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RESUMO

Metabdlitos secundarios produzidos e liberadosppaotas, bactérias, fungos e liquens
estdo envolvidos numa variedade de processos emmognomeados como
aleloquimicos. Além das suas possiveis fun¢gfesdgicals, muitos dos metabdlitos
secundarios sao fitotoxicos, constituindo uma foatativamente inexplorada de novos
herbicidas. Nesse ambiteside a possibilidade de obtengcdo de novas makq@dra
novos alvos moleculares, alternativos aqueles daaisa herbicidas, sendo mais
atraentes quanto mais frequentes forem as resetéacesses. afios aleloquimicos
podem ser seletivos em suas acdes e as plantas pedeseletivas em suas respostas. Por
este motivo, torna-se dificil sintetizar o modoai#io desses compostos, levando muitos
estudos a se restringirem apenas a modificacOegenminacdo e nos padrbes de
crescimento da planta-teste, sem considerar ogasvealulares relacionados as mudancas
fisioloégicas. Dessa forma, o presente estudo temsocobjetivo investigar 0s mecanismos
de acdo dos aleloquimicos dE€ladonia verticillaris sobre Lactuca sativa e
Solanum lycopersicumVisando uma compreensao mais completa e abrangtage
propriedades alelopéticas de liquens e dos posséfeitos sobre outros organismos, esta
pesquisa propds realizar abordagens experimeantaiso e in vitro, visto que 0s extratos
de C. verticillaris inibem, estimulam ou geram a morte de plantulaka¢uca sativa
dependendo do extrato e da concentracdo utilizBsta pesquisa investigou as
alteracdes fisiologicas e bioquimicas, atravesaaddises morfologicas, ultraestrutural,
da taxa fotossintética e de danos oxidativos. Werfse também o efeito da radiacao
gama e da ureia exdgena no talo liguénico, comallagéo de estresse abiotico,
obtendo respostas através da producdo de alelamsirei consequentemente, do seu
potencial alelopatico. Observou-se que os compoitoslicos de liquens geram
estresse oxidativo nas plantulasldsativae S. lycopersicurprovenientes da alteragao
da cadeia transportadora de elétrons, e que asidégle desse dano possui
especificidade e varia de acordo com o extratmeearttracao utilizada. Notou-se que as
substéancias liqguénicas causam disfun¢des celuld@stuindo algumas organelas como
cloroplastos, podendo induzir a peroxidagcdo e pravoum rompimento celular
generalizado que finalmente conduz a morte da aélDbnstatou-se que a radiacéo
altera o metabolismo liquénico e potencializa agdatdes alelopaticas e que a ureia
promove a atividade da urease nos talo€ deerticillaris. Os efeitos observados foram
comparados com padrdes, como os acidos fumarptdce e protocetrarico, e 0
herbicida clortoluron, verificando-se que as resmsobtidas frente aos extratos
refletem uma interacdo sinergistica ou antagonita es aleloquimicos, e que muitas
acOes sdo mais eficazes que as do herbicida. Dilestes resultados acredita-se que
C. verticillaris possa ser usada como fonte de bioherbicida quey d& eventuais
vantagens ambientais, tem possibilidade de aumentaimero, ainda relativamente
reduzido, de locais de acéo de herbicidas.

Palavras-chave Acido fumarprotocetrarico, éacido protocetraricgubstancias
liquénicas, bioherbicida, fotossistema I, estresgdativo



ABSTRACT

Secondary metabolites produced and released bysplaacteria, fungi and lichens are
involved in a variety of ecological processes, nignas allelochemicals. Additionally,
aside from its possible environmental functions,nynaecondary metabolites are
phytotoxic, constituting a relatively unexploredusme for new herbicides. In this
context resides the possibility of getting new moales to new molecular targets,
alternatives to current herbicides. Several allocicals can be selective in their
actions and plants can be selective in their resggnFor this reason, it is difficult to
synthesize the action model of these compounddingamany studies to be restricted
only to changes in germination and growth patteofisthe test plant, without
considering cellular events related to physiololg@anges. Thus, the present study
aimed to investigate the mechanisms of actio@laflonia verticillarisallelochemicals
on Lactuca sativaeandSolanum lycopersicuntror a more complete and comprehensive
understanding of the allelopathic properties didiacs and their possible effects on other
organisms, this research proposed to carry inuvivo and in vitro experimental
approaches. Since the extracts @f verticillaris inhibit, stimulate and generate the
death of seedlings dfactuca sativadepending on the extract and concentration used,
this research investigated physiological and bioghal changes, through
morphological ultrastructural analysis, the photdkgtic rate and oxidative damage.
There was also the effect of gamma radiation amdj@xous urea on lichen thallus as
simulation of abiotic stress, obtaining responsésough the production of
allelochemicals and hence its performance in gikgloic potential. It was observed that
lichen phenolic compounds generate oxidative stiesd. sativa seedlings and
S. lycopersicumfrom the change in the electron transport chand that the intensity
of this damage has specificity and varies accortiingxtract and concentration. It was
noted that lichen substances cause cellular dystunsc destroying some organelles
such as chloroplasts and inducing peroxidation aagse a generalized cell disruption
that ultimately leads to cell death. It was fouhdttradiation alters the metabolism and
increases lichen allelopathic activities and thatau produces urease activity in
C. verticillaris thalli. The observed effects were compared todsteth substances, as
fumarprotocetraric and protocetraric acids, andhidicide chlortoluron, where it was
found that the responses obtained by extractsctefie synergistic or antagonistic
interactions between allelochemicals and that meations were more effective than
herbicide. Given this result it is possible tRatverticillaris can be used as a source of
bioherbicide, which in addition to any environmérddvantages, it has possibility to
increase the still relatively small number of heitbés action sites.

Key-words: fumarprotocetraric acid, protocetraric acid, éohsubstances, bioherbicide,

photosystem I, oxidative stress
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CAPITULO 1: Potential phenolic bioherbicides from Cladonia verticillaris produce

Figura 1.

ultrastructural changes in Lactuca sativa seedlings

Scheme showing chemical structure and proposedyritiostic
pathway of atranorin-derived depsidones in the elich

Cladonia VEItICHIAIIS . ....ee e,

Figura. 2. Transmission electron micrographs of longitudioals ofL. sativa

Figura 3.

Figura 4.

roots from control seeds, germinated and growingalasence of

phenols ofC. verticillaris. A) Apical segment of the root in that it

can appreciated the caliptra and both apical abdmoal meristems.
B) Magnification of the strictly apical zone showgitthe two main
types of cells that compose the organ, the perghhemlls and the
statocysts. C) Peripheral cells of the caliptrad)ls of the caliptra
(statocysts) showing the starchy statolythes. Eg@nt cells of the
subapical parenchyma of the root showing interfirgfe@aped lobes

AN INAENLALIONS. ... e e e e aens 107

Transmission electron micrographs of transvensts of roots of

L. sativafrom seeds control, germinated and growing in absef

phenols ofC. verticillaris. A) Pavement cells in of the subapical

parenchyma of the root showing interfinger-shapetie$ and

indentations. B) Magnification of a zone of the @anent

parenchymatous CellS............ouiiiiiiiieeiiee e

Transmission electron micrographs of transverss ofi roots of

L. sativafrom seeds germinated and growing in the presearfce
C. verticillaris phenols (2.5 mg nit) extracted with acetone. A and

B) Zone of the subapical parenchyma showing pavemels that
have losing their ability to form lobes and inddiatas.
C) Magnification of a root parenchymatous cell simgwumerous
mitochondria and part of the endoplasmic reticulidy.Pavement
parenchymatous cell in division after losing itspaaty of



indentation. E) Detail of mitochondria and endoplas reticulum
highly folded in root parenchymatous cell. F) Detdithe peripheral
cytoplasm showing a dictyosome and the sequentefbc of the
TGN vesicles towards the plasmatic membrane. NusnbeP and 3
indicate the sequence of pinocytosis toward théplaesmic space.
G) Magnification of a cytoplasmic zone showing gased number
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Figura 5. Transmission electron micrographs of transverds ofi leaves of
L. sativaseedlings from control seeds, germinated and grgwi
absence of phenols df. verticillaris. A) Epidermis and spongy
parenchyma. B) A different zone of the same tisshewing the
peripheral disposition of chloroplasts. C) Magrafion of two
epidermal cells and some cells of the spongy upiheyl
parenchyma. D) Mitochondria and vacuoles of epidérells.
E) Chloroplast of a cell from the palisade paremeay in.
F) Magnification of the chloroplast, showing intexgal lamellae,
grana and lipidic DOAIES..........ooiiiiiiiiii e 110

Figura 6. Transmission electron micrographs of transverse ofitleaves of
L. sativa seedlings from seeds germinated and growing in the
presence ofC. verticillaris phenols (2.5 mg mt) extracted with
acetone. A) Palisade parenchyma. B) Early defoonatof
chloroplasts of the palisade parenchymatous cejisattion of
C. verticillaris phenols absorbed by the root and translocatea up t
the leaves. C) Magnification of a still not moddiehloroplast and
of mitochondria that have eliminated their internabmbs.
D) Degenerate chloroplasts in those who eliminhte intergranal
membranes have been eliminated and the grana fuskrin
amorphous lipidic bodies in the stroma of the abbbast. E)

Magnification of a degenerated chloroplast. ..cccc......ccooovriiiviiiiinnns 111

Figura 7. Transverse cuts of roots (A and B) and leaveso(@Q of L. sativa
seedlings growing on methanolic extract @&. verticillaris

(2.5 mg phenols mt). A) Parenchymatous, pavement turgent c~''e



of a root showing loss of both lobes and indentetio
B) Endoplasmic reticulum of the same cells. C) €eflpalisade leaf
parenchyma showing intact, non-altered chloroplaB{s Cells of
palisade leaf parenchyma showing grana-depletedragibsts.
E) Highly modified chloroplast showing a great tehbody and
residual grana displaced to the periphery of thgawoelle.
F) Epidermal cell showing the nucleus and numeritechondria.
G) Highly degraded chloroplast from palisade pahgnta cell.
H) A plasmodesmata connecting two two neighborted)s and
occluded by unidentified material. I) Degaged tkylds from grana

of a degraded chloroplast.............oovviceeeeeeiiiiiiiii e 112
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B) Endoplasmic reticulum of the same cells. C) €efl spongy leaf
parenchyma showing intact, non-altered chloroplaBis Cells of
palisade leaf parenchyma showing normal, unmodifieldroplasts
as well as a chloroplast without intergranal laaell E) Highly
modified chloroplast showing a great central bodg eesidual grana
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CAPITULO 2: ESTRESSE OXIDATIVO E FOTOSSINTETICO DE CELULAS
DELactuca sativa E Solanum lycopersicum MEDIADOS POR ALELOQUIMICOS

DE Cladonia verticillaris

Figura 1. Valores médios da concentragcdo de clorofila a ¢irofila b (B),
carotenoides (C), clorofila total (D) e atividade fbtossistema I,
PSIl (E) de plantulas deactuca sativagerminadas em diferentes
extratos deCladonia verticillaris (EE: extrato etéreo, EC: extrato
cloroférmico e EA: extrato acetbnico) nas conceyites de 1,0 e 2,5
g.dm® e seus aleloquimicos isolados (4cido fumarpratéceo:
FUM e acido protocetrarico: PRO) nas concentragdes0,1 e
1,0 g.dn, utilizando o herbicida clortoluron como contrplssitivo
(HC) nas concentracdes de 0,1 e 0,2 §dmagua destilada como
controle negativo (CTRL). As plantulas foram awddis 12 dias apos
a germinacao. Médias seguidas pela mesma letrdifediem entre si
pelo teste de Tukey (p <0,05), médias £ SE, N=3-...coovvivvivvvinniennnn. 133

Figura 2. Valores médios da concentracdo de clorofila a ¢/grofila b (B),
carotenoides (C), clorofila total (D) e atividade fbtossistema |,
PSIl (E) de plantulas d&olanum lycopersicungerminadas em
diferentes extratos d€ladonia verticillaris (EE: extrato etéreo,
EC: extrato cloroférmico e EA: extrato aceténicay rconcentracoes
de 1,0 e 2,5 g.df e seus aleloquimicos isolados (Acido
fumarprotocetrarico. FUM e acido protocetrarico: AR nas
concentracdes de 0,1 e 1,0 gYmtilizando o herbicida clortoluron
como controle positivo (HC) nas concentracdes dee®,2 g.dm e
agua destilada como controle negativo (CTRL). Ampllas foram
avaliadas 18 dias ap0s a germinacao. Médias segp&la mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey @5, médias
£ S, N T B e ———————————————————————————————— 134

Figura 3. Valores médios da concentracédo de clorofila a ¢9rofila b (B),
carotenoides (C), clorofila total (D) e atividade fbtossistema I,
PSII (E) de plantulas deactuca sativagerminadas previamente em

agua e depois transferidas para os diferentestextoe Cladonia



verticillaris (EE: extrato etéreo, EC: extrato cloroformico e
EA: extrato acetdnico) nas concentracbes de 1,5 g.8n° e seu
aleloquimico acido fumarprotocetrarico (FUM) nasaentracdes de
0,1 e 1,0 g.dm, utilizando o herbicida clortoluron como controle
positivo (HC) nas concentracdes de 0,1 e 0,2 §.dragua destilada
como controle negativo (CTRL). As plantulas foramaledas
15 dias ap0s a germinacdo. Médias seguidas pelmaniesra ndo

diferem entre si pelo teste de Tukey (p <0,05),iaed SE, n = 3. ...... 137

Figura 4. (Valores médios da concentracdo de clorofila a ¢rofila b (B),
carotenoides (C), clorofila total (D) e atividade fbtossistema |,
PSIl (E) de plantulas deSolanum lycopersicumgerminadas
previamente em agua e depois transferidas pardiersrdes extratos
de Cladonia verticillaris (EE: extrato etéreo, EC: extrato
cloroférmico e EA: extrato acetdbnico) nas conceaiies de
1,0 e 25 gdm e seus aleloquimicos isolados (&cido
fumarprotocetrarico:. FUM e acido protocetrarico: AR nas
concentracdes de 0,1 e 1,0 gyram duas concentragdes, utilizando
agua destilada como controle negativo (CTRL). Ampllas foram
avaliadas 21 dias ap6s a germinacao. Médias segp&la mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey @09,
MEIAS £ SE, N = 3. i cmmmmmm e e e e e 138

Figura 5. Valores médios da atividade da peroxidase (A,B)ifggmloxidase
(C,D) e catalase (D,E) de folhas de plantulasLdetuca sativa
germinadas (A, C e E) ou transferidas apds gerramamm agua
(B, D e F) para os diferentes extratos @mdonia verticillaris
(EE: extrato etéreo, EC: extrato cloroférmico e E@xtrato
acetdnico) nas concentracdes de 1,0 e 2,5 9adreu aleloquimico
acido fumarprotocetrarico (FUM) nas concentracoes @,1 e
1,0 g.dn?, utilizando o herbicida clortoluron como contrplesitivo
(HC) nas concentracdes de 0,1 e 0,2 §dmagua destilada como
controle negativo (CTRL). As plantulas das figulasC e E foram
avaliadas 12 dias apés a germinacdo e as B, D ® dta$ apds a
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Investigagdo dos mecanismos de agdo dos aleloquinsicleCladonia verticillaris....

1. APRESENTACAO

Alguns organismos competem por luz, agua e nuésentevelando uma
concorréncia constante entre as espécies que @wegomunidade. Essa concorréncia
contribui para a sobrevivéncia das espécies nosiestesma, e algumas desenvolvem
mecanismos de defesa que se baseiam na sintessat®litos, liberados no ambiente
e que irdo Iinterferir em alguma etapa do ciclo ddavde outro organismo
(Sampietro, 2001). No entanto, a natureza nao éms@mrcompeticdo, concorréncia,
reducdo, mas é também cooperacao e diferenciagdcodaunidades naturais. Muitas
interacdes comportamentais de ataque e defesanmétvem forca fisica, mas agentes
quimicos sobre os quais se baseia 0 tema da no@pida expansdo do setor da

ecologia quimica — Alelopatia.

A alelopatia € um tipo de interacdo bioquimica eats espécies, considerada
uma forma de adaptacdo quimica defensiva (Soriz0@]), além de ser um fator de
estresse ambiental para muitas espécies (LovetyutiRu, 1992). Os aleloquimicos,
substancias quimicas que atuam nessa interacdempted origem no metabolismo
primario, mas em sua maioria sdo provenientes dabuksmo secundario. Segundo
Medeiros (1990), as principais vias de liberacdo gsiéstancias metabdlicas
potencialmente envolvidas na alelopatia, séo: dposipao, exsudacao de metabalitos,

lixiviagcdo e volatilizago.

Geralmente, a alelopatia resulta da acdo de vatedsquimicos em conjunto,
sendo que essas misturas podem conter substami&ses ou de natureza quimica
diversa (Einhellig, 1999). Estas substancias oog&n$ao responsaveis por uma grande
diversidade de efeitos nas plantas, como atrasnilsigdo completa da germinacao de
sementes, paralisacdo do crescimento, danos a&wmaistdicular, clorose, murcha e
morte das plantas (Correia, 2002), podendo produais do que um efeito sobre os
processos celulares responsaveis pela reducadiowlkesdo crescimento da planta. No
entanto, os pormenores do mecanismo bioquimiconmio do qual um composto
particular exerce um efeito toxico sobre o cresoime&egetal ndo sdo bem conhecidos.
Na maioria dos casos, os aleloquimicos dessas ragshio sdo capazes de causar
efeito sobre a planta-alvo quando sozinhos, umaquezsao liberados em pequenas
quantidades em condi¢Oes naturais (Einhellig, 1B@9goseaet al., 1999). Os sintomas

que se observam na planta atingida sdo determinpélms conjunto dos efeitos
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Investigagdo dos mecanismos de agdo dos aleloquinsicleCladonia verticillaris....

produzidos pelos aleloquimicos absorvidos pelatgtatvo, tornando-se dificil mesmo

depois de identificados os aleloquimicos, estabelgual deles provoca os sintomas
observados (Almeida, 1988; Durigan & Almeida, 1998)juantidade e a composi¢cao
destes aleloquimicos podem variar com a espéciglaa (Putnam, 1985), pois o
potencial alelopatico de uma espécie depende datigen do seu estadio de

desenvolvimento, das condi¢cdes ambientais e siksad® estresse (Rice, 1984).

O modo de acdo dos aleloquimicos pode ser menseradsistemas isolados,
porém a questdo critica de que a inibicdo alcangeddocal da planta esta em
concentracdo suficiente para influenciar especifeate a reacdo em estudo, e se outro
processo pode ser afetado mais rapidamente semptiau@. A maior dificuldade de
esclarecer esses mecanismos € a separacao dos séemndarios das causas primarias
(Putnam, 1985). Para Souza-Filho & Alves (2002), dos fatores que dificulta a
compreensao nas interacdes entre efeito e causaleloguimicos é o fato de uma
mesma substancia afetar diferentes funcdes fise@égda planta, assim como uma

mesma funcao pode ser afetada por mais de um ctmpos

Varios aleloquimicos podem ser seletivos em suassag as plantas podem ser
seletivas em suas respostas. Por este motivo-serdéicil sintetizar o modo de acao
destes compostos (Seigler, 1996), levando muithgles a se restringirem apenas a
modificagbes na germinacdo e nos padrbes de crasinda planta-teste, sem
considerar os eventos celulares relacionados aampad fisiologicas.

A crescente consciéncia sobre os problemas amiseatae salde publica,
ligados ao uso excessivo de produtos agroquimiems, estimulado o interesse na
busca de novos herbicidas seletivos, faciimenteadegéis e ambientalmente seguros.
Nesse contexto, a capacidade que os aleloquimiossupm para inibir/estimular
eficazmente o desenvolvimento de vegetais sugerelgs possam ser utilizados como

herbicidas/fitorreguladores.

Semelhantes a alguns herbicidas comerciais, osqgaii@hicos sdo capazes de
inibir a fotossintese (Lotina-Henset al., 1992; King-Diazet al., 2001) e promover
estresse oxidativo nas plantas receptoras, auntentan atividade das enzimas
antioxidantes (Pandest al.,2005), ou inibindo a oxidacao dessas enzimasaddixa

planta vulneravel a danos oxidativos (Vivargoal., 2004). O teor dos pigmentos
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fotossintéticos também indica o nivel do dano questoesse aleloquimico pode estar
causando a planta. Nas situacdes de estresse mcides, as clorofilas totais sédo
destruidas com maior intensidade que os carotexdioiea vez que esses pigmentos

estdo relacionados com a defesa da planta (Hemdty, 1987).

Os liguens ou fungos liquenizados possuem granbvarecia econdmica,
constituida pelo uso de substancias com eficieintglade bioldgica, como atividade
alelopatica, farmacoldgica, antineoplasica, antiofi@na, entre outros
(Xavier et al, 2006). Tais substancias sdo quase na sua &atalide natureza fendlica
(Hale, 1983). Como nos demais organismos alelaggtics compostos liquénicos séo
regulados por diversos fatores bidticos e abidticuxlificando diretamente sua taxa de
producao. Além disso, por se alimentarem de forigeosicopica, esses organismos
simbiontes captam e fixam os elementos do ar pawansetabolismo. Dentre esses
elementos esta o nitrogénio que largamente éaddinos fertilizantes, e indispensavel
para sintese dos aminoacidos (Syrett, 1962) queusamos na biossintese de fenois
(Blancoet al, 1984). Dessa forma, a acdo antropica atravésalale fertilizantes pode
influenciar na sintese de compostos bioativos, moeé uso indiscriminado desses
produtos pode causar sérios riscos ecologicos @utrofizacdo regional, acidificacao
e diminuicao da diversidade vegetal e liquénica@Br, 1992; Gaet al, 2007).

Estudos realizados através da aplicacdo de extraitss e substancias puras de
vérios liquens da familia Cladoniaceae, ocorreategabuleiros arenosos do Nordeste
do Brasil, revelaram que estes simbiontes interfen@ germinacdo de sementes de
vegetais superiores, como observado por Oliveiral. (1991) e Tigreet al. (2012),
interagem com fungos micorrizicos arbusculares ddo, sinfluenciando no
desenvolvimento de sementes e plantulas Ginipa americananativas destes
ecossistemas onde ocorrem tais espécies e modiicaamposi¢cdo quimica do solo
subjacente (Silva, 2007; Vasconcelos, 2007). P, isste estudo teve como objetivo
avaliar a acdo de metabdlitos deladonia verticillaris sobre a atividade do
fotossistema Il e do sistema antioxidadativo dwamtdesenvolvimento inicial de
Lactuca sativae Solanum lycopersicuntomo contribuicdo ao conhecimento da
dindmica de ecossistemas onde liqguens terricolasrams e, sua influéncia no
funcionamento e estrutura destes ambientes, bemo cama alternativa para

prospeccao de fitorreguladores ou herbicidas natura
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Alelopatia

O conhecimento de que as plantas tém a capacidadentdrferir no
desenvolvimento de outras plantas atravées de sussdiberadas para o meio remonta
a antiguidade. Os primeiros registros foram obskrsgoor Demacritus (500 a.C) e
Theophrastus (300 a.C), os quais expuseranCgpex arietinumexauria o solo e inibia
a vegetacao (Rice, 1984). Posteriormente, De Caretal 1832 expls que 0 “cansaco
das terras” era decorrente do acumulo de produtdsiicps exsudados pelas
monoculturas durante anos seguidos, o0 qual passavafetar o0 seu proprio
desenvolvimento. Porém, a primeira demonstracadifica da alelopatia foi realizada
por Schreiner & Sullivan (1909), que provaram queducao no desenvolvimento de

Vigna unguiculataacontecia devido a presenca de compostos quimicos.

O termo alelopatia foi criado por Hans Molisch, @937, pela unido das
palavras gregasallelon (matuo) epathos (prejuizo) e segundo elealélopatia é a
capacidade das plantas superiores ou inferiores ieravorganismos produzirem
substancias quimicas que, liberadas no ambienteoweas, influenciam de forma
favoravel ou desfavoravel o seu desenvolvinielyuns autores consideram que o
conceito abrange apenas os efeitos inibitériosn@uf 1985; Boyette & Abbas, 1995),
outros ainda excluem micro-organismos a partir eingtdo (Putnam & Duke, 1978;
Putnam, 1985; Pratley, 1996). No entanto, muitosdgios quimicos inibitorios
produzidos pelas plantas estimulam o crescimento leixas concentragbes
(Liu & Lovett, 1993; Pratley, 1996), e micro-orgamos também podem mediar
alelopatia (Rice, 1992; Bremner & McCarty, 1993xsAn, em 1996, a sociedade
internacional de alelopatia (IAS) ampliou a deffiicaos processos que envolvem a
liberacdo de metabdlitos primarios e secundarios plantas, liquens, micro-
organismos, virus e fungos que influenciam no amemtto e desenvolvimento de

sistemas biolégicos.

Desde 1980, a ciéncia da alelopatia tem atraidgnamde nimero de cientistas
de diversas é&reas, aumentando também o numero afb@alhios neste campo
(Kohli et al,, 2001; Singtet al, 2001).
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Apesar de haver grande discordancia entre alguosesuguanto a alelopatia e
competicdo, o diferencial é que a alelopatia erevaladicdo de um produto quimico ao
ambiente. J& a competicdo envolve o uso compattilda algum fator necessario para
limitar o crescimento (Muller, 1969; Rice, 1984yvAs$, 1992). Contudo, na natureza, é
dificil distinguir e identificar os efeitos indivigis devido a complexidade biolégica
dos processos e, por eles ocorrerem simultaneamente sequencialmente
(Durigan & Almeida, 1993; Souza Filho & Alves, 20Q0Rakshini et al., 1999;
Hoagland & Williams, 2004).

A maioria das substancias chamadas genericameraéeldguimicos provém

do metabolismo secundario (Whittaker & Feeney, 197Rice, 1984;
Rizvi et al, 1992) e € liberada para o meio por volatilizag@wiacdo, decomposicéo
de residuos e exsudados. Estes produtos poderfeiimteo padrédo de crescimento e
desenvolvimento da vegetacao adjacente (FerreBar§uetti, 2004). Inicialmente, o
motivo pelo qual os organismos destinam recursos @groducdo destes compostos
nao era entendido, e foram considerados residuws feacdo (Mothes, 1955).
Contudo, com os avancos na Quimica de Produtogdistudiferencas qualitativas e
quantitativas entre esses compostos tém-se toreadentes e explicam a funcao
deles nos processos ecoldgicos naturais (Sigeeigh, 1991). Sabe-se também que
esses aleloquimicos representam funcéo de profegéett et al, 1982), pois durante

o0 longo processo de evolucéo, estes organismasraedm capacidade de sintetizar,
armazenar e excretar uma variedade desses matabdglié representaram vantagem
contra a acao de micro-organismos, virus, insetaajtros patégenos ou predadores,
seja inibindo a acdo destes ou estimulando o onesto e desenvolvimento
(Waller, 1999). Esses compostos podem ser conslioer@omo parte de uma rede de
comunicacao quimica entre os organismos (GniazdoW®sBogatek, 2005), que sédo
armazenados em vacuolos (Chou, 1989; Gershenz68) b@& podem ser ligados a
acucares como glicosideos ou ocorrer como polimerosristais tornando-os
ineficazes contra o doador (Whittaker & Feeney, 1)9Alternativamente, estas
substancias podem ser langcadas ao solo e se toradireas apos serem degradadas

por micro-organismos (Putnam, 1985).

A alelopatia é um fendmeno dependente da concdatragos aleloquimicos

sao introduzidos no ambiente juntamente com unovasnero de outros metabdlitos
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secundarios. Assim, é provavel que os efeitos @git@s melhorem as atividades
observadas (Putnam & Tang, 1986).

Fatores relacionados ao estresse abibtico, com@etamura, intensidade
luminosa, radiagdo ultravioleta, disponibilidadeédgia e nutrientes, textura do solo e
presenca de micro-organismos podem modificar diretde a taxa de producdo dos
aleloquimicos e, consequentemente, sua atividad#ogita (Einhellig, 1996;
Kong et al, 2002; Taiz & Zeiger, 2004). A acdo desses commgosnvolve interacao
entre estresses abidticos e bibticos que pode tarsbéatuar quando em presenca de
outros (relagBes sinergisticas), em combinacdes rapopfes especificas que
potencializam suas acdes (Almeida, 1990; Einhelk§9).

Ha uma enorme diversidade de grupamentos quimicesaeclassificacdo €
baseada na estrutura, origem e propriedades qu@imiea podem ser 0s responsaveis
pelos efeitos alelopaticos observados entre osnmmas. Estes efeitos resultam da
acdo combinada dos grupos de aleloquimicos quetivahente, interferem em varios
processos fisioldgicos (Rice, 1984; Putnan & Tdf6; Inderjit & Dakshini, 1995;
Chou, 1999; Reigoset al., 1999; Einhellig, 2002), podendo apresentar acBstadbu
indireta sobre o individuo alvo (Molisch, 1937). €feitos indiretos sao evidenciados
pelas alteracdes nas propriedades e caracteristitasionais do solo e também nas
populacdes e/ou atividade de organismos que nabttaim. Os efeitos diretos sdo mais
estudados e compreendem o atraso ou a inibicaoleanga germinacao de sementes,
paralisacdo do crescimento, danos ao sistema ladiclorose, murcha e morte das
plantas. Estes efeitos visuais dos aleloquimicbeesas plantas sdo apenas sinalizacoes
secundérias de mudancas anteriores como altere€figgres e metabdlicas, incluindo
modifica¢cdes no funcionamento de membranas, na@disde nutrientes e de agua, na
atividade fotossintética e respiratoria, entre amitfRice, 1984; Rizvi & Rizvi, 1992;
Reigosa et al, 1999; Ferreira & Aquila, 2000; Inderjit & Weiner2001;
Pedrolet al, 2006). Dentre os estudos das altera¢ces ocdsi®meelos aleloquimicos,
podem-se citar: mudancas nas taxas fotossinté{Bagsiramakengaet al, 1994),
funcionamento dos estdmatos (Einhellig & Kuan, 2397feor de clorofila
(Einhellig & Rasmussen, 1979), taxa respiratériaar(Vsumereet al, 1971,
Pefiuelaset al, 1996; Carmcet al., 2007), fluxo do carbono (Danlket al., 1975),
captacdo de minerais (Glass, 1973; Harpe & Balkg8l)l permeabilidade da
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membrana e funcdes de ATP-ase (Glass & Dunlop,;1P7dbeet al, 1997), divisdo

celular (Muller 1965; Campanellaet al. 2002); alongamento celular
(Jankay & Muller, 1976); estrutura celular (Lorb&rMuller, 1976); parede celular
(Zobel & Lynch, 1997); sintese de proteinas e &cidacléicos (Seigler, 1996;
Vyvyan, 2002).

A fisiologia da acédo aleloquimica € um dos maisafi@dores temas em
alelopatia. Esta acdo pode ser mensurada em ssstseat@dos, porém a questao critica
€ se a inibicdo alcancada no local da planta est&cancentracdo suficiente para
influenciar especificamente a reacdo em estude, @0 processo pode ser afetado
mais rapidamente. A maior dificuldade no esclareaim desses mecanismos é a
separacao dos efeitos secundarios das causasipsrfatnam, 1985). Um dos fatores
que dificulta a compreensdo nas interacdes entrgaca efeito € o fato de uma mesma
substancia afetar diferentes funcbes fisiologicas mplantas, assim como uma
mesma funcéo pode ser afetada por mais de um cton@miza-Filho & Alves, 2002;
Pedrol et al, 2006; Lotina-Hennsenet al, 2006; Dayan & Duke, 2006).
A expansao da biotecnologia e da gendmica funcidea¢ proporcionar informacdes
fisiologicas relevantes para determinar os mecarssespecificos de acdo de muitos
aleloquimicos, como também diferencas nas resposiae as espécies
(Pedrolet al, 2006). Inderjit & Weston (2000) descreveram afguequisitos para
demonstracdo das interacdes alelopéticas: 1. Canpmrecologico — demonstrando
que a interferéncia ocorre na natureza; 2. Compgengnimico — identificacdo,
isolamento e caracterizacao dos aleloquimicos eitad; 3. Componente fisiologico —
identificacdo do mecanismo de interferéncia aolriiaguimico, fisioldgico, celular e

molecular.

A alelopatia também pode ser explorada para o @entte insetos nocivos
(Anaya, 1999) que os detém agindo como venenosbiigas ou como dissuasores
alimentares (Brattsten, 1986). Assim, os alelogedsii podem atuar como um
impedimento da oviposicdo, repelente retardador adescimento, dissuasores
alimentares, entre outras (Schumutterer, 1995)pr8endentemente, € relativamente

nao toxico para animais de sangue quente, incluosdgeres humanos.
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2.2Liquen

Os liqguens sdo uma associacdo estavel e autogvskrentre os fungos
(micobiontes) e algas fotoautotroficas e/ou ciaostédrés (fotobiontes). As interacdes
dentro dos talos liquénicos sdo complexas e esgEmiemos podem ser considerados
mais como um ecossistema ou uma comunidade, douqueorganismo tipico
(Fahselt, 2008).

Os liquens tipicamente consistem de camadas deoge¢Fig. 1), geralmente
incluindo (1) espessas camadas corticais supergneferiores protegidas por massas
de hifas fungicas, (2) uma fina camada de céldtsbionticas sob o cortex superior e
(3) uma massa entrelacada de hifas medulares icermju® suportam a camada
fotobiontica e facilitam as trocas gasosas. As lagldfotobidnticas normalmente
representam menos de 10% da massa total do tédodesposicionadas de maneira a
otimizar a fotossintese, uma vez que representamica fonte de fixar carbono para
ambos os parceiros. Contudo, ainda existe uma graadacdo morfolégica entre os
liquens, que se baseia em modificagbes derivadaiirgp como requisitos para a
fotossintese. As associa¢des de muitos liquenstwas incrustantes sdo consideradas
provavelmente os melhores exemplos de parasitismiwatado, ja que frequentemente
resultam em danos ao fotobionte. Tecnicamente, wezaque todos os fotobiontes
liquénicos sdo hospedeiros nutricionais para ograr¢ingico, que é mais dominante,
a associagdo em certa medida € sempre parasitawaefy, 2009).

Mesmo filogeneticamente diferentes, espécies dgougue formam liquens se
comportam de modo similar durante a liquenizacéiendo organismos simbioticos
que sdo notavelmente similares ecofisiologicamentguimicamente. E impossivel
ignorar as caracteristicas quase universais e inigf simbiotica de liguens como
acidentes aleatorios. A transicao para um estgdenizado cria problemas fisiol6gicos

nao enfrentados por um fungo aposimbidtico (Law2e9).

Os liquens produzem cerca de 1050 compostos sammdgie sdo exclusivos
para a simbiose (Stocker-Worgotter, 2008). Alguamoximadamente 10%, ocorrem
em outros fungos ou em vegetais superiores (E8261Huneck & Yoshimura, 1996;
Huneck, 2001). Dentre esses, até cinco compostdenpcestar presentes em cada

espécie de liquen. A sintese desses compostosadaasm fotossintatos entregues a
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partir do fotobionte (Solhaug & Gauslaa, 2004; Ma¥et al, 2006) que resultam no
metabolismo secundario do componente fungico @esfositados como cristais pouco
solliveis em agua na superficie externa das hifasyez de compartimentada nas
células (Fahselt & Hageman, 1994; Honegger, 1¥28jes cristais podem ser extraidos
com solventes organicos, em alguns casos, semdma&jua funcdo metabdlica dos
simbiontes (Solhaug & Gauslaa, 2001). Certos cotpopodem ser depositados
apenas nos tecidos corticais, diretamente na $cigerflas células fotobiénticas
(Sarretet al., 1998), enquanto outros se limitam a tecidos imemedulares, ou em
especificas estruturas vegetativas e reprodutiRartanto, liguens com altas
concentracdes de compostos secundarios, necessaigarmvestem uma quantidade
significativa de carbono para a sintese dessasésuisms. Sendo assim, possivelmente
a respiracdo do micobionte esta diretamente regytatb processo fotossintético do

fotobionte (Palmqvisgt al, 2002).

Figura 1. Micrografia eletrbnica de varredura de uma secéansversal de
Parmelia sulcata.Visualizacdo da associacdo simbidtica de um fu(egtruturas
tubulares finas) e uma alga (esferas verdes). Argd: 480 X. (Fonte:

Eye of science/science photo library).
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A biossintese dos compostos liquénicos é analoggBressos que ocorrem
em fungos nédo liquenizados. Fotobiontes aparentem®no S0 necessarios para a
sintese, mas a maioria dos compostos € produzetaspor micobiontes liquenizados,
e alguns micobiontes isolados produzem compostesedies do fungo em associagao
(Ahmadjian, 1993), todos os quais sugerem a preseoc¢fotobionte para criar as
condi¢cdes necessarias para a sintese adequadaitde substancias (Lawrey, 2009).
Compostos liquénicos provavelmente desempenhamriampes papéis fisiolégicos na
regulacdo da simbiose liquénica (Honegger, 199192191998), mas segundo
Lawrey (2009) se elas fossem essenciais para anorg manutencdo do estado de

simbiose, seria uma evidéncia mais forte.

A maioria das substancias liquénicas é derivadacitios fendlicos da via do
acetato-polimalonato, incluindo depsideos, depsigonacidos fendlicos, &acidos
alifaticos, dibenzofuranos, ésteres, cromonasoxast antraquinonas e naftoquinonas.
Um namero menor é derivado da via do acido mevedgrincluindo carotenoides e
triterpendides e rota do acido chiquimico, inclasde pigmentos amarelos derivados
do &cido pulvinico (Culberson & Elix, 1989; Crittlan & Porter, 1991; Fahselt, 1994;
Elix, 1996; Huneck & Yoshimura, 1996; Honda & Viksy 1998; Huneck, 1999) e

todas essas substancias tém relativamente baigranp@ecular (Turlet al, 2003).

As concentragdes dos compostos liquénicos variantatas, principalmente em
tecidos de diferentes idades, mas normalmentemat@& 1-5% em peso seco do talo,
podendo chegar até 20% (Huneck, 1973; Fahselt,;1966da & Vilegas, 1998).
Embora o teor de 5-10% seja mais comum, eles dégemam papel importante na
ecologia dos liguens como protecdo contra fator@gicbs, como herbivoria
(Slansky, 1979) e competicdo ou fatores abidtitais,como luz UV (Fahselt, 1996).
Portanto, € possivel que esses metabdlitos secosmdsgjam responsaveis pelo o
sucesso ecologico da liguenizacado, permitindo #etgmente que os liquens sejam 0s
organismos dominantes em ambientes caracterizados cpndigcbes ecoldgicas
extremas (B&kor et al, 2010). Assim, as espécies que sintetizam maislupos
secundarios sdo aquelas capazes de crescer nedsestas severos, tais como aqueles
com suprimentos limitados de nutrientes ou com @t de nitrogénio e fosforo
(Fahselt, 1996). Contudo, a quantidade de metaBdsiecundarios produzidos pelos
talos depende de numerosos fatores, como o balaggo carbono
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(Hyvarinenet al, 2003), a radiacdo UV (BeGora & Fahselt, 200Erig et al, 2002),
estresse oxidativo (Cavigliaet al, 2001), teor de a&agua e sazonalidade
(Taguchiet al, 1969).

Como consequéncia, funcdes ecofisioldégicas tém pidpostas para estes
compostos. Entre elas estdo: reguladores das eslagdternas de &gua
(Lange et al, 1997; Honegger, 1998; Blancet al, 1984; Vicente, 1985;
Legaz & Vicente, 1989; Perez-Urria & Vicente, 198@guladores do metabolismo do
fotobionte (Follmann & Villagrdn, 1965; Kinraide &Ahmadjian, 1970;
Honegger, 1987), mineralizacdo de elementos essenc(Schatz, 1962;
Syers & Iskandar, 1973; Purvist al, 1987, 1990; Jones, 1988), fotoprotecdo
(Fahselt & Hogeman, 1994), agentes alelopaticosviieyy 1995; 2009), defesa de
patdgenos e predadores (Huneck 1999; Lawrey, 1P83K; Manojlovicet al, 2002;
Gauslaa, 2005; Poyklet al, 2005) e resposta ao estresse induzido (Law$8)2

Substancias liquénicas podem ser potencialmenteagixpara células que
entram em contato direto com elas, até mesmo phyas ado liquen que o
produz (B&kor et al, 2010). Menor toxicidade dessas substancias gaElulas do
fotobionte pode ser resultado de co-evolucédo dubiontes do génerdrebouxiacom
fungos filamentosos durante um longo periodo deteralvez centenas de milhdes de
anos (Yuaret al, 2005; Békor et al, 2010).

