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APRESENTACAO

Ao longo dos anos, tem-se comprovado que as plamaiizem substancias com
propriedades que afetam, benéfica ou maleficamenteas espécies. A esse fenébmeno deu-
se o nome de alelopatia e as substancias resp@spue essas propriedades, de
aleloquimicos. Esses compostos sédo encontradeo#budidos em concentragdes variadas nas
diferentes partes da planta, e durante o seu @d&hida. Os aleloquimicos, quando liberados
em quantidades suficientes, causam efeitos alétogaigue podem ser observados na
germinacgao, no crescimento e/ou no desenvolvimgmtplantas ja estabelecidas e, ainda, no
desenvolvimento de microrganismos (Carvalho, 1993)efeitos alelopaticos sdo mediados
por compostos secundarios pertencentes a diveesses como fendis, terpenos, alcalbides,
taninos, cumarinas, esteroides, flavonodides, palil@nos, acidos graxos, peptideos, dentre
outros (Putnam & Duke, 1978).

Os compostos quimicos que possuem atividade atalap&&do produtos do
metabolismo secundario, denominados aleloquimsudsstancias alelopaticas, fitotoxinas ou
apenas produtos ou metabolitos secundarios. Aipais formas de liberacdo dessas
substancias no ambiente ocorrem através dos posceles volatilizacdo, exsudacdo pelas
raizes, lixiviagdo e decomposi¢do dos residuosigBur& Almeida, 1993). Esse fendmeno

envolve complexa cadeia de comunicagao quimica estespécies (Harborne, 1993).

Aparentemente a producdo dessas substancias n&uwi pscao fisiologica
equivalente a dos metabdlitos primarios, mas sira importante funcdo ecolédgica que foi
desenvolvida através da evolugcdo dos mecanismdgefdea dos organismos, que ao longo
deste processo adquiriram enorme capacidade patetizar, acumular e excretar uma
variedade desses metabdlitos secundarios. Entietantn 0s avangos na quimica de
Produtos Naturais, diferencas qualitativas e qtamnas destes compostos tém-se tornado
evidentes e explicam a funcdo destes nos processoslogicos nhaturais
(Siqueiraet al.,1991).

Diferentes grupamentos quimicos podem ser o0s reageis pelos efeitos
alelopaticos observados entre os organismos (MeJeliB90; Einhellig, 2002). Estes efeitos
resultam da agdo combinada dos grupos de alelocpsmue, coletivamente, interferem em
varios processos fisioldgicos (Rice, 1984; Putnahatg, 1986; Inderjit & Dakshini, 1995;
Chou, 1999; Reigosat al., 1999; Einhellig, 2002) por funcdo defensiva, geevsendo
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adquirida ao longo de um processo de evolucdo (natb 1997,
Nishimura & Mizutani, 1995), podendo apresentaoatifieta ou indireta sobre o individuo
alvo (Molisch, 1937). Os efeitos indiretos séo ewclados nas alteracdes nas propriedades e
caracteristicas nutricionais do solo e também oasilpcoes e/ou atividade de organismos
gue habitam o solo. Os diretos, por sua vez, sae estudados e compreendem o atraso ou
a inibicdo completa da germinagcdo de sementesligz@@ do crescimento, injuria no
sistema radicular, clorose, murcha e morte dastgdanEstes efeitos visiveis dos
aleloguimicos sobre as plantas é somente umazsgab secundaria de mudancas anteriores
como: alteracdes celulares e metabdlicas, incluimdalificagdes no funcionamento de
membranas, na absor¢do de nutrientes e de aguaaivitide fotossintética e respiratoria,
entre outras (Rice, 1984; Rizvi & Rizvi, 1992; Risget al, 1999).

A producéo de aleloquimicos pode ser regulada iperabs fatores ambientais, como
a temperatura, a intensidade luminosa, a dispatabié de dgua e nutrientes, textura do solo
e microrganismos presentes (Chou, 1986). Além dissdatores relacionados ao estresse
podem aumentar a atividade bioldgica referenteasglequimicos. O tempo de residéncia,
persisténcia e transformacdo dos aleloquimicos podeentar, diminuir ou fazer cessar o
efeito alelopético, pela acdo de microrganismossolo. Inclusive, o proprio andamento
diario do metabolismo priméario, com formacédo dee@sl carbonadas que variam nas

diferentes horas do dia, tem repercussdes no nistalbcsecundario.

