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RESUMO

Nanoemulsdes sdo sistemas de emulsdes formados por dois liquidos imisciveis e
emulsificantes. Elas formam dispersdes estaveis, o que facilita a dispersdo e, por
conseguinte, absor¢do e atividade biol6gica do composto. Aliar a nanotecnologia aos
conceitos da alelopatia, com a finalidade de testar a eficiéncia dos metabdlitos
secundarios, pode contribuir de forma promissora para um manejo sustentavel na
agricultura. O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial alelopatico do 6leo essencial
de Rosmarinus officinalis L. (Alecrim) e 6leo-resina de Copaifera spp. (Copaiba), sob a
forma de nanoemulsdes. Essas foram produzidas na concentracdo de 5% dos 6leos de
Alecrim e Copaiba e, posteriormente, diluidas com agua destilada a 5, 7 e 10 mg/mL.
Foram avaliadas a germinacdo, crescimento inicial, e a atividade enzimatica das
sementes da espécie Lactuca sativa (Alface). O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado e para cada tratamento foram feitas 5 repeti¢fes. Os dados de
germinacdo e de crescimento foram comparados pelo teste de variancia (ANOVA),
seguido pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os resultados demonstraram que as
nanoemulsdes do Oleo essencial de alecrim apresentaram influéncia alelopatica negativa
na porcentagem de germinacdo (%G), indice de velocidade de germinacdo (IVG),
tempo médio de germinacdo (TMG), comprimento da folha, comprimento da raiz e
reducdo na atividade da enzima peroxidase. O aumento da concentracdo proporcionou
resultados mais pronunciados nas variaveis analisadas. 1sso se deve a atuacdo especifica
de seus principais constituintes quimicos ou, possivelmente, pela interacdo entre eles. O
monoterpeno 1,8 cineol é relatado como um potente inibidor e aparece como
constituinte majoritario do 6leo essencial de alecrim. As nanoemuls6es do 6leo resina
de copaiba demonstraram influéncia positiva em alguns atributos avaliados. Ndo houve
atividade na %G, comprimento da parte aérea e atividade enzimatica. As menores
concentracdes das nanoemulsdes do 6leo de copaiba utilizadas neste estudo (5 e 7
mg/mL), apresentaram acdo alelopatica estimulante no crescimento da raiz. A ndo
interferéncia alelopéatica na %G pode ser atribuida a estrutura quimica do sesquiterpeno
cariofileno, composto encontrado em maior quantidade no dleo de copaiba. Tais
resultados indicam que a atividade alelopatica esta relacionada a constituicéo e estrutura

dos componentes quimicos, bem como de sua concentragao.

Palavras-chave: Rosmarinus officinalis e Copaifera spp e Estresse oxidativo e

Enzimas.



ABSTRACT

Allelopathy is defined as the ability of plants to produce chemical compounds that,
when released into the environment, can influence, positively or negatively, other
plants. Essential oils are secondary metabolites obtained from different parts of the
plant, containing volatile compounds that may be associated with biological effects. The
objective of this study was to evaluate the allelopathic potential of the essential oil of
Rosmarinus officinalis L. (Rosemary) and oil-resin of Copaifera spp. (Copaiba), in the
form of nanoemulsions, since the efficiency of the compounds can be improved. The
nanoemulsions were produced with a concentration of 5% of the oils of Rosemary and
Copaiba and, later, diluted with distilled water to 5, 7 and 10 mg / mL. Germination,
initial growth, and enzymatic activity of the seeds of the species Lactuca sativa
(Lettuce) were evaluated. The experimental design was completely randomized and for
each treatment, 5 replications were made. The germination and growth data were
compared by analysis of variance (ANOVA), followed by the Tukey test at 5%
probability. The results showed that the rosemary essential oil nanoemulsions had a
negative allelopathic influence on the germination percentage (% G), germination speed
index (GSI), mean germination time (MGT), leaf length, root length and decrease in the
activity of the enzyme peroxidase. The increase in concentration led to more
pronounced results in the analyzed variables. Such effects are due to the specific action
of their main chemical constituents or, possibly, by the interaction between them. The
monoterpene 1,8-cineole is reported as a potent inhibitor and appears as the major
constituent of the rosemary essential oil. The nanoemulsions of Copaiba oil-resin
showed a positive influence on some evaluated attributes. There was no influence on
%G, shoot length and enzyme activity. The lowest concentrations of the copaiba oil
nanoemulsions used in this study (5 and 7 mg / mL) showed stimulatory allelopathic
effect on root growth. The non-allelopathic influence on the %G can be attributed to the
chemical structure of the sesquiterpene caryophyllene, a compound found in greater
guantity in the copaiba oil. These results indicate that the allelopathic influence is
related to the constitution and structure of the chemical components, as well as their

concentration.

Key words: Rosmarinus officinalis @ Copaifera spp ® Oxidative stress ® Enzymes.
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1. INTRODUCAO GERAL

A nanotecnologia é uma ciéncia emergente com grandes variedades de aplicacfes, em
diversos setores industriais e de consumo, pode oferecer um desempenho melhorado,
reduzir o uso de substancias quimicas perigosas, 0 consumo de energia e materiais e a
geragcdo de residuos (SOM et al, 2010). Sua aplicacdo na agricultura é recente se
comparada a area farmacéutica e de cosméticos. No entanto, estd sendo considerada
como uma revolucdo no setor, com investimentos de bilhdes de délares (CHAU et al.,
2007).

A aplicacdo da nanotecnologia para producdo de nanoemuls@es através da utilizacéo de
bioativos naturais, como por exemplo, os 6leos essenciais, pode ser promissora para a
agricultura. Aliar essa tecnologia com 0s conhecimentos provenientes dos conceitos
alelopéticos, que trata a interacdo positiva ou negativa entre plantas vizinhas (RICE,
1984; IMATOMI et al., 2015), poderia contribuir para a descoberta de componentes
quimicos que atuariam como herbicidas naturais. Inclusive, o dleo essencial de plantas
aplicado em sementes de diversas espécies agricolas vem sendo pesquisado pelo seu
possivel uso como inseticida, bactericida, fungicida e bioerbicida (MIRANDA et al.,
2015).

Os 6leos essenciais sdo metabolitos secundarios obtidos de diversas partes da planta,
eles contém compostos volateis que podem estar associados aos efeitos bioldgicos. Sdo
constituidos por muitas substancias quimicas pertencentes a classe dos terpendides e
fenilpropandides. Sua acdo alelopética pode afetar a fisiologia da planta e a composicédo
e quantidade de enzimas especificas, influenciando nos estagios de desenvolvimento e
crescimento (SILVA et al., 2009; SIANI, 2000; DUKE et al., 2000). Eles possuem
natureza lipofilica e hidrofébica, o que dificulta sua dispersdo em produtos a base de
agua (DONSI et al, 2012). Uma alternativa viavel de uso é sob a forma de nanoemulséo,
a pequena dimenséo da goticula é vantajosa, porque pode melhorar a atividade bioldgica
do composto, por aumentar a superficie de contato facilitando a absorcdo (SOLE et al,
2012; YUKUYAMA et al., 2015; AHMAD. et al., 2014).

A espécie Rosmarinus officinalis L. (Lamiaceae) e plantas do género Copaifera spp
(Fabaceae), sdo conhecidas popularmente como plantas medicinais e produtoras de
Oleos-essenciais e Oleo-resina, que apresentam atividades bioldgicas, pois possuem em

sua composicdo componentes quimicos com principios terapéuticos, aromatizantes,
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bactericidas, fungicidas, anti-inflamatérios e analgésicos (MELO et al., 2011;
SANTOS, et al., 2013, BORGES, et al. 2017). Plantas com essas caracteristicas, vém
despertando interesse por suas potencialidades alelopéticas, pois segundo SOUZA
(2005), os constituintes quimicos presentes no 6leo, responsaveis pelas propriedades

medicinais, tém também capacidade de influenciar o crescimento de outros vegetais.

Diante disso, objetiva-se neste estudo trabalhar como o 6leo de alecrim e copaiba na
forma de nanoemulsdo, para testar seus efeitos biologicos sobre sementes de alface,

analisando-se a germinacdo, o crescimento inicial e a atividade enzimatica.

2. OBJETIVO GERAL

Verificar o possivel potencial alelopatico das nanoemulsdes do Gleo essencial de

Rosmarinus officinalis L. e dleo resina de Copaifera spp. em diferentes concentracoes.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Identificar os principais constituintes quimicos presentes em nanoemulsées de 6leo

essencial de Rosmarinus officinalis L. e 6leo resina de Copaifera spp.

- Investigar os possiveis efeitos alelopaticos das nanoemulsGes sobre a germinacéo,

crescimento inicial e atividade enzimatica em sementes de alface.

4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 NANOEMULSOES

A nanotecnologia caracteriza-se por uma abordagem multidisciplinar e envolve a
criacdo e utilizacdo de diferentes propor¢bes nanométricas de sistemas. Tém grande
diversidade de aplicagdes, como na industria de cosmeéticos, medicamentos, pesticida e
industria alimentar (DE VILLIERS et al. 2009; PATEL E VELIKOV 2011). E uma
tecnologia revolucionaria, porque melhora a lucratividade e oferece reducdo no
consumo de substancias quimicas perigosas, energia, materiais e geracdo de residuos
(SOM, C. et al, 2010).
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A aplicacdo da nanotecnologia na agricultura € recente se comparada a area
farmacéutica e de cosméticos. No entanto, esta sendo considerada como uma revolugéo

no setor, com investimentos de bilhdes de dolares (CHAU et al., 2007).

Emulsdo consiste em um sistema termodinamicamente instavel, formado por dois
liquidos imisciveis (dgua e 6leo), sendo um disperso no outro, sob a forma de pequenas
goticulas. Existem dois tipos de emulséo: do tipo agua em 06leo (A/O), onde a 4gua é a
fase dispersa e o 6leo é a fase continua ou do tipo 6leo em agua (O/A), na qual o 6leo é
a fase dispersa e a agua € a fase continua (YUKUYAMA et al. 2015). As emulsdes sdo

usualmente divididas em trés grupos: microemulsdes, macroemulsdes e nanoemulsodes.

As microemulsdes sdo sistemas termodinamicamente estaveis e formam goticulas com
didmetro médio de aproximadamente 10 nm. As macroemulsdes sdo sistemas instaveis
termodinamicamente ¢ o tamanho de sua goticula estda entre 0,5 at¢é 100 um

(FORGIARINI et al., 2000).

Nanoemulsdes sdo sistemas de emulsGes, que formam dispersdes estaveis, cujo tamanho
da gota esté entre 20 a 200 nm, o que facilita a dispersdo e, por conseguinte, absorcao e
atividade bioldgica do composto. Esse diminuto tamanho permite que a mistura ndo
sofra os efeitos gravitacionais, apresentando elevada estabilidade cinética (TRADOS et
al., 2004; NEMEN & LEMOS-SENA, 2011; MCCLEMENTS 2012). Nanoemulsdes
tipo 6leo em &gua tem sido investigado ha muito tempo, enquanto as do tipo agua em
6leo, existem poucos estudos (ANTONIETTI & LANDFESTER, 2002; CHIESA et al.,
2008).

Diversos bioativos naturais, encontrados em pesquisas com plantas, sdo compostos
instaveis que podem sofrer reacOes, perdendo a eficacia ou até mesmo serem
degradados. Diante disso, novas tecnologias vém sendo propostas para melhorar o
desempenho dos produtos. As nanoemulsdes aparecem neste cenario devido a sua
capacidade de veicular substancias lipofilicas em um sistema disperso aquoso, sendo
um meio de transporte mais eficiente que as macroemulsdes, pois apresentam tamanho
reduzido e isto promove um aumento da superficie de contato com as membranas
bioldgicas (BEDIN, 2011).
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4.2 ALELOPATIA
4.2.1 DEFINICAO

Em 1937, o pesquisador alemdo Hans Molisch criou o termo “alelopatia”, o qual deriva
de duas palavras gregas allélon (mutuo) e pathos (prejuizo). O fendmeno é conhecido
como a capacidade que as plantas possuem de liberar no ambiente componentes
bioquimicos capazes de favorecer ou prejudicar 0 metabolismo de outras plantas,
incluindo microrganismos (RICE, 1984). Apesar deste termo ter sido estabelecido
apenas em 1937, desde a antiguidade filésofos j& preconizavam que as plantas sdo
capazes de interferir no desenvolvimento e crescimento de outras. Ha registros
histéricos dos primeiros relatos sobre alelopatia que datam de 300 a.c, no qual
Teofrasto, filésofo grego discipulo de Aristoteles, observou que determinadas espécies
de vegetais influenciavam no desenvolvimento de outras plantas (YUNES &
CALIXTO, 2001; WEIR & VIVANCO, 2004).