2.2.1 Papel Ecofisiologico das Substancias Liquéag

Liguens sdo organismos comuns na Sucessao pringu& preparam
uma paisagem anteriormente inadequada para plardagos organismos explorarem
(Dayanet al, 2001). Muitas dessas espécies sintetizam suissdcom algum grau de
atividade antimicrobiana, que pode estar relacianamm a funcdo ecoldgica desses
organismos em geral e/ou na dindmica do ecossis#&ratividade antimicrobiana, no
entanto, parece nao estar relacionada com outpsspacolégicos, como herbivoria
(Lawrey, 1995).

Os fungos que formam liquens produzem antibidtiaes metabdlitos

secundarios que oferecem protecdo contra a maiosi@nimais e de micro-organismos
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patogénicos (Vartia, 1973; Rundel, 1978; Lawrey34191986). No entanto, alguns
animais obrigatérios fungivoros (Lawrey, 1983) eapdas fungicos (Lawrey, 1995)
consomem liquens, 0 que sugere que a toleranatt@sccompostos liquénicos pode
desempenhar um papel na ecologia desses organisihdato de muitos destes
compostos absorverem fortemente a radiagcdo na fdikaprincipalmente UV-B e
UV-C, sugere que eles podem também desempenhaapeh gomo telas de protecao,
mesmo na medula (Fahselt & Hageman, 1994). Contpdmjucdo de compostos
fotoprotetores corticais por talos liquenizadoseparser sensivel as mudangcas em
condi¢des luminosas. Esses organismos possuenciabteara reagir quimicamente as
mudancas em seu ambiente. Essa flexibilidade rdupém de compostos € altamente
adaptavel a uma longa vida, porém os organismegattes ao estresse enfrentam uma
variedade de ameacas imprevisiveis (Lawrey, 20D@ssa forma, Lange (1992)
expressa a hipotese de que os compostos liquéséitogeneralizadas adaptacdes a
vida em ambientes extremMosssencialmente para defender o par simbidtico de
estresses abioticos e bidticos. Isso corroboraadipotese de que a defesa quimica é
induzida por estresse e nao para qualquer tipontkaga especial. Mesmo acdes
antropogénicas, como a polui¢cdo do ar, podem peovalteracfes na quimica destes
organismos. Por exemplo, Biatlonska & Dayan (20@Seovaram que as concentragoes
de acido fisodalico aumentaram significantementetans deHypogymnia physodes
transplantadas para ambientes ndo poluidos oriielambientes poluidos. Um estudo
posterior (Hauck & Huneck, 2007a) confirmou quecida fisodalico pode agregar
metais prejudiciais a parede celular de fungosy® iqmpede sua entrada nas células.
Acido fumarprotocetrarico parece igualmente forneaeprotecio de metais em
Lecanora conizaeoide®lerante a poluicao (Hauck & Huneck, 2007b). @hanto na
producdo de compostos liquénicos nestas situag@eg provavelmente desencadeado
especificamente pela poluicdo, mas sim represemi@ nesposta ao estresse que €
claramente adaptativo. Os mecanismos reais pelas ¢gis respostas sao induzidas
continuam a ser descobertos, mas parece haverneiadéde varias fontes que a

producao de composto é uma das respostas ao esgnesauitos liquens.

O estudo realizado por McEvey al (2007) demonstrou que as concentracdes
de sete depsidonas medularesLabaria pulmonariapermaneceram inalteradas ao
longo de gradientes de luz, mas melaninas cortiesisonderam significativamente a

alteracdo das condi¢fes de luz. Os autores coatiujue tais respostas sugerem um
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papel fotoprotetor para as substancias corticaismepapel antiherbivoria para as
substancias medulares. Gietzal. (1994) sugerem que o acido fumarprotocetrarico,
composto medular, seja anti-herbivoro, mas Nybal&elulkunen-Tiitto (2006) nao

encontraram estudos testando essa hipotese.

2.2.2 Potencial Alelopatico dos Liquens

A penetracao de hifas de liquens em tecidos dditasce plantas vasculares foi
observada no inicio dos estudos liquenologicos,ersudo relacbes parasitarias
(Fink, 1913; Zukal, 1879) e justificando a pratiteaalguns proprietarios de pomares na
Europa e América do Norte que aplicavam biocidas aradicar sua presenca nos
troncos (Hale, 1967).

Metabdlitos secundarios de liquens possuem efaltdgpaticos sobre bridfitas
e plantas vasculares que tém sido extensivametueae®s focando a inibicdo da
germinacdo dos esporos e sementes, subordinadamdmteoutros estagios de
crescimento (Lawrey, 1984, 1986). Pesquisas téodadb os efeitos de metabdlitos
liquénicos terricolas em plantas para explicar mpmiicdo pela superficie do solo, e
como os efeitos de liquens corticosos atuam solalde de seus forofitos. Como no
caso de interacdes planta-planta (Indegijital., 2005), interferéncias alelopaticas de
liquen tém sido principalmente observagasitro, quando poucos exemplos tém sido

relatados em ambientes naturais.

McWhorter (1921) e Heilman & Sharp (1963) mostraram seus estudos de
campo que talos liquénicos podem levar a destrugcdioibicdo do crescimento de
briéfitas. Compostos extraidos de espécie€ldelonig como acido Usnico, inibem a
germinacdo de esporos de varias espécies de muagosiarias extensdes
(Lawrey, 1977; Giordanet al.,1999; Glime, 2007). Efeitos toxicos de oito contpss
liquénicos foram observados sobre esporosFdearia hygrometricareduzindo a
porcentagem de germinacdo e crescimento, senddicadsmle relativa dos diferentes
compostos dependente do pH, sendo o0 acido vulpseicdo o mais toxico de todos 0s
pH testados (Gardner & Mueller, 1981). Alguns méliaiis deCladonia foliacea por

exemplo, arabitol e manitol, exercem um efeitoneskante sobre o crescimento de
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musgo. Segundo Giordaret al (1999), isso também pode explicar o aumento do
desenvolvimento de gametofitos cultivados c@n foliaceana sequéncia de uma
inibicdo inicial, durante as duas primeiras semaassociada as alteracdes citoldgicas

(aparéncia granular do citoplasma e alterac6esmaafdo cloroplasto).

Alguns liquens epifitos, comBarmotrema tinctorume Parmotremarigidum,
aceleram a colonizacdo por epifitas, comilandsia (Bromeliaceae) em seus
hospedeiros mais comurn@uercus virginianae aumentam o numero de sementes que
aderem ao tronco de outras arvores hospedeirasiims(Callawayet al, 2001). No
entanto, extratos de liguens de espécieldelonia e Peltigera canina tém sido
demonstradosin vitro, para reduzir a germinacdo de sementes de divpiaatas
vasculares, incluindo GimnospermaRinus sylvestrls e Angiospermas, arvores,
arbustos e gramineas (Pyatt, 1967; Brown & Mikol374; Cowles, 1982;
Lawrey, 1984, Hobbs, 1985; Sedia & Ehrenfeld , 3003

A penetracdo da raiz dentro de uma crosta biolpgicadominantemente
composta d®iploschistes muscorusm significativamente menor que o observado em
um solo nu, com uma consequente reducdo do estabetdo de plantulas
(Deineset al, 2007). Assim, na maioria dos casos, plantasWass estdo ausentes da
vizinhanca do liquen, sugerindo algumas estratédesadaptacdo dos organismos
simbidticos de crescimento lento, contra a sua maiomassa que produzem
competidores (Pyatt, 1967; Hobbs, 1985; Sedia &&fetd, 2005; Lawrey, 2009).

A geral natureza antibitica dos compostos liguEnisugere que eles podem
funcionar como inibidores agressivos de competglpatenciais no habitat. Uma vez
que os liquens geralmente possuem crescimentolemis do que seus competidores,
agentes alelopéaticos proporcionam uma vantagem efitimp em ambientes onde a
competicdo é mais intensa. Inibicdo de fungos mimoos também tem sido
documentada experimentalmente (Goldretr al, 1986; Lawrey, 1993; 1995;
Silva, 2007) afetando indiretamente os competideeggtais. Liquens epifitos também
podem ser distribuidos de forma nédo aleatéria coesnltado da quimica desses
organismos. Assim, o efeito fitotoxico de certos tabhélitos liquénicos pode

desempenhar um papel importante no estabelecirdernopulacées de liquens.
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O potencial dos metabdlitos liquénicos (Tab. 1)ieteracdes alelopéticas pode

ser observado pelos depsideos, acidos barbatiecamdrico e o tridepsideo, acido

giroforico, que foram mostrados inibindo o transpate elétrons fotossintéticos nos

cloroplastos isolados (Ellet al, 1995; Endeet al, 1994).

Tabela 1.Potencialidades pesticidas de metabalitos liquénico

COMPOSTO

CLASSE QUIMICA

POTENCIALIDADES

(-)-16a-hydroxykaurane

Diterpeno

Citotéxico

(+) e (-) acido isousnico

Acido Usnico

Antimicrobiana
Fungicida

Antimicrobiano

(+) e (=) Acido Usnico Acido Usnico Fungicida
Herbicida
Atranorina para-depsideo Fungitoxica
Acido Barbatico para-depsideo Inibidor do PSII

Antimicrobiano

Acido Didimico Dibenzofurano
Entotheino Dibenzopiranono Bactericida
Fallacinal Antraquinona Antimicrobiana
Acido Giroférico para-depsideo Inibidor do PSII
Acido Haemathamnolico metadepsideo Inibidor do PSII
Acido Hiascico para-depsideo Fungitoxico
Acido Leprapinico Acido Pulvinico Antibacteriano
o . _ Fungitoxico
Acido Lecanorico para-depside Inibidor do PSII
Acido Pinastrico Acido pulvinico Antiherbivoria
Acido Thiophanico Xantonas Fungicida
AcidoThiophaninico Xantonas Fungicida
Acido Ursolico Triterpeno Citotoxico
Acido Vulpinico Acido Pulvinico Antiherbivoria
Zeorina Triterpeno Antimicobacteriano

Fonte: Dayan e Romagni (2001).

46



Investigagdo dos mecanismos de agdo dos aleloquinsicleCladonia verticillaris....

Outro aspecto do potencial alelopatico de liquest relacionado com a
capacidade do acido (-)-Usnico, um dos dois enaetids conhecidos na natureza, para
inibir a biossintese de clorofila e carotenoideavats da enzima 4-hidroxifenil piruvato
dioxigenase, que provocou a morte de mudadattuca sativa enquanto o acido
(+)-Usnico ndo causa qualquer mudanca significativa teor de clorofila
(Romagni et al, 2000). Perda de clorofilas em resposta as fio&s pode ser
associada com a desestabilizacdo de luz dependiEntenembranas celulares e
subcelulares (Romagmt al, 2004). Estudos limitados tém documentado ogosfei
fitotoxicos do (+) e (-) &cido usnico, incluinddhbitdo da transpiracdo e processos de
evolucédo de oxigénio nas plantulas de milho e gad asceve & Gaugain, 1990) e
inibindo a urease e atividade de arginase (Pretkad, 1996). Adicdo de acido usnico
reduz também o acumulo de potassio, nitrogénidofd® calcio nos 6rgaos de plantas
cultivadas, que, segundo Lechowskial. (2006), a limitacdo da captacgao, transporte e
acumulacéo desses elementos podem ser causadasgmicas na permeabilidade das
membranas (Vainshtein, 1985; Backatr al, 1997), a falta de urpool de energia
disponivel indispensavel para o transporte devidor@npimento do processo de
fosforilacdo (Vavasseust al, 1991;. Abo-Khatwaet al, 1996.) e quelante do ion6fora
ou propriedades do acido Usnico com relagdo a salguoations
(Woodruff & Miller, 1963; Inoueet al, 1987). O acido usnico exibe ainda um efeito
toxico multidirecional nas vias fotossintéticas espiratorias, e também sobre a
transpiracdo e regulacao fitohormonal do crescimdatplanta (Vavasseat al, 1991;
Legazet al., 2004; Latkowskat al, 2006). Dessa forma, a atividaitevitro do acido

asnico € superior a de outros inibidores sintéttmyso herbicidas de sitios alvo.

Metabdlitos liquénicos, como os acidos lecanomgimférico e Usnico, inibem o
transporte de elétrons fotossintéticos (Ragasal., 2000;. Inoueet al., 1987). Foi
sugerido que estes compostos podem atuar comoeagaptopaticos, proporcionando
uma vantagem competitiva produzida pelos liquengerd semelhantemente aos
herbicidas comerciais como triazinas que agem toss$stema Il (Drabest al, 1991;
Duke & Dayan, 2006).

Uma série de emodina liguénica analogas ao aciddcalscausou o
branqueamento de gramineas. A continuacdo da igaedb sugeriu uma diminuicdo
na atividade do fotossistema Il (PSIl), mas o0 mde@cao desses compostos ainda nao
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foi determinado. Outro grupo de antraquinona arélfmy encontrado para inibir a
germinacdo e a formacdo de raiz primaria (Romagmial., 2004). Os dados
preliminares sugerem que cada composto secundaritqden possui varios papeéis
ecologicos. Muitos inibem vias cruciais para o desk/imento de plantulas. Isso pode
diminuir a competicao interespecifica, principalteemo dossel. Devido a sua natureza
guimica simples e de facil sintese, esses compastoscandidatos ideais para a

producao de novos herbicidas (Dayan & Romagni, 001

Segundo Teixeirat al. (2008a), os nostoclideos sdo metabdlitos secusdari
gue vém sendo utilizados como compostos-modelobusaa por novos herbicidas.
Esses metabolitos foram isolados a partir de urga aerde-azul, da cianobacéria

Nostoc sp.que € encontrada em um liquen denomirReltgera canina

2.2.3 Uso de Liquens em Estudos de Alelopatia no il

Um amplo espectro de estudos do potencial alelmpatios liquens é
apresentado mundialmente com énfase na Europa.rakil,Booucos trabalhos sobre
esse tema tém sido desenvolvidos. Um dos primeabalhos foi o de Oliveira (1991),
que estudou a acdo alelopatica de extratos brwgo€latina dendroidessobre a
germinacao dé.actuca sativee observou que todos os extratos testados redunram
percentual de germinacdo, mas por outro lado eltrama o desenvolvimento das
radiculas das plantulas germinadas. Este autoréangstudou a influéncia da adicao
exdgena de ureia no metabolismo@edendroides seu potencial alelopéatico sobre
L. sativae evidenciou que as concentracdes de 1,0 e 0,1litgdmuréia sobre talos de
C. dendroidescomprometiam seu desenvolvimento radicular, ooasido necroses e
reducbes de pelos absorventes. Tigre (2009) obt=udtados contrarios a esses ao
realizar estudos semelhantes cdladonia verticillaris, onde evidenciou que o
crescimento hipocotilar era induzido pelos talaggipalmente quando tratados com
ureia a 1,0 mg.mt e o radicular somente nesta concentrac&o, resuiste obtido por
Oliveira (1991) somente em baixas concentracdesréia (0,01 e 0,001 mg.rif).
Esses resultados demonstram que cada espécie desgenmaneira diferente ao
suprimento exdgeno de ureia, levando a potenciaispaticos também diferentes,

confirmando a caracteristica espécie-especificie desdomeno.
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Yano-Melo et al. (1999) estudaram a atividade biologicaGleverticillaris e
C. substellatassobre a germinagéo e desenvolviment®tiem cepae observaram que
as substancias liquénicas estimulavam o desenvehionda planta receptora e que
essa acao estimuladora @e verticillaris dependia da concentracdo dos extratos.
Yano-Meloet al (1999) também evidenciaram indugdo dos compriogsentédios da
radicula deA. cepaquando submetidas ao acido fumarprotocetraricajue foi

corroborado anos mais tarde por Tigre (2009)_esativa.

A influéncia deCladonia salzmaniisobre fungos micorrizicos arbusculares
(FMA) e no desenvolvimento déenipa americand.. foi detectada por Silva (2007),
que constatou que os liquens podem afetar as pdaukes do solo e,
consequentemente, desempenhar alguma influénclagesa sobre seu habitat. Foi
observado que o numero de esporos e a coloniza@@rizica foram maiores na
preseenca deC. salzmanniie, que os talos deste liquenfluenciavam no
desenvolvimento de plantulas Ge americanagspecialmente quando inoculadas com
FMA. Esta influéncia pode estar relacionada a pgadie liberacdo do acido barbatico

no solo, ou por meio de altera¢des quimicas qeeceshposto realizou no solo.

Os dados preliminares com nostoclideos parecerlaganar como uma maior
eficacia a uma solubilidade em agua, facilitandacesso dos inibidores para o sitio
ativo ef/ou sua particdo entre a a4gua e as membripaftlicas do tilacéide
(Teixeiraet al, 2008b). O seu potencial como inibidores da fea@acia de elétrons foi
investigado. Varios deles foram capazes de inieder varios graus com a reducéo de
luz por ferricianeto nos cloroplastos isolados.t¥ie um dos trinta e quatro compostos
testados foram de fato capazes de reduzir sigtvfectaente a taxa da cadeia
transportadora de elétrons.

Tigre et al. (2012) observaram que 0s extratos etéreos, clonafos e
acetbnicos deC. verticillaris causavam atraso e estimulo significativos no endie
velocidade de germinagdo e no tempo médio de gegdindd.. sativg que variaram
em funcédo da concentracdo. O crescimento radidulaocotilar e a area foliar foram
induzidos ou inibidos, variando seu efeito e inigade de acordo com o extrato e/ou
concentracdo. Esses extratos induziram a formaeadpl&htulas anormais e muitas

alteracdes morfologicas como precocidade do surgomede raizes laterais,
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espessamento de raiz primaria, diminuicdo da pémde pelos radiculares, radiculas

finas, necroses radiculares e cloroses.

Contudo, informacfOes sobre os efeitos dos extratpgnicos nas células
vegetais sdo ainda insuficientes para o grande miohe espécies e substancias de
liquens. Testes de citogenética vegetal tém coramlmo para o entendimento dos
mecanismos de acdo dos compostos presentes nedsatose possibilitando a
observacao dos efeitos ao nivel do cromossomaddgeénese) atraveés de alteracbes da

estrutura e numero dos cromossomos (aneuploiditipggidia).

Campos (2004) avaliou o efeito da sazonalidaderadugédo das substancias
liquénicas e seu efeito alelopéatico, e observou @se extratos aquosos de
Myelochroa lindmaniie Canoparmelia texananibiam o crescimento radicular de
L. sativae Zea maysmas nao afetavam a porcentagem de germinacateitd eos
extratos parecia estar diretamente relacionaddesféenéncia no processo de divisdo
celular, incluindo seu bloqueio e a inducdo de tafase. O extrato dil. lindmanii
parece atuar como antimitotico, afetando a dinardeanicrotibulos que realizam as
funcdes celulares importantes, tais como a migralg&iacromossomos, a estrutura
celular e formacdo da parede celular durante o cionesto e o0 ciclo
(Camposet al, 2008). O extratale C. texanareduziu os indices mitéticos e indices
metafasicos, principalmente para os extratos piddsa partir de material coletado na
estacdo chuvosaUm dos mais recentes trabalhos foi desenvolvido por
Pereset al. (2009) sobre o potencial alelopatico de derivadtmsicido orselinico. Os
diferentes efeitos do acido lecandrico e seus deéos orselinato sobre a germinacgéo e
crescimento dd.actuca sativa(pouco afetada) @llium cepa (fortemente afetada)
destacaram que a acao alelopética de certos miétaldde variar em grande medida,
entre diferentes espécies vegetais. Em ambas aiesptestadas observou-se
significativa inibicdo pelo acido lecanérico emaaliconcentracdes e estimulo causado

por alguns derivados em baixas concentracgdes.

O grupo de pesquisa intitulado “Liquens: estudosdbstancias bioativas e
monitoramento ambiental” da Universidade FederaPdmambuco tem estudado em
suas pesquisas a influéncia da radiacdo gama comalas fatores abidticos na
producédo dos aleloquimicos @éadonia verticillarise seu potencial alelopético sobre a

germinacdo e crescimento inicial dle sativa. Os resultados tém revelado que os
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extratos irradiados aumentam o vigor das planteitas31%, estimulam o crescimento
radicular em 114% e o hipocotilar em até 190%. @tados os tratamentos induziram
a alteracbes morfologicas com formacdo de pelosulatles e a formacao de raizes
laterais, principalmente quando submetidos aosatsrirradiados a 100 Gy que
levaram a formacado de até trés raizes lateraioeracao de plantulas anormais com
hipocétilo encurvado e curto (Tigret al, 2011). Esses resultados revelam que a
radiacdo gama pode acelerar uma resposta fisialdgicC. verticillaris, como uma
forma de defesa da radiacdo, induzindo uma mai@dygdo de compostos

fotoprotetores.

Estudos preliminares sobre o efeito alelopatico Gladonia salzmaniie
Cladonia substellatatambém tém demonstrado resultados fitorreguladease
L. Sativa,aumentando o hipocdétilo em até 229,17%, principatmeuando tratados
comC. salzmania 0,01 mg.mL, tendo o estimulo variado em funcdo da conceraraca
ou seja, quanto mais baixa a concentracdo, maiestionulo; e o comprimento
radicular alongado em até 71,59% (Rodrigeiesl.,2011).

A estrutura quimica, por exemplo, o0 nimero e o comgnto de grupos alquila
ligados aos anéis de benzeno e oxigénio fenoliompértante em termos de atividade
(Pereset al, 2009). Essas informacdes poderao continuar iarspoecente sugestao de
usar compostos liquénicos, que sdo quimicamentplesne possivelmente facilmente
sintetizados em laboratério, como herbicidas (Day& Romagni, 2001;
Dukeet al, 2002). No entanto, os diferentes efeitos, quedaiinibicdo a estimulacéo,

observados em diferentes plantas testadas tambrédeser levados em conta.

Nota-se, portanto, a grande importancia da red@zale pesquisas nesse
campo, para se conhecer os mecanismos de acaajcpooed decomposicdo de
compostos alelopaticos, assim como o ciclo dess@pa@stos nesses organismos. Vale
acrescentar que dos milhares de compostos natidensificados a cada ano, que
ocorrem nas plantas, nos micro-organismos e nq polocos tém sido estudados para
seu uso potencial. Por isso, a complexidade biagaimmde comportamento fisiolégico

entre espécies ainda é pouco compreendida.
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2.3 Aplicagbes da Alelopatia como Modelos Agroquimicos

No Brasil, 51% dos gastos para controle de pratgescas e plantas daninhas,
referem-se a herbicidas, o que representa em t@®o do consumo mundial. Sendo
a classe de agroquimicos mais consumidos no dlistirdo uma tendéncia mundial

(Velasco & Capanema, 2006).

O grande paradigma da agricultura moderna estaumer@to da producdo nas
areas ja existentes para alimentar uma populacdaliaitem constante crescimento.
Dessa forma, a investigacdo sobre as estratégiasadejo de vegetacdo capaz de
minimizar os custos de producéo e, simultaneaméaterecer a producdo agricola
sustentavel que seja economicamente viavel prefgsatencdo (Akobundu, 2000).
Alelopatia se encaixa nesta abordagem como um dosigios de integralidade de
qualquer desses sistemas de cultivo de rotacaaltleas envolvendo inter-culturas,
cobertura vegetal, e manejo da terra em repousnog@aumento de adubos verdes e

plantioin situ).

Os aleloquimicos séo considerados menos toxicogudo 0Ss agroquimicos
convencionais e geralmente afetam apenas os omgasigelacionados ao alvo, em
contraste com o amplo espectro de produtos conwesis, que podem afetar outras
formas de vida. Muitas vezes os produtos a baselalequimicos sdo eficazes em
pequenas quantidades e se decompOem rapidamestdiamdo em uma menor
exposicdo e com menores danos ambientais (KokalieiB &
Rodriguez-Kébana, 2006). Muitos compostos natuapigsentam o mecanismo de
acdo bastante similar ao dos herbicidas sintétitesdo potencial para serem
explorados como bioherbicidas ou serem conduzidoa jp descoberta de novos
agroquimicos (Duke, 1986; Hoagland, 2001; Mano,620Dessa forma, os diferentes
papéis que a alelopatia apresenta podem ser dtbz@omo biorreguladores na
agricultura, sendo uma ferramenta emergente pawra gestdo mais sustentavel dos

recursos naturais.

A busca pela aplicagdo do conhecimento da alebbgatirucial para entender
outras interagdes bidticas, e também o significa#dd dos mecanismos de agdo dos
metabolitos secundarios no meio ambiente (Anay@9lA alelopatia pode ser vista

como um fendmeno ecologico (Romeo, 2000) capazrgidar a saude do ecossistema
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e da biodiversidade (Wardlet al, 1997; Mallik, 2000). Contudo, as fronteiras na
pesquisa em alelopatia incluem o isolamento de ostop adicionais que podem estar
envolvidos, determinacdo mais precisa de como @ugém de aleloguimicos é regulada

€ COMOo agem 0S compostos para inibir o crescimento.

Segundo Dayan & Duke (2006) os metabdlitos secimslgpdem ser utilizados
para fins completamente diferentes das suas fungéesais, como acontece com
muitos produtos naturais farmacéuticos. O interessevado em compostos bioativos
de origem natural pode, em parte, ser atribuidecantes avancos tecnoldgicos que
favorecem o isolamento, a caracterizacdo e testgwatiutos naturais. Algumas das
vantagens de estudar o modo de acdo dos produtmsinae que estas fitotoxinas
tendem a inibir alguns sitios que sao diferentegueles afetados por herbicidas
sintéticos (Dukeet al, 1996, 1997, 2000). Portanto, estudar os mecasisia acdo dos
produtos naturais aumenta a probabilidade de deseotle outros novos.

Embora muitos dos aleloquimicos causem diversasaafies morfo-fisiolégicas
sobre as plantas receptoras e tais respostas de@ndentes da dose de forma linear,
suas concentragcdes necessérias para o controlardaspdaninhas em uma escala de
campo é impraticavel. Além disso, 0 grau de setite é muitas vezes um fator
limitante para sua ampla utilizacdo comercial @tarface do solo em condi¢bes de
campo agricola também afeta a eficacia destesqali@hicos (Kathiresaet al, 2006).

No entanto, estes metabdlitos podem ser usaddardeate como herbicidas ou ainda
como modelosl¢ad structurespara o desenvolvimento de novas classes de abic
(Godfrey, 1995; Copping, 1996; Dulk¢ al, 2000, 2002). Este tipo de estratégia pode
ser considerado atrativo por varias razdes. Mytmglutos naturais biologicamente
ativos sdo parcialmente solGveis na 4gua e, comgegoiéncia do processo de selecao
natural, podem apresentar bioatividade em conagi@samuito baixas. Além disso, o
mecanismo de acdo desses metabdlitos sobre pthrtadhas €, muitas vezes, diferente
daquele dos herbicidas sintéticos. Estudos tém dstnaalo que os sitios moleculares
de atuacdo de herbicidas naturais diferem sigtifeaente dos conhecidos sitios
moleculares de atuacdo dos herbicidas sintéticaskg2t al, 2000, 2005). A
investigacdo desses novos mecanismos de acao ldeides naturais sobre as plantas

daninhas € importante porque poderia resultar aoefmento racional de novas
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classes de herbicidas. Ademais, herbicidas comsnsitios de acdo sdo desejaveis para

combater o rapido crescimento de plantas daninkbésa

Exemplos de herbicidas que s&o comercializados @wjedia e que foram
desenvolvidos a partir da estrutura de metabobesundarios (Tab. 2) incluem o
bialafos, a fosfonotricina, a cinmetilina, a sulowia e a mesotriona (Teixeira, 2008).
A sintese desses compostos é realizada tendo-seagstivo inseri-los em um amplo
programa de busca de novas substancias com pdtaticidade fitotOxica, que sejam
seletivas, causem menor impacto ao meio ambienteapeesentem potencial

desenvolvimento comercial.

Tabela 2Herbicidas desenvolvidos a partir de aleloquimicosaturais

Fontes: plantas ou

Produtos Naturais micro-organismos Herbicida Fabricante
Anisomicina Streptomyces sp Methoxyphenone Nihon/Japéo
Cineole Varias plantas Cinmethylin Shell/lUSA
(égzgzﬁﬁii;gr:iso) Plantas gramineas Benzazin BASF/Alemanha
Iprexil Iprex pachyon Benzadox GULF/USA
Acido Fusérico Fusarium sp. Picloran Dow/USA
Acido Quinolinico  Nicotina tabacum Quincloral BASF/Alemanha
Moniliformina F. moniliforme dibytoxy%ghiliformin CIBA/Geigy./Suica
Fosfinotricina  S. viridochromegenes  Glufosinate Hoechst/Alemanha

Fonte: Hatzios (1987)
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Parte Il
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2.4 Mecanismos de acao dos Herbicidas

O Conhecimento do mecanismo de acdo dos herbi@dasmdamental na
avaliacdo de sua eficacia na agricultura e na ceemgéo do seu impacto ambiental
(Oliveira Junior, 2001).

2.4.1 Inibidores do Fotossistema Il (PSIl)

Os pigmentos, as proteinas e outras substanciascqsi envolvidas na reacdo
da fotossintese estdo localizados nas membranaslatBsdes dos cloroplastos. Em
condicbes normais, sem a interferéncia de inibeldotossintéticos, durante a fase
fotoquimica da fotossintese, a energia luminostucaga pelos pigmentos (clorofila e
carotendides) é transferida para um “centro deda¥aespecial (P680), gerando um
elétron “excitado” (Ferreirat al, 2005). Este elétron é transferido para uma mtdéc
de plastoquinona (PQ) presa a uma proteina de naeahiQA) do tilacdide. A
molécula da PQ “QA” transfere o elétron, por sua, \@ara outra molécula de PQ,
chamada “QB” (Fig. 2), também presa na proteinaan@Qa um segundo elétron é
transferido para a PQ “QB”, a quinona reduzida deea protonada (dois ions de
hidrogénio sdo adicionados), formando uma plastogidnona (QbH2), com baixa
afinidade para se prender na proteina. De maniamaliicada, a funcdo da QbH2 é
transferir elétrons entre os PSII (P680) e PS 00 {Ferreireet al, 2005).

Os inibidores do PSIl sdo também conhecidos confdores da sintese de
Hill, por inibirem a evolugdo do oxigénio a pad& 4gua na presenca de cloroplastos e
de um aceptor adequado de elétrons (Oliveira Jurl001l). A maioria desses
inibidores compete pelo sitio de ligacdo da PQ noéepha D1 do PSII (Draber et al.
1991). PQ recebe dois elétrons da proteina D1sepiétons ( F) do estroma. A forma
reduzida da QbH2 move-se através da membranaadoitle e doa dois elétrons para o
complexo citocromo b6f, que finalmente transfereetitrons para o fotossistema |
(PSI), e liberta 2 Hpara dentro do limen. Este processo é essenciltpdas as
plantas e a inibicdo desta via de transferéncia elétrons ¢ letal
(Duke & Dayan, 2006).
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Figura 2. Esquema simplificado do processo fotossintétieonte: Manual de

instrucdes. Qubit System (Canada).

Um grande numero de herbicidas comerciais, inctuiad triazinas e ureias
substituidas, compete no PSIl pelo sitio de ligadaoproteina D1 sobre a PQ
(Draberet al., 1991). Inibidores do PSIl da p-quinona sdo an&aggiruturais da PQ
que concorrem pelo mesmo local de ligacdo no HBHKeret al, 1995), o sitio de
ligagdo da QB. Quinonas também imitam a funcdoce@a elétrons de PQ. Apols a
ligacdo no sitio de ligacéo da QB, os inibidorgsriompem o fluxo normal de elétrons
entre os fotossistemas por dificultar a ligacdo RI@. Embora a interrupcdo da
transferéncia de elétrons seja por si s letal apdsperiodo de tempo, as plantas
expostas a inibidores do PSIl morrem de forma ivalatente rapida, principalmente
por causa do estresse oxidativo associado comrgizagio das moléculas de clorofila
(Duke & Dayan, 2006). Quanto maior o fluxo de f&omais aguda torna-se esta
tensdo. Pensa-se que a clorose foliar que sewbdserapds o tratamento com 0s
inibidores seja causada pela peroxidacéo lipidigaidios e proteinas sdo oxidados,
resultando em rompimento de membranas, o que faz quee células e organelas

desidratem e desintegrem-se rapidamente. O procdses@eroxidacdo acontece
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basicamente pela interrupcdo do fluxo de elétramsP8Il, o que gera um estado
energético elevado da clorofila, que sobrecarreggfedo de atenuacdo de energia
promovido pelos pigmentos carotenoides. O excesselarofila em tripleto pode
iniciar o processo de peroxidacdo de lipidios poeiomde dois mecanismos
(Dan Hess, 1994): o primeiro € a formacgdo diretaratBcais lipidicos nos acidos
graxos insaturados constituintes das membranasegOndo é que a clorofila em
tripleto pode reagir com o oxigénio para produzigénio em singleto. O oxigénio
pode entéo reagir com estes radicais ou com ossfagidxos para iniciar o processo de

peroxidacdo que resulta no dano as membranas {({@ldnior, 2001).

Muitas quinonas de diferentes plantas inibem o .PSorgoleone, o
aleloquimico produzido pelas raizes Serghumspp. € um inibidor particularmente
potente (Einhelliget al., 1993; Nimbalet al, 1996; Gonzalezt al, 1997). Todo o
sorgoleone e lipidio resorcinolitico (por exemplg3-di-hidroxi-4,6-dimetoxi-5-alquil
resorcinol), congéneres produzidos garghum spp parecem ter como alvo o PSII,
sugerindo que todos eles contribuem para o pofedsdopatico dos exsudatos
(Rimandoet al, 1998, Rimandet al.,2003, Kagaret al, 2003).

Os metabolitos liquénicos, acidos lecandricos, fgirco e usnico inibem a
cadeia transportadora de elétrons. Ha relatos eesfes compostos podem atuar como
agentes alelopaticos, proporcionando uma vantagempetitiva para os liquens que 0s
produzem (Rojast al, 2000; Inouest al, 1987).

Inibidores do PSII tém sido, e continuardo a sepoartantes ferramentas para
controle de plantas daninhas na agricultura. Nargaf o surgimento de plantas
resistentes a esses inibidores comerciais € mdavpreocupacao. Contudo € possivel
desenvolver novas classes de herbicidas que tetdaigo alvo, baseados no esqueleto
quinona que podem ajudar a resolver o problemaedisténcia, uma vez que as
quinonas nao interagem com o mesmo aminoacido nunitw da ligacdo da PQ. O
grande problema é que a maioria dos inibidoresraigtado PSII ja estudados possui
uma alta lipofilicidade o que ndo é muito adequadma o desenvolvimento de

herbicidas que devem ser translocados.
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2.4.2 Indutores de Estresse Oxidativo

Para garantir o monitoramento constante das coeslighnbientais e uma
resposta rapida e adequada, as plantas desenwvolwera percepcdo elaborada e
robusta, bem como mecanismos de transducao de(3asgers & Kangasjarvi, 2010).
Essencialmente, todos os estresses levam a prodecéspécies reativas de oxigénio
(EROs), embora em diferentes formas e em diferentespartimentos celulares
(Jaspers & Kangasjarvi, 2010). As EROs ocorrem raltiente nos cloroplastos,
mitocdndrias e peroxissomos de organismos aerdtmoso resultado dos processos de
respiracdo e fotossintese (Scandalios, 2005; Halli2006). Células fotossintéticas
Sao propensas ao estresse oxidativo, pois elagroonima série de pigmentos
fotossensibilizantes que liberam e consomem oxigédi sistema fotossintético de
transporte de elétrons € a principal fonte de éspéte oxigénio ativas em tecidos
vegetais (Asada, 1997), tem potencial para gé@) Exigénio singleto e superdxido
(O,). Dentre os processos exclusivos de plantas quehem EROs estdo a
lignificacdo das paredes celulares, importante msoimento normal, bem como a
patogénese e a senescéncia, esta Ultima esseatdalapmaturacdo dos frutos e a
producao de sementes (Baker & Orlandi, 2009).

Em contraste com o seu presumido papel como agesiteplesmente
prejudiciais nas células, EROs atuam como molécsilaizadoras na regulacédo do
desenvolvimento e na adaptacdo ao estresse (Mgder al, 2007,
Jaspers & Kangasjarvi, 2010).

Na fosforilagdo oxidativa, via metabdlica respomtapela manutencdo do
equilibrio energético dos seres aerobios, os eletdo NADH e do FADK sdo
transferidos ao longo da cadeia transportadora léleoes até o receptor final, o
oxigénio, sendo este reduzido aH Durante a reducéo do,@ HO, pode ocorrer a
transferéncia de um, dois ou trés elétrons paraof@mando-se espécies mais
reativas, como o superéxido (Q2 o perdxido de hidrogénio ¢8,) e o radical
hidroxilo (OH), respectivamente, (Fig. 3) (Grat&b al, 2005; Scandalios, 2005;
Halliwell, 2006).

Normalmente, EROs sdo decompostas ou seus prodatgeroxidacdo sao

neutralizados pelos sistemas de defesa naturais apmsistem em enzimas
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especializadas, como catalase, peroxidase, sugerégismutase e glutationa
peroxidase, e em metabdlitos de baixo peso molecudano ascorbato e glutationa.
Em condicdes de aumento da producdo de EROs, antenelas podem acumular-se,
exercendo acbes danosas sobre as células, inclyaduxidacdo de lipidios de
membrana, dano oxidativo a proteinas e DNA (Hallive Gutteridge, 1984) e a
abertura do poro de permeabilidade mitocondrialsaado, consequentemente, a
disfuncéo celular e, finalmente, a morte celularpaparecimento de lesbes necréticas
(Green & Reed, 1998; Foyer & Noctor 2005).

o9
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° O: o '\9 H:' 2H*
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Figura 3. Distribuicdo de elétrons no orbital externo daéuaola de oxigénio e reducao
deste a agua com a formacdo de espécies reativasiginio (EROs) por reducdes
parciais (adaptado de Ferregtaal, 2007).

Muitos xenobibticos, tais como os herbicidas, pogeaduzir EROs via varios
mecanismos, como interferéncia no transporte deoakna membrana mitocondrial e
subsequente acumulacdo de intermediarios reativ@aivacdo de antioxidantes
enzimaticos, diminuicdo de antioxidantes ndo-enioma e peroxidacdo lipidica
(Modesto & Martinez, 2010). Os compostos tais cambletil Vilogénico (também
conhecido como Paraquat) induzem dano oxidativoptestas, como alteracdes nas
enzimas antioxidantes. Os membros deste grupo Bamarlos herbicidas letais
(Dodge, 1971). Outros compostos como o 3-(3,4-drophenyl)-1,1-dimethylurea
(Diuron), bloqueiam o transporte de elétrons fatdéticos e inibem a biossintese de
carotenoides e assim iniciam processos fotoxidatipmvavelmente através da geracdo
de’O, (Knox, 1985; Halliwell, 1987).

Ishii-lwamoto et al. (2006) relatam quex—pineno pode provocar estresse

oxidativo em raizes de milho, concluindo que algaleoquimicos toxicos para as
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plantas ou micro-organismos podem induzir estresgdativo, necrose ou morte

celular programada (MCP) através de suas ac¢des ashmitocondrias.

EROS estdo envolvidas em mecanismos fisiologicb®@uimicos e o estudo
de suas especificidades quimicas e o compartimeptolar da sua liberacdo
determinam a multiplicidade de respostas que otoem plantas. Uma caracteristica
comum do acumulo de EROs é a inibicdo do cresdonenda época de floracéo,
porém ainda néo foi elucidada a relacédo direteeemfproducdo de EROs e a inibicao
do crescimento, tornando-se uma é&rea desafiadorea pestudos futuros
(Movafegh & Hoseini, 2013).