A resisténcia ou tolerancia a estes compostos écanagteristica espécie-especifica,
existindo aquelas mais sensiveis comd.actuca sativa L. (alface),
Lycopersicon esculenturiviller (tomate) e Cucumis sativud.. (pepino), consideradas

plantas indicadoras de atividade alelopatica.

Segundo Chou (1986; 1999), a alelopatia tem sidonteecida como importante
mecanismo ecoldgico, que influencia a dominancisueessédo das plantas, formacdo de

comunidades, vegetacao climax, manejo e produteida culturas.

Os liguens ou fungos liquenizados, associacdo 6tmai entre um micobionte
(fungo) e um fotobionte (alga ou cianobactériajd@spresentes em quase todos o0s
ecossistemas, apenas as bactérias tém maior disp&sses organismos simbiontes estao
ausentes apenas em ambientes constantemente @ftida®mbreados, como no interior de

matas tropicais mais densas, ou entdo de regigesacuesteja poluido. Estes organismos
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simbiontes apresentam muitas substéncias eficientles utilizagdo bioldgica,
como atividade alelopatica, farmacoldgica, antifésipa, antimicrobiana, entre outros
(Xavier-Filhoet al, 2006).

Estudos realizados através da aplicagdo de exthatdes e substancias puras de
véarios liquens da familia Cladoniaceae, ocorreetestabuleiros arenosos do Nordeste do
Brasil, revelaram que estes simbiontes interferamg@rminacdo de sementes de vegetais
superiores, como observado por Olivestaal. (1991), interagindo com fungos micorrizicos
arbusculares do solo, influenciando no desenvolnimede sementes e plantulas de
Genipa americanaativas destes ecossistemas e modificando a cagépaguimica do solo
subjacente (Silva, 2007; Vasconcelos, 2007). P, isste estudo teve por objetivo avaliar a
acdo de metabdlitos d&ladonia verticillarissobre a germinacdo e o crescimento inicial de
L. sativacomo contribuicdo ao conhecimento da dinamica dessestemas onde liquens

terricolas ocorrem e sua influéncia no funcionamentstrutura destes ambientes.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Alelopatia

O conhecimento de que as plantas tém a capacidanedferir no desenvolvimento
de outras plantas através de substancias libeataso meio, remonta a antiguidade. Os
primeiros registros foram observados por Demécrid@ a.C e Theophrastus 300 a.C, os

quais expuseram gu&Ecer arietinumexauria o solo e inibia a vegetacdo (Rice, 1984).

Posteriormente, De Candole em 1832 expfs que sdcandas terras” era decorrente
do acumulo de produtos quimicos exsudados pela®cuttaras durante anos seguidos, o
qual passava a afetar o seu proprio desenvolvimdidoeém, a primeira demonstracdo
cientifica da alelopatia foi realizada por Schrei&eSullivan (1909), que provaram que a
reducdo no desenvolvimento dégna unguiculataera devida a presenca de compostos

quimicos.

O termo alelopatia foi criado por Hans Molisch e@81 pela unido das palavras
gregasallelon (mutuo) epathos (prejuizo) e segundo ele, “alelopatia € a capdeiddas
plantas superiores ou inferiores produzirem subg&arguimicas que liberadas no ambiente

de outras, influenciam de forma favoravel ou desfavel o seu desenvolvimento”.

Rice (1984) definiu alelopatia como, “qualquer &feadireto ou indireto danoso ou
benéfico que uma planta (incluindo microrganism@s@rce sobre outra pela producdo de
compostos quimicos liberados no ambiente”. A maiadiestas substancias chamadas
aleloquimicos, provém do metabolismo secundariode Bberados para 0 meio por
volatilizacdo, lixiviagdo, decomposicao de residaaxsudados que pode interferir o padrao
de crescimento e desenvolvimento da vegetacaoesdg(-erreira & Borguetti, 2004). Esses
aleloquimicos representam fungéo de protecéo (Letetl, 1982), pois durante o processo
de evolucao destas plantas estas substanciasaefamasn alguma vantagem contra a agéo de
microrganismaos, virus, insetos, e outros patoégengsredadores, seja inibindo a acédo destes

ou estimulando o crescimento e desenvolvimente@agas (Waller, 1999).

Em 1996, a sociedade internacional de alelopa#&)(lampliou a definicdo de
alelopatia aos processos que envolvem a liberagamatabdlitos secundarios por plantas,

liqguens, microrganismos, virus e fungos que infbi@mm no crescimento e desenvolvimento
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de sistemas biolégicos. Segundo Gniazdowska & Bag@005), esses compostos podem ser

considerados como parte de uma rede de comuniga@éiica entre 0s organismos.