Com o passar dos anos a alelopatia vem sendo redefinida. Segundo Taiz e Zeiger (2009)
ela é definida como um fenbmeno quimico ecoldégico no qual espécies vegetais
produzem metabolitos secundarios, cuja liberacdo interfere na germinacdo e no
desenvolvimento de outras plantas vizinhas, proporcionando maior adaptacdo evolutiva.
Num conceito mais amplo, a Sociedade Internacional de Alelopatia define como a
ciéncia que estuda processos que envolvam metabdlitos secundarios liberados pelas
plantas, algas, bactérias e fungos que influenciam no crescimento e desenvolvimento de
sistemas bioldgicos, sendo esta influéncia positiva e/ou negativa, entre microrganismos,
entre microrganismos e plantas, entre plantas cultivadas, entre plantas daninhas e entre
plantas daninhas e cultivadas (RICE, 1984; MACIAS et al., 2000; ALLEM, 2010).

Os primeiros a desenvolverem pesquisas sobre alelopatia no Brasil foram Coutinho e
Hashimoto em 1971, eles observaram o efeito inibitério dos extratos aquosos de folhas
da espécie Calea cuneifolia em sementes de tomate (OLIVEIRA, 2014). A partir desses
experimentos pioneiros, muitos estudos foram desenvolvidos. Atualmente, ja sdo
conhecidas algumas alteragdes fisiologicas influenciadas por compostos alelopaticos,
como por exemplo: alteracbes na atividade enzimatica (SILVA et al., 2016),
peroxidacdo lipidica (XIA et al. 2017), inibigcdo do transporte de elétrons na respiragéo e
fotossintese (ABRAHIM et al., 2000) e a influéncia na viabilidade celular (ZHI-
QIANG, 2015).
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Segundo Rice (1984), o fenbmeno da alelopatia é contrario ao da competicdo. Na
alelopatia ocorre a incorporagdo de componentes quimicos no ambiente e na competicéo
a absorcéo de elementos abioticos como gés carbénico, dgua, luz e nutrientes (Figura 1).

Interferéncia das plantas
COMPETICAO ALELOPATIA
Luz
Umidade do Solo Folha

Nutriente

Figura 1. Diagrama do mecanismo de interferéncia das plantas (competicdo e

alelopatia).
Fonte Adaptado de Chou (2016).

Os compostos quimicos liberados pelas plantas que interferem em outros organismos
das comunidades sdo denominados: substancias alelopaticas, fitotoxinas, alelogquimicos
ou produtos secundarios (PIRES & OLIVEIRA, 2011).

4.2.2 ALELOPATIA NA AGRICULTURA

Os agrotoxicos sdo produtos utilizados nas plantacGes para o controle de pragas,
doencas e plantas daninhas. Apesar de serem eficientes, sua acdo sobre 0s organismos
ndo-alvo, a contaminacdo de aguas superficiais e subterraneas, os residuos deixados nos
alimentos e a emergéncia de populacdes de pragas resistentes, tém motivado o
desenvolvimento de meios alternativos de controle (MELO & AZEVEDO, 1998).
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Para os agricultores uma das grandes preocupacdes atuais sao as plantas daninhas, pois
causam maiores prejuizos a agricultura do que as pragas e as doencas. Elas competem
com a cultura por agua, luz, nutrientes e espaco fisico, afetando o rendimento da
producdo e reduzindo o valor comercial (PITELLI, 1987; OLIVEIRA, 2010;
VASCONCELOQOS, 2012). Associado a isto, os herbicidas sintéticos tém apresentado
atuacdo cada vez menos efetiva contra as espécies invasoras, devido a selecdo de

organismos resistentes a esses produtos (GELMINI et al., 2001).

Portanto, para o controle eficaz de plantas daninhas, em substituicdo ao uso de
herbicidas, alternativas de manejo ambientalmente sustentaveis tém sido amplamente
valorizadas (BARBOSA et al., 2018). Como uma alternativa promissora tem se
destacado a alelopatia (SARTOR et al., 2009).

De acordo com OLIVEIRA (2010), na natureza podem ser encontrados inimeros
compostos quimicos, produzidos por plantas ou microrganismos, com capacidade para
uso no combate a endemias na agricultura, prevenindo ou eliminando a contaminacao
do ambiente, conservando 0s recursos naturais e promovendo a oferta de produtos

agricolas livres de residuos contaminantes e consequentemente com melhor qualidade.

Com a perspectiva de encontrar medidas de controle menos nocivas, as plantas
tornaram-se alvo de pesquisas, pois aquelas que possuem compostos com atividade
inibitdria, tém potencial para serem utilizadas como herbicidas naturais, atuando sobre
plantas daninhas e sendo indicativas para a descoberta de hovos compostos com acao
fitotoxica. Contribuindo assim para melhorar a produtividade e permanéncia sadia dos
cultivares, tornando o0 meio ambiente mais equilibrado (PERES et al. 2004; MAIRESSE
et al, 2007).

A influéncia de uma planta sobre a outra, pode acontecer diretamente, quando o
aleloguimico se liga as membranas da planta receptora ou penetra nas células, agindo
sobre seu metabolismo; e indiretamente, pela transformacéo do aleloquimico no solo ou
pela acdo de microrganismos. Tais compostos podem levar ao surgimento de plantulas
anormais, sendo que a necrose da radicula é um dos sintomas mais comum (FERREIRA
& AQUILA, 2000; FERREIRA & BORGHETTI, 2004).

Pesquisas com alelopatia contribuem para descoberta de metaboélitos com funcgéo
herbicida, fungicida e farmacoldgica, que aplicados na agricultura, podem prevenir a
poluicdo (DEZOTTI et al., 2002). Apropriando-se do conhecimento sobre a
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interferéncia alelopatica, alguns agricultores utilizam desta propriedade como estratégia
alternativa para a producdo sustentavel de alimentos, através do consércio com espécies
cultivadas, que além de prevenir o crescimento de espécies invasoras, também pode

impedir o aparecimento de vermes no solo (SCHIEDECK, 2008).

Na natureza os aleloquimicos de determinada espécie podem interferir na germinacao e
crescimento inicial de plantas vizinhas, de forma benéfica ou prejudicial, influenciados
pelo tipo, grupo funcional, propriedade quimica e concentracdo no meio de sua atuacao
(GOLDFARB et al., 2009). A estimulacdo do desenvolvimento das plantas € um
exemplo de atuacdo positiva que pode ser utilizado na agricultura. Por exemplo, a
aplicacdo do extrato aquoso de falso-boldo (Coleus barbatus B.) em sementes de alface
germinadas, estimula o crescimento da parte aérea (BACH & SILVA, 2010). O dleo
essencial de eucalipto € um estimulo ao crescimento de mudas de sua espécie
(STEFFEN et al., 2010).

Da mesma forma que os efeitos positivos sdo interessantes para agricultura; os
negativos também podem ser aplicados para diminuir os prejuizos provocados por
insetos, doengas e, principalmente de plantas daninhas. Na bibliografia existem varios
trabalhos que demonstram esta interferéncia, como por exemplo, o éleo essencial
extraido do rizoma da espécie Hedychium coronarium (lirio-do-brejo) que apresentou
efeito inibitoério sobre sementes de alface, reduzindo a germinacdo e indice de
velocidade de germinacdo (MIRANDA, et al., 2015). Em estudo desenvolvido por
ROSADO (2009), o 6leo essencial de manjericdo também demonstrou acéo inibitoria
em sementes de alface, provocando decréscimo na porcentagem de germinacao,
velocidade de germinacdo e comprimento da raiz. SOUZA-FILHO et al. (2009),
trabalhando com oleo essencial de pimenta-longa e oriza sobre as invasoras malicia e
mata-pasto, observaram acdo inibitéria da pimenta longa superior ao da oriza,
influenciada pelo aumento da concentracdo do 6leo, sendo a espécie malicia a mais

sensivel aos aleloquimicos.

De acordo com FERREIRA & AQUILA (2000), todas as plantas produzem metabélitos
secundarios, variando sua quantidade e qualidade de acordo com a espécie e também
pelas interferéncias ambientais e de cultivo, no qual as plantas estdo expostas. O estudo
da alelopatia e a descoberta de espécies que possuam moléculas bioativas é de grande
importancia para a agricultura, no controle de plantas daninhas e como forma de manejo

mais adequado (CARVALHO et al, 1996). Dos compostos alelopaticos utilizados na
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agricultura, os bioerbicidas ganham destaque, pois favorecem a agricultura sustentavel
(SOUZA-FILHO et al., 20086)

O entendimento de como os compostos alelopaticos atuam, pode ser promissor para a
descoberta de fitotoxinas naturais, produzidas por plantas ou microrganismos, com
capacidade para serem utilizadas como herbicidas naturais especificos e menos
prejudiciais ao ambiente (MACIAS et al., 1998).

Segundo VENDRAMIM (2000), os compostos naturais extraidos das plantas sdo uma
alternativa sustentavel para o controle de pragas, visto que Sdo renovaveis,
biodegradaveis, considerados produtos organicos, o desenvolvimento de resisténcia por
insetos a estes compostos é lento, ndo deixam residuos nos alimentos, possuem baixo

custo e sdo seguros, sendo acessivel aos pequenos produtores.

Diante disso, € notavel que estudos experimentais com alelopatia contribuem para
percepcao da dindmica entre as espécies vegetais e para um melhor entendimento e uso
como forma de manejo alternativo de culturas (SOUZA-FILHO et al. 2010). Nas
ultimas décadas, muitos estudos vém sendo desenvolvidos com o objetivo de identificar
substancias que possuam capacidade de utilizacdo na agricultura como herbicidas
naturais, reduzindo assim a utilizacdo de defensivos quimicos e minimizando os danos
ao meio ambiente (DUKE et al. 2002; GOLDFARB et al., 2009).

4.3 METABOLITOS SECUNDARIOS

Os metabdlitos secundarios ndo se assemelham aos primarios. Eles sdo especificos,
estdo presentes em todas as espécies vegetais, atraem polinizadores e atuam na defesa
contra herbivoros (FERREIRA E AQUILA, 2000; TAIZ E ZEIGER, 2009). Podem ser
produzidos em diversas partes da planta, como rizomas, flores, gemas, frutos, folhas,
caules aéreos, sementes e raizes (PUTNAM, 1985). No entanto, sS40 mais expressivos
em folhas e raizes (WESTON, 1996). Durante a evolucdo das plantas, tais compostos
possibilitaram algum beneficio contra a acdo de diferentes microrganismos, insetos,
virus e outros organismos prejudiciais, garantido o desenvolvimento e crescimento da
planta (WALLER, 1999).

Os aleloguimicos sdo provenientes do metabolismo secundario das plantas e também

sdo chamados de metabdlitos secundarios. Esses compostos sdo encontrados em
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diversas partes da planta e distribuidos em concentracdes variadas durante o seu ciclo de
vida. Quando liberados em quantidades suficientes provocam efeitos alelopaticos que
podem ser observados na germinagdo, no crescimento e/ou no desenvolvimento de
plantas j& estabelecidas e, ainda, no desenvolvimento de microorganismos
(CARVALHO, 1993).

Plantas que estdo proximas competem por recursos do meio, como nutrientes, agua e
luz. Dessa forma, € mais comum que essa interacdo seja negativa e a emergéncia e o
crescimento de uma ou de ambas sejam prejudicados (PIRES e OLIVEIRA, 2011).
Entretanto, determinada fitotoxina pode apresentar diferentes efeitos, que serdo
influenciados pelo tipo, grupo funcional, propriedade quimica e concentra¢cdo no meio
que esta agindo (BARBOSA et. al. 2005).

A influéncia dos aleloquimicos é complexa, podendo ocorrer seletividade entre a acao
do componente aleloquimico e a resposta da planta. Classes de quimicos como
compostos fendlicos, terpendides, alcaldides, esteroides, aminoacidos e hidratos de
carbono, podem atuar mutuamente e alcancar uma resposta alelopatica maior do que
agindo individualmente (FERGUSON et al., 2013).

Os aleloquimicos estdo relacionados com varios efeitos nas plantas. Sua interferéncia
resulta no atraso ou inibicdo completa da germinacdo de sementes, paralisacdo do
crescimento, ataque ao sistema radicular, murcha, clorose e morte das plantas
(CORREIA, 2002). Entretanto, compostos que sdo tdxicos para algumas espécies de

plantas, podem ndo ser para outras (RICE, 1984).

Os compostos alelopaticos interferem na fisiologia da planta, pois essas fitotoxinas
podem prejudicar fungdes distintas, incluindo diviséo celular (SANCHES et al., 2008),
inibicdo do transporte de elétrons na respiracdo e fotossintese (ABRAHIM et al. 2000),
assim como modificacbes na atividade enzimatica (SILVA et al., 2016). Alem, de

originar efeitos colaterais indistinguiveis dos principais (Figura 2).
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Figura 2: Atuacdo dos componentes alelopaticos nos principais mecanismos fisiol6gicos
dos vegetais. Fonte: Goldfarb (2009).
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Mesmo depois da morte da planta, os aleloquimicos se mantém nos tecidos vegetais.
Essas substancias sdo liberadas pela planta ou de partes dela no meio por volatilizacao,
se forem substéncias volateis; lixiviagdo ou decomposicdo de residuos e exsudagdo
radicular, por meio de orvalho e chuva (quando sollveis em agua), deslocando-se no
solo e, na concentracdo adequada interferindo no desenvolvimento de outras plantas
(RICE, 1984; ALMEIDA, 1991; ALMEIDA et al. 2008).