2.5. Metabolismo do nitrogénio na fisiologia dosdquens

7

O nitrogénio € o mais abundante elemento quimicaatd@osfera da Terra
(aproximadamente 80%) e também é um essencial g@mpode muitas importantes
biomoléculas. A produtividade de muitos ecossistenga controlada por sua
disponibilidade (Vitouselet al.,2002. Embora essa limitacao faca parte do processo
natural, ndo € sustentavel para populacdo humaseente que requer quantidades
crescentes de nitrogénio reativo (Nr) para cultelanentos. Diante disso, durante as
tltimas décadas, o fornecimento de Nr dobrou paracossistemas terrestres globais
como consequéncia da atividade humana (Gallowa88)1Assim, por aumentarem a
produtividade agricola, os fertilizantes se tormaf@rramenta indispensavel na luta

mundial de combate a fome e subnutricdo.

Apesar do N ser um nutriente essencial para plantatrada excessiva de Nr para
0S ecossistemas terrestres pode causar sérios esolbgicos (Matsoet al, 2002), como
eutrofizacdo dos corpos d'agua, diminuicdo da sidade vegetal (Gaet al, 2007).
(Bobbinket al, 2010; Stevenst al, 2010) e alteragao do efeito estufa (Jiahgl, 2010;
Lundet al, 2009).

Os liquens alimentam-se basicamente de forma ligpisa, dependendo dos
nutrientes procedentes do meio para o seu metatmwles desenvolvimento, fixando
elementos do ar, notadamente o nitrogénio (Nas®6;19Seaward 1977;

Guzmanet al, 1984). Segundo Vicente (1975) os liquens podenazenar ureia para
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utilizacdo, quando o substrato ndo fornece elersemtoogenados suficientes para as
necessidades metabdlicas. Porém, todos os elem@mosfeitos toxicos quando as
concentracdes no talo liquénico superam os nivaerados (Legazt al 2006).
Portanto, as praticas agricolas, especialmentelaaj@mvolvendo as aplicacdes de
fertilizantes, pode ter um efeito prejudicial emguahas espécies de liquens
(Brown, 1992). Talos delypogymnia physodésansplantados pra perto de uma fabrica
de fertilizantes mostraram visiveis sinais de lef&auppi, 1976), e amostras de
Xanthoria parietinaexpostas a crescentes concentracées de amoni@raosperda de
clorofila (Gaio-Oliveiraet al., 2004). A adicdo de N tem sido relatada como efeito
negativo no crescimento e recrescimento @Géadonia portentosasobre a
Calluna vulgaris(Vagts & Kinder 1999), declinio de liquens acidiefis em contato
com fontes agricolas de Nldevido o aumento do pH, tanto localmente quanto em
longas distancias onde MHinha sido transformado e depositado em solu¢c&ooco
NH;" (Van Herket al, 2003).

O micobionte possui ureia enddégena que é ativadadquo talo liquénico é
imerso em agua (Blancet al. 1984). Estudos de Iskandar & Syers (1971) mastrar
gue depsideos e depsidonas possuem baixa hidrodisalde. As unidades fendlicas
mais sollveis em agua a partir da qual esses cdogposdo formados
(Wachtmeister 1958) podem ser esperados para o@nrdiquens sob condi¢cbes de
campo (Syers & lIskandar, 1973). Segundo Henriksg®57), amobnia e outros
produtos nitrogenados alcalinos derivados de fates dos liqguens podem aumentar a
solubilidade dos compostos liquénicos. Esses compaio suficientemente sollUveis
em agua para formar complexos metalicos soluveisréS& Iskandar, 1973). Segundo

Salomon (1914), muitos liquens podem absorver aandmiitratos de meios de cultura.

Por outro lado, um suprimento exdgeno de uréiaznana hidrélise enzimatica
capaz de produzir G& amoénia os quais, respectivamente, aceleram ssfatese na
alga e favorecem a sintese dos aminoacidos (@6#). A hidrolise de uréia produz
diéxido de carbono que é usado para sintetizaiddBfancoet al. 1984). Estes fendis
inbbem a enzima urease mediante bloqueio de seugogr tiol ativos
(Vicenteet al 1978). A secrecao de tais fendis ao cértex, coma funcédo do tempo
de incubacgdao, poderia reverter este efeito. Ciasaital (1981) e Vicentet al (1983)
relataram essa ideia demonstrando a existénciard&eedbackentre as substancias
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liquénicas e a atividade da urease, pois a medigahd o acumulo de fendis, a
atividade da urease decresce e vice-versa. Ossfégdénicos bloqueiam os grupos —
SH essenciais para a atividade enzimatica e caushigfo impedindo a formacéo dos
complexos enzima-substrato (Leg&t al 2006). Segundo os autores, 0 acido

fumarprotocetrarico d€. verticillaris inibe a urease.

As maiores atividades da enzima estdo em condiéesscuro, no entanto a
urease se inativa depois de certo tempo de incaldamsi talos a baixas condicbes de
iluminacdo. Neste caso, o grau de inativacdo akim€ dependente da densidade do
fluxo de radiacdo utilizada (Legaz & Vicente 1984Asconcelot al, 2013).

Dessa forma, sabe-se que nutrientes do solo, quanidtilizados, influenciam
direta ou indiretamente no metabolismo liquéniconmvendo uma maior sintese de
compostos bioativos, que quando percolados paral@ sfluem sobre a biota
microbiana modificando caracteristicas do solo coptd e, disponibilidade de
nutrientes (Silva 2007), podendo também causartosfealelopaticos sobre os

organismos adjacentes.

2.6.Cladonia verticillaris

Espécies da familia Cladoniaceae, a mais représentdeste taxon, sao
comumente encontradas em tabuleiros arenososrosséede interior do nordeste do
Brasil, com fitofisionomia de cerrado. O liquéHadonia verticillaris (Raddi) Fr.,
denominado cladoniforme, foi classificado em 18®@4 Wanio. E considerada uma
espécie endémica da costa brasileira encontradRialoGrande do Sul a Paraiba
(Ahti et al, 1993), mas ha registro para cerrados néo limsrvisto ser extremamente
influenciada pelos fatores microclimaticos locadi®daz et al, 1986), bem como
regulada pelos climas sazonais, liberando quarggidderenciadas de suas substancias
para o solo (Pereiret al, 1989). Segundo Hammer (2003) a Austrafagiam centro
de endemismo do géne€ladonia sendo a diversidade claramente notavel na Nova

! Nome da época em que o vocabulo Oceania ainda néo era usado e incluiam-se a Austrélia, a
Tasmania e a Nova Zelandia como partes austrais da Asia.
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Zelandia, que possuia cerca de 60 espécies reddabeaté 2003, ano em que oito

novas espécies foram descobertas e mais oito @st&iiscussao.

Pertencente a divisdo dos Discomycetes, classeAdosmycetes, ordem
Lecanorales e familia Cladoniaceae (Ahti, 1993adonia verticillaris caracteriza-se
por possuir verticilos ao longo de seu talo. Espél® habito terricola possui talo
esquamuloso no principio de sua formacéo, tomasplec#o fruticoso, a partir do qual
porcdes semelhantes a hastes suportam o ascosttambém denominadas de
podécios, que é parte dominante do talo (Nash,)1$@gundo Ahti & Marcelli (1995)
essa espécie é uma das mais espetaculares eqp@giésercCladoniae dos liquens

em geral, devido a sua variabilidade taxondmiacan&mdo o complex@. verticillaris.

Quando submetida a pouca umidade apresenta cocobagmzentada e
aspecto amarronzado; quando exposta diretameuntesalar, em periodo chuvoso, seu
talo torna-se mesclado de verde e branco. Podsuptinario evanescente, podécios
pouco ramificados, com cifos sobrepostos, curtasplos, poros nas articulacbées com

o cifo superior. Tem, usualmente, 7 cm a 12 cmltdesa(Pereira, 1998).

C. verticillaris produz o &cido furmaprotocetrarico (FUM) como costp
principal e, o acido protocetrarico (PRO), Fig.eda atranorina (ATR), Fig. 5, como
substancias acessorias (Ahtial., 1993; Pereira, 1998). Contudo, Alati al. (1993)

observaram além dessas substéncias a constanciidim confumarprotocetrarico

(Cphp).

Liguens do génerdCladonia, embora ndo possuam uma associagdo com 0
substrato tdo intima quanto os liquens crustosogribuem para a formacédo de humus
através da desintegracdo de fragmentos do tal@ @istl., 2001). Estudos revelam,
gue componentes biologicamente ativos de extrajoesas de 15 espécies do género
Cladoniainibiram o crescimento déllium cepa(Oswiecimskaet al.,1979).
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OOCH=—CHCOOF
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Figura 4. Modelo estrutural do acido fumarprotocetraricog@yotocetrarico (b).

Ha H H
y @ o0 COOCH:
OH 4 CHa

Figura 5. Modelo estrutural da atranorina

2.6.1 Acido Fumarprotocetrarico

As unidades estruturais fendlicas podem ciclizapska condensacao aldol
intramolecular levando a formacédo de compostospdoacido orselinico, que formara
a partir da ciclizacdo os depsideos, depsidonabemnzbfuranos (Yano-Melo, 1994).
Diferencas estruturais entre depsideos e depsid@mecorrem necessariamente apds
a ciclizacao. Por exemplo, o FUM pode ser originaoioinsercdo do acido fumarico na
posicdo 3 do acido orselinico (na forma de acidoesit-orselinico) dando origem ao
anel B do FUM (Fig.6), ou por esterificacédo dirdtagrupo -CHOH do anel B do PRO
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(Fig. 7) com o éacido fumarico (Vicente & Legaz, 89&ionda & Vilegas, 1998)0
FUM surge entdo de uma reacdo de condensacaoieaidaessa forma, o FUM possui
estrutura similar ao PRO. Ambas as substanciasdepsidonas formadas por duas
unidades aromaticas substituidas. Seus cristaisag@il;em semelhantes, em forma de
pequenas agulhas, com ponto de fusdo em torno @€ ZBsahina & Shibata, 1954).
Ambos os compostos séo derivados do 3-orcinol sinitetizados pela via do acetato
polimalonato, entretanto o FUM é derivado da ATRera etapas subsequentes,
produz-se o acido hipoprotocetrarico (HIPO) e ddaido (Fig. 8). A partir deles, ha a
biossintese do PRO (Pereiga al, 1999). O FUM é classificado como um aldeido
derivado de depsidona (Huneck, 1973) que estamesa medula do talo liquénico
(Garcia-Junceda & Xavier-Filho, 1986; Huovineral, 1990).
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1 o]

HO o OH

R2  coocH
Figura 6. Reacdo entre 3-metil acido orselinico e acido fisnapara obtencéo do

acido fumarprotocetrarico. Fonte: Honda, 1997.

O FUM possui uma série de bioatividades tanto eicd) quanto econdmica.
Segundo Schatz (1963), Syers (1969) e Vasconc20f5), esse composto possui acao
pedogenética, podendo reagir com particulas deitgram mica, podendo ser

imprescindivel a formacdo do solo e sucessdo ecalogpos periodos chuvosos, 0
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FUM pode ser lixiviado para o solo e ter funcadoglética (Xavier-Filhoet al. 1985;

Silva, 2007). Possui atividade antiherbivoria (Ratimann & Scheidegger, 1987) e
contribui na regulacéo da atividade da urease (\éce Xavier-Filho, 1979). Pode ser
usado no combate a resfriados, bronquites, asn@exaa e desordens gastricas

(Huovinenet al 1983).

CHy ©O
CHo OH

OH
CHO

CH COOH
3 + HOOCCH=CHCOOQH

Acido protocetrarico

CH2 OCOCH = CHCOOF

CHO
cH,  COOH

Acido fumarprotocetrarico |

Figura 7. Reacdo de formacao do acido fumarprotocetraricegierificacdo do grupo
CH20H da posicdo 3’ do acido protocetrarico cond@adumarico. Fonte: Honda,

1997.
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Figura 8. Rota metabdlica do acido fumarprotocetrarico (Fahezeiraet al, 1999 com

modificagoes).
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Parte Ill: Procedimentos Metodoldgicos
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2.7 Procedimentos Metodolégicos
2.7.1 Extracao, ldentificacéo, Isolamento e purifiacdo de substancias

Um dos procedimentos mais empregados em fase limleigorospeccédo de
atividade alelopatica dos liquens € o uso de edratutos. Porém, precaucdes durante
0S processos de extracdo sd0 necessarias pararassgge 0s aleloquimicos ndo sejam
destruidos, ou que os artefatos quimicos nao sqjanauzidos. Excesso de
aguecimento ou a secagem das amostras podem destinativar compostos. Muitas
vezes, 0s artefatos sdo produzidos também por g@ada acdo enzimatica sobre
substratos aleloquimicos. A escolha de um solviemtdém € importante e determina
quais classes dos aleloquimicos serdo extraidas,agmazenamento adequado dos
extratos e/ou material liquénico evita que a comtagdo por microganismos possa
degradar compostos ativos (Blum, 1999; g¥al, 2001; Hoagland & Williams, 2004).

Produtos liquénicos geralmente sdo depositados amistais insollveis em
agua na superficie externa das hifas flungicas €@Rah& Hageman, 1994;
Honegger, 1998), que podem ser extraidos com delvemganicos; em alguns casos,
sem prejudicar a funcdo metabolica dos simbior@ethaug & Gauslaa, 2001). Alguns
compostos sdo encontrados apenas nos tecidosatoaama da camada do fotobionte,
enquanto outros se limitam a tecidos internos naeds) ou em especificas estruturas
vegetativas e reprodutivas especificas. Dessa fagmaestudos de exploracao inicial,
especialmente quando ndo ha qualquer informac&e sobspécie e, para se obter uma
avaliacdo mais realista das reais potencialidadd&jden como fornecedor de agentes
alelopaticos, obtendo-se tanto os compostos crtig@anto os medulares, o desejavel
€ que se utilize uma série de solventes, seguint sequéncia crescente de grau de
polaridade (eluotropica). A extracdo € realizadaadir dos solventes organicos éter,
cloroférmio, acetona, metanol, agua ou tampéo fadéa que sdo submetidos a
extracbes sucessivas em extrator de soxhlet ou ratdwe estitica. A extracdo €
realizada por esgotamento, que consiste em deixaaterial liquénico em maximo
contato com os solventes até a retirada total dogostos. Posteriormente os extratos
sao filtrados, rotaevaporados ou liofilizados, gdo o rendimento e preparadas as
solugbes em diferentes concentracdes. A selecémlimgode ser feita utilizando-se
curvas de dose-resposta para a concentracdo doguéteicos variando de T0a
10° M (Maciaset al, 20086)
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Os compostos normalmente s&o identificados poredeste spos em
cromatografia de camada delgada (CCD) e cromaiadigfiida de alta performance

(CLAE) e posteriormente isolados e purificados.

2.7.2 Caracteristicas fisico-quimicas

Dentre as caracteristicas quimicas, a avaliagguHddos extratos é fundamental
quando se desconhece sua constituicdo em acueangsacidos, acidos organicos,
ions e outras moléculas, pois valores extremodideégs extratos podem atuar sobre as
plantulas e mascarar o efeito alelopatico (Fer@iraquila, 2000). Com o auxilio de
um pHmetro e de um osmémetro € medido o pH e aeotrag;do molar de cada
extrato. Solugcdes com polietilenoglicol 6000 (PE®® sdo preparadas na mesma
osmolaridade dos extratos segundo a metodologid/ida et al. (1991), como
controles negativos dos extratos, pois, notadameateextratos brutos ou fragao
aleloguimca, desempenham efetivo papel aditivoesaltado geral, contribuindo para
maior inibicdo da germinacdo, o que significa n@bp ssiperestimar os efeitos
alelopaticos, em determinados casos, como, aikgifina existéncia de alelopatia em
casos onde nao exista (Wardteal, 1992; Souza Filho & Alves, 2000).

2.7.3 Bioensaios

Os bioensaios sdo uma parte integrante de todestodos de alelopatia. Eles
tém usos multiplos tais como a avaliagdo do po#énalielopatico de diferentes
organismos, deteccédo de atividade durante a ewirgghificacdo e identificacdo de
compostos bioativos. As técnicas utilizadas varianito e € preciso padronizar o
procedimento de forma independente, e modificaaatedo com a ocasido e condi¢des
(Kathiresanet al,, 2006). Eles sdo baseados na habilidade de medparametro que
responde a presenca do composto no ensaio. Normalneeparametro selecionado é

aguele que é mais sensivel ao aleloquimico.

Os experimentos sao realizados em camara de gedoirdm temperatura e
fotoperiodo controlado de acordo com a exigénciaspeécie, com duracdo de sete a
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dez dias. Os testes sao realizados em placas deftetilizadas contendo duas folhas
de papel de filtro previamente autoclavadas, e egidds com 6 mL dos extratos
organicos e da substancia purificada distribuidoformemente. As placas sao
deixadas abertas em camara de fluxo laminar dufghte para completa evaporacao
dos solventes, para depois receberem as semestieset®,0 mL de agua destilada,
mantendo-se dessa forma, a mesma concentragaxt@m® aquosos e tamponados

sao utilizados diretamente sobre o papel-fitrolaagy sem evaporacao.

Quando a quantidade de aleloquimicos é limitaddwras em agar podem ser
utilizadas. Contudo, em sua maioria, 0s composo€hicos sdo insollveis em agua,

sendo muitas vezes necessario solubiliza-los eratigufoxido (DMSO) 0,1% v/v.

O controle negativo pode ser obtido com o uso de égstilada e PEG 6000 na
mesma osmolaridade dos extratos e, o controleiygmgiode consistir de uma solugéo
do agente mutagénico como etil metanosulfonato (EhESolvido em 1 mL de tampéao
de fosfato de sédio (PBS), pH 7,4 a 620 pg'melde uma solucéo aquosa (4 mghL
como o herbicida glifosato. Os extratos, a subs&émaeimica isolada e as solugdes dos

controles séo aplicados apenas uma vez, no ingctada bioensaio.

O numero de sementes por placa varia de acordoodamanho das sementes,
existindo uma ampla faixa de variacdo, que vai @éschté 50 sementes por placa
(Souza-Filhcet al 2010). Em experimentos cdm sativa,por exemplo, utilizam-se 50
aquénios/placa por se tratar de uma semente pedtEsamvariacdo existe por acreditar
que ha uma relacdo entre densidade de sementeEnsidiade dos efeitos alelopéticos
inibitorios, onde quanto maior o0 nimero de sememiesores sdo os efeitos inibitorios
alelopaticos (Weidenhamet al, 1989; Souza Filhet al 2003; Tsenget al 2003).
Acredita-se que possa haver competicdo entre asnsesnpara absorcado da solucao

presente na placa.

A germinacdo de sementes € usada como teste naiandas bioensaios
(Rice, 1984; Putnam & Tang, 1986). Embora diferernipos de bioensaios sejam
utilizados, todos eles, em geral, incluem semeetascontato com um substrato
saturado com a solucdo-teste. Sao consideradasingdam as sementes que
apresentam protusao radicular igual ou maior quar2(Brasil, 2009) que é marcado

por um periodo de tempo. Os fatores que precisammsatidos constantes sao a
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disponibilidade de oxigénio da solucdo-teste, pkeraperatura. O alongamento do
hipocatilo e coledptilo é frequentemente observiambamente com a germinacdo e a
biomassa seca, que é mais facil de medir, poderdousada como medida de
crescimento (Bhowmik & Doll, 1984). A germinacdo reonitorada realizando
contagens diarias de germinacdes e ao final doriexgeto é calculada a porcentagem
de sementes germinadas e o tempo médio de germinaca

O bioensaio de crescimento ocorre nas mesmas Bspedes do bioensaio de
germinacdo, porém as sementes sdo germinadas mesde& em agua destilada e
somente depois as plantulas sao transferidas paalucdes, simulando dessa forma a
acdo de herbicidas comerciais Pré-emergentes erRégentes. Além do mais, é
possivel se obter uma padronizacdo no tamanho edulps no bioensaio de
crescimento, uma vez que sdo utilizadas plantudasiigadas no mesmo periodo de
tempo. Pelo mesmo principio de densidade e intadsidlo efeito, o niumero de
plantulas neste bioensaio (PoOs-emergente) podervde 5 a 10 plantulas e o

experimento tem duracdo de 10 dias.

O desenvolvimento das plantulas é avaliado atrdegsarametros biométricos.
Posteriormente as plantulas sédo classificadas emai® ou anormais e calculado o
percentual de plantulas sobreviventes. As raizesdpas sao observadas sob
microscopio estereoscopico, para observacdo datéegia de zona de pelos
absorventes e toda alteracdo morfolégica, comoepemplo, necroses, aparecimento

de raizes laterais, cloroses e murchas.

A consideragdo mais importante na escolha ou debemento de um
bioensaio para o estudo alelopatico € a selecdo edpécies-alvo de mono e
dicotileddneas, a fim de determinar o potenciatelatividade aleloquimica. O modelo
mais utilizado para plantas daninhad.actuca sativalL. que tem sido amplamente
utilizada como um organismo de ensaio por causaswa rapida germinacao,
uniformidade e sensibilidade (Einheling & Rasmussel979), pois segundo
Dayan & Duke (2006) essas caracteristicas sdo @aseipara se obter dados sem
atrasos indevidos. O problema € que ela é extremansensivel aos efeitos tanto de
extratos brutos como de aleloquimicos. Essa caistita € importante quando se
precisam identificar atividades sutis, porém paul#uzir a erros, pois pode levar a

superestimar a atividade do aleloquimico ou mesntuzir toxicidade onde na
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7 7

realidade ela ndo existe ou é inexpressiva. Essklgmna € especialmente crucial
guando se terh. sativaa Unica espécie receptora. Assim, 0 uso de maisndeespécie
permite melhor dimensionamento das reais potedeiddis alelopaticas das espécies
doadoras (Souza-Filhet al, 2010). Ao se detectar atividade alelopatica ¢sntps-
indicadoras comd.. sativg prepara-se bioensaio com espécies de plantashdani
porém esses bioensaios apresentam algumas difi@sidaViuitas destas espécies
possuem baixas taxas de germinacéo e requeremalfguma de estimulo, tais como
escarificacdo (mecanica ou acida), choque, luzarrahtos osmaoticos ou de
temperatura (Buhler & Hoffman, 1999), podendo lewainformagcdo equivocada,
porque a indugcdo da germinacdo ndo necessarianmpliea desenvolvimento das

plantas, sobretudo em condi¢cdes ambientais deshesisr(Souza-Filhet al, 2010).

2.7.4 Interpretacdo dos resultados e perspectivas

Durante a realizacdo dos bioensaios & possiveln@rsema sensibilidade
diferencial aos aleloquimicos, sendo normalmentés rebevada em bioensaios de
crescimento do que em bioensaios de germinacaonéios deles, o que se observa é
um efeito alelopatico mais pronunciado sobre o medeimento inicial de uma
plantula alvo quando comparado a germinacéo, jaegte Ultimo processo utiliza
reservas da propria semente. Essa dependéncieeslayvas pode fazer com que a
germinacdo seja menos suscetivel a fatores exogéhbd et al, 1998;
Jacobi & Ferreira, 1991; Ferreira & Aquila, 200bgm como a possibilidade de que
durante o processo de embebi¢do, muitos alelogognicam retidos pelos tegumentos
protetores do embrido, ndo chegando até eles enemwacdes significativas a ponto

de interferir na sua expansao (Pina, 2008).

Em concentragcbes suficientemente altas, praticameptalquer composto
afetarain vitro uma atividade dos processos enzimaticos ou f@idg, tais como a
respiracdo. Se um composto € substancialmenteiatitro apenas em concentracoes
milimolar, é improvavel agir como uma fitotoxina matureza. Entdo, devem-se utilizar
compostos que tém efeitosn vitro em concentragdes submillimolares
(Duke & Dayan, 2006).
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Assim, programas de descoberta de agroguimicos dependentes em
bioensaios apropriados, que devem ser padronizdgsoduziveis. A miniaturizacao
dos bioensaios € altamente desejavel uma vez quengtureza, o isolamento
biomonitorado de produtos naturais normalmente yropequenas quantidades de
compostos a serem testados. Esses bioensaiog® fis&tlOgicos projetados para usar
uma pequena quantidade de compostos sdo a chavapastratégias de elucidacao
dos mecanismos de acdasight para a acdo dos responsaveis produtos quimicos €&
fundamental para uma explicacdo mais completa elepaltia e a sua aplicacdo para
melhorar a producdo agricola. Segundo Anaya (2006%lacdo entre a inibicdo do
crescimento e do correspondente mecanismo fismddgé indescritivel. Ja
Ferreira & Aquila (2000), consideram os efeitosivés dos compostos sobre as
plantulas é somente uma sinalizacdo secundariaud@nmas ocorridas anteriormente
ao nivel molecular e celular. Estas alteracbes rmpoder pontuais, mas como o
metabolismo consiste numa série de reacdes corasvéontroles do tipdeedback
rotas inteiras podem ser alteradas, mudando paxeSegundo Reigos al (1999)
cada processo fisiologico tem resposta diferemtrtas doses de cada aleloquimico em
particular. A grande parte do problema é a mat@zdiversidade de aleloquimicos. A
maioria dos casos de inibicdo alelopatica é redoltda acdo simultdnea de diversos
compostos, e muitas vezes estes incluem composies composicdo quimica é

divergente.

No geral, os resultados observados sdo tanto tleudst quanto de inibicdo de
algum processo. Assim, os diferentes papéis qudelapatia possui podem ser
utilizados como biorreguladores na agriculturadsenma emergente ferramenta para

uma gestdo mais biorracional dos recursos naturais.
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ABSTRACT

The possibilities for using phenolics, extractednirthe lichenCladonia verticillaris
with different organic solvents, as bioherbicidesvén herein been studied through
observation of the ultrastructural changes produoeldactuca sativaseedlings. The
different extracts mainly contain protocetraric dudharprotocetraric acids and very
small amounts of atranorin. It has been observatithie roots of lettuce seedlings grow
more rapidly in the presence of the phenols thamsimbsence. This fact is supported
by a minor number of lobes and less indentatiothef pavement cells as well as a
major appearance of active dictyosomes in theioglgsm. Nevertheless, seedling
leaves developed in presence of these extracts sirastic degenerativechanges.
Intergranal lamellae of chloroplasts disappear ehaerthylakoids are molten in
amorphous.

Introduction

The use of traditional herbicides, that diminishbe costs of agricultural
production, many times results in a negative emwvirental impact. Probably, this is the
main reason that supports that no new herbicidés ainew target site have been
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commercialized in nearly 20 years (Dayyan et all2)0 Thus, the study of plant
allelochemicals is currently developed in the seaftnew natural herbicides in order
to avoid the ecological impact that the chemicalfypthesized compounds produce
(Duke et al. 2002). For example, secondary mettsolextracts from leaves of
Ailanthus altissimare powerful herbicidal and insecticidal substantégy produce a
strong inhibitory effect on seed germination ar@hplgrowth ofMedicago sativdTsao
et al. 2002). A phytotoxin, xanthinosin, has besaiated fromXanthium italicum This
sesquiterpene lactone significantly affects thewginoof both Lactuca sativaand
Amaranthus mangistanuas well as impedes seed germination (Shao et &2)2The
phenolic compound 3,4-dihidroxy-acetophenone, tsdlafrom leachates oPicea
schenkiananeedles also inhibits germination and plant growthLactuca sativa

Cucumis sativuandPhaseolus radiatuRuan et al. 2011).

Under this point of view, lichens produce alleldpatphenolics that could be
used as natural herbicides. Nieves et al. (201updothat methanolic extracts of
Everniastrum sorocheilum(Parmeliaceae),Usnea roccellina (Parmeliaceae) and
Cladonia confusa(Cladoniaceae) inhibit germination and root groweth Trifolium
pratense Lecanoric, barbatic and gyrophoric acids behaseuacouplers of the
photosynthetic electron transport in isolated abptaists of tobacco and spinach
(Takahagi et al. 2006; Endo et al. 1998). (-) Usid inhibits the biosynthesis of both
chlorophylls and carotenoids by acting on the ereyhydroxyphenyl pyruvate
dioxigenase, inducing death bhctuca sativaseedlings (Romagni et al. 2000). The
same compound as well as its (+) enantiomer inliditspiration and water photolysis
of corn and sunflower seedlings (Lasceve y Gaud&®0; Latkowska et al. 2006;
Lechowski et al. 2006; Legaz et al. 2004; Vavasseai., 1991).

Responses to germination and initial growth ladctuca sativa (lettuce)
subjected to organic extracts and purified compeuoidCladonia verticillaris were
analyzed by Tigre et al. (2012}. verticillaris extracts induce modifications of the size
of leaf area and the length of seedling hypocofylettuce seedlings whereas root
development occurred. During growth experiment®dbegs exposed to ether or
acetone extracts showed diminished hypocotyl ameutdted roots growth, compared
to the controls. Increases of extract concentratiea to the formation of abnormal
seedlings. The main components of these extraatsarprotocetraric and protocetraric
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acids (Fig. 1), induce at all the assayed conceotran increase of leaf area of lettuce
seedlings, indicating a possible bioherbicide paérof these acids. In contrast,
hypocotyl and root hyper-elongation was only obedrin the presence of protocetraric

acid.

CHy HaG OH
HO COO COO-CH
Atranorin CH, HOH, OH
OHC OH A CH3
CH3 COO COOH
AH,
O
CHs HaC OH OHC CH3
4-Metilhypoprotocetraric acid
HO COO COO-CH; CHs HiC OH
(0)
OHC NAD* CH; HO COO COOH
0,
O
NADH
2 OHC CHs
CHs HOH, OH Hypoprotocetraric acid
HO COO COOCH
(0)
OHC Protocetraric acid CHg
FA HOOC-CH-CH,.CO~SCoA
\ COOH
FADH, e d
/ ©
CH3 H2 OH
HO COO COOH
(0]
OHC Fumarprotocetraric acid CHg

Figure 1. Scheme showing chemical structure anggs@d biosynthetic pathway of

atranorin-derived depsidones in the licli@adonia verticillaris
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Toledo et al. (2003) reported that the substanaeaposing the phenolic
fraction ofLethariella canariensiswhich were lixiviated by rainwater and deposited
the soil, disable the germination of cabbage, ¢ettypepper and tomato seeds. On the
other hand, it has been described that lichen pheatained by the soil can be used as
a substrate for growth of soil microorganisms, thedt those as a carbon source, such as
usnic and perlatolic acids fron€Cladina stellaris (Stark and Hyvarinen 2003).
Thisbiodegradability is an additional inducementtivance and to insist on the study
of the use of allelochemicals as bioherbicidescesithey would not accumulate

irreversibly in the soils.

Since many of these lichen compounds inhibit growtespiration and
photosynthesis of sensitive plants, these changes be accompanied by changes in
the cellular ultrastructure that supports the abmentioned physiological functions,
which constitutes the aim of this research.

Material and methods
Plant material

Cladonia verticillaris (Raddi) Fr., an endemic lichen species of the Heawi
littoral and of the tabuleiros of the interior diet north-east of Brazil, was used
throughout this work. The samples were collectethen"Serra da Prata”, from Saloa's
municipality to 273 km from Recife and stored irppaboxes at 20°C+ 2°C and in the

dark until required.

The material was identified and the voucher spegingeposited in the
Herbaeium UFP of the Department of Botany of Fdddraversity of Pernambuco,
with the record 52.29%armotrema dillatatun{Vainio) Pulls, used for the extraction
of protocetraric acid (PRO), was collected at tame place, being its record 39.893.
Lettuce seedd @ctuca sativd..) var. Grand Rapids alpha, 99.9 % of purity @8871)
of Island PRO, Brazil, was acquired in commeraaht.
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Extraction of lichen substances

Dry lichen thalli were softened and submitted téraotion in a device Soxhlet
(Sobereign, VWR Co., Pennsylvania, USA) with puietane (Fisher Scientific,
Madrid, Spain). For every 2 L of solvent, 150 diohen material were used. After the
extraction, acetonic solution was filtered and @vaped to dryness in a concentrating
SC250 Express speedvac (Thermo Electron Corporatimheville, NC, United
Kingdom). Dry acetonic extract (AE) was re-suspehdethe mobile phase used for
HPLC analysis or, alternatively, used in germinatxperiments as described by Tigre
et al. (2012). Lichen residues were new and se@lignextracted with methanol,
chloroform and diethyl ether in the same way, obtgj then methanolic (ME),
chloroformic (CE), and ether extracts (EE), respebl. The same procedure was

applied to extract lichen phenolics from lettucetso

Separation and quantification of lichen phenolics

The separation and quantification of the lichennaities was carried out by RP-
HPLC by using a Spectra Physics 8810 (Thermo EleaBorporation, Asheville, NC,
USA) liquid chromatograph equipped with a SP 88athp, a Rheodine injector, a UV
SP8490 detector and DateApex Clarity Lawsuit ™W&bndows (DateApex Ltd Praha,
Czech Republic) program for obtain and integrafermation. The different residues
obtained by successive extractions were dissolvedhobile phase to be injected.
Analysis conditions were: column, reverse phase) (RIediterranean sea C18 of
Teknokroma, S.C.L., Spain; lenght, 120 mm; i.d§ #am; pd, Sum; pressure in
column, 70 bar; mobile phase, [acetonitrile]:[aoétde: 4 % acetic acid in water Mili-
Q (80:20, v/v)] [70:30, v/v]; flux rate, 1.0 mL minisocratically; injection volume:
20 uL; temperature: 22°C = 0.1 oC; wavelength of analyd54 nm; range of detector
(absorbance units at full scale): 0.0005 units {i&ga et al., 2008).

Following the protocol of Santiago et al. (2008) quantification of atranorin
and both fumarprotocetraric and protocetraric aswds carried out by means of the
interpolation of the response of the detector, reaacounts, in the calibrated,

corresponding straight line. The above mentionee Was constructed for each one of
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the lichen phenols, calculating the relation betwesbtained area counts from
increasing concentrations of every phenolic acietvieen 290 and 400g mL* for
fumarprotocetraric acid, 10-5q@ mL-1 for protocetraric acid and 30-406 mL™* for
atranorin). Protocetraric acid was purified fr@armotrema dilatatunthalli (Vain) and
fumarprotocetraric acid and atranorin fr&@n verticillaris thallus in the Laboratory of
Natural Products of the Department of Biochemistfy Pernambuco's Federal

University, Recife, Brazil.

Bioassay of (pre-emergent) germination

The experiment was achieved in 9 cm in diameteiligerl Petri's dishs, lined
in its bottom by two leaves of filter paper, and imt@ned in a chamber by a
photoperiod of 12 h, at 22°C * 0.2 and relative ity of 75 %. The filter paper was
moistened with 6,0 mL, 2.5 mg mL-1, of an aqueoakiteon of all the phenols
extracted by the different organic solvents (AE, ,MEE or EE). Once evaporated the
solvent in air flow, the filter papers were newlyistened with 6,0 mL of distilled
water. As a control, dishes moistened with digdileater were used. In every petri dish,
50 seeds of. sativawere deposited on the filter paper with four regiens. After 10
days germination, roots and leaves were useddasinission microscopy analysis.

Transmission electron microscopy

Roots and leaves df. sativaseedlings, 10 days-old, growing in the described
conditions, were fixed in Milloning buffer, pH 7®&lilloning 1961), containing 2,5 %
(v/v) glutaraldehyde and 16 % (v/plormaldehyde during 6 h at 4 °C, washed with the
same buffer and post-fixed in a mixture of 1 % (W@gmium tetroxide and 3 % (w/v)
potassium ferricyanide (1:1 v/v) during 2h. Latéssues were dehydrated in a series of
aqueous acetone solutions from 30 % to 100 % (Wy)maintaining the samples
immersed in those for 30 min. Finally, the samplese absorbed in Epon-812 resin for
3 days at 70 °C. Ultrathin sections (60 nm), olg@irwith an ultramicrotome
OmuU-2Reichert-Jung (Wien, Austria), were examinedan transmission electron

microscope Jeol 1010 (Tokyo, Japan), accordingegak et al. (2004).
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Results

HPLC analysis of the different lichen extracts iaed that fumarprotocetraric
acid is the main component of the phenolic fract(@.2 % of the total phenols)
whereas atranorin accumulated in a very low am@it % of total phenolics). In the
sequence of extraction of lichen phenolics usingt@e— methanol— chloroform
—diethyl ether, acetone extracted 71 % of total quetraric acid, 33.7 % of
fumarprotocetraric acid and 10 % total atranorihereas methanol extracted 14.7 %,
31.8 % and 54.5 % of these three compounds (Tgblarly way, both depsidones,
protocetraric and fumarprotocetraric acids, wemgagks the main components of the

extracted mixtures.

Table 1. Sequential extraction of phenolics fr@@adonia vertillaris thalli with
different organic solvents

Extract &t Pr'otocetrari_cl: Fuma}rprotocet_rlaric Atranor![l Total_l
acid (ug mL") acid (ug mL") (MgmLT)  (HgmL™)
Acetonic 0.56 22.10+2.31 12,1 £1.07 0.19+ 0.02 34.39
Methanolic 0.95 4.55+0.51 11.26:1.13 1.05+ 0.09 16.86
Chloroformic  0.40 1.02+ 0.07 4.26+ 0.14 0.6+ 0.04 5.89
gtlr?gr?/cl 0.38 3.30+0.28 8.3+ 0.55 0.09: 0.01 11.7
Total 30.97 35.94 1.94 68.84

*eluotropic force coefficient

Seed germination and plant growth on differentdichextracts resulted in n
enhanced elongation of the main root and a restniaf leaf area, as it is shown in
Table 2. Since the acetone extract contained ah@¥t of total phenolics extracted by
successive treatments, the uptake of these pheneis assayed by HPLC in acetonic
extracts of lettuce roots. Plant tissue, after a@sdof plant growth, contained 0.2
of total phenolics, this is, about 1.4% of totakphblics provided to the seedlings. The
main phenolic found in root tissues was protocatracid (132.6ug), the most polar
compound in the mixture, followed of fumarprotoesit acid (72.6upg). In other
words, the uptake of phenolics from the media seeimée favoured by the polarity of

the molecule. This inclines to think that the erdeghgrowth of the main root could be
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due to the action of protocetraric acid althougé titcurrence of fumarprotocetraric

acid in roots tissues was significant.

Table 2. Main root length and leaf area of lettgseedlings growing for 10 days on
2.5 mg mL* acetonic extract

Treatment Main root length (mm) Leaf area (mnf)
Control 36.28+ 2.89 16.4% 1.74
Acetonic Extract 77.82+ 6.32 11.981.44
Methanolic Extract 54,91 491 6.69+ 1.03
Chloroformic Extract 56.24+ 5.27 12.7% 1.62
Etheric Extract 55.41+ 4.93 8.65+ 2.89

Figure 2 shows a longitudinal cut of the apical ehc control lettuce root in
which its cylindrical form and a very slightly dent the electrons calyptra (A) can be
appreciated. The apical end of the calyptra wasposed by three or four layers of
cells of prismatic shape (B) and big nuclei (C) veaes in the underlying cells, a great
amount of perinuclear or perivacuolar statolithe t&® observed (D). The subapical
parenchyma was formed by multipolar cells in pavetéth numerous interdigitated-
shaped lobes and a great amount of indentationgyfigal of this zone of root tissue,
as well as epidermal cells, developing a high @gtihe production of auxin (Li et al.,
2011).

Logically, the same vision of pavement cells witimerous lobes and
indentations was obtained in the transverse cutsaif(Fig. 3A), in which the central
zone of the cell was occupied by an enormous vacthalt displaced the ergastoplasm

to a perimetral location where clear storage boc#esbe observed (Fig. 3B).

