total (§08)

e do comprimento radicular (400 e 800 ppm), alémeatFose no apice radicular, observado
somente sob concentracdo a 800 ppm. Souza Etlla. (2005) observaram que o efeito
inibitorio do acidop-cumarico sobre o desenvolvimento da radicula fasresidente que o
efeito do mesmo sobre a germinagdo. A observacanedmse corrobora com Einhellig
(2004), que considera comum a ocorréncia de raimtas e deformadas em plantas tratadas
com fenois.

Os acidos hidroxicinamicos, dentre os quais ododccindmico g-cumarico, sao
descritos na literatura como inibidores potentesddeenvolvimento inicial de plantulas
(Einhellig, 2004; Hussain & Reigosa, 2011). Chainal. (2002) observaram que os acidos
cindmico eo-cumarico, além da cumarina, inibiram o desenvadvito inicial da alfafa
(Medicago sativa..), e atribuiram essa observacdo a inibicdo desaiwvcelular.Segundo
Souza Filho & Alves (2002), o acigecumarico pode afetar o alongamento da radicula e a
divisdo celular através da reducéo dos niveis Bmaatraves de descarboxilagéo.

O flavonoide glicosilado quercitrina (800 ppm) dioiu de forma significativa o
comprimento da parte aérea, e consequentementem@riotento das plantulas de€.
mucunoides Tal efeito foi inverso nas concentracoes de 2080@ ppm dessa mesma
substancia. Esse flavonoide foi detectado em fotleaBucalyptus globulud.abill., Pinus
radiata D. Don eAcacia melanoxylorR. Br., espécies vegetais com potencial alelopatico
(Soutoet al.,1994). Embora, diferentes trabalhos ressaltem Svdaale anti-inflamatéria e

de inibicdo do estresse oxidativo (M al., 2016; GOmez-Floritet al., 2015), faltavam
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estudos sobre possiveis efeitos fitotoxicos. Ptmodado, os tratamentos com luteolina ndo
apresentaram efeito significativo sobre a germimag@& C. mucunoides contudo o0s
individuos tratados com essa substancia apresentagores comprimentos total da plantula
e da parte aérea em comparagcdo com o controleohsgvacdes nao estdo de acordo com
De Martinoet al. (2012), que ndo observaram efeito significativoreab desenvolvimento
inicial, tanto inibitério como estimulatorio.

De um modo geral, os individuos tratados com ifiaetpresentaram valores de
comprimento — da plantula, da parte aérea e dassraisignificativamente maiores que o0s
observados para o controle. A fisetina havia sigwipmente detectada nos extratos foliares
de U. humidicola (Oliveira, 2015), contudo o numero de trabalhosresab atividade da
fisetina é irrisorio Por outro lado, os tratamentos com canferol caosamducdo no
comprimento da raiz e no comprimento da plantutrgs diluicbes testadas. O canferol é
frequentemente encontrado em espécies vegetaipai@mcial fitotoxico (ex.: Espositet al.,
2008; Ribeiro, 2012). Esse flavonoide, em assooiag@mn quercetina e rutina, inibiu o
desenvolvimento inicial d€. mucunoideg¢Ribeiroet al.,2015).

Segundo Stafford (1991), flavonoides contendo @ & monohidroxilado, como o
canferol, estimulam a degradacao de auxina, enguangue contém o anel B di-idroxilado,
como os demais flavonoides testados, inibem tglaet€omo a auxina é um fitormdnio
responsavel pela diferenciacdo da raiz (Alenal., 2006), isso ajuda a explicar porque o
tratamento com canferol (400 ppm) inibiu de forngmigicativa o desenvolvimento radicular,
0 que nao ocorreu com os demais flavonoides.