De acordo com Miller (1996) a interferéncia alelopatica pode ocorrer de duas formas.
Uma delas, é a autotoxicidade, cuja liberacdo de componentes fitotdxicos ira interferir
no crescimento e desenvolvimento de plantas pertencentes a mesma espécie. A outra, é
a heterotoxicidade, no qual fitotoxinas sdo exsudadas das raizes ou liberadas pela
decomposicéo de residuos de uma espécie vegetal e afetard a germinacéo e crescimento
de outra planta (ALMEIDA et al., 2008).

Segundo ALMEIDA (1998), a alelopatia é influenciada também por fatores externos
como condicdes climaticas, tipos de solos, interacdo e transformacdo dos compostos

alelopaticos. Varios aleloquimicos apenas atuam na presenca de outros, numa relacdo de
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sinergismo, sendo necessario uma concentracdo apropriada para ocorréncia dos efeitos

alelopaéticos.

Pesquisas envolvendo os conceitos alelopaticos avaliam a acdo de varios extratos e
metabdlitos secundéarios bioativos, retirados de material vegetal (IMATOMI et al.,
2013b). Muitos métodos podem ser aplicados na identificacdo de compostos
alelopaticos e, varios em laboratério. Os testes sdo realizados com a obtencdo de
extratos de plantas, por meio do emprego de solventes organicos, como o etanol,

metanol ou acetato de etila, e a 4gua (VIDAL, 2010).

Os compostos secundarios, incluindo os 6leos essenciais, séo normalmente classificados
de acordo com a sua rota de biossintese (HARBONE, 1999). Frequentemente
apresentam estrutura complexa, baixo peso molecular, notaveis atividades bioldgicas e,
diferentemente dos metabdlitos primarios, aparecem em baixas concentracdes e em
grupos de plantas especificos (BERG; LUBERT, 2008). Podem ser divididos
qguimicamente em trés grupos distintos: terpenos, compostos fendlicos e alcaldides
(TAIZ & ZEIGER, 2009).

De acordo com SANTOS et al. (2004) os terpendides ou terpenos sdo a maior classe de
metabolitos secundarios encontrados nas plantas, geralmente sdo insollveis em agua e
biossintetizados a partir do Acetil-Coa ou de intermediarios glicoliticos, através da
justaposicdo de isopentenilpirofosfato. Esse da origem a todos os terpenos:
monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C10), triterpenos (C30) e
tetraterpenos (C40) (CROTEAU et al., 2000; TAIZ & ZEIGER, 2009).

Os compostos fenolicos sdo essenciais para o crescimento e reproducédo das plantas, eles
geralmente sdo formados quando ocorrem situagOes de estresse como ferimentos,
infeccdo, radiacdo UV e outros (NACZK & SHAHIDI, 2004). Quimicamente, possuem
anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos (LEE et al. 2005). S&o
usualmente encontrados em plantas e possuem diversos fitoquimicos derivados de
fenilalalina e tirosina, podem desempenhar fungdo de agente antipatogénico e contribuir
na pigmentacdo. H4, aproximadamente cinco mil fenois, dos quais, destacam-se 0s
flavonoides, acidos fenolicos, fendis simples, cumarinas, taninos, ligninas e tocoferois
(SHAHIDI & NACZK, 1995).

Os alcaldides sdo compostos nitrogenados que normalmente possuem um anel de

estrutura varidvel com um estado de oxidacdo negativa. Sua grande maioria possui



23

carater alcalino, uma vez que contém o grupamento amina, que os conferem carater
basico (HENRIQUES et al., 2003). Geralmente sdo provenientes do metabolismo dos
aminoéacidos alifaticos (ornitina e lisina) e dos aminoacidos aromaticos (fenilalanina,
triptofano e tirosina). Conferem a planta protecdo por serem toxicos. Entretanto, podem
atuar como reserva de nitrogénio, reguladores de crescimento, metabolismo interno e da
reproducéo, agentes de desintoxicacdo e protecdo contra radiagdo UV (ROBBERTS et
al., 1997).

A fitotoxicidade dos metabdlitos secundarios estd bem determinada, sendo estes
compostos fonte de potenciais herbicidas naturais, tanto para uso direto, quanto para
servirem como modelos moleculares para sintese de novos agroquimicos (ZIMDAHL,
1993).

4.4 OLEOS ESSENCIAIS E OLEO RESINA

Os Oleos essenciais sdo liquidos aromaticos extraidos de materiais vegetais como:
flores, folhas, ramos, ervas, frutos, raizes e casca. Tornaram-se muito importantes, como
matérias-primas, para a industria de alimentos, cosméticos e farmacéuticas. Sua
constituicdo é complexa, podendo conter até 100 ou mais compostos organicos e sdo

provenientes do metabolismo secundério das plantas (SIMOES et al., 2003).

O Gleo-resina de copaiba é chamado assim, porque trata-se de um exsudato, extraido do
caule da copaibeira, compostos por &cidos resinosos e produtos volateis (VEIGA-
JUNIOR & PINTO, 2002). E formado por uma parte resinosa solida, que esté diluida na
parte volatil do oleo essencial. A parte resinosa representa cerca de 55 a 60% do o6leo,
composta por diterpernos; a outra parte, volatil, é constituida principalmente de
sesquiterpenos, sendo obtida do Oleo resina por arraste a vapor (RIGAMONTE
AZEVEDO et al., 2004; OLIVEIRA, et al., 2006).

Atualmente, espécies produtoras de 0leos essenciais vém sendo utilizadas na industria
de perfumes, alimentos, medicina popular e atividades agricolas, em decorréncia de sua
acdo como inseticida, fungicida, bactericida e bioerbicida, atuando como um potente
inibidor da germinacéo de sementes (DUKE, et al., 2000; SONOWA & KONIG, 2001;
BASTOS & ALBUQUERQUE, 2004, SOUZA-FILHO et al., 2010). Portanto, os 6leos
essenciais sdo compostos volateis que podem ter relagdo com a atividade alelopética
(DUKE, et al., 2000).
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Os 06leos essenciais sdo misturas que envolvem diferentes componentes que interagem
entre si, ndo sendo completamente conhecido seu modo de agdo sobre os organismos.
Além disso, suas variagfes quimicas indicam que os Oleos essenciais, engquanto
metabolitos secundarios, tem sua constituicdo e quantidade de compostos ativos
influenciados por diversos fatores ambientais, pela sazonalidade, condi¢des de coleta,
estabilizacdo e estocagem (GOBBO-NETO e LOPES, 2007). Sua atuagdo sobre a
germinacdo de sementes pode ser, geralmente, explicada em funcdo da atuagéo isolada
de seus principais constituintes (SOUZA-FILHO et al., 2009).

Embora seja recente, dentre as espécies vegetais estudadas em funcdo de seu potencial
alelopético, destacam-se as plantas medicinais (FORTES et al., 2009). Essas sao
produtoras de Oleos essenciais que podem apresentar atividade alelopatica, pois 0s
mesmos constituintes quimicos responsaveis pelas propriedades medicinais sdo ativos
influenciando positiva ou negativamente no crescimento de outras plantas (SOUZA et
al., 2005). MOURA et al., (2013) trabalhando com 6leo essencial de varias espécies de
plantas medicinais sobre a germinacdo e crescimento inicial de picdo-preto e pimentéo,
observaram que o efeito do 6leo essencial de alho promoveu baixa atividade alelopatica,
no entanto, foram expressivos os resultados obtidos com 6leo essencial de alfavaca-
cravo, canela e cravo-da-india sobre o desenvolvimento da radicula e da parte aérea,
tanto de picdo-preto como de pimentdo, indicando um significativo potencial

alelopatico.

Geralmente, estes compostos sdo constituidos por derivados terpénicos, incluindo os
monos e sesquiterpenos e também fenilpropandides (SOLORZANO-SANTOS,
MIRANDA-NOVALES, 2012). Sua producdo é influenciada por fatores genéticos e
epigenéticos, ontogénicos e ambientais (ROBERTS et al.,, 1997). Seus compostos
terpénicos podem apresentar varias fungfes organicas, como alcoois, cetonas, eteres,

ésteres e aldeidos.

Os terpenoides sdo originarios do mevalonato, enquanto os fenilpropandides derivam
do acido chiquimico, que forma as unidades basicas dos acidos cindmico e p-cumarico
(Figura 3). Os fenilpropanoides sdo compostos naturais, geralmente volateis, largamente
distribuidas nos vegetais e considerados, juntamente com 0s monoterpenos, 6leos
essenciais (PERES, 2004).



25

GLICOSE .
= polissacarideos
| L theterosideos

dcido chiquimico acetdCoA

T

Cicle do via condensagio
dcido  mevalonato

triptofane  fenilalanin Acido

. Lirosina

gilico

citrico

soprendide

alcaldide Laninos scid
T, . . fcidos graxos
'-"'fj‘:'l“_-“_:‘ hidrolisiaveis acelGEaninas
quinolinico ActiDgnmng
anlraquinona
l'l,uu.mcudc terpendides
p o lanings ——
protoalcaldide dcido Eslenms
alcalbide cindmico
isoquinalinicos .
benzilisoquinolinicos CrITing
lisina
fenilpropandide
alcaliide
pirrolidinicos
LropAnicos,
lignanas &

pirrolizidinico
piperidinicos
quinolizidinico

cumarinas

Figura 3: Visdo geral do ciclo biossintético dos metabdlitos secundarios.

Fonte: SIMOES et al., 2003

Nas plantas, os Oleos essenciais desempenham diversas funcGes importantes, agindo
como fitoalexinas, repelentes de insetos, agentes de atracdo polinica e defesa contra
herbivoros, feromdnios, hormonios vegetais, moléculas de sinalizacdo e aleloquimicos
(CASTRO et al. 2004; TAIZ & ZEIGER, 2009).

Os monoterpenos compreendem o grupo de compostos identificados como maior
potencial inibidor, pois causam alteracbes na estrutura e funcdo das membranas,
impedindo o crescimento e atividade das células (ROSADO et al., 2009). Em estudo
realizado por MIRANDA et al. (2015), com 6leo essencial extraido do rizoma e folhas
da planta “lirio do brejo” sobre sementes de alface, foi observado maior efeito inibitorio
provocado pelo 6leo extraido do rizoma, provavelmente, devido a maior constituicdo de
monoterpenos. O potencial alelopatico dos dleos essenciais € com frequéncia atribuido a
sua composi¢cdo por monoterpenos. Estes compostos, podem afetar a germinagéo e
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crescimento das plantas, por provocarem alteracdes morfoldgicas e fisioldgicas nas
plantas, como as inibicGes da cadeia respiratoria da matriz mitocondrial isolada e
mitose, alteracdo da integridade das membranas das células, deterioracdo das ceras
cuticulares, aumento da transpiracdo, peroxidacdo lipidica e danos aos microtubulos
(MIRANDA et al., 2014). Devido a isso, torna-se fundamental a analise comparativa do

potencial fitotoxico dos 6leos essenciais e de seus principais constituintes.

Os Oleos essenciais podem ser extraidos por destilacdo a vapor, hidrodestilacéo,
extracdo por solventes e outros (OLIVEIRA et al., 2012). A hidrodestilacdo é um
método simples e muito utilizado, em laboratdrio, para extracdo do 6leo essencial. Ele é
realizado colocando-se a matéria prima em &gua e aquecendo-se até 100° C, essa
temperatura ¢é ideal para ebulicdo da agua e mais alta que a necessaria para 0S
compostos do 6leo, volatilizando-os. Logo apds, componentes do dleo e vapor de dgua
passam por um condensador, como sdo imisciveis, sdo formadas duas fases (agua e
6leo) que véo para um recipiente separador (ABDELLATIF; HASSANI, 2015).

Atualmente, a Cromatografia gasosa acoplada ao Espectrometro de Massas (GC/MS), é
um dos métodos mais eficientes e utilizados para identificacdo dos constituintes
quimicos dos Oleos essenciais, pois 0s componentes destes apresentam baixo peso
molecular (< 300 Dalton; aproximadamente 4,98x10-25 Kg/mol). O 6leo puro, sem
nenhum tratamento, é injetado no cromatdgrafo, dessa forma evita-se qualquer
contaminacdo proveniente de pré tratamento. No cromatografo, os constituintes do 6leo
essencial se separam e penetram no espectrébmetro de massas. Este, registra o
correspondente espectro de cada uma das substdncias separadas, em seguida tais
espectros sdo comparados com diferentes padrdes de fragmentacdo de espectros de
massas que estdo contidos nas bibliotecas de espectros. Dessa forma, 0s espectros
obtidos do 6leo sdo correlacionados com o banco de dados da biblioteca e torna-se
possivel sua identificacdo quimica. A biblioteca Adams é um exemplo de base de dados

com espectros de massas de varios componentes (SERAFINI et al., 2002).