Germination of lettuce seeds in media that comddrof C. verticillaris (2.5 mg
mL-1) produced plants which roots strongly elondahowing diverse cellular
alterations. The cells of the calyptra were flagintending to be spherical before that
prismatic (Fig. 4A), whereas the submeristematitlscdrastically diminished its
indentation pattern (Fig. 4B) and significantly reased the number of mitochondria

(Fig. 4C). Many of the cells were in an active msg of cellular division and
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elongation (Fig. 4D) and its endoplasmic reticulwas complicated and wrapped,
forming elliptical structures (Fig. 4E). A valuabheimber of dictyosomes were also
observed, Golgi's complexes with bladders TGN (Eig 4F) perfectly differentiated,

that break off from the membranous complex and mot@wvards the cellular

membrane (2, in Fig. 4F) crossing it by inverseopytosis and going on to the
periplasmic space (3 in Fig. 4F), in that theyledilits content in hemicelluloses and
pectins. This spillage of the vesicular content ldgoromote the enlargement of the
cell wall for apposition and intussusception of neaterials of wall.

“Apical
= meristem
calyptra

Figure. 2. Transmission electron micrographs ofjitudinal cuts ofL. sativaroots
from control seeds, germinated and growing in abser phenols o€. verticillaris.

A) Apical segment of the root in that it can appseed the caliptra and both apical
and subapical meristems. B) Magnification of thee8y apical zone showing the two
main types of cells that compose the organ, thplperal cells and the statocysts. C)
Peripheral cells of the caliptra. D) Cells of thaligtra (statocysts) showing the
starchy statolythes. E) Pavement cells of the dubhparenchyma of the root
showing interfinger-shaped lobes and indentations.
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Figure 3. Transmission electron micrographs ofdvarse cuts of roots df. sativa
from seeds control, germinated and growing in atxserf phenols oC. verticillaris.
A) Pavement cells in of the subapical parenchymahefroot showing interfinger-
shaped lobes and indentations. B) Magnification aofzone of the pavement

parenchymatous cells.

The capture of lichen phenols by the root andrasdport towards the leaves
modified the pigments composition and the photdsstnt capacity of chloroplasts
(Tigre, 2014). Thus, structural alterations of thesophyll could be waited. As it was
observed in the Fig. 5, the leaves of the conttahts (without addition of lichen
phenolics), possessed an epidermis of well-difféeaisd cells and abundant spongy
parenchyma, typical of C3 plants, the cells of whishowing chloroplasts
peripherically aligned in the limit of the cytoptasnear the internal face of the cell
membrane (Fig. 5A, B and C). They possessed alsodant mitochondria perfectly
structured in mitochondrial cristae, and big vaesdlFig. 5D). Chloroplasts showed a
lenticular shape, with abundant grana and inteegdamellae (Fig. 5E), as well as

numerous lipidic bodies, very electrons—dense (GH#.

Germination of the lettuce seeds and the seedliogith on media containing
lichen phenols reduced in a great manner the volaimeEmpty spaces in the spongy
parenchyma, though it supported the chloroplastleir perimetral position (Fig. 6A).
Nevertheless, the ultrastructure of these chlostplaresented significant differences

with regard to those of the plants control. Therarg were becoming wealthy
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progressively (Fig. 6B), though it was not a gelieed fact for all of them, at least
during the chosen time of plant growth (Fig. 6CheTmitochondria progressively
altered their structure of internal cristae (Fi¢ &nd E) and the grana of the most
degenerate chloroplasts finally appeared as sesmdéwmdies without the internal
thylacoid structure observed during the first plsasé their structural changes (Fig.
6D). These modifications were in agreement withltise of his photochemical activity,
demonstrated by means of the study of the photoidatérapacity of the PSII (data not

shown).

Figure 4. Transmission electron micrographs ofsvanse cuts of roots df. sativa
from seeds germinated and growing in the preserfce&.overticillaris phenols
(2.5 mg mLY) extracted with acetone. A and B) Zone of the pids parenchyma
showing pavement cells that have losing their bib form lobes and indentations. C)
Magnification of a root parenchymatous cell showmgnerous mitochondria and part
of the endoplasmic reticulum. D) Pavement parencltgas cell in division after losing
its capacity of indentation. E) Detail of mitocheidand endoplasmic reticulum highly
folded in root parenchymatous cell. F) Detail o fheripheral cytoplasm showing a
dictyosome and the sequence of traffic of the TG¥iales towards the plasmatic
membrane. Numbers 1, 2 and 3 indicate the sequehg@nocytosis toward the
periplasmic space. G) Magnification of a cytoplasmdne showing increased number

of mitochondria.
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. -bodies

0.12 ym

Figure. 5. Transmission electron micrographs afdvarse cuts of leaves bf sativa
seedlings from control seeds, germinated and gwimn absence of phenols of
C. verticillaris. A) Epidermis and spongy parenchyma. B) A différmone of the same
tissue showing the peripheral disposition of chbteists. C) Magnification of two
epidermal cells and some cells of the spongy upideyiparenchyma. D) Mitochondria
and vacuoles of epidermal cells. E) Chloroplast o€ll from the palisade parenchyma
in. F) Magnification of the chloroplast, showindgargranal lamellae, grana and lipidic
bodies.

Seedlings 10 days-old growing on ME @. verticillaris showed few
ultrastuctural variations at root level with resptxthat described for those that grew
on acetonic extracts (Fig. 7). The pavement cetlsspssed few lobes and scanty
indentations (Fig. 7A), and their endoplasmic rdtim showed a certain degree of
disorganization (Fig. 7B). In leaves, no significaiterations in many chloroplasts
occurred (Fig. 7C), though a minor number of graaa appreciated in anyone of them
(Fig. 7D).

In other cases, nevertheless, chloroplasts suffaredxtreme disorganization,
with formation of big central, amorphous spaces, tatter increasing in size, displaced
the residual grana towards the periphery of thametie (Fig. 7E). In some cases,

lipidic globules very electrons—dense appearedpautkages of grana were broken off
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and separated from their previous organized stredfig. 7G and I). In the cytoplasm,
a great central vacuole was formed and seemingdy rthmber of mitochondria
increased (Fig. 7F). In other cases, plasmodemataelen two neighboring cells
appeared to be literally plugged by an amorphougmad (Fig. 7H).

Figure 6. Transmission electron micrographs ofdvanse cuts of leaves bf sativa

seedlings from seeds germinated and growing inptiesence ofC. verticillaris
phenols (2.5 mg mit) extracted with acetone. A) Palisade parenchymaE&ly
deformation of chloroplasts of the palisade pargn@tous cells by action of
C. verticillaris phenols absorbed by the root and translocatedouthé leaves.
C) Magnification of a still not modified chlorogand of mitochondria that have
eliminated their internal combs. D) Degenerate iptasts in those who eliminate
the intergranal membranes have been eliminated thadgrana fuse to form
amorphous lipidic bodies in the stroma of the abdast. E) Magnification of a
degenerated chloroplast.
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\ Palisade
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_aﬁa_:i‘._lbpl ;
chloroplasts

Figure 7. Transverse cuts of roots (A and B) aralds (C to I) ofL. sativa
seedlings growing on methanolic extract@fverticillaris (2.5 mg phenols mit).
A) Parenchymatous, pavement turgent cells of asbowing loss of both lobes and
indentations. B) Endoplasmic reticulum of the sareks. C) Cells of palisade leaf
parenchyma showing intact, non-altered chloroplaB{s Cells of palisade leaf
parenchyma showing grana-depleted chloroplastdighly modified chloroplast
showing a great central body and residual granplatisd to the periphery of the
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organelle. F) Epidermal cell showing the nucleusl ammerous mitochondria.
G) Highly degraded chloroplast from palisade pangnta cell. H) A
plasmodesmata connecting two two neighboring @it occluded by unidentified

material. I) Degaged thylakoids from grana of arddgd chloroplast.

Growth of lettuce seedlings on CE presents, as motable differences with
regard to the already described above, the ocaterehcisterns of the Golgi system in
the cytoplasm (Fig. 8A), a highly folded endoplasmieticulum (Fig. 8B),
disappearance of intergranal lamellae in alterecbplasts of spongy parenchyma (Fig.
8D) and, finally, isolated packages of thylakoid mianes pushed towards the
periphery of the stroma by the development of alrahous central body (Fig. 8E),
similar to that described for seedlings growing MiE. However, the chloroplast

ultrastructure was preserved in some spongy payematous cells (Fig. 8C).

The loss of intergranal lamellae was also obsenveglants growing on
phenolics extracted with diethyl ether (Fig. 9B3, well as a great increase in the
number of mitochondria (Fig. 9B and C). In a modeanced degree of modification,
the thylakoid packages were fusing in an extensiweumulation of lipids without
internal structure, very electron—dense (Fig. dymbranes of endoplasmic reticulum
suffered a rearrangement for acquiring a spirahf¢fig. 9D), whereas occlusive cells

and epidermis did not suffer noticeable alterati@ng. 9A).
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Spongy
parenchyma

Figure 8. Transverse cuts of leavesLofsativaseedlings growing on chloroformic
extract ofC. verticillaris (2.5 mg phenols nit). A) Palisade parenchymatous cell
showing active dictyosome showing active dictyosom#ochondria and a degrade
chloroplast. B) Endoplasmic reticulum of the sameisc C) Cells of spongy leaf
parenchyma showing intact, non-altered chloroplaBis Cells of palisade leaf
parenchyma showing normal, unmodified chloropleests well as a chloroplast
without intergranal lamellae. E) Highly modifiedlatoplast showing a great central

body and residual grana displaced to the peripbktlye organelle.

Discussion

In a previous paper, Tigre et al. (2012) descriiz different organic extracts
from the lichenCladonia verticillarisaccelerate root elongation and diminish the leaf
area of 10 days-old lettuce seedlings and that sffelets could be attributable to the
presence of two depsidones, protocetraric and foragrcetraric acids biogenesically
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related, in the different extracts. These factsehasen confirmed herein (Table 2). The
extraction of lichen thalli has been carried outiserial way with acetone, methanol,
chloroform and diethyl ether. In all the cases, plag protoceraric/fumarprotocetraric
acids are the main extracted phenolics, as it mwvehin Table 1. The first two
treatments with acetone and methanol extract al&@ut% of both compounds
accumulated in the lichen thalli. Nevertheless, dh®unt of atranorin extracted with
both solvents only represents about 1.8 % of ttalcted phenolics. Thus, it seems to
be probable that the effects ©f verticillaris phenols in lettuce ultrastructure can be
mainly due to the action of the depsidone pairhédligh many phenolics from higher
plants, mainly flavonoids, act as inhibitors of euxransport, then inhibiting cell
elongation (Brown et al., 2014), many other phasplimainly those derived from
benzoic acid (Ferro et al., 2007) or those rel&ddynin precursors and catabolites, act
as auxinlike molecules (Xantonadi et al., 2010yeatly or by inhibition of IAA-
oxidases (Jansen et al., 2014). In fact, many tichkenolics exhibit antioxidant
activities (Kosari et al., 2011). Fumarprotocetraric and protocetracids show some
structural analogy with phenylpropanoids and thisstrbe the basis of the increasing
root elongation shown in Table 2. For this reasdtrastructural changes that lettuce
seedlings suffer when they grow on similar extractgtaining both depsidones, have

been searched in order to explain the physiologisahges mentioned above.

The accelerated growth of roots, shown in TableaB, be related to an increase
of the cell volume that practically eliminate tlodés and notably diminish the number
of indentations of parenchymatous cells of the,rowinly in the zone of the subapical
mertistem, for seedlings growing on acetone exdratC. verticillaris (compare Figs.

2 and 4). These signs of active growth, derivedfra increased swelling of cells, are
accompanied of an increase in the number of mitedha and a significant quantity of
dictyosomes (Fig. 3). A major rate of growth mustdupported by a greater energetic
demand and a constant production of cell wall niterThe increase in the number of
mitochondria and the appearance of dictyosomesh WiGN vesicles loaded of
polysaccharides that separate of Golgi's membrgstems and emigrate across the
cytoplasm (Fig. 4C and F) are in agreement to deatribed by Worden et al. (2012)
for the synthesis and deposition of new cell watimponents. More active

mitochondria imply major energetic availability faccelerated cell elongation.
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Guard cells

Palisade
parenchyma

. Spiral-arranged
~end plas’m'tc%tzgticu_l'u'm

e . a

Figure. 9. Transverse cuts of leavesLofsativa seedlings growing on diethyl ether
extract ofC. verticillaris (2.5 mg phenols mit). A) Leaf epidermis showing the guard
cells of a stomata. B) Cells of palisade leaf pelngma showing mitochondria
chloroplasts without intergranal lamellae. C) Highhodified chloroplast showing
several mitochondria and chloroplasts with molteylakoids forming electron-dense,
amorphous bodies. D) Palisade parenchymatous dedwisg spiral-arranged
endoplasmic reticulum.

The TGN vesicles not only contain diverse hemidefias and pectins, but also
molecules of signalling for the activation of thellalose synthase complexes, as
described by Xion et al. (2010) for rice seedlin@s. the contrary, the decrease in the
leaf area, described by Tigre et al. (2012), candveelated directly to the role of lichen
phenolics as powerful inhibitors of the chloropbytiosynthesis (Romagni et al. 2000)
and of the photochemical activity of the photosysié (Takahagi et al. 2006), as well
as chlorophyllase activators (Bouaid and Vicent®8H), which would be resulted in a
significant loss of the photosynthetic ability.
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These effects are supported by experimental evetenlerived from studies
about the internalization of lichen phenols inte ttylem (Bouaid and Vicente 1998b;
Legaz et al. 1988), its transport towards the Isa\evalos et al. 1986; Bouaid and
Vicente 1998b) and its permeation across the cplasb membrane (Bouaid and
Vicente 1998c), fundamentally achieved for epiphyicthens on their phytophores.
However, quantitation of lichen phenolics in le#ueaves has not been achieved as yet
due to the extreme complexity of leaves extrackss,Tit is hecessary to develop new

protocols for cleaning the samples and separafieoroponents.

In effect, lettuce seedlings grown for 10 days aetanic extracts ofC.
verticillaris, containing high amounts of both protocetraric amdarprotoceraric acids,
show normal chloroplasts (Fig. 6A and B) and soawve énes in which a beginning of
lamellae deformation becomes visible (Fig. 6B) &l &s a progressive molten of the
grana up to turning into a vesicular system slightectron—dense (Fig. 6D and E).

It is not easy to explain the effect of lichen pbisnin the degradation of the
membrane chloroplastic systems, although it isiBggmt that ME, CE and EE cause
some different effects on lettuce chloroplastsastiucture (Figs. 7-9) perhaps because
de amount of fumarprotocetraric acid in these exsras higher than that found for AE
but the above mentioned phenols do not act as ratdsif peroxidases (Liers et al.
2011), laccases (Laufer et al. 2006) or lipo-oxapas (Beckett et al. 20130n the
contrary, lichen phenols have been described aefohwantioxidants (Kranner and
Birti¢ 2005) by acting as scavenger agents on the ROSesp@avithra et al. 2013).
Many phenols of plants also behave as lipase ittniBatubara et al. 2009). For all
these reasons, there would be necessary to thin& interaction between phenols and
membrane lipids that would produce the observectlammalformations rather than in

an activation of degradative enzyme systems.

Conclusions

The depsidone pair composed by protocetraric amdlafprotocetraric acids
causes changes in the ultrastructure of both reath leaves of lettuce seedlings.
Whereas these phenolics accelerate the growtmgtHeof roots, with is accompanied

by cell division, an increase of the volume cellsdain the number of active
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dictyosomes, they strongly altered and degradedraplast ultrastructure of both
spongy and palisade leaf parenchyma. This imphiasQ@. verticillaris depsidones can

be considered as potential and powerful bioherbgid
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CAPITULO I

ESTRESSE OXIDATIVO E FOTOSSINTETICO DE CELULAS DE
Lactuca sativa E Solanum lycopersicum MEDIADOS POR
ALELOQUIMICOS DE Cladonia verticillaris

Seré submetido &lant Physiology and Biochemistry
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RESUMO

Um dos principais atrativos dos metabdlitos secuoslade liquens reside na
possibilidade de se conseguir novas moléculas mpaneos alvos moleculares,
alternativos aos dos atuais herbicidas. Neste csentis aleloquimicos d€ladonia
verticillaris tém sido estudados neste trabalho como fonte paoaelm de
bioherbicidas, através da atuacao desses nasaa@adio fotossistema Il (PSIl), e nas
reacdes de enzimas antioxidantes Laetuca sativae Solanum lycopersicumOs
bioensaios realizados demonstraram que 0s compdgiEnicos causam estresse
oxidativo nas plantas receptoras, observado pélacab ou alteracdo das enzimas
antioxidantes que geram o aumento da atividade QIb > reducdo ou aumento da
concentracdo dos pigmentos fotossintéticos. Obsesgoque os aleloquimicos podem
causar danos nos componentes celulares, levandsequentemente, a disfuncao
celular e, finalmente, a sua morte, ou 0 aparedioné® lesdes necroticas.

Palavras-chave Acido fumarprotocetrarico, &acido protocetraricsubstancias
liquénicas, bioherbicida, fotossistema Il
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ABSTRACT

One of the main attractions of the secondary méitabaf lichens is the possibility of
getting new molecules for new molecular targets, aternative to the current
herbicides. In this sense, the allelochemical€latlonia verticillarishave been studied
in this work as a source for mycoherbicides motlelhugh the action of these in the
activities of photosystem 1l (PSIl), and the reac§ of antioxidant enzymes of
Lactuca sativaand Solanum lycopersicumThe bioassays showed that liquénicos
compounds cause oxidative stress in host plansgreed by the activation or alteration
of antioxidant enzymes that generate increasedvitgctof PSIl and reducing or
increasing the concentration of photosynthetic @gts. It was observed that the
allelochemicals can cause damage to cellular coemgenleading consequently to cell
dysfunction and ultimately, the death or the oméetecrotic lesions.

Key-Words: fumarprotocetraric acid, protocetraric acid, &oh substances,
bioherbicide, photossystem I

1. INTRODUCAO

A alelopatia em ecossistemas naturais e agricetasrecebendo cada vez mais
atencao porque os aleloquimicos reduzem signi¥eaiente o crescimento de plantas e
os rendimentos das culturas vegetais (Inderjit keDR003). Essas substancias parecem
alterar uma variedade de processos fisiolégicosquass sdo dificeis de separar 0s
efeitos primarios dos secundarios (Inderjit e DUM)3; Maciaset al, 2007). Dessa
forma, a maioria dos estudos descreve apenas ¢@MsiH visuais ou impactos
morfologicos de aleloquimicos, sem uma andliselltlda do seu modo de acado

fisioldgico ou bioquimico.

Fatores de estresse ambientais limitam a prodatiedagricola e muitos deles
estdo relacionados aos processos metabodlicos.phstasvegetal ao estresse depende
da duracao, severidade e a tenséo aplicada (MuosehBe Alegere, 2004). Estudos
sobre estresse aleloquimico estdo, cada vez maisex@ansao. Recentemente, 0
fendmeno assumiu maior importancia, uma vez que padlar a explicar a inibicdo do
crescimento vegetal em interacbes entre espécies estruturacdo da comunidade
vegetal. Ele parece ser um mecanismo ou uma egfratélizada pelos organismos
alelopaticos para ter sucesso como invasor e, iaubstespécies nativas
(Vivancoet al, 2004; Qiret al, 2006).
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Um dos mecanismos fitotoxicos mais bem caracteszagor inducdo de
aleloquimicos € a inibicdo da fotossintese e ardi@® de oxigénio através de
interacbes com componentes do fotossistema Il YRRimandoet al, 1998). Em
alguns casos, um aleloquimico pode estar diretamenvolvido na producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), frente a quahumento das enzimas
antioxidantes é uma resposta secundaria. Em ouo#&®ss, os aleloquimicos podem
diretamente inibir a oxidacdo de enzimas, de algdorena, deixando a planta
vulneravel a danos oxidativos (Vivanebal, 2004). Portanto, o atraso na germinagao
das sementes ou crescimento das plantas ocasiopadoagleloquimicos é, muitas
vezes, 0 resultado final da inibicdo especifica gldos de enzimas chave
(Gniazdowska e Bogatek, 2005).

A diversidade de aleloquimicos os torna ferrameptamissoras, pois possuem
propriedades especificas para descobrir sitios-amoplantas receptoras, podendo
apresentar alto potencial para o controle de pasaainhas, sendo fonte potencial para
descoberta de novas moléculas de herbicidas megressavas ao ecossistema
(Souza Filho, 2006; Moralest al, 2007). Mesmo que eles inibam a fotossintese, ou
respiracdo das plantas como um todo, podem tamig@msk as proteinas em locais
diferentes dos usualmente utilizados pelos herdcgintéticos (Dayaet al, 2009) e,
geralmente, esses compostos apresentam baixadeécaos organismos nao alvo de

controle.

Visto que alguns aleloquimicos rapidamente desialara membrana celular,
aumentando a permeabilidade da membrana, induzangmeroxidacdo lipidica, e
provocando um rompimento celular generalizado goedez a morte da célula
(Devi e Prassad, 1996; Yat al, 2003) e, e que os extratos @@adonia verticillaris
inibem e estimulam a germinacdo e crescimento,rang@ morte de plantulas de
Lactuca sativadependendo do extrato e da concentracéo utiligdee et al, 2012), é
possivel que essas alteragbes fisiologicas e biogas sejam consequéncias da
perturbacédo da taxa fotossintética e de danos toxida

O forte potencial alelopatico deladonia verticillaris (Tigre et al., 2012) e o
conhecimento de que os aleloquimicos séo seletinosuas acdes levou ao objetivo
deste trabalho: avaliar a atividade do fotossist¢Rfll) e do estresse oxidativo de
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Lactuca sativavar. Grand Rapids L. 8olanum lycopersicuriMill. var. Santa Cruz
Kada, mediante a presenca dos aleloquimicd@da#onia verticillaris.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material Vegetal

Cladonia verticillaris, espécie de liguerendémica do Brasil, foi coletada
manualmente no municipio de Saloa (PE) a 273 knRedeife, area de Cerrado
(tabuleiro). E os espécimes foram acondicionadoscaixas de papel a temperatura
ambiente (28°+3°C), até a realizacdo dos experoeefit material foi identificado e sua
exsicata depositada no herbario UFP do DepartandgmtBotanica da UFPE com o
registro 52.299Parmotrema dillatatun{Vainio) Hale, usada para extracdo do acido
Protocetrarico (PRO), foi coletada no mesmo losahdo seu registro UFP 39.893.
Sementes deactuca sativavar. Grand Rapids L. 8olanum lycopersicurill. var.

Santa Cruz Kada foram adquiridas comercialmentsld@ak, Porto Alegre, Brasil.
2.2. Extracao dos aleloquimicos d€ladonia verticillaris

Talos liguénicos secos foram submetidos a extrag@iosérie em Soxhlet,
utilizando-se solventes em série eluotropica: cdar, &loroférmio e acetona. Os
solventes foram obtidos da Vetec Quimica Fina LTDAgue de Caxias, RJ, Brasil.
Para cada 2,0 L de cada solvente, foram utilizdd@s g deC. verticillaris. Apos a

extracdo, as solugdes foram filtradas e evaporagasuo.

2.3 Isolamento e purificacacdo do acido fumarprotararico (FUM) e do &cido

protocetrarico (PRO)

O principal componente da espécie em estudo, o FbiNsolado e purificado a
partir do extrato acetdnico (EA) d& verticillaris. Este, ap0s concentrado, foi lavado
em funil poroso G-4 com acetona, como descritoRmeira (1998). PRO foi extraido
do liguenParmotrema dilatatun{Vain.) Hale, utilizando diclorometano, seguida po
acetona a temperatura de aproximadamente 45°C, deswoito por Tigret al. (2012).

A atranorina (ATR) foi obtida comercialmente darB&ggQuimica LTDA, Brasil.
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2.4 Separacgdo e quantificacdo dos aleloquimicos @mdonia verticillaris

A separacdo e quantificacdo dos aleloquimicos mejas foi realizada por
RP-HPLC em un cromatégrafo liquido usando SpedisasiPs 8810 (Thermo Electron
Corporation, Asheville, NC, USA), equipado com ubwmba SP 8810, um injetor
Rheodine, um detector UV-Visivel SP8490 e o pnogrdDateApex Clarity Lite ™
para Windows (DateApex Ltda., Praha, Czech Republita obtencédo e integracao
dos dados. Os extratos etéreos (EE), cloroform(E®) e EA foram dissolvidos em
fase mével antes de serem injetados. As condigéemdlises foram: Coluna de fase
reversa (RP), Mediterranea Sea C18 de Teknokrom&.LS Espanha; dp,
5 um, L, 120 mm; d.i., 4,6 mm; pressdo em colun@, bar. Fase movel
[acetonitrila]:[acetronitrila: &cido acético a 4%meagua Mili-Q (80:20, v/v)]
[70:30, v/v], isocratica a 1 mL-milm Volume de injecdo: 10 pL. Temperatura
22°C+0,1°C. Comprimento de onda: 254 nm. Taxa de deteccdf)06 unidades
(Santiagoeet al.,2008). A quantificacdo da ATR, FUM e PRO se realipor meio da
interpolacdo da resposta do detector, em contawedee, na correspondente reta de
calibracdo. Esta foi construida com cada alelogqgdméalculando a reacgdo entre a
conta de area obtida a partir de concentracbescertes de cada composto
(entre 290 e 400 pg-ritlpara FUM, 10-500 pg-mipara PRO e 30-400 pg-mpara
ATR).

2.5 Bioensaio de germinacéo (Pré-emergente)

Os testes foram realizados em placas de Petri cia fle diametro contendo
duas folhas de papel de filtro umedecidas com Sorlplaca de EE, ECe EAa 10 e
2,5 g.dn® e de FUM e PRO a 0,1 e 1,0 g:dndistribuidos uniformemente, com trés
repeticbes. As placas com os papeéis foram estatdz. O controle negativo foi obtido
com o0 uso de agua destilada (CTRL) e o controld@ipogela utilizacdo do herbicida
clortoluron (HC) na concentracéio 0,1 e 0,2 g’dRosteriormente foram semeadas em
cada placa 50 sementesldesativaou S. lycopersicumO experimento foi conduzido
em camara de germinacdo com temperatura d€+P2, fotoperiodo de 12 h e
umidade relativa de 75% por um periodo de 12 dasa lp. sativae 18 dias para

S. lycopersicunfespécies-alvo).
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2.6 Bioensaio de crescimento (Pds-emergente)

Foi realizado semelhante ao bioensaio pré-emergeotém as sementes foram
germinadas previamente em agua destilada até aspootradicular de 2 mm

(Brasil, 2009), quando foram transferidas paraoas;6es-teste.
2.7 Isolamento das membranas tilacoidais e medidadeacédo de Hill

A preparagdo da suspensdo das lamelas cloroptastiftii realizada de acordo
com o protocolo de Trebest (1972) com modificagé® cpnsistiu na maceracao a frio
de 40 mg de folhas das espécies-alvo em 1mL dedmrgsfato sédico (TFS) 25mM
pH 6,9, contendo KCI| 30 mM e sacarose 400 mM. Esteogenado foi centrifugado a
1.000 x g durante 10 min. Posteriormente o sobeaertadioi descartado e pellet foi
ressuspenso em 1,0 mL do mesmo tampao. Estas amémiam mantidas a 4°C até

sua imediata utilizac&o.

A determinagdo da reacdo de Hill foi realizada natura de 500 pL da
suspensdo de lamelas tilacoidais e 500 pL de TFSmaB pH 6,9. Em
espectrofotometro, uma vez ajustado o “zero” deddscia a 600nm, adicionaram-se
75 pL de 2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP) 0,52 | @gMmediatamente submeteu-se a
amostra a uma fonte luminosa de 750 pmbish a uma distancia de 20 cm,
calculando o delta de absorbancia em funcao doddimebest, 1972). A atividade do
Fotossistema Il (PSII) foi expressa pela variag@@losorbancia a 600nm por minuto e

Kg de clorofila a+b.
2.8 Determinacao dos pigmentos fotossintéticos

Aliquotas de 400 uL da suspenséao de lamelas chmtigicas, isoladas segundo
o protocolo citado no item 2.7, foram adicionad&@®@ pL de acetona P.A. A amostra
foi homogeneizada em vortex e centrifugada a 8X6@0por 10 min., descartando o
pelletapds centrifugacédo. Foram realizadas leituraboesadante nas absorbancias a
480, 649, 665 e 710 nm em um espectrofotometroddmitlé.ios  (Thermo Fisher
Sci.Inc., Rockford, IL, USA), o branco consistiu eatetona a 50% (v/v). A
concentracdo de moléculas de pigmentos foi calaulesdndo as expressdes descritas

por Pompelliet al. (2013).
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2.9 Determinacdo das atividades enzimaticas peroxde, poliefenoloxidase e
catalase

2.9.1 Obtencéo dos extratos livres de células (ELC)

Os ELC foram obtidos através da maceracédo a frid@eng de folhas das
espécies-alvo em 1mL de TFS 75 mM, pH 6,9. O homatgefoi centrifugado a
19.000 x g por 20 min., a 4°C. Posteriormenpeket foi descartado e no sobrenadante

foram quantificadas as atividades enzimaticasetermhinacdo de proteinas.
2.9.2 Determinacao de concentracéo de proteinas

A concentracdo de proteinas foi determinada pelotodoé de
Lowry et al. (1951) com modificacbes para eliminacdo do excedsofendis
(Potty, 1969). Para isto, foram utilizados 200 [eLEL.C, que foram precipitados com
100 uL de acido tricloroacético (TCA) a 10% (p/vientrifugados a 15.000 x g por
15 min. a 4°C. Posteriormente o0 sobrenadante &gattado e qellet ressuspendido
com 300 pL de TFS mM, pH 6,9, sendo neutralizado @2 puL de NaOH 0,1 N.
A partir deste extrato foram quantificadas as pnai® utilizando soroalbumina bovina

como padréo.
2.9.3 Determinacao das atividades enzimaticas
2.9.3.1 Atividade peroxidase — POD (EC 1.11.1)

Aliquotas de 50 pL de ELC foram adicionadas a 440@iTFS 75 mM, pH 6,9
e 50 pL de pirogalol 200 mM. Essa mistura foi hoermogada e imediatamente foram
realizadas medidas de absorbancia a 420nm a 2b¥faredo a “zero”. Posteriormente
foram adicionados 50 pL de peroxido de hidrogéHi) a 200 mM, medindo-se, em

seguida, a variacdo de absorbancia no tempo pafia a®rmacao de purpurogalina.
2.9.3.2 Atividade polifenoloxidase — PPO (EC 1.14811)

Para mistura desta reacao foram utilizados 400 @IS 75 mM, pH 6,9 e
50 pL de ELC que foram medidos a 420 nm a 25°Gaxjds a “zero” de absorbancia.
Em seguida, foram adicionados 50 pL de pirogal®l @M, medindo a quantidade de

purpurogalina formada em funcéo do delta de absord@m relacéo ao tempo.
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2.9.3.3 Atividade catalase — CAT (EC 1.11.1.6)

A mistura desta reacao foi obtida a partir de 400d@ TFS 75 mM, pH 6,9 e
50 puL de ELC. Uma vez homogenizada, se ajustolem”zle absorbancia a 240nm a
25°C e em seguida foram adicionados 50 pL £8,B00 mM medindo a absorbéancia a
cada 30 s, por 5 min.

As atividades enzimaticas de POD, PPO e CAT foraterthinadas pelo
método descrito por Kar e Mishra (1976) com as fizatides descritas nos itens
2.9.3.1, 2.9.3.2 e 2.9.3.3, respectivamente. Aadedda atividade especifica de cada
enzima se definiu pela variacdo de absorbanciauegéd do tempo, por massa (mg) de

proteinas.

2.10 Deteccao da morte celular e peroxidagdo emwiéls deL. sativa

A morte celular foi determinada pela coloracao ases e folhas de. sativa
em solucdo de azul de Evans (0,025% azul de Eydvisgm mL de CaGla 100 mM
de, pH 5,6) durante 10 min. (Yamamaetoal, 2001). As folhas e raizes coradas foram
lavadas trés vezes com Ca&l100 mM (pH 5,6) e, em seguida, observadas sob um
microscopio optico (Olympus BX51). Um total de @npartes individuais foram
examinadas. As células mortas foram evidenciadks quédoracdo azul, em contraste

com as células sadias, que se apresentaram trantgsar
2.11 Analises estatisticas

Todos os experimentos foram conduzidos em deline@mmiateiramente ao
acaso com trés repeticbes. As médias foram subesetdd analise de variancia
(ANOVA) e quando foram significativos, aplicou-seteste de Tukey ao nivel de

significancia de 5%.
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3. RESULTADOS
3.1 Atividade Fotossintética (Pré-emergente)

A concentracdo dos pigmentos fotossintéticos didiaade do PSII dé. sativa
e S. lycopersicunvariou em funcdo do extrato e da concentraca@saptando acao

distinta em ambas as espécies (Fig. 1 e 2).

Em L. sativa, o teor de clorofila a (Chl-a) foi reduzido pelo BE5 g.dn?
(88,46%), EA 2,5 g.dim (84,44%) e PRO 1,0 g.d#(99,25%), demonstrando que PRO
causa maiores degradacdes ou danos a sintese -@eqGblHC, que nao diferiu do
CTRL (Fig. 1A). Porém, er. lycopersicumeste mesmo parametro foi estimulado por
EA 2,5 g.dnt (421,73%) e por HC 0,2 g.dM(265,21%), evidenciando que o0s
aleloquimicos presentes em EA apresentam acaasiadlherbicida, independente da
espécie. EnS. lycopersicuma Chl-a foi o Unico parametro onde o HC diferiu do
CTRL. A concentracdo de clorofila b (Chl-b) eim sativa foi reduzida por
HC 0,2 g.dn? (63,20%), EA 2,5 g.dim (82,07%), EE 2,5 g.dth (87,73%),
FUM 0,1 g.dn?® (97,16%) e PRO 0,1 e 1,0 g.dnf99,8%), sendo os aleloquimicos
responsaveis pelas maiores reducdes em relacacCa@-igl. 1B); e este foi o Unico
parametro que diferiu 0 HC do CTRL nessa espéaatudo, entS. lycopersicuneste
fator ndo foi significativo (Fig. 2B). A concentéag de carotenoides (Car) émsativa
foi reduzida apenas por PRO 1,0 gH(@7,77% - Fig. 1C) e sua sintese estimulada por
EA 2,5 g.dnt (393,54%) emS. lycopersicum(Fig. 2C). Apesar de terem sido
evidenciados apenas resultados redutores sobreoro de Chl-a (exceg¢do de
EC 1,0 g.drif) e Chl-b emL. sativa,a clorofila total (Chl-total) apresentou respostas
positivas e negativas (Fig. 1D), sendo o maiort@feedutor ocasionado pelo PRO
(99,88%) e pelo EE 2,5 g.dH{86,99%), podendo esta acdo do EE ser consequéncia
das interacbes aleloquimicas FUM/ATR ou PRO/ATR,aumez que este extrato
apresentou as maiores interagcdes (Tab. 1) e @ efsiimulador foi ocasionado apenas
pelo EC 1,0 g.di, que incrementou a producdo deste fator em at89%!, Em
S. lycopersicunsomente o HC 0,2 g.dfrinduziu o aumento da producdo de Chl-total,
sendo este estimulo de 196,66% (Fig. 2D).
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Figura 1. Valores médios da concentracdo de clorofila a @drofila b (B),
carotenoides (C), clorofila total (D) e atividadefdtossistema II, PSIl (E) de plantulas
de Lactuca sativagerminadas em diferentes extratos @&adonia verticillaris
(EE: extrato etéreo, EC: extrato cloroformico e EAxtrato acetbnico) nas
concentraces de 1,0 e 2,5 giyme seus aleloquimicos isolados (&cido
fumarprotocetrarico: FUM e &cido protocetrarico:9Ras concentracdes de 0,1 e 1,0
g.dm? utilizando o herbicida clortoluron como controjgositivo (HC) nas
concentracdes de 0,1 e 0,2 g¥lmagua destilada como controle negativo (CTRL). As
plantulas foram avaliadas 12 dias ap0s a germin&¢édias seguidas pela mesma letra
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p <0j®&Hdias + SE, n = 3.
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Figura 2. Valores médios da concentracdo de clorofila a @drofila b (B),
carotenoides (C), clorofila total (D) e atividade fdtossistema Il, PSIl (E) de plantulas
de Solanum lycopersicumerminadas em diferentes extratosGQladonia verticillaris
(EE: extrato etéreo, EC: extrato cloroférmico e EAxtrato acetbnico) nas
concentraces de 1,0 e 25 gilme seus aleloquimicos isolados (&cido
fumarprotocetrarico:. FUM e &cido protocetrarico: @Rnas concentracbes de
0,1 e 1,0 g.di, utilizando o herbicida clortoluron como contrglesitivo (HC) nas
concentracdes de 0,1 e 0,2 genagua destilada como controle negativo (CTRL). As
plantulas foram avaliadas 18 dias apds a germinddé@dias seguidas pela mesma letra

nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p <Ojd&Hdias + SE, n = 3.
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Tabela 1.Analises dos extratos e dos aleloquimicos isolfidodl- acido fumarprotocetrarico; PRO — acido prdacaéco; ATR — atranorina)
deCladonia verticillarissubmetidos a andlises de cromatografia liquiddtdesiciéncia (CLAE).

Extratos t’ (min)  Compostos Concentralgéo FUM/ FUM/ PRO/ FUM+PRO SNI**1  SNI2 SNI3
(ug.mL™) PRO ATR ATR +ATR (ca) (ca) (ca)
(ug.mL?Y  (ug.mL)  (ug.mL?)  (ug.mL?)  tg=85 tr=9,3 tg=10,2
6,6+0,08 PRO 3,29
Etéreo 7,8+0,05 FUM 8,31 2,51 90,32 35,85 12,06 60,19 3,43 0,10
27,8+0,07 ATR 0,09
6,6+0,06 PRO 1,02
Cloroférmico  7,8+0,05 FUM 4,26 4,17 6,94 1,66 6,09 4,64 7,89 153,62
27,8+0,04 ATR 0,61
6,6+0,05 PRO 22,09
Acetbnico  7,8+0,03 FUM 12,10 0,54 10,42 19,03 35,26 794,87 32,039 -
27,8+0,08 ATR 1,16

*T gr= tempo de retencéo ** SNI= substancia nao ideaifa
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Em L. sativg apesar dos pigmentos fotossintéticos terem sdazidos pelos
aleloguimicos, a atividade do PSIl (Fig. 1E) apnése aumento da atividade em
repsosta aos tratamentos com EE 2,5 §.(814,28%) e EA 2,5 g.dh(455,55%). Em
S. lycopersicumo aumento da atividade do PSIl ocorreu em respasia
PRO 0,1 e 1,0 g.dh(900 e 596,62% - Fig. 2E).

E interessante notar que o FUM induziu alteracbpsnas quando em
concentracdo mais baixa (0,1 g:dm inativando seus efeitos em concentracdes

maiores (Fig. 1).

3.2 Atividade Fotossintética (P6s-emergente)

Quando as sementes Hesativaforam germinadas primeiramente em agua e,
depois transferidas para os diferentes tratamentservou-se que o FUM e nenhum
extrato deC. verticillaris induziu alteracdes significativas no teor dos pigiog
fotossintéticos (Fig. 3A-D), mas o HC 0,1 g:dmeduziu a concentracdo de Car em
60,46% ( Fig. 3C). Contudo, a atividade do PSligsiimulada pelo EE 1,0 g.dhem
até 411,11% (Fig. 3E).