Somente os individuos d& mucunoidesratados com acidp-cumarico a 800 ppm
apresentaram alteracées na morfologia interna enpa@cao ao controle, tendo apresentado
estagio caulinar a 0,5 cm do apice radicular. AtBsso, os individuos do mesmo tratamento
apresentaram os maiores diametros total da raizadiddro central, em comparacédo com o0s
demais tratamentos, decorrente do desenvolvimemto pdrénquima medular. Como
mencionado anteriormente por Souza Filho & Alve80@), o acidop-cumarico pode ter
causado degradacdo da auxina, fitorménio relacmr@min o desenvolvimento inicial da
planta e crescimento da radicula; com o encurtamdatraiz, a regido caulinar passa a
ocorrer mais proximo ao apice radicular, como olzs#y neste trabalho. O mesmo ja havia
sido descrito por Ribeiret al. (2015) em individuos d€. mucunoidesratados com &cido
cinamico.

Os tratamentos com os diferentes flavonoidescipatmente com concentracdo de

800 ppm, causaram aumento no didametro total daeraia cilindro central. Tais resultados

30



corroboram com o encontrado por Chetnal. (2002), que observou raizes de alfafa mais
espessas apos tratamento com extratos de alfadenecemarina. Os autores associaram o
aumento em diametro com a inibicdo do crescimemtgifudinal, o que foi possivel observar

somente para os tratamentos com a quercitrinaaaferol. Segundo Cheyniet al. (2013),

os flavonoides podem inibir o transporte do fitomed auxina, acarretando no menor

desenvolvimento da planta observado nesses tratasnen

As observacdes ultraestruturais das células naaelp cilindro central das raizes de
C. mucunoidesratadas com acidp-cumarico mostraram que o sistema de endomembranas,
especialmente a mitocondria e o nucleo, foram eisiente afetados por este tratamento,
além da granulacdo do citoplasma. Burgbsal. (2004) observaram essas caracteristicas em
células de raiz de pepino apos o tratamento cosanlastancias BOA e DIBOA. Esses autores
associaram tal observacdo com o possivel aumenforatkicdo de espécies reativas de
oxigénio — EROs -, cujos teores aumentam confornaata € exposta as substancias
fendlicas (Dinget al.,2007; Garcia-Sanchet al.,2012; Sunmonu & Van Staden, 2014). O
estresse oxidativo causado pela superproducédo @es BR interior das células pode causar
danos nas estruturas membranares, inibicdo de amzetacionadas com a respiracao celular,
mutacdes e apoptose em longo prazodiya.,2006; Dinget al.,2007).

. De acordo com Liuet al. (2003) e An (2005), os aleloquimicos geralmente
ocasionam um efeito positivo em baixas concentsacde passo que podem exercer efeito
negativo a partir de uma concentracao limiar. Aigéo do desenvolvimento inicial causada
pelo acidop-cumarico 800 ppm, em contraponto com o efeitotpostia mesma substancia a
400 e 200 ppm, podem ter apresentado tal padréesgesta.

No geral, foi possivel observar que os tratameptos 0s extratos foliares dé.
humidicola ndo tiveram efeito significativo na germinacao, tado apresentando efeito
positivo sobre o comprimento da plantula, e ef@iibitorio sobre o desenvolvimento das
raizes deC. mucunoides Entretanto, o acidg-cumarico, isoladamente, exerceu forte
influéncia inibitéria em ambos, além de causaradi@es significativas em niveis estrutural e
ultraestrutural. Considerando que o acmoumarico esta presente no extrato foliarlde
humidicola (Oliveira, 2015),acredita-se que o0s teores do acido podem estaphaim
referido extrato, de modo que ndo poderiam exeedeito negativo sobre a leguminosa
testada. Outra hipotese provavel é a ocorréncimtdeacfes antagdnicas entre o aqio
cumarico e os flavonoides presentes no extratacokréncia de antagonismo entre diferentes
substéancias fitotdxicas foi observada por Séval. (2013) em di-idroflavonois isolados de

extratos do timboQerris urucu(Killip & A.C. Sm.) J.F. Macbr.). Visto que os flaioides
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utilizados nos bioensaios apresentaram efeitotéribi menor no desenvolvimento inicial de
C. mucunoideem compara¢do com o observado para o geiclanarico 800 ppm, sugere-se
que os flavonoides presentes no extrato tenhanmd@tecamo antagonistas ao acige
cumarico, anulando suas propriedades fitotoxicas.