4.5 EFEITOS FISIOLOGICOS DOS ALELOQUIMICOS NA GERMINACAO
DE SEMENTES E CRESCIMENTO INICIAL DAS PLANTULAS

Em paises onde os estudos com alelopatia estdo comecando ou até mesmo naqueles
onde estdo mais avancados, 0 uso de extratos brutos é um dos procedimentos mais

empregados, inicialmente, em prospec¢do de atividade alelopatica da planta de
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interesse, o isolamento e a identificacdo dos aleloquimicos ocorre em poucos casos. Sao
utilizados extratos com alta polaridade, como o0s extratos aquosos, hidroalcodlicos ou
metandlicos. E utilizada esta técnica, pois acredita-se que os compostos quimicos de alta
polaridade possuem alta atividade alelopatica e correlacionam isto ao potencial
alelopatico da espécie em estudo, o que pode ser um erro em alguns casos (SOUZA
FILHO et al., 2010).

As plantas produzem uma infinidade de metabolitos com diferentes polaridades,
podendo ser de baixa, média e alta polaridade. Diversos aleloguimicos de baixa
polaridade apresentam alta atividade bioldgica, incluindo monoterpenos, monoterpenos
oxigenados, diterpenos e outros. Sendo assim, quando s&o utilizados apenas 0s extratos
de alta polaridade; os de baixa, acabam sendo perdidos. Os 6leos essenciais s&o um bom
exemplo, pois sdo constituidos, principalmente, por compostos de baixa polaridade e
vém apresentando, em varios estudos, alta atividade fitotoxica. Dessa forma, em estudos
onde a espécie ndo é conhecida, o ideal é a preparacdo de dois tipos de extrato: um de
baixa polaridade e outro de alta polaridade (SOUZA FILHO et al., 2010).

Muitas sdo as técnicas utilizadas para extragdo dos aleloquimicos, basicamente, se faz a
trituracdo de partes da planta (folhas, raizes, sementes, caule e frutos) e adiciona-se um
extrator organico (alcool, acetona, éter, cloroférmio, etc.) ou &gua, obtendo-se, logo

apos a filtragem, o extrato com os compostos alelopaticos (WEIR et al., 2004).

Em estudos alelopaticos sdo utilizadas espécies que apresentam sensibilidade aos
aleloguimicos, isso que possibilita obter um indicativo das interferéncias alelopaticas
das espécies doadoras (FERREIRA & AQUILA, 2000) A alface (Lactuca sativa L.) é
uma espécie muito utilizada nos bioensaios para verificar a atividade alelopatica, por ter
sensibilidade a agentes quimicos, germinacgdo rapida, facilidade de cultivo, crescimento
linear insensivel as diferencas de pH em ampla faixa de variacdo e, insensibilidade aos
potenciais osmoticos das solugdes (RICE, 1984; FERREIRA & AQUILA, 2000).

A germinacao de sementes tem sido muito utilizada em bioensaios de alelopatia, pois é
um bom indicador das reais potencialidades de um dado aleloquimico (CHIAPUSIO et
al., 1997). O bioensaio, frequentemente, empregado € a inibicdo (ou em certos casos 0
estimulo). Normalmente, os ensaios de germinacdo e de analise do crescimento de
plantulas sdo conduzidos em placas de Petri forradas com papel de filtro e umedecidas
com solucbes de extratos vegetais. Além disso, controla-se o fotoperiodo e a
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temperatura 6timos para a espécie de semente escolhida. Essa forma € muito usada nos
experimentos, por ser simples, pratico, barato e rapido (DUKE et al. 2000). Na maioria
das vezes, esse tipo de avaliagdo auxilia no biomonitoramento de cada etapa do
isolamento, purificacdo e identificacdo de aleloquimicos, direcionando as acbes de

selecdo das fracdes com melhor potencial alelopatico (MACIAS et al., 2000).

Efeitos fisioldgicos, provocados pelas interacdes alelopaticas, sdo constantemente
observados pela inibicdo da porcentagem e velocidade da germinacao e na reducdo do
crescimento inicial, sendo respostas secundarias de efeitos primarios que ocorrem no
processo metabolico das plantas afetadas (Pedrol et al. 2006). Pois, geralmente, 0s
compostos alelopaticos interferem em processos vitais do metabolismo da planta,
incluindo a fotossintese, assimilacdo de nutrientes, respiracdo, sintese de proteinas,
atividades enzimaticas, permeabilidade da membrana e no desenvolvimento da planta
(SIQUEIRA et al., 1991).

45.1 OS ALELOQUIMICOS E SEUS POTENCIAIS EFEITOS NO EXTRESSE
OXIDATIVO

Com o surgimento dos organismos fotossintetizantes, 0 oxigénio passou a acumular-se
na atmosfera e ser utilizado pelos organismos aerébicos como aceptor final de elétrons
no processo de respiracdo celular, no qual ocorre a queima da glicose e liberagcdo de
energia em quantidade superior comparado a fermentacdo. Apesar de necessario para a
realizacdo das funcgdes celulares, 0 O, leva a formacdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) em processos metabolicos que acontecem nas mitocondrias, cloroplastos e
peroxissomos (KARUPPANAPANDIAN et al., 2011).

As EROs sdo formas reduzidas de oxigénio energeticamente mais reativas que o
oxigénio molecular, sendo compostos com maior facilidade em reagir com outras
substancias e capazes de gerar danos aos componentes celulares, como : peroxidagédo
lipidica de membranas, inativacdo de enzimas devido a desnaturacdo, oxidacdo de
carboidratos, danos na conformagdo dos &cidos nucléicos e do complexo do
fotossistema Il (PS 1) (GILL & TUTEJA, 2010) . As formas mais comuns de EROs

encontrados nas células sao:

- radicais superdxido (O2)
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- hidroxila (OH")
- peroxido de hidrogénio (H,0,)

- oxigénio singleto (*O5)

Como consequéncia de sua configuracdo eletrénica, o oxigénio, devido ao metabolismo
aerobico, tornou-se o principal oxidante. Este recebe um elétron de cada vez, o que
resulta na formacdo de compostos intermediarios altamente reativos, as EROs (Figura
4).
0 — %4 0y _S*2h+ H,0, —&*Hty OH &*H+. H.0
H:0

Figura 4: Via metabdlica de formacdo de EROs nos vegetais.

Fonte: MORI & SCHROEDER, 2004 (Adaptado)

O primeiro composto obtido é o radical superoxido, formado quando o O, sofre a
reducdo univalente isoladamente. Esse radical é pouco reativo e, portanto, ndo é
altamente citotdéxico. Como ele ndo € capaz de atravessar as membranas bioldgicas, €
rapidamente dismutado a H,0,. Os radicais hidroperoxila (HO, °) que sdo formados a
partir do O, por protonacdo em solucBes aquosas, podem atravessar as membranas
bioldgicas e subtrair atomos de hidrogénio de acidos graxos poliinsaturados e
hidroperoxidos de lipideos, iniciando entdo, a auto-oxidacdo de lipideos
(BHATTACHARJEE, 2010). O radical superoxido pode ser produzido nos vegetais
atraveés de diversos mecanismos, um que se destaca € 0 mecanismo de transferéncia de
elétrons da mitocéndria e cloroplastos (Figura 5). Geralmente, causa oxidacdo de
diversas moléculas organicas, dentre elas o ascorbato, pode também atuar como redutor
de metais como Fe*, nas reacées de Haber-Weiss ou Fenton (BREUSEGEM et al.,
2001).
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Reacdo de Fenton ou Haber-Weiss
|) Fe3+ + 0, — F62++ 0O,
I) Fe** + H,0, — Fe** + OH + OH

Reacdo Geral: O, + H,0, — OH +OH+O

AC
INTERMEMBRANAR

NADH NAD' SuGnato ©2

MATRIZ
MITOCONDRIAL

Figura 5: Formacdo do O2" em cadeias de transporte de elétrons (a) na fotossintese

ocorre no  PS-I; (b) na respiracdo nos complexos I e IlI.

Fonte: BARBOSA et al., 2014

A hidroxila (OH") é a mais reativa das EROs, sendo formada a partir de O, ou H,0 na
reacdo de Haber-Weiss. Apesar de apresentar meia vida curta (< 1 ms) € potencialmente
forte e sua alta reatividade resulta em reacdes rapidas e nao especificas com diferentes
substratos, além disso, ainda é capaz de reagir com todos os tipos de biomoléculas
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989). Uma vez formado, o radical hidroxila OH
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pode promover quebra e modificagdes nas bases de DNA das células, o que acarreta em
alteracbes na expressdo genética, mutacdo e apoptose celular, modificacbes em
proteinas, danos as moléculas de carboidratos e remocéo de atomos de hidrogénio dos
grupos metileno de acidos graxos poli-insaturados, induzindo a peroxidacdo lipidica
(BARREIROS, 2006).

O peroxido de hidrogénio H,O, é moderadamente reativo, ndo possui carga, apresenta
uma longa meia-vida celular (1 ms) e tem a capacidade de difundir-se livremente
através das membranas, migrando para distintos compartimentos. Sendo assim, propaga
0s danos e atua como mensageiro da condigdo de estresse. Além disso, o H,O, € capaz
de inativar enzimas por oxidacdo de seus grupos tiol e também apresenta acdo deletéria,
pois atua na formacdo de OH". Grande parte do H,0O, celular é resultado da dismutacao
do O, catalisado pela enzima superéxido dismutase (SOD) (APOSTOL et al., 1989;
KARUPPANAPANDIAN et al, 2011).

O oxigeénio singleto (*O,) por muito tempo foi considerado uma molécula fortemente
toxica, porém de pouca difusdo e, devido a isso, com capacidade apenas de provocar
danos préximo ao seu local de producdo (FOYER et al., 1994). Semelhante aos radicais
hidroxila possui, aproximadamente (< 2 ms) de vida e grande potencial destrutivo,
reagindo com vérias biomoléculas. Em estudos atuais, tém sido observado que o 'O,
pode percorrer distancias significativas a partir do seu sitio de producdo, sendo
responsavel, de modo geral, pela peroxidagdo lipidica que ocorre nos cloroplastos.
(TRIANTAPHYLIDES & HAVAUX, 2009).

Na década de 90, acreditava-se que o surgimento de radicais livres nas células das
plantas, seria um mecanismos de defesa dos vegetais ao combate de patdgenos,
entretanto com o avango das pesquisas, foi demonstrado que diversos fatores abidticos
como luz, temperatura, estresse hidrico, fatores bidticos e a presenca de aleloquimicos
no meio, podem conduzir ao estresse oxidativo nas células vegetais (GNIAZDOWSKA
etal., 2014).

Os aleloquimicos afetam a germinacdo das sementes, pois apresentam influéncia direta
ou indireta no equilibrio entre producdo e eliminacdo de radicais livres nas células
vegetais, induzindo ao estresse oxidativo. Um exemplo de sua interferéncia € o blogueio
da cadeia de transporte de elétrons da respiracdo ou da fotossintese, 0 que ocasiona a

reacdo destes elétrons com o oxigénio, resultando na formacg&o do radical superoxido e
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também de outras EROs. Estas podem prejudicar processos fisiologicos vitais, a
germinacéo e o crescimento inicial (FERREIRA & AQUILA, 2000; ALMEIDA et al.,
2008).

Como resposta ao acumulo de EROs, em especial os radicais superoxido e peréxido de
hidrogénio, as plantas desenvolveram mecanismos de defesa enziméticos e néo
enzimaticos com potencial para aniquilar a toxicidade das EROs. As enzimas
antioxidantes estdo presentes em distintos compartimentos celulares e cooperam para o
controle das EROs em plantas, o que assegura o equilibrio redox no sistema. Destacam-
se entre as enzimas antioxidantes a superoxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase
(APX), glutationa redutase (GR), peroxidases (POX) e catalase (CAT). Entre 0s
principais componentes antioxidantes ndo enzimaticos, encontram-se o acido ascorbico
(AsA), a glutationa (GSH), o a-tocoferol e os carotenoides (DINAKAR et al., 2012).
Estas moléculas antioxidantes, ocorrem nos cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos e
sdo capazes de evitar a formacdo de radicais livres, sequestrd-los ou promover sua
degradacdo. Dessa forma, evitam ou previnem danos as células vegetais
(SERKEDJIEVA, 2011; BARBOSA et al., 2004).