Em S. lycopersicumps trés extratos testados na concentracdo de.dnd’g
induziram aumento da concentracéo de Chl-a (Fig.defaté seis vezes em relacdo ao
controle (p<0.05), sendo o maior efeito ocasionpel® EC (456,52%). Este mesmo
extrato e o EA 1,0 g.dthocasionaram aumento dos teores de Chl-total @Eky.em
aproximadamente de até quatro vezes (p<0.05). Wdatle do PSII foi estimulada
quando submetida ao EA na concentracdo de 2,5%(166,66%) e apresentou um
aumento de até dez vezes quando as plantas foramtidasa na presenca de
PRO (Fig 4E).
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Figura 3. Valores médios da concentracdo de clorofila a (@yrofila b (B),
carotenoides (C), clorofila total (D) e atividade fdtossistema Il, PSII (E) de plantulas
de Lactuca sativagerminadas previamente em agua e depois trarefepdra os
diferentes extratos deCladonia verticillaris (EE: extrato etéreo, EC: extrato
cloroférmico e EA: extrato acetdnico) nas conceaidtes de 1,0 e 2,5 g.die seu
aleloquimico &cido fumarprotocetrarico (FUM) nasaentracdes de 0,1 e 1,0 g:dm
utilizando o herbicida clortoluron como controlespivo (HC) nas concentracdes
de 0,1 e 0,2 g.dthe &gua destilada como controle negativo (CTRL)plastulas foram
avaliadas 15 dias ap0s a germinacdo. Médias segpela mesma letra ndo diferem

entre si pelo teste de Tukey (p <0,05), médias AnSE3.
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Figura 4. Valores médios da concentracdo de clorofila a (@profila b (B),
carotenoides (C), clorofila total (D) e atividade fdtossistema I, PSIl (E) de plantulas
de Solanum lycopersicugerminadas previamente em agua e depois traredepara

os diferentes extratos d€ladonia verticillaris (EE: extrato etéreo, EC: extrato
cloroférmico e EA: extrato acetdnico) nas concegites de 1,0 e 2,5 g.dhe seus
aleloguimicos isolados (acido fumarprotocetrariEdM e acido protocetrarico: PRO)
nas concentracdes de 0,1 e 1,0 ¢dem duas concentracdes, utilizando 4gua destilada
como controle negativo (CTRL). As plantulas foramalmdas 21 dias apds a
germinacdo. Médias seguidas pela mesma letra férermi entre si pelo teste de Tukey
(p <0,05), médias + SE, n = 3.
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3.3 Atividades enzimaticas

Assim como observado na atividade fotossintétich. dativae S. lycopersicum
quando submetidas aos compostos fendlico€ .deerticillaris e ao HC, também foi
possivel registrar alteracdes nas atividades damas oxidativas (PDO, PPO e CAT)
das folhas das espécies-alvo, quando crescidasesmmas condi¢cdes. Essas influéncias

variaram em funcéo do extrato e da concentrac@p 8Fe Fig. 4).

Com excecdo da CAT no bioensaio pos-emergentd.dsativg todas as
atividades enzimaticas em ambas as espécies-algodais bioensaios, apresentaram
interacdo extrato/concentracao significativa (Fag.e 6). Além disso, todas essas
atividades, com excecdo da POD no bioensaio prégemte comL. sativa, foram

altamente estimuladas por pelo menos um tratamento.

No bioensaio pré-emergente com plantulad.dseativa observou-se que com
excecdo do EC 2,5 g.dintodos os demais tratamentos inibiram a POD @Ag.em
até 25 vezes em relacdo ao controle (p<0,05), eoidedo que os aleloquimocos de
C. verticillaris possuem agdo similar ao HC nessa atividade. Dimasmnte do
observado na Fig. 5A com EC 2,5 g-@ireste extrato foi o tinico que induziu alteracdes
na PPO (Fig. 5C) e CAT (Fig. 5E), levando a um aumele até 1809,0 e 611,36%,
respectivamente. Observou-se que nas plant8s lgeopersicuma POD foi estimulada
quando as plantulas foram incubadas com EE 1,0 4(d87,97%), FUM 0,1 g.di
(687,09 %) ou HC 0,2 g.dh(841,93%), a PPO principalmente quando submetda a
EE 1,0 g.dmi (651,85%) e FUM 0,1 g.drh (1100%), ou HC 0,1 e 0,2 g.dm
(1200 e 1150%), e a CAT sobretudo quando submatdaUM 0,1 g.dni (459,09%)
ou em EA 2,5 g.d (390,9%).

No bioensaio pds-emergente, os trés extratos tesiaduziram o aumento da
atividade da POD, sendo o EE 1,0 g-mindutor dos maiores estimulos émsativa
(520%) e S. lycopersicum(2003,22%). A PPO dé&. lycopersicunfoi fortemente
estimulada por todos os tratamentos (Fig. 6D), semdnaior efeito induzido por
EE 1,0 g.dr (820%), que sobretudo também aumentou a atividad®PD dé.. sativa
em 637,5%. A CAT foi estimulada pelo EE, EA e HEndo o maior efeito ocasionado
pelo EA 2,5 g.dn{(359,09%).
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Figura 5. Valores médios da atividade da peroxidase (A,Blfggmloxidase (C,D) e
catalase (D,E) de folhas de plantulasldetuca sativagerminadas (A, C e E) ou
transferidas apds germinadas em agua (B, D e R pardiferentes extratos de
Cladonia verticillaris (EE: extrato etéreo, EC: extrato cloroformico e:Eextrato
acetdnico) nas concentracbes de 1,0 e 2,5 Y.@mseu aleloquimico &cido
fumarprotocetrarico (FUM) nas concentracdes de ,1,0 g.dri, utilizando o
herbicida clortoluron como controle positivo (H@srconcentragcdes de 0,1 e 0,2 gdm
e agua destilada como controle negativo (CTRL).pRstulas das figuras A, C e E
foram avaliadas 12 dias ap0s a germinacdo e as@F[5 dias apds a germinacgao.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem snpelo teste de Tukey (p <0,05),

médias + SE, n = 3.

140



Investigagdo dos mecanismos de agdo dos aleloquinsicleCladonia verticillaris....

77 3 3 s A
[ZJ0g.dm”™ BXX30,1g.dm”~ [10,2g.dm B

B 1 g.dm® 12,5 g.dm*® «

o o
&) o
T

Peroxidase
-1 )
Uj.\)mg uprote)l}na
N w =
T T T
abc
ab
cd
d
e

,_.
i
T
[ cd
E cd
i, Cd
-
E [o
-
wevesili
[ fgh
h
ool

0,0
0,55 C D

ab

0,44 -

"abc
1 abed

eina
o
w
w
T
de
de

prot

XXpA

' 50,22 -

XX
XX

Polifenoloxidase
1
XX
XXX

U. mg
XX
XX

XXXKHKKKX

o
i
=

T
XX

X

XXX

XXX
B f

<

o
[3) o i
0,00 ’j 1 1 1 ol

a

09 3

-1 .
proteina
cd

cd
cd
ab
b
b
ab

Catalase
cd

o
[}
T
de

R

U. mg
o
w
T
SOKK

XX

Q
0,0 ﬁ L L L L L
C

Pré-emergente Pos-emergente

el

TRL EE EC EA

IE
(e]

Figura 6. Valores médios da atividade da peroxidase (A,Blfggmloxidase (C,D) e
catalase (D,E) de folhas de plantulasSoéanum lycopersicumgerminadas (A, C e E)
ou transferidas apds germinadas em agua (B, D gaf) os diferentes extratos de
Cladonia verticillaris (EE: extrato etéreo, EC: extrato cloroformico e:Eetrato
acetdnico) nas concentracbes de 1,0 e 2,5 Y.@mseu aleloquimico &cido
fumarprotocetrarico (FUM) nas concentracdes de @,1,0 g.dri, utilizando o
herbicida clortoluron como controle positivo (HC)asn concentragbes de
0,1 e 0,2 g.di e &gua destilada como controle negativo (CTRL).plstulas das
figuras A, C e E foram avaliadas 18 dias ap0s mig@cédo e as B, D e F 21 dias apés a
germinacdo. Médias seguidas pela mesma letra férermi entre si pelo teste de Tukey
(p <0,05), médias + SE, n = 3.
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Com excecdao da POD no bioensaio pré-emergentes teda alteracoes
significativas da POD, PPO e CAT em respostas latmyaimicos, nos dois bioensaios,
apresentaram respostas similares ao HC.

Uma vez utilizado o FUM como controle positivo raaslises, pode-se inferir
gue as respostas obtidas frente aos extrat@s derticillaris ndo sdo ocasionadas pelo
FUM (Fig. 5) ou unicamente por ele (Fig. 6B), matapnteracdo sinergistica com as
substancias identificadas e/ou com as substanamsdentificadas, SNI (Tab.1), visto
que as acOes observadas pelos extratos muitas sézesiperiores ao FUM (Fig. 6B).
Todavia a inferéncia € que o FUM pode ser o agemtetor das respostas obtidas,
agindo de forma espécie/especifica e multidired¢idfdg. 5 e 6), ou seja, cada
aleloquimico presente no extrato age em um siferafite, dependendo da espécie e
das condicbes do experimento, podendo agir congssneo (Fig. 6B), antagonismo
(Fig. 6E) ou mesmo pela acdo especificidade doglénico (fig. 6C). Na figura 6
guando se comparam o0s dois bioensaios, nota-s® du#M € muito mais ativo no
bioensaio pré-emergente, e 0s extratos muito mhcazes em suas acbes de

promoverem danos oxidativos no estagio pés-emeargent

3.4 Deteccao da morte celular e peroxidacdo em chas del. sativa

A morte celular foi evidenciada por meio do coraetel de Evans e observou-
se gue as células intactas permaneceram transgmeeat células mortas apresentaram
coloracéo azul (Fig.7E) ou marrom escuro (Fig. 8).eFoi possivel observar nitidas
lesBes necréticas nos tecidos radiculares (Fidgd)/&foliares (Fig. 8G-H) causado pelo
EA 2,5 g.dn?. As pigmentacdes observadas podem ser acUmulouldstascias
fendlicas. As cloroses evidenciadas pelo EE 2,&1g.tesultam da perda de clorofila
como consta na Figura 8C, 1A-B e 1D. Observou-Beraacdo de raizes laterais nas
plantulas incubadas com EE e EA 2,5 gX{hC e 7F), uma formac&do de uma extens&o
radicular na zona apical (Fig. 7G) e um aumente@sgf@essura no apice radicular, de

forma globosa quando crescidas com EA 2,5 §.¢fig. 71).
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Figura 7. Radiculas de plantulas deactuca sativaapés dez dias de germinacdo em
diferentes extratos déladonia verticillaris(2,5 g.dn?) e posteriormente tratadas com
azul de Evans para deteccdo de morte celdlag. B: controle;C e D: radiculas de
plantulas crescidas em extrato etéreo;radiculas de plantulas crescidas em extrato

cloroférmico;F-I: radiculas de plantulas crescidas em extrato acetoni

3.5 Quantificac@o dos aleloquimicos d€. verticillaris

Foi possivel observar através dos cromatogramasesemca dos compostos
majoritarios de C. verticillariss. A concentragdo total desses compostos,
FUM+PRO+ATR apresentou-se da seguinte forma: EC K € EA (Tab 1),
podendo-se hipotetizar que essa seja a respostaopagfeitos tdo distintos causados
pelo EA, produzindo plantulas anormais (Fig. 7G8Fel), ou ainda que estas severas
alteracdes estejam relacionadas as duas subst@ddasentificadas, SNI 1 e SNI 2
(Tab.1), que apresentaram-se em teores signifasatios cromatogramas.
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RS

Figura 8. Folhas de plantulas deactuca sativaap6s dez dias de germinacdo em

diferentes extratos d€ladonia verticillaris e posteriormente tratadas com azul de
Evans para deteccéo de morte celldarcontrole;B e C: folhas de plantulas crescidas
em extrato etéreo (2,5 g.cfn D: folhas de plantulas crescidas em extrato clonoicn
(2,5 g.dn?); E: folhas de plantulas crescidas em extrato cloroféonil,0 g.dr?); F-G

e I: folhas de plantulas crescidas em extrato acetd(c® g.dnt); H: peciolo de

plantulas crescidas em extrato acetdnico (2,5 g)dm

Nessas analises verificou-se que o EE possui ume felacdo FUM/ATR e
PRO/ATR, gerando resultados diferenciados dos demdratos, como observado na
Figura 1E e 2E. Uma vez que o PRO presente nomdaaes, ndo apresentou
influéncias sobre as plantulas, € possivel infgue a interacdo FUM/ATR pode ser a

indutora das alteragcbes observadas no P3ll dativa

Apesar do EC apresentar baixas concentracdes aieglmas, os resultados

obtidos por esse extrato nas atividades das enzowaativas foram altamente
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significativos (Fig. 5 e 6). Uma vez que os residsaobtidos com FUM nesses sitios-
alvo foram gerados em baixa concentracdo (0,1 §.dré possivel que este

aleloguimico seja o indutor das respostas obtiolasgginda que este esteja interagindo
com uma terceira SNI, uma vez que ela apresergasato teor nos cromatogramas e

nao esta presente no EA, além de ser pouco exaessiEE.

DISCUSSAO

A elucidacdo dos mecanismos de acédo e o modo csraleloquimicos agem no
crescimento e desenvolvimento das plantas tem sldsafiador para muitos
pesquisadores, pois os aleloquimicos interferemmeiitos processos metabdlicos. De
uma maneira geral, a acdo dos aleloquimicos seneesa interferéncia nas atividades
vitais das plantas, ou seja, na fotossintese,regsjm, assimilacdo de nutrientes, sintese
de proteinas, atividades enzimaticas e na perncedel da membrana plasmatica
(Almeida, 1998; Resende e Pinto, 2003).

Em todos os bioensaios aqui estudados observouise og efeitos de
aleloquimicos nas plantas receptoras foram alteendependentes da dose, e que
S. lycopersicunfoi mais resistente aos aleloquimicos do gueativg demonstrando
que os aleloquimicos podem ser seletivos em sudssag as plantas podem ser
seletivas em suas respostas, motivo pelo qual-serthficil esclarecer o modo de acao

destes compostos (Seigler, 1996).

Em estudos anteriores sobre o efeito alelopaticG.deerticillaris, Tigre et al
(2012) observaram que os compostos fendlicos aegszcie induzem modificacbes na
area foliar de plantulas de. sativg podendo estas inibicdbes serem reflexos da
diminuicdo da concentracéo de clorofila observadapresente estudo (1A-D). Estas
reducdes do teor de clorofila s&o relacionadas comalos sintomas da interferéncia
dos aleloquimicos sobre as plantas (Sieghl, 2002). A diminuicdo da concentracéo
de clorofila também foi observada com acidos fewdliem arroz (Yangt al, 2002.),
acido secalbnico em sorgo (Zeefal, 2001) e monoterpenos edassia occidentalis
(Singhet al, 2002). Silva (2009) também observou diminuicadpmalucédo de clorofila

em alface e cebola quando tratadas com extrat@letare todas as fracdes da parte
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aérea e parte subterranea tgdrocotyle bonariensisAcidos ferulico, p-cumarico,
benzoicos e cafeico também reduziram a quantidade cldrofilas de soja
(Baziramakengaet al, 1994). Acidos evérnico, Usnico e atranorina ratugomo

ativadores de clorofilases (Bouaid e Vicente, 1998)

Uma vez que PRO apresentou resultados redutoresodeentracdo dos
pigmentos fotossintéticos elm sativa(Fig. 1A-D), € possivel que os resultados obtidos
com EA e EE estejam relacionados a grande concéotrde PRO nesses extratos
(Tab. 1), e que o0 aumento da atividade do PSlliocados pelo EE e o EA (Fig. 1E)
nao seja relacionado ao FUM e PRO, podendo seé@ @os extratos muito mais de
natureza sinérgica do que uma acdo exclusiva dsestastancias. A distincdo nos
resultados obtidos con®. lycopersicumpode ser decorrente da especificidade
aleloquimica (Alfordet al., 2009).

Ainda ndo esta claro o mecanismo pelo qual ocorredacédo da clorofila
quando as plantulas sdo tratadas com aleloquinpedendo haver dois fatores para
essa causa: degradacdo da clorofila ou inibicdsudasintese Mg-porfirina. A Unica
confirmacdo obtida nestes estudos, € o fato dac&eduo teor de clorofila afetar
drasticamente as taxas fotossintéticas, comprouh@tendesenvolvimento das plantas
(Yu et al., 2003). Todavia, isto ndo foi o observado nesteathet) pois apesar da
diminuicdo do teor de clorofilas, a atividade dollPf8i estimulada emL. sativa
(Fig. 1E), diferentemente das respostas obtidabimensaio pds-emergente, que nao
apresentou diferencas significativas na concerdratg clorofilas, mas aumentou a
atividade do PSII (Fig. 3). Este mesmo resultadadproduzido para as plantulas de
S. lycopersicunmo bioensaio pré-emergente (Fig. 2), pois asagliers observadas nos
pigmentos fotossintéticos foram diferentes dosates$r que induziram o aumento do
PSII, porém o aumento no teor de clorofila, mostnad Figura 4D, refletiu-se no PSII
(Fig. 4E). Este alto estimulo pode ser ocasionaglaspbaixas concentracdes dos
aleloquimicos, que mesmo em baixos niveis, a igderaentre as substancias
apresenta-se elevada (Tab.l), podendo ser que ensunda atividade do PSII
ocasionado pelo EE 1,0 g.dFig. 3E) seja resultado da ac&o sinérgica, prateipnte
na relacdo FUM/ATR. Séries de analogos de aciddsctaddnico também causaram
um aumento na atividade de PSII ldesativae Amaranthus viridusem relacdo aos

controles (Romagret al, 2004).
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Em S. lycopersicumgom excecao da Chl-b, todos os parametros fotésisios
analisados foram estimulados, inclusive o herbi@ageesentou acdo estimulante ou
inibidoa da degradacdo da sintese dos pigmentaErneiando que nesta espécie, 0s
aleloquimicos apresentam efeitos analogos ao H@. @i E possivel que tanto os
extratos como o HC, que possuem acdo similar, apstggausando estresse em
S. lycopersicumgerando o aumento da atividade do PSIl, como tégiea de
sobrevivéncia. Este aumento pode estar correladtooam o aumento da atividade das
enzimas responsaveis pela defesa contra estresdativox (Fig. 5 e 6). Células
fotossintéticas sdo propensas ao estresse oxidatois elas contém uma série de
pigmentos fotossensibilizantes que produzem e co@soboxigénio, sendo o sistema de
transporte de elétron fotossintético a principaitédode espécies reativas de oxigénio
(EROs) em tecidos vegetais (Asada, 1997). Todawganismos produzem uma seérie
de EROs durante o decorrer dos processos metabdlicmais (Kotchoret al, 2006).
Essas EROs sdo conhecidas por atuarem como malétnédizadoras, que regulam a
resposta da planta aos estresses bibticos e alsigkoyer e Noctor, 2005), emergindo
como importantes reguladores do desenvolvimentetaedGapper e Dolan, 2006).
Para evitar o dano celular, devido a geracdo des-R®Oplantas produzem uma série de
enzimas antioxidantes que sdo induzidas e forngmetecdo secundaria contra o
estresse oxidativo (Mittlest al, 2004).

Ha relatos de que os éacidos fendlicos podem blogaehincdo de muitas
enzimas, se forem suficientemente concentradasooal Ide fungbes enzimaticas
(Prasad e Devi, 2001). No bioensaio pré-emerganteptantulas dé. sativacrescidas
com aleloquimicos d€. verticillaris observou-se que, com excecdo do EC 2,5 §.dm
todos os tratamentos reduziram a atividade da PR BA), sendo este o Unico
parametro onde o HC diferiu do CTRL, tendo os glelmicos acdo similar a esse
herbicida (p<0,05). Diferentemente do observad®@®®, o EC 2,5 g.difoi o tnico
tratamento que estimulou a atividade da PPO e GAT ¢ 5E). Vale ressaltar que as
POD, muito comum na parede celular, também saonémactas nos cloroplastos,
mitocondrias, peroxissomos e no citosol (Caknetk al, 1993), podendo essa
diminuicdo estar relacionada com a redugdo dos qigrs fotossintéticos e com o
elevado nivel de estresse causado por essa ac&sarAda PPO estar localizada
principalmente no Iumen dos tilacoides e nas memazrados cloroplastos

(Tomas Barberan e Robins, 2007), sua atividadeeftimulada, podendo ser uma
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estratégia utilizada por essas estruturas parartenanter o equilibrio do sistema
antioxidante. Agrios (1997) afirma que, quanto maoatividade da enzima PPO,

maiores concentracdes de produtos toxicos da dadserao obtidos.

A CAT € especialmente importante na remocdo dgD,Hgerado nos
peroxissomos (Gill e Tuteja, 2010), principalmenturante situacbes de
estresse onde ha o aumento de EROs e proliferagioperoxissomos na célula
(Lopez-Huertaset al, 2000). Nestas situacfes, uma populacdo denpardgissomos
torna-se importante para a detoxificacdo d@41uma vez que EROs podem difundir
livremente do citosol para dentro destas organdagporma que esta enzima torna-se
importante ndo somente na detoxificacdo do pergxidduzido nos peroxissomos, mas
também durante o aumento global desta moléculaalelat célula em situacbes de
estresse (Mittler, 2002). Logo, POD e CAT desempenium papel importante na
regulacdo da concentracdo de EROs na célula atrdaégliminacdo de D
(Ushimaru et al, 2001). Cruz-Ortegaet al (2002) estudando os extratos de
Callicarpa accuminatasobreS. lycopersicumgonstataram que o nivel de CAT e de
danos das membranas radiculares foram aumentdeélolgyekaet al. (2004) relataram
que a exposicdo das raizes @ecumis sativusao ferdlico e ao &cido p-cumérico

aumentava o nivel de POD.

Um modelo de acdo relacionado ao dano oxidativo gomposto para
2(3H)-benzo-oxazolinoni (BOA) no metabolismo denpds (Batisket al, 2006). Estes
estudos concluiram que BOA induz a geragdo desssti@xidativo com altos niveis de
peroxidacao lipidica e concomitante danos as &l@aaczet al (2007) observaram
que extrato de girassol induz estresse oxidativa coaumento da concentracdo de
H,O, na germinacdo de sementes de mostarda. Baziragmlet al. (1995)
descobriram que os &cidos benzoico e cindmicoidarain a integridade da membrana
celular por uma diminuicdo nos grupos sulfidrilage ambos os compostos induziram
a peroxidacao lipidica que resultou na formacacadeais livres em membranas e na
inibicdo das atividades de CAT e POD. Lara-Nuaeal (2009), constataram que o
lixiviado aquoso deSicyos deppeicausava dano oxidativo er8. lycopersicum.
Claramente, este estresse aleloquimico produz geyddibrio como evidenciado pela

geracdo de EROs e pela alteracdo da atividadezilmanantioxidantes.
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Portanto, o aumento das atividades antioxidantég. (b e 6) seria uma
detoxificagdo de EROs que repercutiria em niveidsnelevados da atividade
fotossintética (Fig. 1E, 2E, 3E e 4E). Na Figura&BD, observa-se que POD e PPO
atuam na mesma direcdo como relatado por Kar erd{d/975), porém segundo esses
autores é esperado uma reducédo da CAT quandodssasem e vice-versa, contudo
a CAT nao foi alterada (Fig. 5F). Este fato devepsavavelmente ao seu elevado
turnover(kea), 0 que demonstra a importancia dessa enzimagpdesintoxicagédo de
H.O, (Nelsonet al, 2005).

Molnar e Farkas (2010) afirmam que 0s compostasehgos possuem uma
forte atividade antioxidante e Hidalgad al. (1994) atribuem esta atividade a ATR,
presente no EE, EC e EA. Altos niveis de atividatle®enzimas antioxidantes foram
encontrados em resposta ao estresse abiotico, gmddasempenhar um papel
importante no mecanismo de aquisicdo de toleraasaplantas a diferentes situagoes
de estreses ambientais (Mazoetaal, 2002). O aumento da atividade enzimatica em
situacOes de estresse pode ser resultado de wmacali metabodlica que conduz a um

processo adaptativo (Vuleta e Seslija, 2007).

Os fendis liquénicos tém sido descritos como paaeroantioxidantes
(Kranner e Birtt, 2005), agindo como agentes desintoxificadores EROsS
(Pavithraet al, 2013). Um dos diversos efeitos dos aleloquimicas plantas € o
controle da producdo e acumulagdo de EROs, queeonas células em resposta ao
aleloguimico, sendo desta forma responsaveis poificlx as células causando
peroxidacao lipidica, dano oxidativo a proteind3NA e, finalmente, a morte celular
(Aliotta et al, 2004), ou o aparecimento de lesdes necréticage(Fe Noctor 2005).
Resultados assim de danos visive@mmo lesdes necréticas (Fig. 7F-H, 8G-H) e morte
celular (7E) foram registrados nos tecidos radresla foliares dé. sativadecorrente
da incubacdo com aleloquimicos. Manchas de coloragarrom também foram
registradas nesses tecidos que podem indicar aouwauendis, peroxidacao lipidica ou
acumulo de BO,, que indica o estresse oxidativo, podendo serinatizador da morte
celular (Fig. 8). Assim, a geracdo de EROs, paseteo fator primério que causa a
inibicdo do crescimento, evidenciado ser uma casaves de um resultado de lesdo
celular. Acido usnico (-) inibiu a biossintese tiwafilas e carotenoides, agindo sobre a

enzima 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenase, induznd morte das plantas de sativa
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(Romagni et al, 2000). Baiset al (2003) relataram que (-)-catequina inibe o
crescimento de plantas, devido a um metabolismdatixo grave nas extremidades das
raizes, 0 que resulta na morte celular. Portarigmna produtos naturais com maior

atividade fitotoxica podem induzir severa alteragdarescimento das plantas, devido a
inducdo de morte celular programada (Kedieal, 2008) e restricdo na divisao celular

(Teeraralet al.,2012).

Além disso, deve ser salientado, que o0 modo de de8sas substancias é
multidirecional, podendo também ter acao distimacada orgao da planta (Fig. 7 e 8).
Em bioensaios desta natureza, percebe-se que, amapa parte aérea das plantulas, a
absorgcéo e, consequentemente, a concentracaootixifiis ou fitorreguladores nos
tecidos radiculares é favorecida, devido ao coritatoo da radicula com o papel-filtro,

0 que a expde diretamente ao extrato. A capacidedeanslocacdo do aleloquimico da
radicula para a parte aérea, e o seu mecanisngiddambém devem ser considerados.
Desta forma, a bioatividade de extratos estariaicamada a capacidade de absorcéo,
translocacdo e mecanismo de acdo dos seus compmgtialmente alelopaticos
(Correiaet al., 2005).

De maneira geral, as plantulasldesativaapresentaram sintomas de toxicidade
quando submetidas aos aleloquimicos e ao HC, sestde efeitos mais significativos
mediante aos aleloquimicos. Morfologicamente esghsitulas apresentavam-se
anormais com necroses no apice radicular, raizesssas, hipocétilo enrolado,
tamanho reduzido e algumas mortas. Tdhtwerticillaris quanto o HC reduziram os
pigmentos fotossintéticos (Fig. 1A-D) e a a atidelala POD (Fig. 5A), porém o HC
nao interferiu no PSII (Fig. 1E e Fig. 3E), na PEE®. 5C-D) e CAT (Fig. 5E), sendo
observado o aumento dessas atividades apenas gsabdw@tidos aos extratos. Em
S. lycopersicuntodos os parametros analisados foram induzidosuatento das suas
atividades que variaram em funcdo do tratamentogtracéo. Diferente das respostas
obtidas em L. sativa, as plantulas deS. lycopersicumsubmetidas ao HC
apresentavam-se mais vigorosas e com maior area tlos extratos induziram a
sintomas de toxicidade, porém com plantulas norn@idC néo interferiu na atividade
do PSII deS. lycopersicune quando comparado suas acdes com os aleloquinosos

demais parametros, esses apresentavam resultalosxmi@ssivos.
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Diante desses resultados, pode-se inferir que 0 a&idativo observado nédo é o
anico responsavel pelo efeito fitotoxico no desérinento de S. lycopersicune
L. sativa Em outras palavras, pode-se concluir que o seitoehibidor/estimulador
representa a soma de muitos processos metabofetasi@s em momentos diferentes.
Visto que o HC e os extratos ndo apresentaram apg@sicativas com caracteristicas
herbicidicas, porém de estimulo, é possivel quesesdeloquimicos possam ser
estudados para prospeccdo de fitorreguladores. i&p wque o0s extratos de
C. verticillaris aumentaram a concentracdo de EROsLersativae S. lycopersicum
como ocorre comumente nas respostas das plantaseduasidas, € possivel que os
aleloguimicos dessa espécie liguénica possam satosisno controle de plantas

daninhas de forma espécie-especifica.
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RESUMO

A fitotoxicidade de alguns aleloquimicos é atritzuédhabilidade que eles possuem para
romper processos metabolicos normais nos organisahas e a sua producdo e
liberacdo podem ser alteradas por diferentes tijgogstresses. A descoberta destes
novos sitios-alvo tem se expandido como estragayia controle de plantas daninhas.
Desta forma, o objetivo deste trabalho foi fornecema nova compreensédo dos
mecanismos fisioldgicos e bioquimicos da aca€ldelonia verticillarisna germinacao

e crescimento inicial deactuca sativapem como a influéncia da radiacdo gama na
producdo de compostos alelopéaticos desse liquerm ®ase nos resultados
experimentais, se formulou a hipdtese de que osoefalelopaticos visiveis no
desenvolvimento ded.. sativa se devem principalmente a perturbacdo na cadeia
transportadora de elétrons e a danos oxidativosquE, a radiacdo gama altera a
producdo de aleloquimicos aumentando a possibdiddses compostos alcancarem
multiplos alvos. A aquisicdo de tais conhecimerposle vir a fornecer uma base
racional e cientifica para a concepc¢éo de herlsgdguros e eficazes.

Palavras-chaves bioherbicida, estresse oxidativo, fotossistema d$ubstancias
liquénicas, acido fumarprotocetrarico, acido pretaoarico, atranorina
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ABSTRACT

The phytotoxicity of some allelochemicals is attited to the ability they have to break
through normal metabolic processes in the targgarosms, and their production and
release can be altered by different stresses. Hoewery of these new target sites has
expanded as a strategy for weed control. Thus,olijective was to provide a new
understanding of the physiological and biochemicahechanisms of
Cladonia verticillarisaction on germination and initial growth bactuca sativaand
the influence of gamma radiation in the productafnallelopathic compounds that
lichen. Based on the experimental results, it wagpothesized that the visible
allelopathic effects on the development of L. sa@ve mainly due to disturbance in the
electron transport chain and oxidative damage. Ahd, gamma radiation alters the
production allelochemicals increasing the possipilbf such compounds achieve
multiple targets. The acquisition of such knowledgay ultimately provide a rational
and scientific basis for the design of safe andatiffe herbicides.

Key-words: bioherbicide, oxidative stress, photosystem lichén substances,
fumarprotocetraric acid, protocetraric acid, atramo

1. INTRODUCAO

Alelopatia, fendmeno pelo qual metabdlitos secundaintetizados por fungos,
liquens, virus, micro-organismos e plantas queuénitiam os sistemas biolégicos e
agricolas, por acdo estimuladora ou inibidora, éltirdimensional, ocorrendo
constantemente em ecossistemas naturais e antropagé(Weir et al, 2004;
Gniazdowska e Bogatek, 2005). Interacdes com esetlifes fatores ambientais, como
temperatura, a intensidade luminosa, a dispon#duidde dgua e nutrientes, textura do
solo e a presenca de micro-organismos e a raddeg@mpenham um papel importante
na expressao da alelopatia (Kobayashi, 2004). Hatm®s, muitas vezes agem como
indutores de estresse que podem influenciar a pémdde aleloquimicos pelas espécies
doadoras e modificar o efeito de um aleloquimicoptanta-alvo (Einhellig, 1999),
sendo sua acdo diversificada e detectada em nivekeculares, estruturais,
bioquimicos, fisioldgicos e ecoldgicos da organdmada planta (Gniazdowska, 2005;
Khalajet al.,2013).

Um dos mais bem caracterizados mecanismos de indlgditotoxicidade por
esses compostos é a inibicdo da fotossintese pelac&o do oxigénio através das
interacbes com componentes do fotossistema Il (P&karnotaet al, 2001;

Yang et al, 2004). Em geral, os varios tipos de estressesieatais (incluindo
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abidticos, xenobioticos e herbicida) medem seu atgpatraves do estresse oxidativos,
causado pela geracdo de espécies reativas de ioxilEROs), acompanhado pela
ativacdo do sistema celular antioxidante (Blokh@taal, 2003; Weiret al, 2004).

Dessa forma, a geracdo de EROs tem sido proposta am dos modos de acdo de

inibicdo do crescimento de plantas por aleloquism{®@eiret al, 2004).

Esses compostos naturais representam um grandeo qaemg a descoberta de
novos herbicidas ambientalmente seguros, pois rgerdae, esses aleloquimicos
apresentam baixa toxicidade aos organismos naoda\amntrole, sendo fontes menos
agressivas ao ecossistema (Moraleal, 2007). Assim, o controle de plantas daninhas,
mediante a aplicacdo de substancias com podepatalo, pode ter uma importancia

estratégica pela sua atuacao seletiva e pelo paoer residual (Riz\vet al, 1999).

Devido a poucas informacbes, dados inconsisteress muitos diferentes
papéis ecologicos dos compostos liquénicos (Hyearinet al, 2002;
Lawrey et al, 2009), o estudo sobre o efeito de fatores artdigema inducéo e
producdo de compostos secundarios por abordagepsriregntais, tornam-se

especialmente importantes.

Assim, sabendo que a producao de aleloquimicos ggErdegulada por diversos
fatores ambientais como recém-mencionado, moddicatiretamente a sua taxa de
producdo, é possivel que a manipulacdo de algusseslefatores aumente a
potencialidade das caracteristicas herbicidaoedguladoras d€ladonia verticillaris
estudadas por Tigret al. (2012). Ferramentas como estas podem vir a deradas
pelas industrias agroquimicas como uma alterngéva aumentar a potencialidade dos
herbicidas naturais, podendo gerar produtos anglodoninuindo o problema de

resisténcia das plantas daninhas.

Os compostos liquénicos protegem o liquen dasgaes tém papel adaptativo
e atuam como um agente ecoquimictadonia substellat@ao receber doses crescentes
de radiacdo gama, aumenta progressivamente suacpmde acido usnico, até certo
limite de tolerancia (Silvat al, 2010), assim com@. verticillaris submetida a mesma
fonte radioativa, ou a radiacdo UV aumenta a pr@duwde seus compostos fendlicos,
com énfase ao acido fumarprotocetrarico e atraadfBilva, 2011). Diante disso, 0

objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito deerbhtes doses da radiacdo gama na
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producao aleloquimica de. verticillarise a acdo destas substancias no fotossistema |l

(PSIl) e no metabolismo antioxidante enzimatich detuca sativa

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material Vegetal e Liquénico

Cladonia verticillaris, espécie de liquerendémica do Brasil, foi coletada
manualmente no municipio de Saloa (PE) a 273 knReefe, area de Cerrado —
tabuleiro de interior), e acondicionada em caixaspdpel a temperatura ambiente
(28°+£3°C), até a realizacdo dos experimentos. @nahfoi identificado e sua exsicata
depositada no herbario UFP do Departamento de Batata UFPE com o registro
52.299. Parmotrema dillatatum (Vainio) Hale, usada para extracdo do acido
protocetrarico (PRO) foi coletada no mesmo locahd® seu registro 39.893. Sementes
de Lactuca sativavar. Grand Rapids L. foram adquiridas comercialmetd Isla Pak,
Porto Alegre, Brasil.

2.2 Irradiagdo gama deCladonia verticillaris

Amostras liquénicas foram colocadas em envelopepapel e submetidas a
radiacdo em irradiador gama (Co-60 — irradiadorliétaes Laboratory), recebendo
doses de 10, 50 e 100 Gy com taxa de dose: de &G¥A. Como controle foram

utilizadas amostras ndo submetidas a fonte radaati
2.3 Extracao dos aleloquimicos d€ladonia verticillaris

Talos liquénicos irradiados (doses de 0, 10, 50@& Gy) foram submetidos a
extracdo em série em um aparelho de Soxhlet camocéteoformio, acetona e metanol
de acordo com a série eluotrdpica. Os solventesrf@btidos da Vetec Quimica Fina
LTDA, Duque de Caxias, RJ, Brasil. Para cada 2d& Icada solvente, foram utilizados
150 g deC. verticillaris. ApOs a extracdo, as solucdes foram filtradasap@adas a

Vacuo.

2.4 Isolamento e purificacacdo do &cido fumarprotaatrarico (FUM) e acido
protocetrarico (PRO)
163



Investigagdo dos mecanismos de agdo dos aleloquinsicleCladonia verticillaris....

O principal componente da espécie em estudo, o FbiNsolado e purificado a
partir do extrato acetbnico (EA) d& verticillaris. Este, apos concentrado foi lavado
em funil poroso G-4 com acetona, como descritoRmeira (1998). PRO foi extraido
do liguenParmotrema dilatatun{Vain.) Hale, utilizando diclorometano, seguida po
acetona a temperatura de aproximadamente 45°C, deswoito por Tigret al. (2012).

A atranorina (ATR) foi obtida comercialmente narB&ggQuimica LTDA, Brasil.
2.5 Separacao e quantificacdo dos aleloquimicos @kadonia verticillaris

A separac¢do e quantificac@o dos aleloquimicos iteajixs deC. verticillaris foi
realizada por RP-HPLC em um cromatografo liquidands Spectra Physics 8810
(Thermo Electron Corporation, Asheville, NC, USA&Quipado con uma bomba SP
8810, um injetor Rheodine, um detector UV-VisivelSP8490 e o programa
DateApex Clarity Lite ™ para Windows (DateApex Ltdaraha, Czech Republic) para
obtencéo e integracdo dos dados. Os extratos tfe€), cloroformicos (EC), EA e
metanolicos (EM) irradiados ou nao irradiados fodissovidos em fase mével antes de
serem injetados. As condicdes de analises foramun@ode fase reversa (RP),
Mediterranea Sea C18 de Teknokroma, S.C.L., Espatjpa5 pm, L, 120 mm,;
d.i. 4,6 mm; pressdo em coluna, 70 bar. Fase njaegetonitrila]:[acetronitrila: acido
acético a 4% em agua Mili-Q (80:20, v/v)] [ 70:38y], isocratica a 1 mL-mih
Volume de injecdo: 10 pL. Temperaturd@20,1°C. Comprimento de onda: 254 nm.
Taxa de deteccao: 0,0005 unidades (Santetgal., 2008). A quantificacdo de ATR,
FUM e PRO se realizou por meio da interpolacédoedpasta do detector, em contas de
area e na correspondente reta de calibracdo. @starfstruida com cada aleloquimico,
calculando a relacéo entre a conta de area obpdatia de concentracdes crescentes de
cada composto (entre 290 e 400 pginpara FUM, 10-500 pg-mipara PRO e
30-400 pg-mt: para ATR).

2.6 Bioensaio de germinacéo (Pré-emergente)

Os testes foram realizados em placas de Petri cde 8e diametro contendo
duas folhas de papel de filtro umedecidas com Horlplaca com EE, EC, EA e EM a
1,0 e 2,5 g.dii e de FUM e PRO a 0,1 e 1,0 gidndistribuidos uniformemente. As
placas com os papéis foram esterilizadas. O centregativo foi obtido com o uso de

agua destilada e o controle positivo pela utilipada herbicida clortoluron (HC) na
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concentracdo 0,1 e 0,2 g.dmPosteriormente foram semeadas em cada placa
50 sementes de sativa O experimento foi conduzido em camara de gerramapm
temperatura de 22+0,2, fotoperiodo de 12 h e umidade relativa déo #&or um

periodo de 12 dias.
2.7 Bioensaio de crescimento (Pds-emergente)

Foi realizado semelhante ao bioensaio pré-emergeotém as sementes foram
germinadas previamente em agua destilada até aspootadicular de 2 mm (Brasil,
2009) e somente depois transferidas para as schigSe. As plantulas foram

incubadas por 13 dias ap6és o transplante.
2.8 Isolamento das membranas tilacoidais e medidadeacéo de Hill

A preparacao da suspensédo das lamelas cloroptastiftii realizada de acordo
com o protocolo de Trebest (1972) com modificagfies consistiu ha maceracao a frio
de 40 mg de folhas de sativaem 1mL de tampao fosfato sddico (TFS) 25mM pH 6,9,
contendo KCI 30 mM e sacarose 400 mM. Este homalgefta centrifugado a 1.000 G
durante dez min. Posteriormente o sobrenadantedésicartado e qellet foi

ressuspenso em 1mL de tamp&o supracitado.