Considerando 0 exposto acima, existe uma cresceutessidade de buscar maiores
informacdes sobre os efeitos fitotoxicos das sul&é fendlicas encontradas nas folhas de
U. humidicola Com o intuito de observar se os efeitos descnste trabalho podem se
repetir em outras plantas, propde-se avaliar doetle extratos aquosos da braqui&oare
espécies adotadas como padrdao em estudos de ifiexpxutras espécies de leguminosas
utilizadas em consorcios de pastagens e sobreiesptivas florestais. Sugere-se também a
realizacdo de analises anatdbmicas em diferentéseseda raiz e do caule da planta-alvo, e de
analises qualitativas e/ou quantitativas dos nigdessfitormonios auxina e citocinina, tendo o
intuito de associa-los com o efeito das substarderadicas sobre a estrutura da planta alvo.
Por fim, é igualmente interessante a realizacdanddises em nivel fisiologico, para avaliar

efeitos sobre a sintese proteica e a producdo AsER
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. CONCLUSOES

O extrato foliar deUrochloa humidicolando exerceu efeito inibitorio significativo
sobre a germinacao @alopogonium mucunoidesontudo apresentou efeito positivo
sobre o comprimento da parte aérea, e efeito dmibisobre o alongamento radicular;

* Os individuos tratados com &cide-cumarico, na concentracdo de 800 ppm,
apresentaram raizes curtas, espessas, e com nhewospice. Seus individuos
apresentaram estrutura caulinar a 0,5 cm do apiferentemente dos demais
tratamentos;

* O acidop-cumarico, nas trés diluicdes — 200, 400 e 800 ppoausou danos nas
estruturas membranares e no nucleo de células aassr de Calopogonium
mucunoides;

» Os flavonoides quercitrina, luteolina e fisetinaesentaram efeito estimulatério sobre

o desenvolvimento inicial d€alopogonium mucunoide® canferol foi o Unico a

apresentar efeito inibitorio.
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ANEXOS

Tabela 1: Efeito dos diferentes tratamentos sobre a Porcemtagdp Germinacéo (PG) e o
indice de Velocidade da Germinacdo (IVG) das seesedeCalopogonium mucunoides
(n=3). Os dados estdo expostos como média = DRhdicd diferenca significativa em

comparacao ao controle (p < 0,05).

Tratamento PG (%) IVG
Controle 80,00 £ 5,77 1,25+0,14
Extrato foliar deU. 200 ppm 86,67 = 5,77 1,36 £ 0,20
humidicola 400 ppm 83,33 5,77 1,26 + 0,22
800 ppm 90,00 1,37 +0,10
Acido p-cumarico 200 ppm 93,33 £5,77 1,58 + 0,14
400 ppm 96,67 + 5,77 1,57 +0,29
800 ppm 70,00 +17,32 1,14 + 0,37
Quercitrina 200 ppm 86,67 £ 15,27 1,38 £ 0,33
400 ppm 93,33 +5,77 1,52+0,21
800 ppm 83,33 +5,77 1,23 +0,03
Luteolina 200 ppm 86,66 11,54 1,45+0,14
400 ppm 86,67 £ 5,77 1,36 £ 0,21
800 ppm 83,33 + 15,27 1,30+ 0,23
Fisetina 200 ppm 76,67 £ 23,09 1,23+£0,31
400 ppm 83,33 5,77 1,43+£0,13
800 ppm 80,00 1,35+ 0,07
Canferol 200 ppm 73,33 5,77 1,19+0,11
400 ppm 80,00 + 26,46 1,33 £0,39
800 ppm 86,67 + 15,27 1,42 +0,22
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Tabela 2: Efeito dos diferentes tratamentos sobre o deseimehto inicial dos individuos déalopogonium mucunoidéa=30) apos 10 dias

sob os diferentes tratamentos. Os dados estdotegmmsno média + DP. * Indica diferenca signifigatem comparacao ao controle (p < 0,05).