As SODs sdo metalo-enzimas que atuam primariamente no mecanismo de defesa contra
as EROs, tais enzimas sdo capazes de dismutar dois radicais do anion superéxido (O;)
em perdxido (H,0;) e oxigénio molecular (O,). Elas sdo esséncias na modulacdo do
nivel de H,O, em cloroplastos, mitocondrias, citosol e peroxissomos (MITTLER,
2002). Sendo assim, a atuacdo das enzimas influéncia diretamente na concentragdo das
duas EROs envolvidas na reagdo de Haber-Weiss, fazendo parte do mecanismo
fundamental de defesa dos organismos, dificultando a formagc&o do radical OH™ (LEON
et al.,, 2002). Sdo classificadas conforme seus cofatores metalicos: cobre e zinco
(Cu/ZnSOD), manganés (Mn-SOD) e ferro (Fe-SOD) (GILL & TUJETA, 2010). A
Cu/Zn-SOD ¢ encontrada no estroma dos cloroplastos, a Mn-SOD e a Fe-SOD estdo
presentes em células procaridticas e eucarioticas na matriz mitocondrial (MALLICK &
MOHN, 2000).

A atuacdo da CAT é primordial na eliminacdo de H,0,, gerado pelas SODs, -oxidagao
dos acidos graxos e pelo processo da fotorrespiragdo, principalmente em situagfes de
estresse severo, quando os niveis de H,O, estdo muito elevados. Na sua agdo ela
converte duas moléculas de H,O, em H,O e oxigénio molecular. Devido a isso, séo

consideradas indispensaveis na eliminagdo de EROs (DUBEY, 2011). E principalmente
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encontrada nos peroxissomos, podendo estar presente em mitocéndrias e no citoplasma,

os cloroplastos ndo possuem a enzima (MONTAVON et al., 2006).

A POX também esta associada a eliminacéo do H,0,, da mesma forma que a CAT, essa
enzima transforma o perdéxido de hidrogénio em H,0 e O, e age removendo o peroxido
de hidrogénio gerado pelas SODs e pelas rea¢des metabdlicas (BARBOSA, 2014; GILL
& TUTEJA, 2010). Dessa forma, CAT e POX podem atuar de forma sincronizada com
as SODs garantindo assim tolerancia ao estresse oxidativo (JALEEL et al.., 2007). As
peroxidases podem ser encontradas na parede celular e no vactolo, algumas sao
continuamente produzidas, enquanto outras, apenas produzidas na ocorréncia de
estresse ambiental. A baixa atividade da enzima indica sintoma de estresse menos grave,
ja a alta atividade, sintoma mais grave (BARBOSA, 2014).

A ascorbato peroxidase (APX) propicia a degradacdo do H,0O, utilizando o ascorbato
como substrato, a enzima é fundamental na defesa de tecidos fotossintéticos contra o
estresse fotooxidativo, ela € encontrada também no citosol das células néo
fotossintetizantes atuando na reducdo dos niveis de EROs (ASADA, 1992). Como
apresenta alta afinidade com o peroxido de hidrogénio, a APX é uma das principais
enzimas envolvidas na eliminacdo rapida de H,O,, eliminando-o mesmo estando em
baixas concentracbes. Ao contrario da catalase, que age removendo o excesso de
perdxido de hidrogénio (MITTLER, 2002).

A glutationa redutase (GR) atua catalisando a reacdo de reducdo da glutationa oxidada
(GSSG) a glutationa reduzida (GSH). A enzima pode ser encontrada em cloroplastos e
mitocondrias, sendo que sua sintese ocorre no citoplasma da célula e, logo apos a
enzima é enviada para as organelas (MULLINEAUX & CREISSEN, 1997). Quando
ocorre um aumento das espécies reativas de oxigénio, as plantas, consequentemente,
aumentam a producgdo de SOD, CAT, POX e GHS como mecanismos de defesa. No

entanto, conforme o tipo de aleloguimico, a atividade enzimatica sofrerd inibicéo,

prejudicando o crescimento e desenvolvimento da planta (WEIR et al., 2004).

O é&cido ascérbico (AsA), em decorréncia de sua capacidade em eliminar EROs, é um
dos componentes antioxidantes ndo enzimaticos mais importantes. Juntamente com a
GSH, participa do Ciclo do Ascorbato-Glutationa, no qual o peréxido de hidrogénio é

eliminado pela APX devido a peroxidacdo do &cido ascorbico. A recuperacdo do AsA
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ocorre por meio da oxidacdo da GSH que torna a ser reduzida pela glutationa redutase
(DINAKAR et al 2012).

Os carotenodides funcionam como um filtro da luz visivel e UV e diminuem os danos
celulares causados pela luz. O oxigénio singleto produzido nas membranas dos
tilacdides pelo PS 11 é eliminado pelo a-tocoferol e carotendides. Os genes responsaveis
pela producdo do a-tocoferol foram identificados. Essa molécula apresenta natureza
lipossoluvel e apenas os organismos fotossintetizantes sdo capazes de sintetiza-la.
Muitos fatores de estresse abidtico desencadeiam o aumento do teor de a-tocoferol e
estudos indicam sua atuacdo na protecdo dos acidos graxos poli-insaturados (PUFAS), o
que evita a peroxidacdo dos lipidios de membrana pelas EROs (MAEDA &
DELLAPENNA, 2007).

4.6 FAMILIA LAMIACEAE

A familia Lamiaceae, € representada por diversas espécies de plantas com interesse
econbmico e medicinal. S8o cosmopolitas, originarias das regides mediterraneas,
Oriente Médio e das montanhas subtropicais. Apresenta mais de 300 géneros com um
extenso numero de espécies, aproximadamente 7.500. No Brasil ha 26 géneros com
cerca de 350 espécies (WATSON & DALLWITZ, 1992)

Morfologicamente apresentam-se como ervas, arbustos ou arvores. Possuem folhas
simples, opostas ou verticiladas e sem estipulas, geralmente sdo serreadas e revestidas
por pequenos pelos responsaveis pela secrecdo de Gleos aromaticos e volateis. Tem
como caracteristica principal, seu aroma bastante marcante e facil de distinguir
(WATSON & DALLWITZ, 1992; LORENZI & MATQOS, 2002).

O 6leo produzido pelos representantes desta familia é muito utilizado na inddstria de
cosméticos devido a seu aroma caracteristico. A maioria das espécies é conhecida pelo
seu uso como condimento e algumas por apresentarem propriedades medicinais, sendo
utilizado na medicina popular e tendo sua atividade biologica relatada por varios autores
(LORENZI & MATOS, 2002; JOLY, 2002).

Algumas espécies da familia Lamiaceae ja demonstraram potencial alelopatico, como
por exemplo o horteld (Mentha villosa Becker) que provocou inibi¢cdo na germinacao e

no desenvolvimento da alface (Lactuca sativa L.) (PARREIRAS et al., 2011) e o falso-
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boldo que diminuiu o indice de velocidade de germinacdo da alface ((PELEGRINI &
CRUZ-SILVA, 2012) e impediu a germinacdo e o desenvolvimento da parte aérea do
trigo (Triticum aestivum L.) (NEIS & CRUZ-SILVA, 2013).

4.6.1 Rosmarinus officinalis L.

Rosmarinus officinalis L., conhecida popularmente como alecrim é uma erva aromatica,
distribuida na regido do mediterraneo e cultivada em vérias partes do mundo, incluindo
o Brasil (DUKE, 2000). Varias das espécies introduzidas no Brasil sdo produtoras de
6leos essenciais com propriedades medicinais (BARROSO, 1991). E uma planta com
um aroma caracteristico e refrescante, sendo uma erva com grande importancia na
atualidade por apresentar atividades antioxidantes (PORTE & GODOY, 2001) (Figura
6).

E muito valorizada e largamente utilizada na industria farmacéutica e também na
medicina popular por suas propriedades medicinais (HALOUI et al., 2000). Varios
extratos, 6leos essenciais e constituintes quimicos isolados desta espécie demonstram
uma serie de atividades bioldgicas (DORMAN et al., 2003).

Os Oleos essenciais extraidos do alecrim sdo misturas complexas de substancias
volateis. Eles despertam interesse, pois apresentam efeito antioxidante (BAKIREL et
al., 2008), antifungico (GAUCH et al., 2014), antidepressivo (MACHADO et. al.,
2013), antibacteriano (OJEDA-SANA et al., 2013) e anti-inflamat6rio (MELO et al.,
2011). Tais propriedades s&o atribuidas a seus constituintes quimicos, conhecidos
coletivamente como metabdlitos secundarios das plantas (ATTI-SANTOS et al., 2005).
Sua constituicdo quimica pode variar de acordo com varios fatores, tais como clima,
solo, sol, procedimento de exposicdo e extracdo. No entanto, 0s quimiotipos mais
comumente relatados s@o cineoliferum, composto principalmente de 1,8-cineol, e &cido
canférico (NAPOLI et al. 2015). Para ROMAGNI et al. (2000), o componente quimico
1,8 cineol apresenta atividade fitotoxica e esta pode afetar a germinacdo e
desenvolvimento de sementes de alface, ou seja, possivelmente tal composto tenha agéo

alelopatica.



36

Figura 6: Rosmarinus officinalis L.

4.7 FAMILIA FABACEAE

A divisdo de Fabaceae em familias ou subfamilias vem provocando debates e muitas
discussbes entre os autores. E considerada, habitualmente, uma unica familia com trés
subfamilias: Caesalpinioideae, Mimosoideae e Faboideae (Papilionoideae), apesar de
alguns autores serem contrarios a esta classificagdo, dentre eles Cronquist (1981) que
prefere considerar trés familias distintas (Fabaceae, Caesalpiniaceae e Mimosaceae), ela
¢ a mais aceita, pois essas familias ndo constituem grupos monofiléticos, especialmente
a Caesalpiniaceae. Dessa forma, esse estudo considera as leguminosas distribuidas
numa Unica familia com as trés subfamilias (SOUZA & LORENZI, 2008).

Fabaceae ¢ terceira maior familia dentro do grupo das angiospermas, possui

aproximadamente 727 géneros e 19.325 espécies, representadas por plantas herbéceas



37

anuais, arbustivas ou arbodreas, de folhas compostas e com estipulas (LIMA &
FORTUNATO 1998; LEWIS et al. 2005). E conhecida como familia das leguminosas,
pois 0s membros possuem um fruto em forma de vagem. Era denominada familia
Leguminosae e, devido a sua popularidade, essa designacdo ainda é aceita (LAVIN et
al., 2001). No Brasil, segundo Lima (2000), foram encontrados cerca de 188 géneros e
2.100 espécies, com ocorréncia em distintos tipos de vegetacdo, sendo muitas destas
espécies exclusivas de ecossistemas brasileiros (BARROSO et al., 1991).

E uma familia que apresenta grande potencial econdmico. Varias espécies sdo utilizadas
como alimento, forragens, corantes, madeiras, gomas, resinas, 6leos, medicinais e ainda
como ornamentais (FRANCINO, 2006). Apresentam também grande importancia
ecologica, pois as leguminosas realizam associacdo mutualistica com bactérias fixadoras
do nitrogénio, género Rhizobium, fertilizando o solo com compostos nitrogenados
(LEWIS, 1987).

Além disso, em estudo realizado por OLIVEIRA et. al (2005) com seis espécies
arboreas da familia Fabaceae, sendo elas: Anadenanthera colubrina, Acacia bahiensis,
Albizia blanchetii, Chloroleucon tortum, Machaerium scleroxylon e Copaifera
langsdorffii, sobre a germinacdo e crescimento inicial de sementes de alface, foi
observado inibicdo de 99 a 100% da germinacdo, promovidas pelo extratos aquosos de
flores e folhas de C. tortum e de folhas de A. blanchetii, respectivamente. Houve
também prejuizo no crescimento das plantulas de alface, pois os extratos foliares aquoso
de M. scleroxylon e etano6licos de C. langsdorffii e A. bahiensis provocaram inibicéo de

100, 85 e 82%, respectivamente.

4.7.1 Copaifera spp.

O género Copaifera spp. pertence a familia Fabaceae, séo plantas originarias da regido
tropical da América Latina e Africa ocidental, sendo conhecidas popularmente como
copaibas, copaibeiras, pau-de-6leo, copauva e copai (VEIGA JUNIOR & PINTO, 2002;
CASCON, 2004). O género possui 72 espécies, com 16 delas encontradas apenas no
Brasil, distribuidas na regido Amazonica, Sudeste e Centro-Oeste (DWYER, 1951,
ARAUJO JUNIOR et al., 2005). Vivem, aproximadamente, 400 anos e alcangam de 25
a 40 metros de altura (ARAUJO JUNIOR et al., 2005) (Figura 7).
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Dentre as espécies encontradas no Brasil, pode-se citar: Copaifera officinalis L. (Norte
do Amazonas), Copaifera reticulata Ducke, Copaifera multijuga Hayne (Amazénia),
Copaifera confertiflora (Piaui), Copaifera langsdorffii (Brasil), Copaifera cariacea
(Bahia) e Copaifera cearensis Huber ex Ducke (Ceard) (WOOD ET AL., 1940; MORS
& RIZZINI, 1966).