A quantificacdo da reacdo de Hill foi realizada m&tura de 500 pL da
suspensao de lamelas tilacoidais e 500 puL de TFS$phiVB,9. Em espectrofotdmetro,
uma vez ajustado o “zero” de absorbéncia a 600renadicionaram 75 pL de
2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP) 0,52 uM e imadimente submeteu-se a amostra a
uma fonte luminosa de 750 pmofra’ a uma distancia de 20 cm, calculando o delta de
absorbancia em funcédo do tempo (Trebest, 1972)ivAlade do Fotossistema Il (PSII)

foi expressa pela variagcdo da abosrbancia a 60@nmiputo e pg de clorofila a+b.
2.9 Determinacao dos pigmentos fotossintéticos

Aliquotas de 400 pL da suspensédo de lamelas chstigiicas, isoladas segundo
0 protocolo citado no item 2.8, foram adicionad&®9@ pL de acetona P.A. A amostra
foi agitada em vértex e centrifugada a 8.500 x palie 10 min, descartandopellet
apos centrifugacdo. Foram realizadas leituras rmyesadante nas absorbancias a
480, 649, 665 e 710 nm em espectrofotometro Uniedios f (Thermo Fisher
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Sci.Inc., Rockford, IL, USA), o branco consistiu eatetona a 50% (v/v). A
concentracdo de moléculas de pigmentos foi calaules@ndo as expressdes descritas
por Pompelliet al. (2013).

2.10 Determinacdo das atividades enziméticas perd&se, poliefenoloxidase e
catalase

2.10.1 Obtencéo dos extratos livres de células (ELC

ELC foi obtido através da maceracao a frio de 40dedolhas da planta teste
em 1 mL de TFS 75 mM, pH 6,9. O homogenato foi rifeigado a 19.000 x g por
20 min., a 4°C. Posteriormente pellet foi descartado e no sobrenadante foram

quantificadas as atividades enzimaticas e o teprateinas.

2.10.2 Determinacao da concentracéo de proteinas

A concentracao de proteinas foi determinada petodoée Lowryet al. (1951)
com modificacdes para eliminacdo do excesso dasféRotty, 1969). Para isto, foram
utilizados 200 pL de ELC que foram precipitados ddf pL de acido tricloroacético
(TCA) a 10% (p/v) e centrifugado a 15.000 x g pbrriin. a 4°C. Posteriormente o
sobrenadante foi descartado pedletressuspendido com 300 pL de TFS mM, pH 6,9,
sendo neutralizado com 22 puL de NaOH 0,1 N. A paiiste extrato foram
quantificadas as proteinas pelo método de Latrgl. (1951) utilizando soroalbumina

bovina como padréo.

2.10.3 Determinacao das atividades enzimaticas

2.10.3.1 Atividade peroxidase — POD (EC 1.11.1)

Aliguotas de 50 pL de ELC foram adicionadas a 4@ TFS 75 mM, pH 6,9
e 50 pL de pirogalol 200 mM. Essa mistura foi hoermjzada e imediatamente foram
realizadas medidas de absorbancia a 420nm a 2p&farado a “zero”. Posteriormente
foram adicionados 50 pL de perdxido de hidrogéhigDg) a 200 mM, medindo-se em

seguida a variacdo de absorbancia no tempo paria anedmacéo de purpurogalina.

2.10.3.2 Atividade polifenoloxidase — PPO (EC 1.1148.1)
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Para mistura desta reacdo foram utilizadas 400euTRE 75 mM, pH 6,9 e 50
uL de ELC que foram medidos a 420 nm a 25°C ajdsta “zero” de absorbancia. Em
seguida, foram adicionados 50 pL de pirogalol 20@, medindo a quantidade de

purpurogalina formada em funcéo do delta de absord&m relacéo ao tempo.
2.10.3..3 Atividade catalase — CAT (EC 1.11.1.6)

A mistura desta reacao foi obtida por 400 pL de T6$M, pH 6,9 e 50 pL de
ELC. Uma vez homogeneizada, se ajustou o “zercdlsmrbancia a 240nm a 25°C e
em seguida foram adicionados 50 pL d®$200 mM medindo a absorbancia a cada

30 s, por 5 min.

As atividades enzimaticas de POD, PPO e CAT foraterthinadas pelo
método descrito por Kar e Mishra (1976) com as ficadides descritas nos itens
2.10.3.1, 2.10.3.2 e 2.10.3.3, respectivamente.nlagde da atividade especifica de
cada enzima se definiu pela variagcdo de absorb@&@nciéuncdo do tempo, por massa

(mg) de proteinas.
2.11 Andalises estatisticas

Todos os experimentos foram conduzidos em delinemmateiramente ao
acaso com trés repeticbes. As médias foram subesetdd analise de variancia
(ANOVA) e quando os efeitos foram significativoplieou-se o teste de Tukey ao nivel

de significancia de 5%.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Bioensaio Pré-emergente

Ao final dos 12 dias de germinacao das plantulak.dativaem contato com
aleloquimicos produzidos p@. verticillaris irradiada com diferentes doses de radiacdo
gama (doses de 0, 10, 50 e 100 Gy), foi possivedershr uma interagéo

dose/concentracao para quase todos os extratofe@ntes parametros analisados.

Notou-se que o EE foi o que produziu as maioresagibes na concentracéo dos
pigmentos fotossintéticos, independente da dosadiacdo, pois todos 0s seus extratos
irradiados e néo irradiados diminuiram a conceatrade clorofila a (Chl-a - Fig. 1A),
clorofila b (Chl-b Fig. 1E) e clorofila total (Chbtal - 2A), ndo interferindo no teor de
carotenoides (Car - Fig. 1I). Os extratos maisiigivos dessas reducdes foram os
extratos do liquen submetido as doses de 50 Gy.drB® ou 100 Gy 1,0 g.dificom
reducdes de até 85%. Poréem de todos os extrathsaaios, EE, EC, EA e EM, os EEs
juntamente com o PRO 1,0 g.dn{Fig. 1A-D) foram os Unicos que reduziram a
concentracdo de Chl-a. Apesar de ndo encontrarentacdes significativas de PRO
nos EEs, nem mesmo com suas interacdes FUM e AddRjugtifiguem essas ac¢des tao
diferenciadas dos demais extratos (Tab. 1), é ypeElsgile as acdes observadas dos EEs
estejam relacionadas as trés substancias naofickedis, SNI (Tab. 2), ou ainda a
interacdo do PRO com essas SNIs, através de urasagigistica, uma vez que se
constatou que o PRO induz reducdes dos pigmentossiotéticos como observado nas
figuras 1A-L e 2A-D.

Essas SNIs (1, 2 e 3) juntas, s6 foram evidencidglabém nos EMs sem
radiacdo e com radiacdo 10 Gy, porém em concemgagilito elevadas, o que pode
estar relacionada a alta polaridade do metanol. s#pedesses dois extratos,
apresentarem concentragfes significativas de PRI e ATR, sendo bastante
evidenciada na dose 10 Gy, eles ndo induziram aumea alteracdo nos pigmentos
fotossintéticos (Fig. 1D, 1H, 1L e 2D) e, por cansate, ndo afetaram a atividade do
PSIl (Fig. 2H). Sendo assim, € possivel que as 3@ estejam trabalhando em
antagonismo com os aleloquimicos identificados nM. EContudo, a dose
50 e 100 Gy 1,0 g.dthdo EM reduziu a concentracéo de Car em 98% (Eipelem
talos submetidos a 100 Gy 2,5 g:8m concentracdo de Chl-b (Fig. 1H) e Chl-total
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(Fig. 2D) encontradas nas plantulas a eles subasetfdi de 33,33 e 66,52%,
respectivamente. O mesmo foi observado no EA, sndeente as doses 50 e 100 Gy
influenciaram o teor de Chl-total em até 72% (RZG) e 100 Gy a concentragdo de
Chl-b em 92,06% (Fig.1G).

Estes resultados com EA e EM demonstram que ddisssde radiagcdo gama
aumentam a potencialidade dos aleloquimicos dagdecam novos sitios-alvo. E nitido
observar nas tabelas 1 e 2, que a radiacdo gameowalo metabolismo de
C. verticillaris, interferindo na producdo dos seus compostos faslidludanca
metabdlica da producdo dos compostos liguénicosamieda adicdo de radiacdo gama
também foram descritos por Sileaal. (2010) comCladonia substellatague relataram
incrementos na biossintese de acido Usnico a medidgue se aumentava a dose de
radiacdo, havendo um limite para essa dose. Fervddo que quando as partes aéreas
de Mikania glomerataforam irradiadas com raios gama, o teor de curaaumentou,
enquanto a concentracdo de acido o-cumarico dimi(leregrino e Leitdo, 2005).
Alsaadawiet al. (1985) relataram que a exposicdo de sementesrde soradiacao
gama aumentou significativamente a atividade aftlop de extratos aquosos,

exsudatos radiculares e residuos em decomposicao.

Verificou-se ainda, que a radiacdo gerou uma sativa diminuicdo da
concentracdo de PRO e ATR nos EAs, todavia a reduggproducao desses compostos
nao explica os resultados observados na Figura 2G, @ois a dose 10 Gy também
produziu a reducdo dos metabdlitos, porém naofamberno sistema fotossintético,
levando a pensar que esse resultado pode estaonaldo com a auséncia da SNI 3.
Porém a radiacdo gerou resultados diferentes as emsse EM, aumentando
expressivamente a quantidade de FUM, PRO e ATRretanto, apenas a dose
50 e 100 Gy provocaram alteracoes nos parametmslae®s que podem estar
associados a auséncia da SNI 1. O EC nao sus@ttwma intervencao no aparelho
fotossintético estudado, o que pode estar reladmicam as baixas concentracfes de
PRO nos extratos de talos irradiados e, & auséecilUM e ATR nos néo irradiados,
demonstrando a importancia da interacdo dessastamulas para as respostas

alelopaticas.
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Figura 1. Valores médios da concentracdo de clorofila a (A<d)rofila b (E-H) e carotenoides (I-L) em plarmtsildeLactuca sativa
germinadas em diferentes extratos [EE: extrateeetéh, E e I), EC: extrato cloroformico (B, F e EA: extrato acetonico (C, G e K) e
EM: extrato metandlico (D, H e L)] déladonia verticillarisirradiada com diferentes doses de radiacao gaosggdde 0, 10, 50 e 100 Gy) nas
concentracdes de 1,0 e 2,5 gine seus aleloquimicos isolados (Acido fumarprotédeo: FUM e Acido protocetrarico: PRO) nas
concentracdes de 0,1 e 1,0 gymtilizando o herbicida clortoluron como contrplasitivo (HC) nas concentracdes de 0,1 e 0,2 §.dragua
destilada como controle negativo (CTRL). As pléamsuforam avaliadas 12 dias apds a germinacao. Médiguidas pela mesma letra ndo

diferem entre si pelo teste de Tukey (p <0,05),ia%ed SE, n = 3.
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Figura 2. Valores médios da concentracdo de clorofila to#aD} e atividade do fotossistema Il (E-H) de pldasudelactuca sativa
germinadas em diferentes extratos [EE: extrateetéh, E e I), EC: extrato cloroférmico (B, F e EA: extrato acetonico (C, G e K) e
EM: extrato metandlico (D, H e L)] déladonia verticillarisirradiada com diferentes doses de radiacédo gaosegdie 0, 10, 50 e 100 Gy) nas
concentracdes de 1,0 e 2,5 gine seus aleloquimicos isolados (Acido fumarpratéieo: FUM e A&cido protocetrarico: PRO) nas
concentracdes de 0,1 e 1,0 gYmtilizando o herbicida clortoluron como contrplesitivo (HC) nas concentracées de 0,1 e 0,2 §.emgua

destilada como controle negativo (CTRL). As plaasuforam avaliadas 12 dias apos a germinacao. Bédiguidas pela mesma letra nédo

diferem entre si pelo teste de Tukey (p <0,05),iaed SE, n = 3.
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Tabela 1. Analises dos extratos e dos aleloquimicos puriisa@FUM- acido fumarprotocetrarico; PRO — acidogoedrarico; ATR —
atranorina) dos talos déladonia verticillaris submetidos ou nda radiagcdo gama, submetidas a andlises de cromfdotjquida de alta
eficiéncia (CLAE), médias + SE, n = 3.

tr+ =6,6 r=7,8 R =27,8
EXTRATOS/ DOSES
DE RADIACAO PRO FUM ATR FUMIPRO  FUM/ATR  PRO/ATR FUM+PRO+ATR
(ug.mL™)  (ug.mL?  (ug.mL?)  (ug.mL?)  (ug.mLh)  (ug.mL™) (ug.mL™)
0Gy  3,290£0,01  8,31:0,03  0,09+0,04  2,51:0,03  90,32+0,0335,85+0,03 12,06+0,07
Etéreo 10 GY  1,2480+0,01  6,05:0,03  0,1520,01  4,84:0,01  38,8730,0 8,01+0,06 7,52+0,05
50 GY  2,230£0,03  11,37#0,06  0,21#0,01  5,09+0,06  51,92k0,0 10,19%0,05 13,72+0,01
100 GY 1,800+0,01  9,13+0,04  0,12+0,01  5,0520,03  74,90+0,0514,82+0,07 11,55+0,03
0Gy  1,02¢0,05  4,26+0,01  0,61:0,03 4,17x0,03  6,94+0,03 ,6640,01 6,09+0,05
Cloroférmico 10GY  139:0,02 6841003 0274004  4,90:002  24,66%0,015,02+0,02 9,0240,01
50GY  1,34%0,03  7,79+0,06  0,77+0,02  581#0,07  10,020,031,72+0,01 9,20+0,03
100 GY  1,30:0,06  7,13#0,04  0,07+0,06  547+0,07  101,050,088,46+0,06 9,60+0,05
0Gy  22,0010,05 12,10+0,03  1,16+0,01  0,54%0,05  10,4230,0 19,030,01 35,26+0,03
Acetomico  10GY 3413001  12,91005  038:0,02  3,78:001  33,69:0,018,90+0,03 16,65+0,01
50GY  3,25:0,03  13,1940,05  0,32+0,03  4,05:0,02  40,42+0,079,96+0,02 16,74+0,01
100 GY  3,79+0,02  13,20+0,04  0,30:+0,06  3,47+0,03  43,80+0,0712,59+0,02 17,18+0,03
0Gy  4,55:0,05  11,25:0,04  0,18+0,05  2,47:0,05  59,59+0,0524,11+0,01 15,81+0,06
Metandlico 10 GY  35,04+0,01  20,10£0,04 58,27+0,01 0,57#0,03  0,3430,0 0,60%0,01 101,630,01
50 GY  42,86:0,04  31,88:0,02 16,47+0,03 0,74+0,06  1,9330,0 2,60+0,04 121,23+0,04
100 GY 54,65:0,03  56,1620,02  5,65:0,02  1,02+0,07  9,93+0,07 9,67+0,02 172,53+0,06

* Tempo de retencdo em minutos
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Tabela 2. Analises das substancias detectadas nos extratostalds de
Cladonia verticillarisirradiada ou nao irradiada com raios gama que faanmetidos
a andlises de cromatografia liquida de alta efai#&&(CLAE), médias + SE, n = 3.

tr+ =8,6 r =9,3 r =10,22
TRATAMENTOS SNI** 1 SNI 2 SNI 3
C.A** C.A C.A
0 Gy 60,1920,02 3,4310,03 0,10£0,02
Etéreo 10 Gy 14,99+0,04 12,71£0,02 59,09+0,03
50 Gy 71,40£0,06 11,98+0,05 25,74+0,04
100Gy  40,14%0,02 10,68+0,02 24,94+0,05
0Gy  3368569:0,05 58235,68:0,03 i
Cloroférmico 10 Gy 20,10£0,03 14,27+0,03 105,0440,02
50 Gy 020,00 i 26,03£0,03
100 Gy 66,3520,02 . 35,91£0,02
0 Gy 794,87%0,03 i 32,0920,04
. 10 Gy . 36,32£0,05 i
Acetonico 50 Gy i 30,56+0,04 85,62+0,04
100 Gy . 93,99:+0,05 38,49+0,03
0Gy  10424,07%0,05 1,79+0,03 31,4520,03
Metanélico 10Gy  56270,51%0,02  38547,95:0,03  8601,86+0,05
50 Gy i 33354,27+0,04  18530,61+0,06
100 Gy . 52616,58+0,06  17026,11+0,03

* Tempo de retencdo em minutos; ** Substancia daatificada; *** Contas de area

O FUM 0,1 g.drt reduziu o teor de Chl-b (Fig. 1E-H), Car (Fig.€elllL) e
Chl-total (Fig. 2A-D) gerando inibicdes de até F24 O HC 0,2 g.di, reduziu a
concentracdo de Car apenas em relacdo ao EE (Ejge Hle Chl-total em 54,50%.

Diante disso, é possivel notar que os extratossatatancias isoladas @e verticillaris

no bioensaio pré-emergente sdo mais eficazes narlpggdo da concentracdo dos
pigmentos fotossintéticos do que o HC.

O teor de clorofila também foi diminuido por &cidtendlicos em arroz

(Yanget al, 2002), acido secalénico em sorgo (Zebgl, 2001) e monoterpenos em
Cassia occidentaligSinghet al, 2002). Silva (2009) também observou diminui¢éo n
producédo de clorofila erh. sativae Allium cepaquando tratadas com extrato etandlico
e todas as fracdes da parte aérea e parte subtedénydrocotyle bonariensis
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Analisando a atividade do PSII, verificou-se quetatios os extratos, EE, EC,
EA e EM, apenas o EE 50 Gy 1,0 g:dinfluenciou esse parametro com estimulo de
até 816,66% (Fig. 2E). Apesar de todos os EEs meinos pigmentos fotossintéticos,
apenas o EE 50 Gy 1,0 g.dralterou a atividade do PSII.

Nos estudos com aleloguimicos, a degradacao dafitdotem sido relacionada
como um dos sintomas da interferéncia dessas suwimta sobre as plantas
(Rice, 1984; Singlet al, 2002). Contudo, ainda ndo esta claro o mecanatwmqual
ocorre a reducado da clorofila quando plantas sitadas com aleloquimicos, podendo
haver dois fatores para essa causa: degradacdordéila ou inibicdo de sua sintese
(Mg-porfirina). Porém, a Unica confirmacdo realaadesses estudos, € o fato da
reducdo no teor de clorofila afetar drasticamente taxas fotossintéticas,
comprometendo o desenvolvimento das plantasdfyal., 2003). Todavia, nédo foi o
observado neste bioensaio, pois apesar da dimmdigdeor de clorofilas, a atividade

do PSI| foi estimulada

A concentracdo de aleloquimicos na planta-alvolteesun estresse quimico que
pode gerar 0 aumento da taxa fotossintética, catnatégia de sobrevivéncia. Séries de
analogos de acidos rodocladbnico também causaramuomento na atividade de PSII

em relacéo aos controles (Romaghal., 2004).

Células fotossintéticas sdo propensas ao estresdativo, pois elas contém
uma série de pigmentos fotossensibilizantes qudugeon e consomem oxigénio, sendo
0 sistema de transporte de elétrons fotossintétiqmincipal fonte de EROs em tecidos
vegetais (Asada, 1997). Estes compostos sdo pombuzie forma continua pelas
plantas como produtos do metabolismo aerdbio egrmdo da sua natureza, podem
ser removidos por varios mecanismos celulares (&peélirt, 2004). As atividades
enzimaticas de POD, PPO e CAT tém sido extensiveemestudadas em vegetais,

devido ao seu interesse, entre outras coisasagapacidade de remover EROs.

Ao examinar as atividades das enzimas oxidativasficou-se que todos 0s
tratamentos reduziram a atividade da POD com deanés de aproximadamente 54%
causado, sobretudo, pelo EE 10 Gy 2,5 gdende 67% pelo HC 0,1 g.dm
(Fig. 3A-C), e apenas 0 EA sem radiacao ou irdmliE) Gy inibiu a concentracéo de
PPO em 100% (Fig. 3F). Esses resultados indicam agualeloquimicos deC.
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verticillaris podem induzir danos oxidativos visualizados asad& reducédo da POD,
visto que esta € uma das enzimas responsavei®lpalaacado do radical superoxido
(O2), que catalisa 0 Dem HO,, protegendo as células dos efeitos toxicos desses
radicais (Del Rioet al, 2002). Entretanto, os niveis intracelulares d&,Hsao
regulados por outras enzimas, como a CAT que attramsformando as EROs
intermediarias em agua (Blokhiret al.,2003). Na figura 3G-I, observa-se que a CAT
nao foi alterada por nenhum tratamento, o que peskar relacionado com a
manutencdo do equilibrio dessas células, atravéssedo elevadoturnover(Keay)
(Nelsonet al, 2005), ou a sua localizacdo restrita e baixaidd#tde pelo substrato.
Assim, a participacdo da CAT no mecanismo de elagéo de KO, pode ser bem
limitada, como sugerem Cakmaeakal. (1993).

Portanto, torna-se claro que os compostos fenoliedS. verticillaris causam
estresse aleloquimico que produz um desequililemeocevidenciado pela alteracdo da
atividade das enzimas oxidativas e do PSIl. Contndo se pode assegurar a toxicidade
destes compostos devido o potencial de desint@acaa planta-alvo. Em adicao,
fendis  liguénicos tém sido descritos como  poderos@mntioxidantes
(Kranner e Birtt, 2005), agindo como agentes desintoxificadores EROsS
(Pavithraet al,, 2013).

Weir et al. (2004) sugerem que em alguns casos 0s aleloqudmmibem estar
diretamente envolvidos na inibicdo de enzimas dxds, deixando as plantas
vulneraveis aos danos oxidadivos. Lara-Nueeal (2009) relataram a ocorréncia de
danos oxidativos causados por lixiviado aquoso 8eiurus deppei em
Lycopersicon esculentung Einhelling (2004) observou o aumento de EROs e a
diminuicdo de POD causado pelo &cido cinamico, egzd al (2001) pelo &cido
secalonico F, produzido pelo fungspergillus japonicugmBidens pilosaResultados
semelhantes da reducéo de PPO foram observadd$ipayonget al. (2004).
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Figura 3. Valores médios da atividade de peroxidase (A-Clifgpmloxidase (D-F) e
catalase (G-1) de folhas déactuca sativagerminadas em diferentes extratos
[EE: extrato etéreo (A, D e G), EC: extrato clorai@co (B, E e H) e EA: extrato
acetonico (C, F e 1)] dEladonia verticillarisirradiada com diferentes doses de radiacao
gama (doses de 0, 10, 50 e 100 Gy) nas concensratgdd,0 e 2,5 g.dfy e &cido
fumarprotocetrarico (FUM) nas concentracdes de @,1,0 g.dri, utilizando o
herbicida clortoluron como controle positivo (H@srconcentracdes de 0,1 e 0,2 g°dm

e agua destilada como controle negativo (CTRL)plastulas foram avaliadas 12 dias
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3.1 Bioensaio Pds-emergente

O efeito da radiagcdo no metabolismo dos aleloquisnit=eC. verticillaris neste
bioensaio produziu diferentes acdes nos processadoflicos e bioquimicos de

L. sativaque variaram em funcdo do extrato/dose de radiegdocéntracao.

Observou-se que com excec¢do do EE 50 ou 100 GyECdb0 Gy, todos os
extratos aumentaram a concentracdo de Chl-a en6&di® (Fig. 4A-C). A Chl-b
também teve a sua concentragdo majorada com anpesld aproximadamente 83%
induzida apenas pelos EAs (Fig. 4F). O pigmentodpaesentou respostas de estimulo
e reducdo de sua concentracdo, sendo o EE sengdadtal0 Gy os indutores de
estimulo (67,44%) e os inibidores 0 EE e EC 100t&yJlo acdo similar ao HC, com
inibicbes de até 81% (Fig. 4G-I). A Chl-total fastienulada pelo EE 1,0 g.dine
EC 2,5 g.drif sem radiacdo e por todos os EAs com incrementosnd® de
270 a 550% (Fig. 4J-L). Diante dessas analisesstatmu-se que as acdes observadas
nos pigmentos fotossintéticos pelos extratos na@as#uidas ao FUM, ou pelo menos
puramente a ele, visto que 0 mesmo néo produziounea alteracdo nesses pigmentos.
Assim, € possivel que os resultados desses pad@nsgjam derivados de uma acéo

sinergistica ou antagonica.

Analise da atividade do PSII tem sido utilizada oonm indicador do estado
fisiologico de organismos fotossintetizantes (Mobihan, 2006). Neste contexto, o
presente estudo utilizando cloroplastos intactasembranas tilacoidais demonstraram
que os compostos fendlicos @e verticillaris inibem o PSIl. Constatou-se que com
excecdo do EE 50 Gy, todos os tratamentos progniziraa diminuicdo da atividade do
PSIl (Fig. 4M-0O), sendo sua expressividade depdrdeda concentracao,
com reducdes variando de 47% (EC 10 Gy 1,0 §.@nl00 Gy 2,5 g.dif) a 96%
(EA 100 Gy 2,5 g.df) nos extratos, estando o EA agindo de forma améémyHC
(94%). Isso pode estar impedindo a reducao deggjasiona B (QB), interrompendo a
cadeia transportadora de elétrons entre plastogaifo(QA) e QB, vinculada sobre a
proteina D1 do PSII como observado por Gonzeled (1997) e Czarnotet al (2001)
com sorgoleona, uma substancia presenteSor@hum bicolor.Este composto foi
identificado como um inibidor do PSIlI mais eficaz gue o herbicida atrazina ao nivel

molecular (Rimandet al, 1998).
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os diferentes extratos [EE: extrato etéreo (A, DJ @ M), EC: extrato cloroformico (B,
E, H, K e N) e EA: extrato acetonico (C, F, I, Of deCladonia verticillarisirradiada
com diferentes doses de radiagdo gama (dosesldk B0 e 100 Gy) na concentracao
1,0 e 2,5 g.d, e acido fumarprotocetrarico (FUM) na concentra@doe 1,0 g.d,
utilizando o herbicida clortoluron como controlesppiwvo (HC) na concentracédo 0,1 e
0,2 g.dn® e agua destilada como controle negativo (CTRL). pMntulas foram
avaliadas 15 dias apo0s a germinacdo. Médias segpela mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (p <0,05), médias AnSE3.

Moléculas mais complexas, como o limondide odoyatetpeno isolado a
partir de Cedrela odorata a macrolactona tetrassacarido tricolorin A, idala
a partir de Ipomoea tricolor (Achnine et al.,, 1998; 1999) o traquilobanico
diterpeno traquilobanico-19-6ico produzido por Helianthus annuus
(Hernandez-Terronest al, 2003) também inibem o PSIl por competir peldo sile

ligacdo da PQ.

O FUM somente apresentou resultados significatemsrelacdo ao controle
(p<0.05) quando comparado com os EAs (Fig. 50yziedio a atividade do PSIl em
38% na concentracéo 1,0 g.dmevelando que a acdo dessa substancia ocorramedi
a sua baixa concentracdo nos bioensaios, comolized@ também no bioensaio
pré-emergente (Fig. 1E-H e 2A-D) e em resultaddsrames (dados ndo mostrados).
Esse fato pode estar relacionado a disponibilidasse aleloquimico e a
permeabilidade das células desativa a essa substancia, impossibilitando a sua acao
em concentracdes acima de 0,1 g°dida maioria das vezes, essas substancias podem
afetar a permeabilidade da membrana e, em altaowacoes, inibir a absorcdo de
agua e nutrientes; em baixas concentracfes podétafaca absorcdo desses
(Einhellig, 2002).

Visto que o FUM apresentou influéncias na espéeie-gporém inferiores as
obtidas pelos extratos EC 10 e 100 Gy e EA 100 é&ppssivel que a acao desse
aleloquimico nesses extratos esteja sendo poteacial através de uma interagdo
sinergistica com a ATR, como confirmado atravésude significativo aumento na
concentracdo FUM/ATR verificado na tabela 1. Eihpele Rasmussen (1979)
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argumentam que quantidades minimas de fendis thdiis podem tornar-se relevantes

guando sua atividade sinergistica for comprovada.
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Outras fitotoxinas tém mecanismo de atuacdo semelhano PSII
(Weir et al, 2004). Compostos como encecalina, euparina etiigmcecalina extraidos
das raizes dddelianthella quinquenevrvigCastanedeet al, 1996), crassifolin e o
tephrobotin e glabranin d&ephrosia spp (Céspedeset al, 2001), além de
monoterpenos deiqueria trinervia (Anayaet al, 1996) sdo inibidores do fluxo de
elétrons da fotossintese. Estudos com a-pinendaravgue essa substancia perturba o
metabolismo energético, agindo como um desacopkdadosforilacdo oxidativa e da
inibicdo da cadeia transportadora de elétrons (#Abraet al, 2003). Alguns
aleloguimicos como benzopirano, lactonas, terpentenilpropanoides séo inibidores
da reacdo de Hill (Lotina-Hennseat al., 1992). Entre os desacoplantes dos
fotossistemas estdo algumas fenilcumarinas e lastonsequisterpénicas
(King-Diaz et al, 2001). Acido lecandrico, barbatico e giroféritambém se
comportam como desacopladores da cadeia transpatdd elétrons como observado
nos cloroplastos isolados de tabaco e espinafreatibgiet al, 2006). Acido Usnico
inibe a transpiracdo e fotdlise da agua de plésittéamilho e girassol, e sua atividade
in vitro tem sido relatada como superior a outros inibsl@iatéticos deste sitio-alvo
(Legazet al, 2004; Latkowskat al,, 2006).

Os aleloquimicos estimulam a producdo de EROs parsbs mecanismos.
Dentre eles, o bloqueio da cadeia transportadorélmns, onde estes ficam livres e
reagem facilmente com o,dormando superoxidos. Sorgoleona além de inibir a
fotossintese aumenta a producdo de EROs que atgamstresse oxidativo das
membranas celulares (Gniazdowska e Bogatek, 26@B)anto, as EROs podem atuar

como mensageiros nas reag()es em cascata.

Normalmente, EROs sdo decompostas ou seus prodetgseroxidacdo séo
neutralizados pelos sistemas de defesas naturaisstitoaéddos por enzimas
especializadas, mas o estresse aleloquimico patieanou diminuir a atividade dessas
enzimas, gerando um desequilibrio no metabolismsgtintulas. Quando analisadas as
atividades enziméticas, observou-se que apena®\®snHuenciaram na atividade da
POD (Fig. 5C) e PPO (Fig. 5F), incrementando e¢8a aom alteracdo aproximada de
170 a 492% para POD e de 125 a 362% para PPO, serdovariacdo dependente da

dose de radiacdo/concentracdo. Contudo, o HC Q@fn°gapresentou resultados
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distintos aos extratos induzindo a reducédo de P3F@) quando comparado com as

acOes dos EEs (Fig. 5D), e néo afetou a POD.

A atividade da POD ¢é, frequentemente, aumentadaespostas aos estresses,
sendo a protecéao celular contra reagfes oxidativesdas primeiras funcdes da enzima
(Siegel 1993). Resultados semelhantes foram obpdodPolityckaet al. (2004) que
observaram que a exposicao das raize€uleumis sativusem acido p-cumarico e

fertlico aumentava o nivel de®, e atividade da POD.

E, quase todos os extratos interferiram na atieddd CAT, sendo essa
estimulada pelo EE 50 Gy 1,0 g.drt69,45% - Fig. 5G) e por todos os EAs irradiados
(49 a 154% - Fig. 5l), e inibida pelo EE nao ireatti (57%) e por todos os ECs
(35 a 54%), com acdes similares ao HC (78,5%), caswalizado nas figuras 5G-1. A
acdo dos compostos fendlicos nessas enzimas ogislatistd associada a interacao
antagbnica e/lou sinergistica, variando seus efeitdes acordo com
extrato/radiacado/concentracdo, e ndo a um unidogaiienico, visto que o FUM néao

causou nenhuma alteracéo significativa nas plaselste.

O aumento da CAT indica um aumento do sistema desaefrente aos
compostos fendlicos gerado pelo aumento da prodwW&oEROs. A CAT é
especialmente importante na remocdo doOH gerado nosS peroxissomos
(Gill e Tuteja, 2010), principalmente durante sifiss de estresse, onde ha o aumento
de EROs e proliferacdo dos peroxissomos na célofaeg-Huerta®t al, 2000). Nestas
situacbes, uma populacdo densa de peroxissomos-dernimportante para a
detoxificacdo do bD,, uma vez que EROs pode difundir livremente dosoitgara
dentro destas organelas, de forma que esta enamegte importante ndo somente na
detoxificacdo do perédxido produzido nos peroxissmuas também durante o aumento
global desta molécula dentro da célula em situagiesestresse (Mittler, 2002).
Cruz-Ortegeet al, (2002) relataram que o extrato @allicarpa accuminataaumentou

o nivel de radicais livres e a atividade da CATdesculentum.

Altos niveis de enzimas antioxidantes foram enealos em resposta ao estresse
abidtico, podendo desempenhar um papel importamten@canismo de aquisicdo de
tolerancia das plantas a diferentes situagbes ddreses ambientais

(Mazorraet al, 2002). O aumento da atividade enzimatica enagites de estresse
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pode ser resultado de uma alteracdo metabdlicaopuduz a um processo adaptativo
(Vuleta e Seslija, 2007). Monoterpenos tém sidataglos como indutores de estresses
oxidativos pela producdo de malondialdeido (Zunireo Zygadlo, 2004).
Molnar e Farkas (2009), afirmam que os compostpséhicos possuem uma forte
atividade antioxidante e Hidalgat al. (1994) relatam esta atividade atribuida a ATR,

presente no EE, EC e EA.

Os resultados obtidos nos dois bioensaios apreaemnteespostas distintas,
sendo os parametros do pré-emergente influenciadeigmimente pelos EEs, com
concentracdo dos seus pigmentos fotossintéticagidas e menor atividade da POD
reduzidos e, PSIlI estimulado, e o pos-emergenggadild sobretudo pelos EAs, com
aumento da concentracdo dos pigmentos fotossimgedcdas atividade das enzimas
POD, PPO e CAT e reducdo da atividade do PSII. sEsssultados foram mais
expressivos com os extratos de talos irradiadogolo aumento das trés atividades
enziméticas (Fig. 6C, 6F e 6l) frente a diminuigioatividade fotossintética no EA
(Fig. 40), pode ser uma possivel estratégia desdeflas plantulas de. sativaem
condicbes de estresse. A concentracdo de Car rigeu stenhuma alteracdo nessa

andlise comparativa.

Dessa forma, grande parte dos aleloquimicos atuaestmesse oxidativo,
produzindo EROs, que atuam diretamente ou comdizadares para 0S processos de
degradacéo celular, impedindo assim a germinagaalesenvolvimento inicial, bem
como processos fisioldgicos vitais as plantas. é&zigt al. (1999) descrevem que as
diferentes respostas dos extratos ocorrem porqda can desses processos tem

respostas diferentes para determinadas doses daledajuimico especifico.

Inibidores do PSII tém sido, e continuardo senelmamentas importantes para o
controle de plantas daninhas na agricultura. Nargot o surgimento continuo de
plantas daninhas resistentes aos inibidores coaredd PSII € motivo de preocupacédo
(Macias et al, 2006). No entanto, pode ser possivel desenvaioeas classes de
herbicidas inibidores desse sitio, com dados obtigksta pesquisa que podem ajudar a
resolver o problema de resisténcia a esses prodiws adicdo, o0 estudo dos
aleloquimicos é um desafio frutifero para novasddgens nas estratégias de controle

de plantas daninhas.
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Assim, diante dos resultados obtidos pode-se mfele a radiagcdo gama acelera
uma resposta fisiolégica er@. verticillaris como uma forma de defesa de um
suprimento exégeno de fonte radioativa, induzinoh@ umaior produ¢do de compostos
fotoprotetores. Esses resultados corroboram coobtidos por Rikkinen (1995) e por
Lawrey (2009) que relatam que os compostos liqednmmssuem importante papel na
protecao dos liquens contra o excesso de irradiggategendo as hifas do micobionte
e as células das algas dos efeitos destrutivoasdiacéo. As taxas de acumulacdo desses
compostos fotoprotetores se correlacionam com oseisni de radiacédo
(Quilhot e Rubio, 2006). Sendo assim, o acumuleeksompostos no talo liquénico
pode ser liberado para o ambiente através do femdra alelopatia, estimulando ou
inibindo o crescimento dos vegetais ao seu redirnitas de acoplamento como estas
do uso da radiacdo gama com uma manipulacéo degéesddo liquen proporcionam
uma melhor compreensao da interacdo entre o estessbiental e a liberacdo de
aleloquimicos. Deste modo, esses resultados alémoldborarem o conhecimento das
interacdes ecofisioldgicas da espécie, podem deradbs para prospeccdo de novos
produtos naturais com finalidades fitorreguladanasioherbicidicas. Porém, devem-se
isolar os aleloquimicos e desenvolver novos hatagcbioldgicos capazes de controlar
as culturas mediante seu uso, e este por suaedizir também o efeito negativo que
os herbicidas quimicos tém sobre a saude das pessoeio ambiente.
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RESUMO

O uso indiscriminado de fertilizantes nitrogenatis gerado uma continua degradacao
dos ecosistemas. Os liquens, um dos grupos massveena poluicdo por nitrogénio,
sdo capazes de capturar ureia presente nesskzafeteis para ser hidrolisado pelo talo
e fornecer esqueletos carbonados. Apesar do conéetn da eficiéncia dos compostos
liquénicos, as interacbes alelopaticas em ecos®ste ndo sdo ainda bem
compreendidas. Diante disso, 0 objetivo deste ltnabfoi avaliar o efeito de ureia
exdégena no potencial alelopatico @adonia verticillaris sobre a germinagcdo e
desenvolvimento inicial déactuca sativa Talos foram utilizados nos bioensaios e,
sobre eles foram borrifadas solucdes de uréiaoraseatracées 0,1; 1,0 ou 10,0 g:gm
utilizando agua deionizada e ureia sem a preseogdatbs liguénicos como controle.
Observou-se que a agua e ureia ativa a ureasequen)i sendo este efeito mais
significativo quando utilizado liquen+agua deiodizaOs talos incubados induziram
uma hiperproducdo dos acidos fumarprotocetraricacido protocetrarico, além da
atranorina e substancias intermediarias da biessintdo primiero, ocorrendo um
descréscimo nesta concentracdo no decorrer do te@Gmustatou-se que o aumento
desses aleloquimicos reflete no incremento do piaeralelopatico e que a ureia
aumenta a potencialidade das substancias, prinuémaé a 0,1 g.dfh A concentracdo
de 10 g.dnif foi toxica ao liquen e as plantulas de sativg interferindo no
metabolismo de&. verticillaris. Portanto, constatou-se que a ureia € indispehpave

o0 metabolismo liquénico, porém em altos niveis praiesar efeitos adversos a biota.