Tratamento Comprimento da plantula (cm) Comprimelatparte aérea (cm)  Comprimento da raiz (cm)
Controle 5,69 + 4,25 3,31 £+ 2,57 2,39+1,85
Extrato foliar deJ. 200 ppm 6,67 +4,26 * 442 +2,78* 224+161*
humidicola 400 ppm 6,44 + 4,74 * 4,43 £ 3,26 * 201+155*
800 ppm 6,27 £18,41 4,17 £2,22* 2,09+1,33*
Acido p-cumérico 200 ppm 6,67 £2,85 4,27 +1,89* 2,41 +£1,18
400 ppm 6,17 + 3,24 441 +£231* 1,75+£1,16 *
800 ppm 2,12 +2,26 * 1,73+1,86* 0,39 £ 0,59 *
Quercitrina 200 ppm 7,08 £4,02* 4,31 +2,50* 2,77+£191+*
400 ppm 7,29 +3,38 * 4,78 2,17 * 2,51+1,42
800 ppm 530+3,95* 2,78+2.23* 2,52+1,95
Luteolina 200 ppm 6,57 +3,91* 418 +2,48* 2,38+1,71
400 ppm 6,12 + 3,71 3,81+£245* 2,31 +1,58
800 ppm 7,13 + 3,96 * 4,47 £2,54* 2,66 + 1,69
Fisetina 200 ppm 537+425* 3,05+253* 2,31+2,05
400 ppm 6,45+ 4,50 * 3,77 £2,78 * 2,67 £2,01*
800 ppm 5,84 +3,71 3,20+ 2,18 2,64+183*
Canferol 200 ppm 524 +4,13* 3,27 +£2,82 1,96 +1,57 *
400 ppm 4,46 £ 3,33 * 2,77+211~* 1,69+£1,40*
800 ppm  5,65+4,11 3,52 £2,64 * 2,13+1,72*
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Tabela 3: Efeito dos diferentes tratamentos sobre o diamtetal, diametro do cortex e o didmetro do cilindentral em individuos de

Calopogonium mucunoide®=25, r=3) ap6s 10 dias sob os diferentes trattoee Os dados extdo expostos como média + DPditdn

diferenca significativa em comparacéao ao contrple (,05).

Tratamento Diametro total (um) Largura do cortex) Diametro do cilindro central (um)
Controle 405,38 £ 29,66 303,92 £ 16,08 96,44 483,
Extrato foliar deJ. 200 ppm 307,51 +£37,97* 248,61 £27,85* 72,02555
humidicola 400 ppm 476,84 +£58,76 * 368,17 £ 54,04 * 105,459
800 ppm 407,84 £ 18,41 309,19 + 13,89 93,91 +10,32
Acido p-cumarico 200 ppm 401,73 +72,04 314,71 + 53,58 106,29 +(38,3
400 ppm 307,57 £21,12* 233,90 £ 16,88 * 89,88 2/3
800 ppm 1104,60 + 89,62 * 780,64 £ 62,93 * 336,977{97 *
Quercitrina 200 ppm 363,34 + 32,82 270,79 £ 27,72 83,94 + 8,60
400 ppm 362,14 £ 27,11 * 300,63 £ 13,99 81,98 H79
800 ppm 442,91 £+ 14,83 * 344,36 £ 16,64 * 89,84 889
Luteolina 200 ppm 456,47 + 34,59 * 365,30 + 37,23 * 109,6K67
400 ppm 391,25 + 27,39 284,05 + 19,66 92,53 +12,82
800 ppm 476,66 £ 32,49 * 366,90 £ 28,76 * 108,7868
Fisetina 200 ppm 558,85 £ 64,10 * 331,07 £ 38,07 114,1514 7,
400 ppm 328,00 £29,81 * 288,83 £ 45,15 91,87487,
800 ppm 329,91 £29,80 * 295,86 £ 61,83 71,43 96,7
Canferol 200 ppm 356,76 £ 27,23 * 257,17 £23,41* 128,380450 *
400 ppm 430,18 £ 30,78 352,24 £ 25,04 * 102,87 #24
800 ppm 538,25 +36,41 * 408,91 +£ 38,02 * 112,487 *
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