As copaibeiras sdo muito procuradas para retirada de madeira, comercializada com
regularidade na industria de marcenaria, carpintaria, construcdo civil e naval
(CARVALHO, 1994; VEIGA JUNIOR & PINTO, 2002; CASCON, 2004). E,
principalmente para extracdo do Oleo-resina, utilizado tradicionalmente na medicina
popular e procurado pelas industrias farmacéuticas, devido a sua agdo terapéutica
(VEIGA-JUNIOR & PINTO, 2002)

O oleo-resina de copaiba é uma substancia natural retirada do caule da copaibeira,
formado por uma parte resinosa nao volatil, que representa de 55 a 60% do 6leo, diluida
na outra parte, composta pelo 6leo essencial (CASCON & GILBERT, 2000;
RIGAMONTE AZEVEDO et al., 2004). De acordo com CASCON (2004), é importante
salientar que o 6leo apresenta grande diversidade de metabdlitos secundarios. A parte
resinosa é composta, majoritariamente, por diterpenos e a do 6leo essencial (volatil) por
sesquiterpenos, ndo havendo alteracGes nas quantidades e tipos destes compostos no
6leo puro (RIGAMONTE AZEVEDO et al., 2004; VEIGA JUNIOR ET AL., 2005). O
6leo essencial retirado das folhas, apresenta constituicdo quimica similar a da parte
volatil do éleo-resina, contendo sesquiterpenos (SILVA et al, 2006).

Algumas das propriedades biologicas do 6leo ja foram relatadas, sendo conhecido por
atuar como antiinflamatério (CASCON, 2004; ARAUJO JUNIOR et al., 2005),
cicatrizante (VEIGA JUNIOR & PINTO, 2002), anti-séptico (RIGAMONTE
AZEVEDO et. al., 2004), antitumoral (VEIGA JUNIOR & PINTO, 2002), expectorante
(FREIRE ET AL., 2006) e analgésico (PACHECO et al., 2006).

Além de todos estes efeitos bioldgicos, algumas espécies do género ja foram relatadas
por apresentarem influéncia alelopatica. Em trabalho realizado por SOUZA FILHO et
al., (2010) , as espécies Copaifera duckei, C. martii e C. reticulata, foram testados
sobre a germinacdo de sementes e o desenvolvimento da raiz das plantas daninhas
malicia (Mimosa pudica) e mata-pasto (Senna obtusifolia), ficou demonstrado que o
extrato etanolico de folhas e o de galhos de C. martii e C. reticulata apresentaram
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grande potencial para inibir a germinacdo de sementes, principalmente da espécie
malicia. A espécie C. duckei mostrou pequeno potencial alelopatico inibitério na
germinacdo das duas espécies receptoras. Cascas, folhas e galhos de C. duckei
apresentaram potencial inibitorio mais significativo sobre o desenvolvimento da raiz,

especialmente as folhas.

5 - e T ARSI,

Figura 7: Copaibeira
Fonte: https://www.beneficiosdasplantas.com.br/copaiba-beneficios
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RESUMO

Nanoemulsdes sdo sistemas de emulsdes formados por dois liquidos imisciveis e
emulsificantes. Elas formam dispersGes estaveis, o que facilita a dispersdo e, por
conseguinte, absor¢do e atividade biol6gica do composto. Aliar a nanotecnologia aos
conceitos da alelopatia, com a finalidade de testar a eficiéncia dos metabdlitos
secundarios, pode contribuir de forma promissora para um manejo sustentavel na
agricultura. O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial alelopatico do 6leo essencial
de Rosmarinus officinalis L. (Alecrim) e 6leo-resina de Copaifera spp. (Copaiba), sob a
forma de nanoemulsdes. Essas foram produzidas na concentragdo de 5% dos 6leos de
Alecrim e Copaiba e, posteriormente, diluidas com agua destilada a 5, 7 e 10 mg/mL.
Foram avaliadas a germinacdo, crescimento inicial, e a atividade enzimatica das
sementes da espécie Lactuca sativa (Alface). O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado e para cada tratamento foram feitas 5 repeti¢des. Os dados de
germinacdo e de crescimento foram comparados pelo teste de variancia (ANOVA),
seguido pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os resultados demonstraram que as
nanoemulsdes do 6leo essencial de alecrim apresentaram influéncia alelopatica negativa
na porcentagem de germinacdo (%G), indice de velocidade de germinacdo (IVG),
tempo médio de germinacdo (TMG), comprimento da folha, comprimento da raiz e
reducdo na atividade da enzima peroxidase. O aumento da concentra¢do proporcionou
resultados mais pronunciados nas variaveis analisadas. Isso deve-se a atuacdo especifica
de seus principais constituintes quimicos ou, possivelmente, pela interacdo entre eles. O
monoterpeno 1,8 cineol € relatado como um potente inibidor e aparece como
constituinte majoritario do 6leo essencial de alecrim. As nanoemulses do 6leo resina
de copaiba demonstraram influéncia positiva em alguns atributos avaliados. Ndo houve
atividade na %G, comprimento da parte aérea e atividade enzimética. As menores
concentracdes das nanoemulsdes do oOleo de copaiba utilizadas neste estudo (5 e 7
mg/mL), apresentaram acdo alelopatica estimulante no crescimento da raiz. A ndo
interferéncia alelopéatica na %G pode ser atribuida a estrutura quimica do sesquiterpeno
cariofileno, composto encontrado em maior quantidade no 6leo de copaiba. Tais
resultados indicam que a atividade alelopatica esta relacionada a constituicéo e estrutura

dos componentes quimicos, bem como de sua concentragéo.

Palavras-chave: Rosmarinus officinalis e Copaifera spp e Estresse oxidativo e

Enzimas.
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ABSTRACT

Allelopathy is defined as the ability of plants to produce chemical compounds that,
when released into the environment, can influence, positively or negatively, other
plants. Essential oils are secondary metabolites obtained from different parts of the
plant, containing volatile compounds that may be associated with biological effects. The
objective of this study was to evaluate the allelopathic potential of the essential oil of
Rosmarinus officinalis L. (Rosemary) and oil-resin of Copaifera spp. (Copaiba), in the
form of nanoemulsions, since the efficiency of the compounds can be improved. The
nanoemulsions were produced with a concentration of 5% of the oils of Rosemary and
Copaiba and, later, diluted with distilled water to 5, 7 and 10 mg / mL. Germination,
initial growth, and enzymatic activity of the seeds of the species Lactuca sativa
(Lettuce) were evaluated. The experimental design was completely randomized and for
each treatment, 5 replications were made. The germination and growth data were
compared by analysis of variance (ANOVA), followed by the Tukey test at 5%
probability. The results showed that the rosemary essential oil nanoemulsions had a
negative allelopathic influence on the germination percentage (% G), germination speed
index (GSI), mean germination time (MGT), leaf length, root length and decrease in the
activity of the enzyme peroxidase. The increase in concentration led to more
pronounced results in the analyzed variables. Such effects are due to the specific action
of their main chemical constituents or, possibly, by the interaction between them. The
monoterpene 1,8-cineole is reported as a potent inhibitor and appears as the major
constituent of the rosemary essential oil. The nanoemulsions of Copaiba oil-resin
showed a positive influence on some evaluated attributes. There was no influence on
%G, shoot length and enzyme activity. The lowest concentrations of the copaiba oil
nanoemulsions used in this study (5 and 7 mg / mL) showed stimulatory allelopathic
effect on root growth. The non-allelopathic influence on the %G can be attributed to the
chemical structure of the sesquiterpene caryophyllene, a compound found in greater
quantity in the copaiba oil. These results indicate that the allelopathic influence is
related to the constitution and structure of the chemical components, as well as their

concentration.

Key words: Rosmarinus officinalis @ Copaifera spp ® Oxidative stress ® Enzymes.
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Efeito alelopatico de nanoemulsdes do 6leo essencial de alecrim e 6leo-
resina de copaiba

Luciana Barbosa Soares Chamoun' Hildegardo Seibert Franca'"' Caio Pinho

Fernandes'’, Rodrigo Cruz" Viviana Borges Corte"

1. INTRODUCAO

A nanotecnologia € uma ciéncia emergente com grandes variedades de aplicagdes, em
diversos setores industriais e de consumo, pode oferecer um desempenho melhorado,
reduzir o uso de substancias quimicas perigosas, 0 consumo de energia e materiais e a
geracdo de residuos (SOM et al, 2010). Sua aplicacdo na agricultura é recente se
comparada a area farmacéutica e de cosméticos. No entanto, est4 sendo considerada
como uma revolugdo no setor, com investimentos de bilhdes de dolares (CHAU et al.,

2007).

A aplicacdo da nanotecnologia para producdo de nanoemulsdes através da utilizacéo de
bioativos naturais, como por exemplo, 0s dleos essenciais, pode ser promissora para a

agricultura.
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Aliar essa tecnologia com os conhecimentos provenientes dos conceitos alelopéticos,
que trata a interacdo positiva ou negativa entre plantas vizinhas (INDERJIT et al.,
2011), poderia contribuir para a descoberta de componentes quimicos que atuariam
como herbicidas naturais. Inclusive, o dleo essencial de plantas aplicado em sementes
de diversas espécies agricolas vem sendo pesquisado pelo seu possivel uso como

inseticida, bactericida, fungicida e bioerbicida (MIRANDA et al., 2015).

A acdo alelopética dos 6leos essenciais pode afetar a fisiologia da planta e a composi¢éo
e quantidade de enzimas especificas, influenciando nos estagios de desenvolvimento e
crescimento (DUKE et al., 2000). No entanto, eles possuem natureza lipofilica e
hidrofobica, o que dificulta sua dispersdo em produtos a base de agua (DONSI et al.,
2012). Uma alternativa viavel de uso é sob a forma de nanoemulsdo, a pequena
dimensdo da goticula é vantajosa, porque pode melhorar a atividade bioldgica do
composto, por aumentar a superficie de contato facilitando a absor¢do (SOLE et al,

2012; AHMAD. et al., 2014; YUKUYAMA et al., 2015).

A espécie Rosmarinus officinalis L. (Lamiaceae) e plantas do género Copaifera spp
(Fabaceae), sdo conhecidas popularmente como plantas medicinais e produtoras de
Oleos-essenciais e Gleo-resina, que apresentam atividades bioldgicas, pois possuem em
sua composi¢do componentes quimicos com principios terapéuticos, aromatizantes,
bactericidas, fungicidas, anti-inflamatérios e analgésicos (MELO et al., 2011;
SANTOS, et al., 2013, BORGES, et al. 2017). Plantas com essas caracteristicas, vém
despertando interesse por suas potencialidades alelopaticas, pois segundo SOUZA
(2005), os constituintes quimicos presentes no 6leo, responsaveis pelas propriedades

medicinais, tém também capacidade de influenciar o crescimento de outros vegetais.
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Diante disso, 0 interesse desse estudo foi avaliar o potencial alelopatico do éleo de
alecrim e copaiba na forma de nanoemulsdes, na germinacdo das sementes e

crescimento inicial de Lactuca sativa (alface).
2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Sementes e Ecofisiologia Florestal
(LASEF) no Setor de Botanica, localizado no Campus Universitario de Goiabeiras da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), Vitéria, ES, no Laboratério de
Quimica, do Instituto Federal do Espirito Santo (IFES), Campus Vila Velha, ES, e no

Laboratorio de Farmécia da Universidade Federal do Amapa (UNIFAP).
2.1 Preparo das Nanoemulsoes

A nanoemulséo do 6leo essencial de alecrim foi obtida atraves de um metodo de baixo
aporte de energia (OSTERTAG et al., 2012; DUARTE et al, 2015), composta por 5%
(p/p) de polissorbato 20, 5% (p/p) de Oleo essencial extraido das folhas por
hidrodestilacdo e 90% (p/p) de &gua, para uma massa final de 50 g. O 6leo essencial e 0
polissorbato 20 foram misturados sob agitacdo magnética por 30 minutos e em seguida
a 4gua foi adicionada e a mistura permaneceu sob agitacdo por mais 60 min. O tamanho
da goticula e o indice de polidispersdo foram determinados por espectroscopia de
correlacdo de fotons. A nanoemulséo foi diluida com &gua ultrapura (1:25) e as medidas
foram realizadas em triplicata. Para a nanoemulsdo do Oleo-resina de copaiba a
formulacdo foi composta por 5% (p/p) de Oleo-resina de copaiba, 5% (p/p) de
tensoativo (tween 80) e 90% de agua, para uma massa final de 10 g. Foi utilizado um
método de baixo aporte de energia onde 0.05 g do Gleo de copaiba e 0,05 g de

tensoativo (Tween 80) foram pesados em um frasco com tampa e homogeneizados e em
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seguida 9,9 g de agua foi adicionada a mistura gota a gota. A mistura foi feita em um

agitador do tipo vortex (OSTERTAG et al., 2012; DUARTE et al, 2015).
2.2 ldentificacdo quimica dos 6leos

Os Gleos essenciais do alecrim e da copaiba foram submetidos a analises quimicas
utilizando cromatografo de fase gasosa Shimadzu GC-plus 2010 com detector de
espectrometria de massa com impacto de elétrons de 70eV, coluna DB-5MS de 30 m x
0.25 mm x 0.25 um e o hélio como géas carreador no modo split na razdo de 1:20 nos
seguintes parametros: o 6leo essencial de alecrim o injetor estava numa temperatura de
250°C, assim como o detector nessa mesma condicdo. As condigdes de aquecimento do
forno do cromatdgrafo foi inicialmente a 50°C por 1 minuto com rampa de aquecimento
variando a 5°C por min até temperatura final de 250°C. J& o 6leo-resina de copaiba o
injetor e 0 detector foram mantidos a 270 e 290°C, respectivamente com temperatura
inicial de aquecimento do forno de 120°C por 2 minutos seguido pelo aumento de 3°C
por minuto até 160°C por mais 2 minutos. Apds esse tempo houve aumento de 8°C por
minuto do forno até temperatura final de analise de 290°C na qual foi mantida por 5
minutos. A identificacdo dos componentes quimicos dos 6leos deu-se através da

comparagio com o banco de dados NIST 5.0 (SILVERIO et al., 2008).
2.3 Bioensaio de germinagao

Foram utilizados para o bioensaio de germinacdo sementes de alface (Lactuca sativa),
variedade americana grandes lagos 659 - Lechuga mesa 659, adquiridas
comercialmente. A espécie é amplamente utilizada em bioensaios de alelopatia por ser

muito sensivel aos aleloquimios (FERREIRA & AQUILA, 2000).