Palavras-chave:bioherbicida, ureia, substancias liquénicas, atiuduarprotocetrarico,
acido protocetrarico, atranorina
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ABSTRACT

The indiscriminate use of nitrogen fertilizers lyggmerated a continuing degradation of
ecosystems. Lichens, one of the most sensitiv@llatn by nitrogen groups, are able
to capture urea present in these fertilizers tdhydrolyzed by the stem and provide
carbonaceous skeletons. Despite the knowledge ef dfiiciency of liquénicos
compounds, the allelopathic interactions in ecasystare not well understood. Thus,
the objective of this study was to evaluate thegexous urea effect on allelopathic
potential of Cladonia verticillaris on germination and early development of
Lactuca sativaStalks were used in bioassays, and on them vpeagexd urea solutions
in concentrations of 0.1; 1.0 or 10.0 g:dmsing deionized water and without the
presence of urea liquénicos as control stalks. W¢emved that the urea water and active
urease in lichen, which is most significant effedten used lichen + deionized water.
The stems incubated induced a hyperproduction wiafprotocetrarico protocetrarico
acids and acid addition and the atranorina Primietermediates of biosynthesis A
decrease of this concentration occurring over tinte.was found that these
allelochemicals reflects the increase in the growfthallelopathic potential and urea
increases the potential of substances, especiallygdm®. The concentration of
10 g.dm® was toxic to the lichen arld sativaseedlings, interfering witg. verticillaris
metabolism. Therefore, it was found that urea seesal for the metabolism liquénico,
but at high levels can cause adverse effects ta.bio

Palavras-chave: bioherbicide, urea, lichen substances, fumarpritace acid,

protocetraric acid, atranorin

1. INTRODUCAO

A demanda mundial por alimentos tem levado a umadeopelo aumento da
producdo e da produtividade agricola, que incentivaa crescente busca por
fertilizantes. Diante disso, emissdes antropicasiiegénio reativo (Nr) tornaram-se as
fontes dominantes de deposicao de nitrogénio (N) emitos ecossistemas
(Galloway et al, 2008; Bobbinket al, 2010; Howarth, 2011), alterando seu ciclo
global, devido a intensificacdo da atividade adaiccaumento do consumo de
combustiveis fésseis, o cultivo de leguminosasdiixas de nitrogénio e outras acdes
(Gallowayet al, 2004; 2008). Apesar do N ser um nutriente esslepara os vegetais,
a entrada excessiva de Nr nos ecossistemas tesrgstrde causar muitos riscos
ecologicos (Matsoet al, 2002), como eutrofizac&o regional, acidificagddiminuicao
da diversidade vegetal e liquénica (Brown, 19929 &@aal, 2007). Um forte exemplo

dessa degradacao de ecossistemas é o bioma daf\datézca no Nordeste do Brasil.
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A ureia € um elemento que possui grande quantidiedaitrogénio na sua
composicado e tem sido amplamente utilizada nalifa¢éio de culturas comerciais.
Além de ter maior teor de nitrogénio em relagcdauos produtos, ela possui menor
poder acidificante do solo e elevado potencial elelgs pelo processo de volatilizacao
da amoénia (NB) (Marchesaret al, 2011), sendo considerada a fonte de nitrogénio

mais toxica (Trivelin, 2002).

Os liguens alimentam-se basicamente de forma lugpisa dependendo dos
nutrientes procedentes do meio para o seu metatmwles desenvolvimento, fixando
elementos do ar (Guzmax al, 1984; Nash lll, 2008;). Dessa forma, muitas eig
desses organismos simbiontes sdo capazes de captera diretamente para ser
hidrolisado pelo talo (Hugroet al, 2013) e podem armazena-la para utilizacdo quando
o substrato ndo fornece elementos nitrogenadogieniies para as necessidades
metabdlicas (Vicente, 1975). Este conceito € baseata observacdo de que alguns
liguens secretam enzimas extracelulares que agenacdedo com componentes
nitrogenados desses substratos (Moisejeva, 19613u@imento exdégeno de ureia
ocasiona uma hidrélise enzimatica capaz de produz® e amobnia que,
respectivamente, aceleram a fotossintese da déyeeecem a sintese dos aminoacidos
(Syrett, 1962), que sdo usados para sintetizaridefiflanco et al, 1984). Assim,
nutrientes do solo, quando volatilizados, influanti o0 metabolismo liquénico,
promovendo uma maior sintese de metabdlitos bimatiyue quando percolados para o
solo, influem sobre a biota microbiana modificamdoacteristicas do solo como pH e,
disponibilidade de nutrientes (Vasconcelos, 2007).

Cladonia verticillaris liqguen endémico, presente em ecossistemas ddeiralu
Costeiros, participa da ciclagem de nutrientedptaela liberagédo de suas substancias,
como por absorver substancias do meio ambientec{viaslos, 2013), sendo capazes
de sintetizar urease por inducdo nutricional (Mieee Xavier Filho, 1979). Seus
compostos tém sido estudados como inibidores dadges do crescimento vegetal
(Tigre et al, 2012), sendo potentes aleloquimicos que regolawmmento e reducdo da
atividade de enzimas oxidativas. Diante diss@dita-se que o suprimento exdgeno de
ureia possa aumentar a potencialidade alelopatissacespécie e que o estudo do aporte
de N emC. verticillaris possa favorecer o entendimento da relacédo degpgnlem seu

ecossistema.
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Buscando elucidar o aporte de N no metabolismoliduaens o objetivo deste
trabalho foi avaliar a influéncia de ureia exdégema potencial alelopéatico de
Cladonia verticillarissobre a germinacgéo e crescimento inicidla@etuca sativa.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material vegetal

Cladonia verticillaris,espécie endémica do litoral brasileiro e de tamdedo
interior do nordeste, foi coletada na Serra daaPrat municipio de Saloa (PE), e
acondicionada em caixas de papel e mantida a teatpar ambiente
(28°+ 3°C), até a realizacdo dos experimentos. @riabfoi identificado e sua exsicata
depositada no herbario UFP - Geraldo Mariz, pegetecao Departamento de Botanica
da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), emistro 52.299. Sementes de
Lactuca sativavar. Grand Rapids L. foram adquiridas comercialmettd Isla Pak,
Porto Alegre, Brasil.

2.2 Bioensaio de germinacéo (Pré-emergente)

O experimento foi conduzido em placas de Petriridgtglas de 9 cm de
diametro, forradas com duas folhas de papel de fiteviamente autoclavadaSs
papéis de filtro foram umedecidos com 5 mL de <idscde ureia. Também foram
utilizados vasos plasticos de 9 cm de didmetro emM@e altura, forrados com duas
folhas de papel-filtro. Nestes foram colocados @,80s talos deC. verticillaris que
receberam borrifos de aproximadamente 10 mL dec8ehi de ureia, em dias
alternados. Foram semeados em cada placa e emaswl&0 aquénios de sativapor
repeticdo, e trés repeticbes por tratamento, disposm delineamento inteiramente
casualizado. As concentracdes de ureia utilizadeanf 0,1; 1,0 e 10 g.die o
controle foi estabelecido por agua deionizada. @eemento foi conduzido em camara
de germinacdo com temperatura déCXD,2, fotoperiodo de 12 h e umidade relativa
de 75%.

A porcentagem de germinacdo foi monitorada reali@aarontagens diarias de

germinacdes por um periodo de 10 dias, sendo arasiods germinados 0s aquénios
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que apresentaram protusao radicular igual ou nggaier2 mm (Brasil, 2009). Apés esse
periodo, o desenvolvimento das plantulas foi aslaliaatravés de parametros
biométricos descritos por Benicasa (1988). A bimaaseca total foi determinada pelo
peso em miligramas das plantulas que foram mangistasstufa a 80°C durante 48 h até
a estabilizacdo do peso. A germinabilidade totaltempo médio de germinacéao (TM)
foram avaliados segundo a metodologia de Laborl®83) e a biometria segundo
especificacdes de Benicasa (1988). Para a obtetgsgiparametros biométricos foram
utilizadas medidas do comprimento do hipocétiloaeradicula, largura e area foliar.
Também foram analisadas as alteracdes morfoloégioas auséncia de pelos e/ou
necrose radicular. As plantulas foram classificagfasnormais ou anormais, de acordo

com as especificacdes de Brasil (2009).

2.3 Bioensaio de crescimento (Pds-emergente)

A montagem desse bioensaio foi realizada semelhaotale germinacéao,
contudo foram utilizados em cada placa/vaso de2rags previamente germinados por

48h. As avaliagfes para analise de crescimentmfogalizadas no décimo dia.

2.4 Andlise fisico-quimica

Foram realizadas medidas de pH das solugbes da amtes e depois dos

bioensaios.

2.5 Separacao e quantificacdo dos aleloquimicos @kadonia verticillaris

O principal componente da espécie em estudo, afudwarprotocetrarico
(FUM), foi isolado e purificado a partir do extraaocetdnico deC. verticillaris. Este,
apos concentrado, foi lavado em funil poroso G-th acetona, como descrito por
Pereira (1998). O acido protocetrarico (PRO) fotraiko do liquenParmotrema
dilatatum (Vain.) Hale, utilizando diclorometano, seguido poetona a temperatura de
aproximadamente 45°C, como descrito por Tigral. (2012). A atranorina (ATR) foi
obtida comercialmente da Sigma Quimica LTDA, Brasil

2.6 Teste de viabilidade do talo liquénico
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Ao término dos bioensaios, os talos liquénicosnfosabmetidos a extragdo com
éter/acetato de etila (65:35) e cloroférmio/acetdai(60:40) segundo metodologia de
Pereiraet al. (1995). As extracdes foram realizadas para ifles¢éo da viabilidade do
talo atraves da liberacdo das substancias. Os &wsutiveram suas fragcdes aquosas e
fendlicas separadas através da técnica desenvgord@ereirat al. (1995). As fracdes
fendlicas foram analisadas por cromatografia deadamdelgada (CCD). Essa foi
realizada em placas de silica Geksksss Merck, posteriormente desenvolvidas no
sistema de solventes B (hexano/ éter dietilicodaaciormico, 130:80:20, v/v)
(Culberson, 1972). Apds evaporacdo dos solventgdaaas foram reveladas sob luz
UV curta e longa, e posteriormente pulverizadas caido sulfurico a 10% e
aquecidas. Ospotsvisualizados foram identificados pela comparacéoirdlice de
retencdo (Rf) com aqueles obtidos para as subatngbadrdo: acido

fumarprotocetrarico (FUM), acido protocetrarico (PRe atranorina (ATR).

2.7 Quantificagao de Ureia

Durante o0s bioensaios (terceiro, sexto e nono dm) determinada a
concentracdo de ureia no talo e no liquido polixaigado.

2.7.1 Talo liquénico

A preparagao do extrato consistiu na utilizagdold@ mg do talo liquénico,
macerado a seco e a frio em nitrogénio liquido mdgeneizados com 4 mL de agua
destilada. Este homogenato foi centrifugado a T10@ durante 10 min. a 4°C. No
sobrenadante foi determinada a concentracdo dea umeelo médo de
Rahmatullaket al. (1980), com modificagbes. Para isto, foram utllzs0,25 mL desse
extrato e adicionados 1,5 mL do reativo DAM (reatit (R1) - 600 mg de
diacetilmonoxima reagidos com 30 mg de thiosemaade dissolvidos em agua até
100 mL; reativo 2 (R2) — 7 mL de &cido fosférico #mL de acido sulfdrico reagidos
em agua até 100 mL) na proporcdo 1:2 (R1:R2). Asstias foram levadas a
banho-maria a 100°C por 10 min. e realizadas bstar525 nm em espectrofotdmetro
Unicam Ha.ios B (Thermo Fisher Sci.Inc., Rockford, IL, USA), o bca consistiu em

1mL de agua em 1,5 do reativo DAM (V/v).
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2.7.2 Liquido lixiviado do talo

A amostra foi preparada utilizando-se 0,1 mL daviddo em 5 mL de agua
destilada. Dessa mistura foram utilizadas aliqudéa% mL para reagir com 1,5 mL do
reativo DAM. Posteriormente a amostra foi submeadbanho-maria por 10 min. e

realizadas leituras a 525 nm, conforme item anterio
2.8 Quantificacdo dos compostos fendlicos

A extracdo do talo liquénico foi realizada com 10§ de material em 2 mL de
agua destilada por 3 h em agitacéo. Posteriorntenidrato foi filtrado e concentrado.
A partir desse concentrado foram preparadas sdugie foram submetidas a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) paeparacdo e quantificacdo dos
compostos fendlicos.

O mesmo foi realizado para o lixiviado, porém ocedimento consistiu em
recolher aliquotas de 1 mL do lixiviado, que fohcoetrada e relaizada a separacéo e
quantificacao das substancias em CLAE.

A separacdo e quantificacdo dos aleloquimicos iitéajiais foi realizada por
RP-HPLC em un cromatégrafo liguido wusando Spectraysies 8810
(Thermo Electron Corporation, Asheville, NC, USAquipado com uma bomba
SP 8810, um injetor Rheodine, um detector UV-Visi&8490 e o programa
DateApex Clarity Lite ™ para Windows (DateApex Ltdaraha, Czech Republic) para
obtencdo e integracdo dos dados. Os concentrada® fdissolvidos em fase moével
antes de serem injetados. As condi¢cfes de andisen: Coluna de fase reversa (RP),
Mediterranea Sea C18 de Teknokroma, S.C.L., Espatjpa5 pum, L, 120 mm;
d.i. 4,6 mm; pressdo em coluna, 70 bar. Fase njaegetonitrila]:[acetronitrila: acido
acético a 4% em agua Mili-Q (80:20, v/v)] [ 70:38y], isocratica a 1 mL-mih
Volume de injecdo: 10 pL. Temperaturd®@20,1°C. Comprimento de onda: 254 nm.
Taxa de deteccdo: 0,0005 unidades (Santetgal., 2008). A quantificacdo de ATR,
FUM e PRO se realizou por meio da interpolacédoedpasta do detector, em contas de
area e na correspondente reta de calibracdo. &starfstruida com cada aleloquimico,
calculando a reacéo entre a conta de area obpdaiade concentra¢des crescentes de
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cada composto (entre 290 e 400 ug’-lnpara FUM, 10-500 ug-rfﬂ_para PRO e
30-400 pg-mt: para ATR).

2.9 Analises estatisticas

Todos os experimentos foram conduzidos em delieatominteiramente ao
acaso com trés repeticbes. As médias foram subesetdd analise de variancia
(ANOVA) e quando detectadas diferencas foram aaddis pelo teste de Tukey ao nivel
de significancia de 5%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Bioensaio de Germinacéo (Pre-Emergente)

A germinablidade total dos aquénios Ildesativafoi influenciada apenas por
C. verticillaris submetida a ureia 10,0 g.&fnque reduziu esse parametro em até
34,05% (Fig. 1A) em relacédo ao controle (p<0.05Yigdr dessas também foi reduzido
apenas por ureia 10,0 g.dnf101,97%), porém sem a presenca do liquen (Fiy. 1B
Esses resultados demonstram que a concentracdg.dfidinflui negativamente sobre
as plantulas dé. sativa,sendo decorrente do efeito toxico da ureia e naceisito
alelopatico. Para Ferreira e Aquila (2000), o efaitlopatico pode n&o ocorrer sobre o
percentual final de germinagao no tempo, mas ocsalare a velocidade de germinagéo
e provocar alteracdes na curva de distribuicAoetmigacdo, alongando-a através do
eixo do tempo. Segundo Bewley & Black (1978) e
Labouriau (1983), alteracbes nas curvas de gerdinagdicam interferéncias nas

reacfes metabdlicas que culminam na germinacao.
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Figura 1. Valores meédios da germinabilidade tot#l),( e do tempo médio de
germinagdo, 180 hB( de aquénios dd.actuca sativasubmetidas a acédo de
Cladonia verticillaris e suprimento exdégeno de ureia nas concentrac68slgd,0 e
10,0 g.dn¥, utilizando como controle o liquen borrifado cogua, ou e ureia nas
mesmas concentracdes sem a presen€a derticillaris. Médias seguidas pela mesma

letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey((05), médias + SE, n = 3.

Quanto aos parametros biométricos, evidenciou-eedarea foliar (Fig. 2A) foi
estimulada quando tratada apenas com ureia 0,I°gedmibida na presenca do liquen
com &gua e ureia 0,1 e 1,0 gidmO crescimento hipocotilar (Fig. 2B) foi
significativamente estimulado pelos talos liquésiaando recebiam apenas agua

destilada durante a realizacdo do bioensaio. Estamm tratamento também induziu
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aumentos no comprimento radicular (Fig. 2C), jurg@at@ com o liquen na presenca de
ureia 0,1 g.dii, e ureia 1,0 g.dicom ou semC. verticillaris. Notou-se que no
bioensaio sem a presenca do talo liguénico oconren@ducbes do eixo
hipocotilo-radicula a medida que se aumentava aerdracdo de ureia, sendo a
concentracdo 10,0 g.dfetal as plantulas de. sativa,tanto na presenca do liquen
guanto na sua auséncia, podendo interferir até mesmn metabolismo liquénico,
destruindo suas células, uma vez que neste tratarognalos apresentaram-se bastante
escuros (oxidados) e amolecidos (Fig 3D). Obsesetambém que o talo liquénico
sem ureia exdgena estimulava o comprimento do éipoem 53,31% com relacéo ao
controle sem o talo. O comprimento radicular fdineglado significativamente pela
presenca liquénica com adicdo de agua deionizadei@ 0,1 g.dm (Fig. 2C), sendo
este efeito mais expressivo pela adicdo de agua agueentou em 121,94% o
comprimento, caracterizado como efeito alelopaticpositivo. Segundo
Blanco et al (1984) e Pereira@t al (1986), este resultado é explicado porque o
micobionte possui ureia endégena que € ativadadguartalo liquénico € imerso em
agua. Segundo Limat al. (1990), as altas meédias no comprimento de pléntula

provavelmente sdo decorrentes do aumento da digedélar.

Na figura 2B pode-se notar que a presenca do lifmrece a sobrevivéncia
das plantulas (Fig. 3B) mesmo quando a concentralgdaireia apresenta-se em
concentracdes de toxicidade (até a concentracap.dn’, acima dessa concentracéo a
ureia compromete o desenvolvimento tanto das pistguanto do liquen). A
concentracdo de ureia 1,0 g:disem a presenca do liquen causa a mortalidade das
plantulas del. sativa (Tab. 1 e Fig. 3H). Pesquisas anteriores realizguas
Oliveira (1991) evidenciaram que concentracdes,de3.0 g.drif de ureia sobre talos
de Cladina dendroidesacarretava altas taxas de inibicdo Ilde sativa Segundo
Legazet al (2006) todas as substancias tém efeitos toxicaadp as concentracdes no
talo liquénico superam os niveis tolerados. Adidd@amonia exdgena redunda em uma
acumulacdo massiva de glutamina. A aménia podaer ipr si mesma a atividade
nitrogenase quando se acumula em grandes quargjddddo que uma glutamato
desidrogenase fungica utiliza eficientemente urgasintese de glutamato (produto
primario de assimilacdo do nitrogénio). Nesse derdge deve supor que a necessidade

de esqueletos carbonados para assimilacdo da arpémimzida por reducédo de
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nitrogénio vem suplementada pelos fotossintatosews sprodutos de degradacao

oxidativa (Legazt al, 2006).
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Figura 2. Valores médios da area foliak,(D), do comprimento hipocotilaB( E) e do
comprimento radicular@, F) de plantulas dé.actuca sativagerminadas (A-C) ou
transferidas ap0s germinacdo em aguwabmetidas [-F) a acdo de
Cladonia verticillaris e suprimento exdgeno de ureia nas concentracbfes de
0,1; 1,0 e 10,0 g.df utilizando agua destilada como controle ou ureia mesmas
concentracbes sem a presenc&deerticillaris. Médias seguidas pela mesma letra ndo

diferem entre si pelo teste de Tukey (p <0,05),iaed SE, n = 3.
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Estudos de Iskandar e Syers (1971) mostraram gpsidd®s e depsidonas
possuem baixa hidrossolubilidade. @ Contudo, pessguisaealizadas por
Xavier-Filho et al (1985) demonstraram que apoOs prolongados diaschira
encontravam-se quantidades significativas de FUNalo. Esse fato € justificado por
Ascaso e Galvan (1976) que afirmam que esse femwdtitui umas das substancias
liquénicas mais sollveis em agua. As unidades ifer®mais hidrossollveis a partir
das quais esse composto é formado podem ocorrégqeams sob condi¢cdes de campo
(Iskandar e Syers, 1973). E possivel, pela capaeidguelante das substancias
liquénicas, que estas formem complexos com iordwostos do solo, modificando,
dessa forma a polaridade e, consequentementepkimlidade. Como o FUM é uma
depsidona presente em grandes quantidade< ewerticillaris, esperava-se que 0s
efeitos observados na Figura 1A-C estivessem ogladbs aos mecanismos de acao
deste composto. Porém foram encontrados maioregctacoes de PRO e ATR tanto
no talo (Tab. 2) quanto no lixiviado (Tab. 3) queiaram em fungdo do tempo e da
concentracio de ureia. E possivel que este resudgd uma reposta a ativacéo da ureia
que tem gerado a producdo de substancias intemasd@mo PRO e ATR para a
sintese de FUM (Pereira &., 1999). O aumento dessa producéo € nitido na T&bela
onde foi evidenciado um aumento da concentracdBRI@ no talo deC. verticillaris
quando submetida a ureia 1,0 g:dr® sistema enzimético responsavel pela fixagéo de
nitrogénio é uma nitrogenase, em geral muito mé@s aa parte mais central do talo
gue nas zonas apicais e basais (Lega, 2006), podendo dessa forma este elemento
estar agindo no metabolismo do FUM que encontraxgeregido medular de
C. verticillaris.

De acordo com a tabela 3 pode-se inferir que atosfalelopaticos observados
na Figura 1A-C sejam resultantes de uma acdo #maérgu antagbnica dos
aleloquimicos, diferindo a intensidade de sua ag@aiante a concentracdo das
substancias presentes no meio. Einhellig e Rasm$9&9) expdem que a quantidade
aparentemente insignificante dos fendis individwaita chega a ser relevante quando

demonstram sua atividade sinergistica.
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Figura 3. Experimento comCladonia verticillaris com e sem adicdo de ureia
B e H. experimento pré-emergente-G. Experimento pés-emergentk. Extracao do
liguen para teste de vitalidade apOs a instalagdioexperimento.B. Plantulas
submetidas ao tratamento com liquep®§l C. Plantulas tratadas com liquen+ureia
0,1 mg.mL*, D. Plantulas tratadas com liquen+ureia 10 mg'niL Plantulas tratadas
com liquen+tureia 1,0 mg.mi. F. Plantulas tratadas com ureia 1,0 mgmL

G. Plantulas tratadas com ureia 10,0 mgitl. Plantulas com ureia 1,0 mg.hL
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Tabela 1 Avaliacdo das plantulas quanto a fitotoxicidadeCthdonia verticillarissob
Lactuca sativaguando submetidas a agua deionizada e doses riesoge ureia
(0,1; 1,0 e 10,0 g.dr), mais o controle (0%).

PRE-EMERGENTE POS-EMERGENTE

Concentragfes de

Ureia (mg.mL'l) Com Liquen Sem Liquen Com Liqguen Sem Liquen

0,0 Normal Normal Normal Normal
0,1 Normal* Normal Anormal Normal*
1,0 Anormal Anormal** Anormal Anormal**
10 Anormal** Anormal** Anormal** Anormal**

*Com pequenos defeitos; ** Algumas plantulas mortas

As plantulas com liquen e ureia a 1,0 gdforam caracterizadas como
anormais (Tab. 1), com algumas necroses no apibeutar (Fig. 4E-F). Todavia este
resultado pode ser um efeito aditivo da substéigiggnica com a elevada dose de
ureia, uma vez que sem o talo as plantulas apeesentse mortas. A ureia a
0,1 g.dn?, sem a presenca do talo liquénico (Fig. 4G), induprmacéo de pelos e
raizes laterais pequenas e, ao aumento no diauoletreadiculas, demonstrando que a
ureia altera o metabolismo hormonal das plantukasadicdo dessa solugdo em
C. verticillaris também levou a formacdo de pequenas raizes ktenal. sativg
podendo dessa forma, sugerir que este efeito éiorddo a adicdo de ureia e ndo a
presenca do liquen. Aloei al. (2006), relataram que a deficiéncia de citoniradtes
niveis de auxina levam a formacgdo precoce de rdétesais. Segundo Pina (2008),
baixos niveis de etileno/auxina séo inibidoresateécéo de raizes laterais e, portanto,
sua presenca se torna importante no processo diecesdes nas raizes. Alteracdes na
formacdo de pelos, no tamanho radicular e presdagaizes laterais também foram
observadas por Oliveira (2004), Jerénimo (2006)ha 2008).

Os aleloquimicos atuam por diferentes mecanismas espécies receptoras,
podendo agir como fitorreguladores (Tige¢ al., 2012). Yano (1994) notou que
dependendo da concentracdo os extrato€.deerticillaris promoviam o crescimento
radicular e hipocotilar dallium cepa Essas diferengas no grau de inibicdo ou estimulo
de um aleloquimico dependem da espécie estudaddermdpo de exposicdo dos

compostos e de sua concentracao (Braetoak, 1991).
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Tabela 2. Quantificacdo dos compostos fendlicos do lixivide&ladonia verticillaris,submetida a ureia exdgena (0; 0,1; 1,0 e 10,09,dm

no terceiro, sexto e nono dia do experimento.

PRO FUM ATR FUM/ FUM/ PRO/ FUM+PRO  c\ sy sni2 SIN 3
TEmpo RATAMENTOS ©\ oml?) (ugml) (ugmt’)  Fro, AR AR AR @ () (ca)
(g.dm™) (ng-mL”) (pg.mL”) (pg.mL”) (pg.mL”)
t+= 6,6 tr=7,8 tz=27,8 tr=8,58 t3=9,36 tz=10,22
AGUA 109,10 28,20 25,48 0,25 1,10 4,28 137,31  3064,93 18846,64 25238,97
32 dia UREIA 0,1 43,63 32,241 - 0,73 0 0 127,91 - 10575,42  12180,19
Ureia 1,0 76,24 13,03 52,03 0,17 0,25 1,46 89,276  22795,63 51320,55 -
Ureia 10,0 86,697 29,47 0 0,339 0 0 116,17 - 50369,21 -
AGUA 35,34 15,13 - 0,42 0 0 50,48  15143,92 23177,49 1504,5
&2 dia UREIA 0,1 45,04 31,87 - 0,70 0 0 76,92 - 54063,59 -
Ureia 1,0 - - - - - - - - - -
Ureia 10,0 - - - - - - - - -
AGUA 0,89 1,25 0,3 1,39 4,11 2,94 2,37 - 707,98 21,36
92 dia UREIA 0,1 0,86 1,57 0,21 1,81 7,23 3,98 2,44 - 390,05 0,5
Ureia 1,0 - 1,69 - - - - - - 854,44 27,06
Ureia 10,0 - - 0,30 - - - - 114,94 180,53 -

*tr: tempo de retencdo; ** SNI: Substancia néo idmatifa; ***c.a: contas de area
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Tabela 3. Quantificacdo dos compostos fenodlicos dos extratos talo de Cladonia verticillaris, submetida a ureia exdégena

(0; 0,1; 1,0 e 10,0 g.dm), no terceiro, sexto e nono dia do experimento.

PRO FUM ATR FUM/ - FUM/ PRO/  FUMHPRO (i o2 SNI 3
TRATAMENTOS (pg.mlY) (ugml?) (ugmr?)  TRO_ . ATR — ATR — #ATR — ojees (ca) (ca)
TEMPO (g.dm™) (ng.mL”) (pg.mL”) (pg.mL’) (ug.mL")
=66 tr=7,8 tg=27,8 tR~8,58 tz=9,36 1:)“’ ;2
0 AGUA 0,91 1,10 0,53 0,57 1,97 2,26 2,13 211,74 - 17,79
AGUA 70,11 13,85 A 0,19 0 0 133,35  18280,54 55925,39 -
32 dia UREIA 0,1 0 26,48 49,39 0 0,53 0 90,97  21613,15 36318,02 12681,06
Ureia 1,0 93,40 3520 64,48 0,37 0,54 1,44 128,61 . 42145,82 ;
Ureia 10,0 204,01 0 0 0 0 0 204,01 . 56703,81 ;
AGUA 0,66 14,61 0 21,99 0 0 56,24  21419,42 55183,04 -
62 dia UREIA 0,1 33,14 28,23 40,96 0,85 0 0 80,82 . 34471,72  14609,9
Ureia 1,0 . 15,46 19,44 0 0 0 15,46  14111,64 23521,9 18719
Ureia 10,0 - . . - ; ; 24303,33 5264899 -
AGUA 1,22 1,38 0,09 1,13 14,97 13,24 2,68 646,68 239,58 6,17
52 dia UREIA 0,1 0,72 1,33 0,07 1,84 17,44 9,43 2,06 59,15 125,92 ;
Ureia 1,0 107,93 ; ; ; ; . 108,51  39103,8 . 53033,1
Ureia 10,0 0,66 1,53 1,53 2,3 2,66 1,15 2,19 571,51 135,41 ;

*tr: tempo de retencdo; ** SNI: Substancia néo idmatifa; ***c.a: contas de area
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3.2 Bioensaio de Crescimento (Pés-Emergente)

Neste bioensaio observou-se que com excecdo da 10¢d g.dni, todos os
tratamentos cor€. verticillaris induziram significativamente o aumento da aremaffol
cuja intensidade variou em fungéo da concentragdoreia, sendo os resultados mais
expressivos obtidos por liquen+agua deionizadaagmeentou este parametro em até
175,45% em relacdo ao controle sem o liquen. Exeerios com ureia 0,1 e 1,0 g:dm
inibiram a area foliar, demonstrando que este catopodo inibe a producdo de

compostos alelopaticos eth verticillaris.

O crescimento hipocotilar (Fig. 2E) apresentouragées significativas (p<0.05)
em relacdo ao controle, sendo reduzido pela urgig.@m® sem a presenca do liquen
em 49,40% e foi estimulado pelo liguentdgua deamldzem 57,72%. A baixa
alcalinizacdo da a4gua aumenta a solubilidade deastos fendlicos, principalmente o
FUM que séo translocados da medula para o cortaxguendo uma maior sintese de

compostos bioativos que podem influir sobre a baofjacente (Silva, 2007).

O crescimento radicular também foi alterado, semdbido por todos os
tratamentos com ureia, com excecado do tratamemtouceia 10,0 g.diy na presenca e
auséncia do liquen, que causaram a mortalidade pthagulas (Fig. 2F). Para
Legazet al (2006) esses nutrientes exercem grande impoatéracimetabolismo liquénico
e devem existir em limites precisos na estrututeria do talo, podendo se tornar toxicos
qguando superados os limites tolerad@s.efeito mais severo sobre a area foliar foi
observado pela ureia 1,0 g.dmue inibiu esse pardmetro em 87,58% em relacdo ao
controle. Todavia, além de inibicdo dos parametiométricos, mudancas estruturais
em algumas organelas, na membrana plasmética aredepcelular podem ocorrer por
respostas a aleloquimicos (Cruz-Ortega, 1998)e8gastas fisioldgicas e morfoldgicas
das plantulas a exposicado a esses compostos s#festeydes secundarias decorrentes
de alteracbes moleculares e celulares, cujos nmgunaniainda permanecem obscuros
(Rizvi et al.,1992; Ferreira e Aquila, 2000).

A medida que se aumentava a concentracéo de aceidia diminuicdo do eixo
hipocétilo-radicula, obedecendo ao modelo doseg@muA concentracdo de 1,0 g:dm
mostra que a espécie liquénica absorve muito bemeia, interferindo na liberagcéo e

acdo dos aleloquimicos, uma vez que sem a pres#m@a verticillaris a ureia
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ocasionou a morte das plantulas. Segundo Legat (2006) a ureia é indispensavel
para o liquen, pois fornece g@ara a fotossintese da alga e amdénia para aesidees

novos aminodacidos, mas em quantidades adequadescaes.

Figura 4. Sinais detoxicidade sobre plantulas d@ctuca sativasubmetidas aos talos
de Cladonia verticillariscom e sem adicdo de ureia, comparadas ao conkigl®y)(
A-D. Bioensaio pré-emergente-G. Bioensaio pos-emergent. Plantulas submetidas
ao tratamento com liquen$8y, B. Plantulas tratadas com liquen+ureia 0,1 mg:mL
C. Controle, D. Plantulas tratadas com liquen+ureia 0,1 mgmE-F. Plantulas
tratadas com liquen+ureia 1,0 mg.miG. Plantulas tratadas com ureia 0,1 mg'mL

sem a presenca do liquen. (Barra: A-G = 2cm).

O peso seco das plantulas foi inibido pelo taloditico+ureia 1,0 g.dthem
80,23% e sem a presenca do talo as plantulas rmori@fig. 5). Os liqguens sintetizam

urease, que € uma hidrolosa que catalisa a tramsf@io da ureia em carbonato de
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amoOnia, e um subsequente desdobramento deste €3 € amobnia e CO
(Tauber, 1955), como uma resposta a adicdo de exégena (Legaz e Brown, 1983)
sendo sintetizada por ambos os biontes. Vicentd (1984) observaram que o liquen
Cladonia sandestedequando recebe suprimento exégeno de ureia, stigsaurease,
promovendo um excelentarn overureia/urease, incrementando, dessa forma, aasintes
de seus fendis. O micobionte @&adonia verticillarisretém aproximadamente em 25%
da atividade de urease total do talo e, segundazdefgal (2006), o FUM inibe essa
enzima. Os resultados deste estudo demonstramCqgueerticillaris possui efeito

alelopatico interferindo na assimilagéo de nutgent

Observou-se que a ureia sem talos liquénicos tambetarfere no
desenvolvimento de plantulas, sendo benéfico atheentracéo 0,1 g.diproduzindo
plantulas normais com pequenos defeitos (Tab. &jna dessa concentracdo as
plantulas ndo se desenvolvem dentro dos padroesriealidade. O tratamento com
liquen+ureia 0,1 g.dfhinduziu a formac&o de plantulas anormais (Talzd) raizes
grossas, com poucas raizes laterais, sem desaneold de eofilos e formacdo de
necroses nos apices radiculares (Fig. 4B e 4D)urleg Maraschin-Silva e Aquila
(2006) o escurecimento e a fragilidade das raidesdanos que apontam a acdo de
substancias toxicas. Cruz-Ortegd al. (1998) relatam que o endurecimento e
escurecimento dos apices radiculares sdo evidémgaslteracbes morfologicas e

ultraestruturais causadas por fitotoxinas.

Na Figura 1 observou-se um efeito alelopatico npasunciado no bioensaio
pos-emergente que no pré-emergente. Segundo ARU&0) este resultado do
pré-emergente pode estar relacionado com a ufikizdas reservas da propria semente,
que poderia fazer com que a germinacédo fosse nseisostivel a fatores exdgenos.

Algumas substancias liquénicas sao lixiviadas &o isibindo o crescimento de
plantas superiores e inferiores (Marasteal, 2003; Romagnget al, 2004), podem
influenciar na fertilidade do solo e na ocorréndéafungos micorrizicos arbusculares
(Silva, 2007). Cowles (1982) estabeleceu que exssd#eCladina stellarisinibiam
completamente o crescimento da®&e Black(conifera), eBalke (1985) relatou que os
compostos liquénicos também podem diminuir a cdptagde nutrientes de plantas
vasculares. Como Asahina e Shibata (1954), Viddr&Xé5) e Hale (1983) declaram que

0S compostos liquénicos sdo em sua maioria insisliera agua, é possivel que esses
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efeitos observados sejam devido a ativacédo da eneidgena quando submetidos agua
(Pereiraet al, 1986). Por meio dessas substancias, os liquaves batalhas quimicas

em suas fronteiras, defendendo ativamente suas deezcupacao.

V] com Cladonia verticillaris
[ sem Cladonia verticillaris
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Figura 5. Valores médios da massa seca de plantulasadtica sativagerminadas
previamente em agua destilada e depois transfepaasos bioensaios co@ladonia
verticillaris e suprimento exdgeno de ureia nas concentracé@slge,0 e 10,0 g.drh
utilizando agua destilada como controle e ureia masmas concentracfes sem a
presenca d€. verticillaris; avaliadas 10 dias ap6s a germinaddédias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste deyl(gke0,05), médias + SE, n = 3.

3.3 Analise Quimica

Observou-se na tabela 4 que a associacao de ufeiavarticillaris altera os
valores de pH do meio. A morte das plantulas, qoaubmetidas ao liquen associado
com ureia a 10 g.df pode ter sido causada pelo pH do meio, que ers@nse fora
da faixa tolerante pdr. sativa Baskin & Baskin (1998) relatam que sativaapresenta
uma ampla faixa de pH para germinacdo, com vakmég 3,0 e 7,0. Esses exsudatos
podem também ter sido responsaveis pela oxidacdéqden devido & alteragdo no
metabolismo de€. verticillaris. Segundo Tauber (1955) a atividade 6tima da urease s

processa em pH 7,0. Gardner e Muller (1981) obsamvaque o pH do FUM
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influenciava na germinacao dos esporos-dearia hygrometricaRelataram qu®7%
germinavam quando submetidos aos valores de pH 6,8 e, 41% em pH 5.
Abeliovich e Azov (1976) constataram que a am@smaconcentracdes superiores a 2,0
mM e a valores de pH acima de 8,0 inibe a fotossénte crescimento de
Scenedesmus obliguoma espécie dominante na maior taxa de lagoasidacdo de
aguas residuais. Portanto, os pHs observados dstéico dos parametros esperados
para atividade do FUM, que pode ser o responsasiek pesultados de estimulo e

inibicdo observados nos bioensaios na figura 2.

Tabela 4.Valores de pH da ureia e da agua destilada aatessthlacdo dos bioensaios
e dos exsudatos apoés 10 dias de experimento.

. pH dos
Tratamentos (mg/mL) pH da Ureia Exsudatos
Agua destilada 5,0 5,0
Ureia 0,1 7,0 5,0
Ureia 1,0 7,0 7,0
Ureia 10,0 6,5 8,5

A tabela 5 mostra os rendimentos dos extratos abtabs talos e lixiviados
durante o bioensaio pré-emergente. Verificou-sehgwé um aumento proporcional da
concentracdo em relacdo as doses de ureia e, sae@scentracado foi diminuida no

decorrer dos experimentos.

Analisando a concentracdo de ureia no lixiviadg.(lBiA) e no talo (Fig. 6B)
observou-se que essas variaveis ndo apresentafen@ndas significativas em funcéo
do tempo. Contudo notou-se que a ureia a 0,1 gidduziu a um aumento na producéo
de ureia a partir do sexto dia do experimento, desie aumento mais acentuado no
lixiviado que no talo. No bioensaio com ureia 1§,8m?* houve um aumento dessa
producdo no sexto dia e posteriormente um decrésabéd o seu desaparecimento no
meio no nono dia (Fig. 6). Esses resultados evidencgueC. verticillaris pode ter
capturado a ureia para ser hidrolisada pelo talta wez que a quantidade de ureia
recuperada pelo talo ndo aumenta na mesma propdad&®u desaparecimento do

lixiviado. Vicente e Xavier Filho (1979) relatarajue essa espécie liquéniaapaz de
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sintetizar urease por indugao nutricional. Vasclosc€2013) descreveu que a ureia

produz uma maior atividade urease no talo que no.me

Tabela 5 Rendimentos dos extratos do talo e do lixiviaéoCtadonia verticillaris
submetida a ureia exégena (0; 0,1; 1,0 e 10,0 §.dm terceiro, sexto e nono dia do
experimento.

RENDIMENTOS (mg)

TRATAMENTOS LIXIVIADO TALO
32 dia 62 dia 92 dia| 32 dia 62 dia 92 dia
AGUA 9,0 2,0 0,003 8,0 1,0 0,001
UREIA 0,1 g.dm® 9,5 1,0 0,001 7,0 0,0 0,003
UREIA 1,0 g.dm® 11,5 3,0 0,004 39,0 1,0 0,001
UREIA 10,0 g.dm‘3 27,5 13,0 0,008 34,0 4,0 0,003

As tabelas 2 e 3 sumarizam os dados quantitatiess cdomatogramas dos
lixiviados e dos extratos do talo submetidos aauasialisados no terceiro, sexto e nono
dia. Observou-se que a concentracdo de compostoicfes é maior no talo que no
lixiviado, porém a concentracdo de substancias reraaas no lixiviado € bem
significativa, podendo em condi¢cdes naturais aleem espécies-alvo e causarem
efeitos de estimulo ou inibicdo interferindo noate®lvimento das plantulas ao seu
redor. Esses resultados também demonstram a hotibdéslade desses compostos e
que a ureia € um bom extrator de FUM e PRO. Canstsd# também que as
concentracdes dos aleloquimicos decrescem em oetagdempo, e que a relacdo de
FUM/ATR e PRO/ATR aumenta, o0 que pode estar refamo a situacdo de estresse
para o liqguen ou a formacao de produtos de degiad&lém disso, apesar do FUM e
PRO serem substancias majoritarias &n verticillaris (Ahti et al, 1993;
Pereira, 1998), é provavel que elas ndo sejam sgwmeaveis pelos severos efeitos
(clorose, oxidacdo radicular, elevadas inibicOes cdescimento) observados pelos
extratos no crescimento das plantulas. Assim, &ipels ainda, que elas atuem em
sinergismo com outras substancias nao identificaalaginda que esses efeitos sejam
atribuidos a essas substéancias, visto a sua belagio com FUM/PRO, FUM/ATR e
PRO/ATR. Segundo Geyer e Feige (1987), substamcradaixas concentracbes sao

metabolitos biogeneticamente relacionados.
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Figura 6. Concentragdo de ureia no talo e no lixiviado @eadonia verticillaris
submetida a suprimento exégeno de ureia na comgdotrO,1; 1,0 e 10,0 g.dn
utilizando agua destilada como controle, no teocesexto e nono dia do bioensaio de

germinacdo. Médias = SE, n = 3.