O experimento foi conduzido de acordo com a metodologia de BRASIL (2009) e

GOMES (2016). A verificacdo do potencial bioldgico das nanoemulsées de cada 6leo,
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nas diversas concentracOes, foi realizada por avaliacdo da germinagdo e crescimento
inicial das plantulas. Foram realizados experimentos pilotos que serviram de base para a

escolha das concentracgdes utilizadas neste estudo.

Para o teste de germinacédo, cinco repeticbes de 20 sementes cada foram semeadas em
placas de Petri tendo como substrato dupla camada de papel filtro e umedecidas com 2,5

mL de cada nanoemulsdo nas concentracdes de 5 mg/mL, 7 mg/mL e 10 mg/mL.

Foram usadas duas formas de nanoemulsdes: uma com o 6leo e outra sem o 6leo, nas
mesmas concentra¢fes. A nanoemulsdo sem Oleo foi utilizada para comprovar se o
efeito biologico é proveniente do 6leo ou dos outros constituintes da nanoemuls&o.
Amostras contendo apenas agua destilada atuaram como controle negativo. As placas
foram mantidas em camara de germinagdo (BOD) sob luz constante a 20°C por sete

dias. As contagens foram realizadas a cada 24 horas.
2.4 Extracgdo das enzimas Catalase, Peroxidase e Superdxido dismutase

Os extratos enzimaticos brutos para as determinacdes das atividades da catalase (CAT),
da peroxidase (POX) e da superdxido dismutase (SOD) foram obtidos pela maceracédo
de 0,3 g de sementes de alface, previamente submetidas a germina¢do em nanoemulséo
de alecrim por 24 horas & 20°C de sementes em N, liquido, seguido da adigéo de 2,0 mL
do seguinte meio de homogeneizacdo: tampéo fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,8, &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfénico (PMSF) 1
mM e polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1% (p/v) (PEIXOTO et al.,, 1999). Seguiu-se
centrifugacdo a 12.000 xg por 15 minutos, a 4° C, obtendo-se um extrato enzimatico

bruto. A reagdo mede produto consumido (H20,).
2.5. Determinacdo da atividade enzimatica

2.5.1. Determinacédo da atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6)
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A atividade da catalase foi determinada pela adicdo de 50 uL do extrato enzimético
bruto a 2,95 mL de um meio de reagdo constituido de tampao de fosfato de potassio 100
mM, pH 6,8 e H,O, 125 mM (HAVIR & MCHALE, 1987). O decréscimo na
absorbancia a 240 nm, a temperatura de 25°C, foi medido durante o primeiro minuto de
reacdo, sendo, a atividade da CAT determinada com base na inclinacdo da reta apds o
inicio da reacdo. A atividade enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente de
extingdo molar de 36 M cm™ (ANDERSON et al., 1995) e o resultado expresso em

umol min™ mg™ proteina. Foram utilizadas quatro repeticdes com duplicatas.
2.5.2. Determinacéo da atividade da peroxidase (POX, EC 1.11.1.7)

A atividade da peroxidase foi determinada pelo método de KAR & MISHRA (1976).
Aliquotas de 50uL do extrato enzimético foram adicionados a 2,95 mL de uma mistura
de reacdo constituida de tampdo de fosfato de potassio 100mM, pH 6,8, pirogalol 20
mM e H,O, 20 mM. O acréscimo na absorbancia a 420 nm, a temperatura de 25°C, foi
medido durante dois minutos de reacdo pela producdo de purpurogalina, sendo, a
atividade da POX determinada com base na inclinacdo da reta, apds o inicio da reacéo.
A atividade enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente de extin¢gdo molar de
2,47 mM cm™ (CHANCE & MAEHLEY, 1955) e o resultado expresso em pumol min-1
mg™ proteina. Foram utilizadas quatro repeticdes com duplicatas. O pirogalol incolor
age como doador de elétrons para reduzir o H,O; a H,O e forma um composto oxidado

colorido (purpurogalina). A reacdo mede quantidade de produto formado.
2.5.3. Determinagéo da atividade das superoxidos dismutases (SODs, EC 1.15.1.1)

A atividade da superdxido dismutase foi determinada pela adicdo de 50 pL do extrato
enzimético bruto a 2,95 mL de um meio de reagdo constituido de tampdo fosfato de

sodio 100 mM, pH 7,8, contendo metionina 50 mM, azul de p-nitro tetrazélio (NBT) 1
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mM, EDTA 5 mM e riboflavina 10 mM (Del Longo et al., 1993). A reacdo foi
conduzida a 25°C numa camara de reacdo sob iluminacdo de uma lampada fluorescente
de 15 W mantida no interior de uma caixa fechada. Ap6s 5 min de exposicdo a luz, a
iluminacéo foi interrompida e a formazana azul produzida pela fotorreducdo do NBT foi
medida a 560 nm (GIANNOPOLITIS & RIES, 1977). A absorbéncia a 560 nm, de um
meio de reacdo exatamente igual ao anterior, mas mantido no escuro, por igual tempo,
serviu de “branco” e foi subtraido da leitura da amostra que recebeu ilumina¢do. Uma
unidade de SOD foi definida como a quantidade da enzima necesséria para inibir em
50% a fotorredugdo do NBT (BEAUCHAMP & FRIDOVICH, 1971). Foram utilizadas

quatro repeticdes com duplicatas.

2.6. Andlise estatistica

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, com cinco
repeticGes. Os dados foram submetidos a analise de variancia e quando os efeitos de
tratamentos apresentaram diferenca significativa (P<0,05), as médias foram comparadas

por meio do teste de Tukey.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Identificacdo dos componentes do 6leo essencial de alecrim

Diversos autores relatam a presenca de terpendides, monoterpendides e
sesquiterpendides nos Oleos essenciais vegetais, e atribuem a estes metabdlitos alta
atividade bioldgica, entre elas a atividade alelopatica (MULLER 1964; SOUZA FILHO
2009; MORAES 2009). Corroborando tal informacdo, os constituintes encontrados em
maior quantidade no Oleo essencial de alecrim foram os monoterpenos: 1,8 cineol

(46,47%), Thujanol (18,21%) e a-pineno (12,42%) (Tabela 1). Dentre estes, o
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monoterpeno 1,8 — cineol é relatado como um potente aleloquimico causador de

toxicidade (HALLIGAN 1975; KUMAR E MOTTO 1986; MIRANDA et al. 2015).

Outros testes quimicos em 0Oleo essencial de alecrim também encontraram o 1,8 cineol
em maior propor¢do (MAIA et al. 2014, MACHADO et al. 2012 e KABOUCHE et al.,
2005) ou em proporcdo intermediaria em relacdo aos demais componentes (RIBEIRO et
al 2012, BOIX et al. (2010). Outros autores encontraram quantidade maior de a-pineno
(39,72%), seguido pelo 1,8 cineol (20,20%) (STEFFENS 2010). Essas variacOes
quimicas indicam que os Gleos essenciais, enquanto metabdlitos secundarios, tem sua
constituicdo e quantidade de compostos ativos influenciados por diversos fatores
ambientais, pela sazonalidade, condi¢bes de coleta, estabilizacdo e estocagem
(GOBBO-NETO e LOPES, 2007). Tais interferéncias justificam as diferencas na
composicdo do 6leo. Além disso, sabe-se que os constituintes do 6leo podem interferir
na germinacdo e desenvolvimento das plantas, e para isso € necessario concentracao
adequada e ndo apenas a presenca do 6leo (WEIR et al., 2004). Por tudo isso, ha a

necessidade da identificacdo quimica.

Tabela 1: Quantificacdo e identificacdo da composicdo quimica em 6leo essencial de

Alecrim.
Sinal TR* Substancia identificada Concentragao (%)
1 5,025 Pineno <alpha> 12,42
2 5,394 Fencheno <alpha> 1,78
3 6,124 Pineno <beta> 7,63
4 6,454 Mirceno 0,52
5 7,507 Cimeno <Orto> 0,97
6 7,645 Limoneno 3,02
7 7,752 Cineol <1,8> 46,47
8 8,644 Terpineno <Gamma> 0,22
9 10,100 Linalol 1,01
10 11,870 Thujanol <Neo-isso-3> 18,21
11 12,730 Borneol 1,43
12 13,184 Terpin-4-OL 0,27
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13 13,738 Terpineol <Alpha> 1,01
14 17,714 - 0,33
15 23,226 Santalene <Aplha> 4,71

*TR=Tempo de retencéo
3.2 Identificacdo dos componentes do 6leo-resina de copaiba

O dleo resina de copaiba é formado por uma parte resinosa ndo volatil, que esta diluida
na outra parte, formada por o6leo essencial (VEIGA-JUNIOR et al., 2005;
RIGAMONTE AZEVEDO et al., 2004). A parte resinosa equivale, em média, 55 a 60%
do dleo, sendo que fatores ambientais e sazonais podem influenciar nessa composicéo
(RIGAMONTE AZEVEDO et al., 2004; OLIVEIRA, et al., 2006). Em trabalhos com
diferentes espécies do género Copaifera spp., sesquiterpenos e diterpenos foram
encontrados como componentes majoritarios (VEIGA-JUNIOR et al., 1997, CASCON,
2000; MAIA et al. 2000;), dentre eles o cariofileno aparece em maior proporcao
(CASCON, 2000; VEIGA-JUNIOR et al., 2005; RODRIGUES et al., 2014; GALUCIO
et al., 2016). Confirmando esses resultados, dos 20 constituintes encontrados nesse
estudo, aparecem em maior quantidade os sesquiterpenos: cariophileno (37%), gamma-
elemene (10%) e a-Bergamotene (8,03%) (Tabela 2). A analise quimica do 6leo de
copaiba é indispensavel, pois é através dela que se faz uma relacdo entre 0 componente
quimico e a atividade biologica, lembrando que pode ocorrer sinergismo entre 0s
componentes do 0leo e a acdo bioldgica pode resultar dessa interacdo (GILBERT et. al.,
1997, VALERIANO et al.,, 2012). O sesquiterpeno cariophileno é conhecido por
apresentar diversas atividades biologicas, tais como: antiinflamatério, espasmolitico,
anestésico local e antifungica (SHIMIZU, 1990; ZHENG et al., 1992; MARTIN et al.,

1993).
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Tabela 2 - Quantificacdo e identificagdo da composi¢do quimica em o6leo-resina de

copaiba.

Sinal TR* Substancia identificada Concentragao (%)
1 39,599 - 0,920
2 42,019 a-Copaene 5,820

Cyclohexane, 1-ethenyl-1-methyl-
3 43,163 2,4-bis(1-methylethenyl)-, 4,320
(10,2B,4B)-
4 44,714 Caryophyllene 37,400
5 45,805 - 1,610
6 45,970 a-Bergamotene 8,030
7 46,848 alpha.-Humulene 5,670
8 48,429 y-Muurolene 2,150
9 48,930 Germacrene 6,590
10 48,930 - 0,970
11 49,912 - 0,830
12 50,502 B-Bisabolene 3,320
13 50,646 - 0,790
14 51,310 delta-Cadinene 3,550
15 53,059 Gamma-Elemene 10,140
16 54,548 - 4,560
17 56,500 - 0,870
18 58,307 - 0,700
19 58,705 - 1,050
20 94,260 - 0,700

* TR=Tempo de retencao

3.3 Efeito das Nanoemulsdes de Alecrim

Através dos bioensaios de germinacao observou-se influéncia da nanoemulséo do 6leo
essencial de alecrim em todos os atributos analisados. Houve reducdo significativa da
porcentagem de germinacdo (%G) das sementes de alface a partir da concentracdo de 7
mg/mL, ndo tendo a concentragdo mais baixa variado significativamente quando
comparada com o controle. Associado a isto, o indice alelopatico (IA) aumentou a
medida que houve reducdo na porcentagem de germinacgdo. Este resultado indica que a
nanoemulsdo do Oleo essencial de alecrim apresenta atividade alelopatica e a mesma é

potencializada pelo aumento da concentracdo, aumentando os danos biol6gicos e
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fisiologicos a medida que se aumenta a concentracdo. De acordo com BALSALOBRE
et al., 2006, valores de 1A superiores a 50% podem indicar influéncia alelopatica
significativa, o que somente foi observado na dose de 10 mg/mL (Tabela 3),
evidenciando o potencial alelopdtico da nanoemulsdo de alecrim. Resultados
semelhantes foram observados na germinacdo de sementes de milho, soja, feijdo
(HILLEN et al. 2012), e Portulaca oleracea (RAHIMI et al. 2015). Esses resultados
corroboram a afirmacdo de alguns autores que consideram os 6leos essenciais vegetais
potenciais bioerbicidas (Duke et al. 2000), pois séo eficazes na inibicdo da germinacao
de sementes e desenvolvimento de outras espécies vegetais (ROMAGNI et al. 2000;

SOUZA FILHO et al., 2009).

Nanoemulsdo | Concentragao 1G (%) 1A (%) IVG T™MG
Alecrim mg/mL

C - 83a - 255b 3,56 b

5 86 a -3,61 63,51 a 1,90¢c

Branco 7 84 a -1,20 71,36 a 1,28 ¢

10 84 a -1,20 65,7 a 1,45¢

5 69 a 16,87 20,42 b 3,75b

Nano 7 60 b 27,71 13,45b 4,40 b

10 39b 53 7,21c 5,59 a

Tabela 3: Indices de Germinacéo (1G), Alelopatia (IA), de Velocidade de Germinagdo (IVG) e
Tempo médio de Germinagdo (TMG) das sementes de Lactuca sativa submetidas a diferentes
concentragdes da nanoemulsdo de alecrim comparados com o controle agua destilada (C).
Sendo, Branco: nanoemulsdo sem o 6leo essencial, Nano: nanoemulsdo com o 6leo essencial.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

A variavel indice de velocidade de germinacdo (IVG) reduziu na dose de 10 mg/mL da
nanoemulsdo com oOleo e aumentou na sem 6leo (Branco) em todas as concentracfes
(Tabela 3). Esse aumento do IVG provocado pelo Branco, possivelmente seja em
decorréncia do polissorbato, pois ele pode atuar diminuindo a tensdo superficial da agua

e assim facilitar sua absorcdo pela semente. Isso também demonstra que o efeito
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alelopético verificado pela reducdo do IVG na dose de 10 mg/mL da nanoemulséo de
alecrim ndo se deve aos componentes presentes na nanoemulsdo, mas sim aos
aleloquimicos presentes no dleo essencial. Em contrapartida, o tempo médio de
germinacdo (TMG) aumentou na nanoemulsdo com 6leo de alecrim, também a partir da
concentracdo de 10 mg/mL e, diminuiu no Branco em todas as concentracdes (Tabela
3). Houve reducdo significativa do crescimento da parte aérea e ainda mais pronunciada
no da raiz das plantulas de alface submetidas a todas as concentracbes das

nanoemulsdes de alecrim testadas (Figural A e B).

o
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Figura 1: Comprimento raiz (A) e Comprimento parte aérea (B) de plantulas de alface,
submetidas a diferentes concentracdes de nanoemulsdes de dleo essencial de alecrim. C =
Controle: agua destilada; B = Branco: nanoemulsdo sem o 6leo essencial (5, 7 e 10 mg/mL), N
= nanoemulsdo com o éleo essencial (5, 7 e 10 mg/mL).

Tais efeitos podem ser atribuidos a acdo especifica de seus principais constituintes
quimicos ou, possivelmente, pela interacdo entre eles (SOUZA FILHO et al., 2009). Os
monoterpenos, principais componentes quimicos presentes na nanoemulséo de alecrim
(Tabela 1) apresentam grande potencial inibitorio, pois sdo capazes de provocar
alteracbes morfologicas e fisiologicas, interferindo na atividade enzimatica,
permeabilidade das membranas, divisdo celular, fotossintese, respiracdo, aumento da
transpiracdo das celulas, prejuizos aos microtubulos e reducdo da mitose; afetando o

crescimento e a atividade celular (RODRIGUES et al., 1999; ROSADO et al., 2009;
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MIRANDA et al., 2014). Para ROMAGNI et al. (2000), a atividade fitotdxica do 1,8
cineol poderia afetar a germinacdo e desenvolvimento de sementes de alface. Essas
informagdes confirmam os dados encontrados neste trabalho, uma vez que, o 1-8 cineol
aparece como componente majoritario no 6leo essencial de alecrim utilizado para

producéo das nanoemulsoes.

3.4 Efeito das Nanoemulsbes de Copaiba

As nanoemulsdes de copaiba apresentaram influéncia positiva em alguns atributos
avaliados (tabela 4; Figura 2). N&do houve influéncia na %G e comprimento da parte
aérea. O crescimento da raiz foi estimulado pelas nanoemulsées com o 6leo nas
concentracbes de 5 e 7 mg/mL e as sem o Oleo (Branco) ndo influenciaram
significativamente (Figura 2). O IVG aumentou e o tempo de germinacdo diminuiu em
todas as concentragdes das nanoemulsdes com éleo e sem o 6leo. O aumento do IVG
pode ser em decorréncia do polissorbato, pois como foi visto tal influéncia também foi

observada na acdo das nanoemulsdes de alecrim sem o 6leo (Branco).

Nanoemulsdo | Concentragao 1G (%) 1A (%) IVG TMG
Copaiba mg/mL

C - 83a - 255b 3,56a

5 87 a -4,82 62,25 a 1,58 b

Branco 7 87 a -4,82 62,66 a 1,57 b

10 88 a -6 60,12 a 1,69b

5 87 a -4,82 49,45 a 1,95 b

Nano 7 86 a -3,61 48,25 a 1,97 b

10 82a 1,20 44,16 a 1,93b

Tabela 4: Indices de Germinacdo (IG), Alelopatia (IA), Velocidade de Germinacdo (IVG) e
Tempo médio de Germinacdo (TMG) para as sementes de Lactuca sativa submetidas a
diferentes concentragdes de nanoemulsdes de copaiba comparadas com o controle agua
destilada (C). Sendo, B = Branco: nanoemulséo sem o 6leo essencial, Nano = nanoemulsdo com
0 Oleo essencial. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Os efeitos de constituintes quimicos (aleloquimicos), influenciados pela concentragéo,
podem ser inibitérios ou estimulantes. Em baixa concentracdo, h& possibilidade da
atuacdo do aleloquimico ser ndo inibitoria para determinada espécie e estimulante em
certas situacdes (RICE, 1984). Corroborando a informacdo, as menores concentragdes
das nanoemulsdes do 6leo de copaiba utilizadas neste estudo (5 e 7 mg/mL),
apresentaram efeito alelopatico estimulante no crescimento inicial da raiz (Figura 2). A
ndo influéncia alelopética na %G pode ser explicada pela estrutura quimica do
sesquiterpeno cariophileno, composto encontrado em maior quantidade (Tabela 2).
Determinadas fitotoxinas podem apresentar diferentes efeitos, que serdo influenciados
pelo tipo, grupo funcional, propriedade quimica e concentragcdo no meio que esta agindo
(BARBOSA et. al. 2005). Além disso, de acordo com Weidenhamer et al. (1993),
6leos essenciais compostos por monoterpenos e monoterpenos oxigenados sdo mais
atuantes como fitotoxicos alelopaticos.  Como demonstrado, 0s constituintes
encontrados como compostos majoritarios no 6leo de copaiba sdo sesquiterpenos. Sendo
assim, pode-se considerar que a acdo dos 6leos essenciais na germinacao das sementes e
desenvolvimento das plantulas ndo pode ser generalizado, deve-se, primariamente ser

feito estudo especifico de seus principais constituintes (SOUZA FILHO et al., 2009).
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Figura 2: Comprimento raiz (A) e Comprimento parte aérea (B) de plantulas de alface, cujas
sementes foram submetidas a diferentes concentracbes de nanoemulsdes do Oleo-resina de
copaiba. C = Controle: 4gua destilada; B = Branco: nanoemulsdo sem o 6leo essencial (5, 7 e 10
mg/mL), N = nanoemulsdo com o 6leo essencial (5, 7 e 10 mg/mL).
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3.5 Influéncias dos aleloquimicos no estresse oxidativo
Os aleloguimicos afetam a germinacdo das sementes, pois induzem ao estresse
oxidativo pela formacao de espécies reativas de oxigénio (EROs). Essas podem exercer
acao direta ou agirem como sinalizadores nas vias de degradacdo celular, prejudicando
processos fisioldgicos vitais, a germinagdo e o crescimento inicial (ALMEIDA et al.,

2008).

As plantas respondem ao estresse oxidativo através de mecanismos enzimaticos e ndo
enzimaticos (MITTLER, 2002). Assim, alteracbes na atividade das enzimas
antioxidantes poderdo refletir prejuizos a tolerancia contra o estresse oxidativo
(BARBOSA et al., 2014). Dentre as enzimas envolvidas nesses processos, pode-se
destacar o papel das dismutases do ion superoxido, e das enzimas removedoras do
peréxido de hidrogénio. As Superoxidos dismutases (SODs) sdo metalo-enzimas que
atuam primariamente na defesa contra as espécies reativas de oxigénio (EROS),
promovendo a dismutacdo do ion superdxido (O2) em peroxido de hidrogénio (H,0.) e
oxigénio molecular (O,) (MITTLER, 2002). A catalase (CAT) e peroxidases (POX)
agem removendo o peroxido de hidrogénio gerado pelas SODs e pelas reacdes
metabdlicas (AOUAD et al., 1998; BREUSEGEM et al., 2001; S.S GILL & TUTEJA,
2010). Tais enzimas podem atuar de forma sincronizada com as SODs garantindo

assim tolerancia ao estresse oxidativo (JALEEL ET AL., 2007).

3.6 Influéncias das nanoemuls6es de alecrim e copaiba na atividade enzimatica

N&o houve alteracdo significativa na atividade das enzimas SOD, CAT e POX das
sementes da alface submetidas aos tratamentos com as nanoemulsdes do Oleo de
copaiba e das sem o 0leo (Branco), em consonancia com o observado nos bioensaios de
germinacdo, onde ndo houve efeito inibitorio (estresse) que justificasse a modificacdo

na atividade enzimatica (Figuras 4 A, B e C).
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Nos tratamentos com nanoemulsdes de alecrim, ndo houve alteragdo significativa na
atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) nas sementes da
alface (Figuras 3A e C, respectivamente). Entretanto, a atividade da enzima peroxidase
(POX) foi reduzida nas sementes da alface submetidas as nanoemulsdes de alecrim a
partir da concentracdo de 7 mg/mL (Figura 3B). Possivelmente, algum componente
quimico presente no Oleo ou a interacdo entre eles esteja relacionada a inibicdo na
atividade da enzima POX, o que pode estar correlacionado a redugdo no crescimento da
radicula, como demonstrado na Figura (1A), pela reducdo no crescimento inicial. A
POX, além de seu papel na prote¢do celular contra danos oxidativos, pode atuar também
como sinalizadora no desenvolvimento das plantas modulando o crescimento do
hipocétilo, ou seja, o aumento de sua atividade pode estar relacionado ao
desenvolvimento do tecido (AOUAD et al., 1998). Neste caso, a redugédo na atividade
da POX pode ter refletido na reducdo do crescimento inicial da radicula. A mesma
correlacdo também foi observada para sementes de alface submetidas a extratos de
bulbo de tiririca (Muniz et al. 2007). Fica claro a influéncia da atividade da peroxidase
no crescimento da radicula e o prejuizo na defesa contra o estresse oxidativo, provocado

pela redugéo de sua atividade.
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Figura 3: Efeitos das nanoemulsGes do dleo essencial de alecrim na atividade das enzimas
superoxido dismutase (SOD), peroxidase (POX) e catalase (CAT), representados pelos graficos
A, B e C, respectivamente. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 4: Efeitos das nanoemulsdes do oOleo-resina de copaiba na atividade das enzimas
superoxido dismutase (SOD), peroxidase (POX) e catalase (CAT), representados pelos gréaficos
A, B e C, respectivamente. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

4. CONCLUSAO

O 6leo essencial de alecrim apresentou efeito alelopatico negativo na germinacdo das
sementes da alface, influenciado pela concentracdo e constituintes quimicos. Enquanto,
0 Gleo resina de copaiba apresentou acao alelopatica positiva no crescimento das raizes.
Ficou evidente, que a influéncia alelopética esta relacionada a constituicdo e estrutura

dos componentes quimicos, bem como de sua concentracao.
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