Através dosspotsdetectados através da UV/VIS e valores de Rf n® @&C
possivel visualizar qu€. verticillaris ndo incubada nos bioensaios produziu apenas o
FUM e a ATR (Fig. 7B). Contudo observou-se queiitkdo produzido durante os dez
dias do bieonsaio por liquen+agua deioniazadauerfeureia a 0,1 g.dfiinduziu além
da formacédo de FUM e ATR, a producgéo de substamtiesmediarias da biossintese
do FUM e quando analisado liquen+uréia 1,0 & dmrificou-se que ndo havia a
presenca de ATR, mas a o aparecimento de PRO e emsnam substancias
intermediarias presentes nos demais tratamentgs4B), porém a presenca de PRO no
lixiviado n&o foi detectada por CLAE nesse tratatmemo nono dia de experimento.
Notou-se também que quandoverticillaris foi submetida a ureia 10,0 g.dresta néo
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induzia a liberacdo de FUM e PRO para o meio (Agye Tab. 3). A deteccdo de uma
maior concentracdo de PRO e ATR nos primeiros diasbioensaio pode estar
relacionada com ativacdo da urease para formac&bik visto que PRO e ATR séo

substancias acessoérias na sintese de FUM (Peteital999).

Figura 7. Cromatografia de camada delgada dos extratos ddss tae
Cladonia verticillaris ap6s dez dias da instalagdo dos bioensaios (A) &agao
fendlica dos exsudatos (B). HD: Agua deionizadd:-1M: Concentracdes de ureia;
PRO: &cido protocetrarico; FUM: Acido fumarprotoéeico; ATR: Atranorina;

CV: Extrato do talo natural déladonia verticillaris.

Esses resultados revelam que a presenca e coméentdgstas substancias
liquénicas no meio séo influenciados por fatore§geros como ureia, utilizada em
fertilizantes, pela dose e pelo tempo de permaaénaue o liguen é exposto a esse
composto nitrogenado. Observou-se ainda na tabeglae3a agua induz a uma maior
liberacdo dos metabdlitos liquénicos ao meio, quecendi¢cdes de campo podem ser
liberados pela &gua da chuva, tornando os orgasisadfacentes ao liquen mais
susceptiveis a acdo desses aleloquimicos, 0 quebocst com os dados obtidos na
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figura 2. Legazt al. (2006) constataram qugando o talo liquénicos sdo lavados pela
agua da chuva os fendis acumulados na superfidieatasdo lixiviados para o substrato,
podendo percorrer o perfil do solo e interagir clmms minerais. Pereirat al. (1999)
relataram que o metabolismo do FUM requer uma ratdéde agua adicionada a cadeia
lateral do PRO. Portanto, quando disponivel em alm som muita agua, o FUM sofre
hidrélise espontanea da ligacdo éster, liberandoléacula de dgua e, disponibilizando mais
PRO ao ambiente em detrimento do FUM. Vasconce2043) observou que em solo
hidratado essa hidrélise é intensificada, aumentaml 73% a transformacédo de FUM em
PRO e apenas 10,7% em solo seco.

No talo deC. verticillaris utilizada durante o bioensaio n&o foi detectada
nenhuma substancia nos tratamentos com ureia@X(lg.drii. Em todas as amostras
nao registrou-se a presenca de FUM, PRO ou ATRQ&D (Fig. 7A), mas foram
detectadas por CLAE (Tab. 3). Comparando o tempm, extracdo antes da instalacao
do bioensaio, com os tratamentos com e sem ureantdunove dias do experimento,
notou-se um significativo aumento da concentrag@ocdmpostos fendlicos no terceiro
dia, e decréscimo no decorrer do tempo (Tab. 4), excecdo do tratamento com ureia
1,0 g.dn® que apresentou um significativo aumento de PR@amo dia do bioensaio.
Esses aumentos podem estar relacionados as condiedestresse que esse liquen foi
submetido como o tempo de incubacgdo, quantidad&gdea e concentracdo de ureia,
fazendo com que haja uma hiperproducéo dos selagj@ilmicos como mecanismo de
defesa. Resultados analogos foram obtidos por Fitha et al (2007) que relataram
que C. verticillaris submetida a poluicdo ambiental foi capaz de prodeacumular
altos teores do PRO, como resposta aos poluemesféricos, que também impediram
a sintese completa do FUM. Em outros estudos obges® um aumento da
concentracdo desses compostos ao nivel corticatlquesta espécie foi submetida a um
ambiente industrial petroquimico, ou a produtos ufetnrados dessa industria
(Villarouco, 2007).

Diante desses resultados pode-se concluir que a&guureia exogena ativa a
urease deC. verticillaris levando ao aumento do potencial alelopatico despacie e
que concentracdes elevadas de ureia como 10,0°grtinz a danos irreversiveis ao
liguen. Portanto, o uso indiscriminado de ureia @dertilizante torna-se um fator

preocupante, pois pode causar sérios problemascassistemas.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho foram sairsfat e responderam aos
objetivos de forma esclarecedora, na medida entiggram uma relacdo direta com as
hipoteses levantadas inicialmente. Foram desvesdaduos sitio-alvo de ag¢do dos
compostos alelopaticos @& verticillaris ao nivel estrutural, fisiolégico e bioquimico, e
como os fatores abidticos como radiacdo gama e agdpica através do suprimento

exdgeno de ureia podem alterar o metabolismo ligaén

Os resultados apresentados, em suma, levaram a @e&xd ganho progressivo
de pigmentos fotossintéticos, a perda da capacimaoguimica medida pela reacéao de
Hill, a qual situa a acdo dos compostos fendélieggéhicos no dominio agua-PSlI-
plastoquinonas. Essa observacdo foi adicionad&spstas obtidas pelas células de
L. sativa que demonstraram bastante sensibilidade aos aielaps, tendo seus
cloroplastos degradados, membranas destruidas seluilivs os tilacoides. Estas
disfuncbes celulares induziram alteracfes visimeixrescimento das plantulas como
necroses e consequente morte celular. As alteralg@membranas das organelas sem
davida estdo relacionadas a acumulacdo de EROs aividades relacionadas ao
estresse oxidativo, como visto através das mudadess atividades das enzimas
antioxidantesS. lycopersicurassim como o HC apresentam menor sensibilidadéa a¢

dos aleloquimicos.

A radiacdo gama e a adicao de ureia exdgena atelera resposta fisioldégica
em C. verticillaris como uma forma de defesa, induzindo alteragbesrodupao de
compostos alelopéticos, sendo os efeitos observa@osestimulo e inibicdo do
crescimento das plantulas-testessas acfes sdo dependentes dos aleloquimicos
presentes nos extratos e muitas delas sdo oriud€lagma acao sinergistica ou

antagonica.
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The possibilities for using phenolics, extracted from the lichen Cladonia verticillaris with different organic sol-
vents, as bioherbicides have herein been studied through observation of the ultrastructural changes produced
in Lactuca sativa seedlings. The different extracts mainly contain protocetraric and fumarprotocetraric acids
and very small amounts of atranorin. It has been observed that the roots of lettuce seedlings grow more rapidly
in the presence of the phenols than in their absence. This fact is supported by a minor number of lobes and less
indentation of the parenchymatous cells as well as a major appearance of active dictyosomes in their cytoplasm.
Nevertheless, seedling leaves developed in the presence of these extracts show drastic degenerative changes.
Intergranal lamellae of chloroplasts disappear whereas thylakoids are melted in amorphous masses. In some
cases, the number of dictyosomes increases in parenchymatous cells and mitochondria disorganize their internal
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membranes, though in a minor degree of that observed for chloroplasts.
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1. Introduction

The use of traditional herbicides, which diminishes the costs of
agricultural production, many times results in a negative environmental
impact. Probably, this is the main reason why no new herbicides with a
new target site have been commercialized in nearly 20 years (Dayan
et al., 2012). Thus, the study of plant allelochemicals is currently devel-
oped in the search of new natural herbicides in order to avoid the
ecological impact that the chemically-synthesized compounds produce
(Duke et al., 2002). For example, secondary metabolite extracts from the
leaves of Ailanthus altissima are powerful herbicidal and insecticidal
substances. They produce a strong inhibitory effect on seed germination
and plant growth of Medicago sativa (Tsao et al., 2002). A phytotoxin,
xanthinosin, has been isolated from Xanthium italicum. This sesquiter-
pene lactone significantly affects the growth of both Lactuca sativa and
Amaranthus mangistanum as well as impedes seed germination (Shao
et al., 2012). The phenolic compound 3,4-dihidroxy-acetophenone,
isolated from leachates of Picea schenkiana needles also inhibits germi-
nation and plant growth of lettuce, Cucumis sativus and Phaseolus
radiatus (Ruan et al,, 2011).

Under this point of view, lichens produce allelopathic phenolics that
could be used as natural herbicides. This idea is sustained on three

* Corresponding author. Fax: + 34 1 3945034.
E-mail address: cvicente@bio.ucm.es (C. Vicente).

http://dx.doi.org/10.1016/j.sajb.2015.02.002
0254-6299/© 2015 SAAB. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.

experimentally verified facts: 1. their allelopathic action against higher
plants; 2. their solubility in water, which facilitates their use as
phytosanitary compounds and 3. their biodegradability by soil microor-
ganisms, that impedes their accumulation in cultured soils.

Concerning the first point, Nieves et al. (2011) found that methano-
lic extracts of Everniastrum sorocheilum (Parmeliaceae), Usnea roccellina
(Parmeliaceae) and Cladonia confusa (Cladoniaceae) inhibit germina-
tion and root growth of Trifolium pratense. Lecanoric, barbatic and
gyrophoric acids behave as uncouplers of the photosynthetic electron
transport in isolated chloroplasts of tobacco and spinach (Endo et al.,
1998; Takahagi et al., 2006). (—)-Usnic acid inhibits the biosynthesis
of both chlorophylls and carotenoids by acting on the enzyme 4-
hydroxyphenyl pyruvate dioxigenase, inducing death of L. sativa
seedlings (Romagni et al., 2000) and raises the susceptibility of chloro-
phylls to photodegradation (Latkowska et al., 2006). The same com-
pound as well as its (4 ) enantiomer inhibit transpiration and water
photolysis of corn and sunflower seedlings (Lascéve and Gaugain,
1990; Vavasseur et al,, 1991; Legaz et al., 2004; Latkowska et al., 2006;
Lechowski et al., 2006).

Responses to germination and initial growth of L. sativa (lettuce)
subjected to organic extracts and purified compounds of C. verticillaris
were analyzed by Tigre et al. (2012). C. verticillaris extracts induce mod-
ifications of the size of leaf area and the length of seedling hypocotyl of
lettuce seedlings whereas root development occurred. During growth
experiments, seedlings exposed to ether or acetone extracts showed
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diminished hypocotyl and stimulated root growth, compared to the con-
trols. Increases of extract concentrations led to the formation of abnormal
seedlings. The main components of these extracts, fumarprotocetraric
and protocetraric acids (Fig. 1), induced at all the assayed concentrations
an increase of leaf area of lettuce seedlings, indicating a possible
bioherbicide potential of these acids. In contrast, hypocotyl and root
hyper-elongation was observed only in the presence of protocetraric acid.

Toledo et al. (2003) reported that the substances composing the phe-
nolic fraction of Lethariella canariensis, which were lixiviated by rainwa-
ter and deposited in the soil, disable the germination of cabbage, lettuce,
pepper and tomato seeds. On the other hand, it has been described that
lichen phenols retained by the soil can be used as a substrate for growth
of soil microorganisms, which use them as a carbon source, such as
usnic and perlatolic acids from Cladina stellaris (Stark and Hyvarinen,
2003). This biodegradability is an additional inducement to advance
and to insist on the study of the use of allelochemicals as bioherbicides,
since they would not accumulate irreversibly in the soils.

Concerning the second point (water solubility), Zagoskina et al.
(2013) found that water-soluble phenolics in the lichens Peltigera

aphthosa, Solorina crocea, Cetraria islandica, Flavocetraria nivalis,
Cladonia uncialis, and Cladonia arbuscula were represented by 7-12
phenolic compounds with similar qualitative composition in the species
of the same order. In addition, water solubility of lichen phenolics can be
enhanced after conjugation to sugars and amino acids (Nikolaev et al.,
2014), and polyamines (Fontaniella et al.,, 2001).

On the other hand, small organic molecules originating from above-
ground vegetation generally constitute an important C source for the
soil microbial community. Results obtained by Stark and Hyvdrinen
(2003) for soil microorganisms living under C. stellaris mats suggest
that the usnic and perlatolic acids that leach from the lichens form a
source for energy for the microbial community in the soil under the
lichen carpet. Both Mortierella isabellina (Kutney et al., 1978) and
Mucor globosus (Kutney et al., 1984) fungi isolated from soils produce,
respectively, hydrolysis or deacylation of usnic acid.

Since many of these lichen compounds inhibit growth, respiration and
photosynthesis of sensitive plants, these changes must be accompanied
by changes in the cellular ultrastructure that supports the above men-
tioned physiological functions, which constitutes the aim of this research.
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Fig. 1. Scheme showing chemical structure and proposed biosynthetic pathway of atranorin-derived depsidones in the lichen Cladonia verticillaris.
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2. Material and methods
2.1. Plant material

C. verticillaris (Raddi) Fr., an endemic lichen species of the Brazilian
littoral and of the tabuleiros of the interior of the north-east of Brazil,
was used throughout this work. Lichens grow on quartzarenic neosols
that have low content of organic matter, low capacity to retain water
and nutrients, low cation exchange capacity, low base saturation,
increased acidity with the depth, sandy texture, predominance of
kaolinite in the clay fraction and a fragile, physical structure (Pacheco
and Cantalice, 2011).

The samples were collected in the foothills of Serra da Prata, 20 km
to the north of the municipality of Saloa (8° 57" 5” S, 36° 43’ 22" W),
to 273 km from Recife, in an open field at 10 km east from the road PE
223. Thalli were harvested from a unique plot of 5 m?, continuously
exposed to sunshine without shade of any vegetation. We chose those
specimens that had developed seven whorls and stored them in paper
boxes at 20 °C 4 2 °C, in the dark, until required. All the samples were
collected from a unique environment to avoid changes in the concentra-
tion of bioactive compounds derived from the different soils or
exposure degrees.

The material was identified and the voucher specimen deposited in
the Herbarium UFP of the Department of Botany of Pernambuco's Federal
University, with the record number 52.299. Parmotrema dilatatum
(Vainio) Pulls, used for the extraction of protocetraric acid (PRO), was
collected at the same place, its record number being 39.893. Lettuce
seeds (L. sativa L.) var. Grand Rapids alpha, 99.9% of purity (lot 28371)
of Island PRO, Brazil, was acquired in commercial form.

2.2. Extraction of lichen substances

Dry lichen thalli were softened with distilled water for 5 min,
powdered in a Sorvall Omni-Mixer 17-106 (Dupont Instruments Corp.,
Salt Lake City, Utah, USA), and immediately submitted to extraction in
a device Soxhlet (Sobereign, VWR Co., Pennsylvania, USA) with pure
acetone (Fisher Scientific, Madrid, Spain) at 56 °C for 1 day. A total of
2 L of solvent were used to extract 150 g of lichen material. After the
extraction, acetonic solution was filtered through filter paper and evap-
orated to dryness in a concentrating SC250 Express speedvac (Thermo
Electron Corporation, Asheville, NC, United Kingdom). Dry acetonic
extract (AE) was re-suspended in the mobile phase used for HPLC
analysis or, alternatively, used in germination experiments as described
by Tigre et al. (2012). Solid lichen debris was new and successively
extracted with methanol (at 65 °C), chloroform (at 62 °C) and diethyl
ether (at 35 °C) in the same way, obtaining then methanolic (ME),
chloroformic (CE), and ether extracts (EE), respectively. The same
procedure was applied to extract lichen phenolics from lettuce roots.

2.3. Separation and quantification of lichen phenolics

The separation and quantification of the lichen phenolics were
carried out by RP-HPLC by using a Spectra Physics 8810 (Thermo
Electron Corporation, Asheville, NC, USA) liquid chromatograph
equipped with a SP 8810 pump, a Rheodine injector, a UV SP8490
detector and DateApex Clarity Lawsuit™ for Windows (DateApex Ltd.,
Praha, Czech Republic) program for obtaining and integrating informa-
tion. The different residues obtained by successive extractions were
dissolved in mobile phase to be injected. Analysis conditions were:
column, reverse phase (RP) Mediterranean sea C18 of Teknokroma,
S.CL, Spain; length, 120 mm; i.d., 4.6 mm; pd, 5 pm; pressure in column,
70 bar; mobile phase [acetonitrile]: [acetonitrile: 4% acetic acid in water
Mili-Q (80:20, v/v)] [70:30, v/v]; flux rate, 1.0 mL min~ ! isocratically;
injection volume: 20 pL; temperature: 22 °C + 0.1 °C; wavelength of
analysis: 254 nm; range of detector (absorbance units at full scale):
0.0005 units (Santiago et al., 2008).

Following the protocol of Santiago et al. (2008), the quantification of
atranorin and both fumarprotocetraric and protocetraric acids was
carried out by means of the interpolation of the response of the detector,
in area counts, in the calibrated, corresponding straight line. The above
mentioned line was constructed for each one of the lichen phenols,
calculating the relation between obtained area counts from increasing
concentrations of every phenolic acid (between 290 and 400 pg mL™!
for fumarprotocetraric acid, 10-500 pug mL™ "' for protocetraric acid
and 30-400 pg mL™"! for atranorin). Protocetraric acid was purified
from P. dilatatum thalli (Vain.) and fumarprotocetraric acid and
atranorin from C. verticillaris thallus in the Laboratory of Natural
Products of the Department of Biochemistry of Pernambuco's Federal
University, Recife, Brazil,

2.4. Bioassay of (pre-emergent) germination

The experiment was achieved in 9 cm in diameter sterilized Petri
dishes, lined in its bottom by two leaves of filter paper, and maintained
in a chamber by a photoperiod of 12 h, at 22 °C + 0.2 and relative
humidity of 75%. The filter paper was moistened with 6.0 mL,
2.5 mg mL™ !, of an aqueous solution of all the phenols extracted by
the different organic solvents (AE, ME, CE or EE). Once the solvent
evaporated in air flow, the filter papers were newly moistened with
6.0 mL of distilled water. As a control, dishes moistened with distilled
water were used. In every Petri dish, 50 seeds of L. sativa were deposited
on the filter paper with four replications. After 10 day germination,
roots and leaves were used for transmission microscopy analysis.

2.5. Transmission electron microscopy

Roots and leaves of L. sativa seedlings, 10 days old, growing in the
described conditions, were fixed in Milloning buffer, pH 7.3 (Milloning,
1961), containing 2.5% (v/v) glutaraldehyde and 16% (v/v) p-
formaldehyde during 6 h at 4 °C, washed with the same buffer and
post-fixed in a mixture of 1% (w/v) osmium tetroxide and 3% (w/v)
potassium ferricyanide (1:1 v/v) during 2 h. Later, tissues were
dehydrated in a series of aqueous acetone solutions from 30% to 100%
(v/v), by maintaining the samples immersed in those for 30 min. Finally,
the samples were absorbed in Epon-812 resin for 3 days at 70 °C. Ultra-
thin sections (600 A), obtained with an ultramicrotome OmU-2Reichert-
Jung (Wien, Austria), were examined with a transmission electron
microscope Jeol 1010 (Tokyo, Japan), according to Legaz et al. (2004).

2.6. Biometric measurements and statistical analysis

Forty lettuce seedlings 10 days old, growing in acetonic extract were
used for biometric measurements consisting of the main root length and
leaf area. Statistical analysis was performed using the multiple ANOVA
test followed by post hoc analysis with Tukey's honestly significant dif-
ference test. Differences were considered to be significant at P < 0.05.

3. Results
3.1. Lichen phenolics and plant growth

HPLC analysis of the different lichen extracts revealed that
fumarprotocetraric acid is the main component of the phenolic fraction
(52.2% of the total phenols) whereas atranorin accumulated in a very
low amount (2.8% of total phenolics). In the sequence of extraction of
lichen phenolics using acetone-methanol-chloroform-diethyl ether, ace-
tone extracted 71% of total protocetraric acid, 33.7% of fumarprotocetraric
acid and 10% total atranorin, whereas methanol extracted 14.7%, 31.8%
and 54.5% of these three compounds (Table 1). Anyway, both depsidones,
protocetraric and fumarprotocetraric acids, were always the main compo-
nents of the extracted mixtures.
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Seed germination and plant growth on different lichen extracts
resulted in an enhanced elongation of the main root and a restriction
of leaf area, as shown in Table 2. Since the acetone extract contained
about 50% of total phenolics extracted by successive treatments, the
uptake of these phenolics was assayed by HPLC in acetonic extracts of
lettuce roots. Plant tissue, after 10 days of plant growth, contained
0.206 mg of total phenolics, this is about 1.4% of total phenolics provided
to the seedlings. The main phenolic found in root tissues was
protocetraric acid (132.6 pg), the most polar compound in the mixture,
followed by fumarprotocetraric acid (72.6 pg). In other words, the
uptake of phenolics from the media seemed to be favored by the
polarity of the molecule. This inclines us to think that the enhanced
growth of the main root could be due to the action of protocetraric
acid although the occurrence of fumarprotocetraric acid in root tissues
was significant.

3.2. Changes of root ultrastructure produced by lichen acids

Fig. 2 shows a longitudinal cut of the apical end of a control lettuce
root in which its cylindrical form and the transparent calyptra (A) can
be appreciated. The apical end of the calyptra was composed of three
or four layers of cells of prismatic shape (B) and big nuclei
(C) whereas in the underlying cells, a great amount of perinuclear or
perivacuolar statoliths can be observed (D). The subapical parenchyma
was formed by multipolar cells, similar in shape to the pavement cells of
leaf epidermis, with numerous interdigitated-shaped lobes and a great
amount of indentations (E), typical of this zone of root tissue, as well
as epidermal cells, developing a high activity in the production of
auxin (Li et al,, 2011).

Logically, the same vision of parenchymatous cells with numerous
lobes and indentations was obtained in the cross sections of the root
(Fig. 3A), in which the central zone of the cell was occupied by an enor-
mous vacuole that displaced the ergastoplasm to a perimetral location
where clear storage bodies can be observed (Fig. 3B).

Germination of lettuce seeds in media that contain AE of
C. verticillaris (2.5 mg mL~') produced plants whose roots strongly
elongated showing diverse cellular alterations. The cells of the calyp-
tra were flattened, tending to compensate for their minor length
with a major width (Fig. 4A and D), whereas the submeristematic
cells drastically diminished their indentation pattern (Fig. 4B) and
retained well defined mitochondria (Fig. 4C). Many of the cells
were in an active process of cellular division and elongation
(Fig. 4D) and their endoplasmic reticulum was complicated and
wrapped, forming elliptical structures (Fig. 4E). A valuable number
of dictyosomes were also observed, Golgi's complexes with bladders
TGN (1 in Fig. 4F) perfectly differentiated, that break off from the
membranous complex and moved towards the cellular membrane
(2, in Fig. 4F) crossing it by inverse pinocytosis and going on to the
periplasmic space (3 in Fig. 4F), where they spilled their content of
hemicelluloses and pectins. This spillage of the vesicular content
would promote the enlargement of the cell wall for apposition and
intussusception of new materials of wall.

Table 2

Main root length and leaf area of lettuce seedlings grown for 10 days in 2.5 mg mL~"
acetonic extract. Values are the mean of 40 replicates 4 standard error. Different letters
indicate significant differences (P < 0.05).

Treatment Main root length (mm) Leaf area (mm?)
Control 36.28 +£2.89¢ 1649 + 1.74a
AE 77.82 £ 632a 1198 £ 1.44b
ME 5491 £ 491b 6.69 + 1.03 ¢
CE 56.24 +£5.27b 1279 £ 1.62b
EE 5541+ 4.93b 8.65 £+ 2.89 b,c

3.3. Ultrastructure of lettuce leaves

The capture of lichen phenols by the root and their transport towards
the leaves modified the pigment composition and the photosynthetic ca-
pacity of chloroplasts (Tigre, 2014). Thus, structural alterations of the
mesophyll could be expected. As was observed in Fig. 5, the leaves of
the control plants (without addition of lichen phenolics), possessed an
epidermis of well-differentiated cells and abundant spongy parenchyma,
typical of C3 plants, the cells of which showed chloroplasts peripherically
aligned in the limit of the cytoplasm, near the internal face of the cell
membrane (Fig. 5A, B and C). They possessed also abundant mitochon-
dria perfectly structured in mitochondrial cristae, and big vacuoles
(Fig. 5D). Chloroplasts showed a lenticular shape, with abundant grana
and intergrana lamellae (Fig. 5E), as well as numerous lipidic bodies,
very dense to the electrons (Fig. 5F).

Germination of the lettuce seeds and the seedling growth on media
containing lichen phenols reduced in a great manner the volume of
empty spaces in the spongy parenchyma, though it supported the
chloroplasts in their perimetral position (Fig. 6A). Nevertheless, the
ultrastructure of these chloroplasts presented significant differences
with regard to that of the plant control. Their grana were becoming de-
formed progressively (Fig. 6B), though it was not a generalized fact for
all of them, at least during the chosen time of plant growth (Fig. 6C).
The mitochondria progressively altered their structure of internal cris-
tae (Fig. 6C and E) and the grana of the most degenerate chloroplasts fi-
nally appeared as semidense bodies without the internal thylacoid
structure observed during the first phases of their structural changes
(Fig. 6D). These modifications were in agreement with the loss of their
photochemical activity, demonstrated by means of the study of the pho-
tochemical capacity of the PSII (data not shown).

Seedlings 10 days old growing on ME of C. verticillaris showed few
ultrastructural variations at root level with respect to variations
described for those that grew in acetonic extracts (Fig. 7). The parenchy-
matous cells possessed few lobes and scanty indentations (Fig. 7A), and
their endoplasmic reticulum showed a certain degree of disorganization
(Fig. 7B). In leaves, no significant alterations in many chloroplasts
occurred (Fig. 7C), though a minor number of grana was appreciated
in anyone of them (Fig. 7D).

In other cases, nevertheless, chloroplasts suffered an extreme disor-
ganization, with formation of big central, amorphous spaces that, after
increasing in size, displaced the residual grana towards the periphery
of the organelle (Fig. 7E). In some cases, lipidic globules very dense to

Table 1

Sequential extraction of phenolics from Cladonia verticillaris thalli with different organic solvents.
Extract €o? Protocetraric acid Fumarprotocetraric acid Atranorin Total

(ugmL™") (ngmL™") (ugmL™") (igmL™")

Acetone 0.56 22.10 4+ 2.31 1211 + 1.07 0.19 £ 0.02 3439
Methanol 0.95 4.55 4+ 0.51 11.26 £ 1.13 1.05 4+ 0.09 16.86
Chloroform 0.40 1.02 + 0.07 4.26 £+ 0.14 0.61 + 0.04 5.89
Diethyl ether 0.38 330 4+ 0.28 8.31 £ 0.55 0.09 + 0.01 11.7
Total 30.97 35.94 1.94 68.84

2 Eluotropic force coefficient.
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Fig. 2. Transmission electron micrographs of longitudinal sections of L. sativa roots from control seeds, germinated and grown in absence of phenols of C. verticillaris. A) Apical segment of
the root where the calyptra and both apical and subapical meristems can be appreciated. B) Magnification of the outer calyptra showing the two main types of cells that compose the organ,
the peripheral cells and the statocysts. C) Peripheral cells of the calyptra. D) Cells of the calyptra (statocysts) showing the starchy statolythes. E) Cells of the subapical parenchyma of the

root showing interfinger-shaped lobes and indentations.

the electrons appeared and packages of grana were broken off and
separated from their previous organized structure (Fig. 7G and I). In
the cytoplasm, a great central vacuole was formed and appeared well
defined mitochondria (Fig. 7F). In other cases, plasmodemata between
two neighboring cells appeared to be literally plugged by an amorphous
material (Fig. 7H).

Growth of lettuce seedlings on CE presents, as more notable
differences with regard to the already described above, the occurrence
of cisterns of the Golgi system in the cytoplasm (Fig. 8A), a highly folded
endoplasmic reticulum (Fig. 8B), disappearance of intergranal lamellae
in altered chloroplasts of spongy parenchyma (Fig. 8D) and, finally,
isolated packages of thylakoid membranes pushed towards the periph-
ery of the stroma by the development of an amorphous central body

(Fig. 8E), similar to that described for seedlings growing on ME. Howev-
er, the chloroplast ultrastructure was preserved in some spongy paren-
chymatous cells (Fig. 8C).

The loss of intergranal lamellae was also observed in plants growing
on phenolics extracted with diethyl ether (Fig. 9B), whereas the internal
structure of mitochondria remained unaffected (Fig. 9B and C). In a
more advanced degree of modification, the thylakoid packages were
fusing in an extensive accumulation of lipids without internal structure,
very dense to the electrons (Fig. 9C), reason for which these bodies
could not be interpreted as starch grains. Membranes of endoplasmic
reticulum suffered a rearrangement by acquiring a spiral form
(Fig. 9D), whereas occlusive cells and epidermis did not suffer notice-
able alterations (Fig. 9A).

Fig. 3. Transmission electron micrographs of cross sections of roots of L. sativa from seed control, germinated and grown in absence of phenols of C. verticillaris. A) Parenchymatous cells in
the subapical parenchyma of the root showing interfinger-shaped lobes and indentations. B) Magnification of the connection zone between two tracheary elements.
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Fig. 4. Transmission electron micrographs of cross sections of roots of L. sativa from seeds germinated and grown in the presence of C. verticillaris phenols (2.5 mg mL™") extracted with
acetone. A and B) Zone of the subapical parenchyma showing cells that have lost their ability to form lobes and indentations. C) Magnification of a root parenchymatous cell showing mi-
tochondria and part of the endoplasmic reticulum. D) Parenchymatous cell in division after losing its capacity of indentation. E) Detail of mitochondria and endoplasmic reticulum highly
folded in root parenchymatous cell. F) Detail of the peripheral cytoplasm showing a dictyosome and the sequence of traffic of the TGN vesicles towards the plasmatic membrane. Numbers
1, 2 and 3 indicate the sequence of pinocytosis towards the periplasmic space. G) Magnification of a cytoplasmic zone showing mitochondria.

4. Discussion

In a previous paper, Tigre et al. (2012) described that different
organic extracts from the lichen C. verticillaris accelerate root elongation
and diminish the leaf area of 10 day-old lettuce seedlings and that such
effects could be attributable to the presence of two depsidones,
protocetraric and fumarprotocetraric acids biosynthetically related, in

the different extracts. These facts have been confirmed herein (Table 2).

The extraction of lichen thalli has been carried out in a serial way
with acetone, methanol, chloroform and diethyl ether. In all cases, the
pair protoceraric/fumarprotocetraric acids are the main extracted

© 3.3pm

phenolics, as shown in Table 1. The first two treatments with acetone
and methanol extract about 75% of both compounds accumulated in
the lichen thalli. Nevertheless, the amount of atranorin extracted with
both solvents only represents about 1.8% of total extracted phenolics.
Thus, it seems to be probable that the effects of C. verticillaris phenols
in lettuce ultrastructure can be mainly due to the action of the
depsidone pair. Although many phenolics from higher plants, mainly
flavonoids, act as inhibitors of auxin transport, then inhibiting cell
elongation (Brown et al., 2014), many other phenolics, mainly those
derived from benzoic acid (Ferro et al.,, 2007) or those related to lignin
precursors and catabolites, act as auxin-like molecules (Zandonadi

~ bodies
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Fig. 5. Transmission electron micrographs of cross sections of leaves of L. sativa seedlings from control seeds, germinated and growing in absence of phenols of C. verticillaris. A) Epidermis
and spongy parenchyma. B) A different zone of the same tissue showing the peripheral disposition of chloroplasts. C) Magnification of two epidermal cells and some cells of the spongy
underlying parenchyma. D) Mitochondria and vacuoles of epidermal cells. E) Chloroplast of a cell from the palisade parenchyma. F) Magnification of the chloroplast, showing intergranal

lamellae, grana and lipidic bodies.
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Fig. 6. Transmission electron micrographs of cross sections of leaves of L. sativa seedlings from seeds germinated and grown in the presence of C. verticillaris phenols (2.5 mg mL™") ex-
tracted with acetone. A) Palisade parenchyma. B) Early deformation of chloroplasts of the palisade parenchymatous cells by action of C. verticillaris phenols absorbed by the root and
translocated up to the leaves. C) Magnification of a still not modified chloroplast and of mitochondria that have eliminated their internal combs. D) Altered chloroplasts in those who elim-
inate the intergranal membranes have been eliminated and the grana fuse to form amorphous lipidic bodies in the stroma of the chloroplast. E) Magnification of a degenerated chloroplast.

et al.,, 2010), directly or by inhibition of IAA-oxidases (Jansen et al.,
2014). In fact, many lichen phenolics exhibit antioxidant activities
(Kosani¢ et al., 2011). Fumarprotocetraric and protocetraric acids
show some structural analogy with phenylpropanoids and this must
be the basis of the increasing root elongation shown in Table 2. On the
other hand, the roots of lettuce not only increased in length after the
uptake of depsidones, but also increased their content in water and,
therefore, the turgor pressure of their cells, which would be translated
in higher elongation values. For these reasons, ultrastructural changes
that lettuce seedlings suffer when they grow in similar extracts,
containing both depsidones, have been searched in order to explain
the physiological changes mentioned above.

The accelerated growth of roots, shown in Table 2, can be related to
an increase of the cell volume that practically eliminates the lobes and
notably diminish the number of indentations of parenchymatous cells
of the root, mainly in the zone of the subapical meristem, for seedlings
growing in acetone extracts of C. verticillaris (compare Figs. 2 and 4).
These signs of active growth, derived from an increased swelling of
cells, are accompanied by a significant quantity of dictyosomes
(Fig. 3). Conserved mitochondria could maintain sufficient energy to
support a major rate of growth whereas the Golgi system would assure
a constant production of cell wall materials. The appearance of dictyo-
somes, with TGN vesicles loaded with polysaccharides that separate
Golgi's membrane systems and emigrate across the cytoplasm (Fig. 4C
and F) are in agreement with that described by Worden et al. (2012)
for the synthesis and deposition of new cell wall components. More
active mitochondria imply major energetic availability for accelerated
cell elongation. The TGN vesicles not only contain diverse hemicellu-
loses and pectins, but also molecules for signaling for the activation of

the cellulose synthase complexes, as described by Xiong et al. (2010)
for rice seedlings. On the other hand, the decrease in the leaf area,
described by Tigre et al. (2012), can be correlated directly to the role
of lichen phenolics as powerful inhibitors of chlorophyll biosynthesis
(Romagni et al., 2000) and of the photochemical activity of the photo-
system II (Takahagi et al., 2006), as well as chlorophyllase activators
(Bouaid and Vicente, 1998a), which would result in a significant loss
of the photosynthetic ability.

These effects are supported by experimental evidences derived from
studies about the internalization of lichen phenols into the xylem (Legaz
et al,, 1988; Bouaid and Vicente, 1998b), their transport towards the
leaves (Avalos et al., 1986; Bouaid and Vicente, 1998b) and their perme-
ation across the chloroplast membrane (Bouaid and Vicente, 1998c¢),
fundamentally achieved for epiphytic lichens on their phytophores.
However, quantitation of lichen phenolics in lettuce leaves has not
been achieved as yet due to the extreme complexity of leaf extracts.
Thus, it is necessary to develop new protocols for cleaning the samples
and for the separation of components.

In effect, lettuce seedlings grown for 10 days in acetonic extracts of
C. verticillaris, containing high amounts of both protocetraric and
fumarprotocetraric acids, show normal chloroplasts (Fig. 6A and
B) and some few ones in which the beginning of lamellar deformation
becomes visible (Fig. 6B) as well as a progressive melting of the grana
up to turning into a vesicular system slightly dense to the electrons
(Fig. 6D and E).

It is not easy to explain the effect of lichen phenols in the degradation
of the membrane chloroplastic systems, although it is significant that ME,
CE and EE cause some different effects on lettuce chloroplast ultrastruc-
ture (Figs. 7-9) perhaps because the amount of fumarprotocetraric acid
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Fig. 7. Cross sections of roots (A and B) and leaves (C to ) of L. sativa seedlings growing in methanolic extract of C. verticillaris (2.5 mg phenols mL™'). A) Parenchymatous, turgent cells of a
root showing loss of both lobes and indentations. B) Endoplasmic reticulum of the same cells. C) Cells of palisade leaf parenchyma showing intact, non-altered chloroplasts. D) Cells of
palisade leaf parenchyma showing grana-depleted chloroplasts. E) Highly modified chloroplast showing a great central body and residual grana displaced to the periphery of the organelle.
F) Epidermal cell showing the nucleus and numerous mitochondria. G) Highly degraded chloroplast from palisade parenchyma cell. H) A plasmodesmata connecting two neighboring cells
and occluded by unidentified material. I) Degaged thylakoids from grana of a degraded chloroplast.

in these extracts is higher than that found in AE but the above mentioned species (Pavithra et al., 2013). Many phenols of plants also behave as

phenols do not act as substrates of peroxidases (Liers et al., 2011), lipase inhibitors (Batubara et al., 2009). For all these reasons, it would
laccases (Laufer et al., 2006) or lipo-oxigenases (Beckett et al., 2013). be necessary to think of an interaction between phenols and membrane
On the contrary, lichen phenols have been described as powerful antiox- lipids that would produce the observed lamellar malformations rather

idants (Kranner and Birti¢, 2005) by acting as scavenger agents on ROS than in an activation of degradative enzyme systems.
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Fig. 8. Cross sections of leaves of L. sativa seedlings growing in chloroformic extract of C. verticillaris (2.5 mg phenols mL™!). A) Palisade parenchymatous cell showing active dictyosome
showing active dictyosome, mitochondria and a degraded chloroplast. B) Endoplasmic reticulum of the same cells. C) Cells of spongy leaf parenchyma showing intact, non-altered chlo-

roplasts. D) Cells of palisade leaf parenchyma showing normal, unmodified chloroplasts as well as a chloroplast without intergranal lamellae. E) Highly modified chloroplast showing a
great central body and residual grana displaced to the periphery of the organelle.
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Fig. 9. Cross sections of leaves of L. sativa seedlings grown in diethyl ether extract of C. verticillaris (2.5 mg phenols mL~ ). A) Leaf epidermis showing the guard cells of a stomata. B) Cells of
palisade leaf parenchyma showing mitochondria chloroplasts without intergranal lamellae. C) Highly modified chloroplast showing several mitochondria and chloroplasts with melted
thylakoids forming electron-dense, amorphous bodies. D) Palisade parenchymatous cell showing spiral-arranged endoplasmic reticulum.
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5. Conclusions

The depsidone pair composed of protocetraric and fumarprotocetraric
acids causes changes in the ultrastructure of both roots and leaves of
lettuce seedlings. Whereas these phenolics accelerate the growth in
length of roots, which is accompanied by cell division, an increase of the
volume of cells and in the number of active dictyosomes, they strongly
altered and degraded chloroplast ultrastructure of both spongy and
palisade leaf parenchyma. This implies that C. verticillaris depsidones
can be considered as potential and powerful bioherbicides.
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