Na natureza, é dificil distinguir e identificar efeitos individuais, mecanismos de
competicdo e alelopatia, devido a complexidadedgioh dos processos e, por ocorrerem
simultaneamente (Durigan & Almeida, 1993; Souza hd-il & Alves, 2002;
Dakshiniet al., 1999). Contudo, a distincdo fundamental € querapeticdo entre plantas
reduz ou remove do ambiente um fator de crescimegtessario aos organismos envolvidos,

enquanto alelopatia ocorre a adicdo de um fatoneio (Alves, 1992).

Whittaker & Feeny (1971) afirmam que os efeitodogléticos de uma planta sao
aceitos, desde que seja comprovado que um inilopgionico efetivo esteja sendo produzido
e, ocorra numa concentracao potencialmente efatveolo e a inibicdo resultante ndo seja

por luz, agua e nutrientes nem por uma atividadealn

Cabe ressaltar que a liberacdo de metabdlitos dédaa traz beneficios a planta que
os libera, pois se uma planta pode reduzir o eresdio das plantas vizinhas pela liberagéo de
compostos quimicos no solo, isso pode ter comoecpi@ncia maior chance de acesso a luz,
a agua e aos nutrientes. Portanto, propicia suaormaidaptacdo evolutiva
(Taiz & Zeiger, 2004). Nesse sentido, a alelopatiafere vantagens as plantas que, ao longo
da evolucdo, desenvolveram um potencial alelopat®sgundo Dukeet al. (2000), os
aleloquimicos séo herbicidas naturais que suprimermliminam a competicdo de espécies
vegetais com um potencial agricultural. E, seguRobe (1986) o estudo desses compostos na

estimulagdo de sementes também € uma importamstelérestudo.

Inderjit & Weston (2000) descreveram alguns ret¢pssipara demonstracdo das
interacOes alelopaticas: 1. Componente ecologiderronstrando que a interferéncia ocorre
na natureza; 2. Componente quimico — identificagdolamento e caracterizacdo dos
aleloquimicos envolvidos; 3. Componente fisiologieoidentificacdo do mecanismo de

interferéncia ao nivel bioquimico, fisiologico, aklr e molecular.
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2.1.1. Natureza e fungéo das substéncias alelopatic

A co-evolucéo de plantas, insetos, microrganismasamiferos conduz a sintese de
metabolitos secundarios. Ja foram reconhecidas dongdes ecologicas desses compostos,
por exemplo, a defesa contra herbivoros e micrisgars, a protecdo contra raios
ultravioleta (UV), a atracdo de polinizadores e a@mais dispersores de sementes
(Wink, 1990), bem como sua participacdo em respatdaalelopatia (Harbone, 1993).

Os produtos quimicos produzidos pelos vegetaismpaa divididos em dois grandes
grupos. Os primeiros, essenciais a todos 0s sdwes,Vvsdo 0Ss metabolitos primarios
(anabolismo, com a formacéo de carboidratos simplesgeinas e lipidios; e catabolismo
como a respiragdo) e o segundo grupo, os metab&@eoundarios (Hadacek, 2002). Estes
geralmente apresentam estrutura complexa, baixo peslecular, marcantes atividades
biologicas e, diferentemente daqueles do metaboligmimario, sdo encontrados em
concentracbes relativamente baixas e em grupos ciBsps de plantas
(Poser & Mentz, 2000).

Durante muito tempo acreditava-se que as substdoianetabolismo secundario ndo
desempenhavam nenhuma funcdo especifica, repnedentgpenas um produto final do
metabolismo celular. Entretanto, atualmente recoedse que essas substancias
desempenham importante papel na ecologia de plargas cruciais para a sua sobrevivéncia

e aptidao (Harbone, 1993), sendo sintetizados aielacom as leis genéticas (Swain, 1977).

Os aleloquimicos podem ser produzidos em qualquete pdas plantas e séo
biossintetizados em varias organelas celularegnp@éo estocados em varias estruturas
secretoras especializadas a fim de evitar a suatoaididade (Gershenzon, 1993). A
concentracdo desses compostos varia de espéciegataie e, numa mesma espeécie, de
acordo com a parte da planta e o seu estadio @ma#gimento (Rodriguest al., 1993), a
sua acao aleloquimica depende mais de sua parteriaentracdo em um dado lugar do que
de sua especificidade quimica (Putnam & Duke, 19F8jores relacionados ao estresse
abidtico, como temperatura, intensidade luminoadiagdo ultravioleta, disponibilidade de
agua e nutrientes, textura do solo e presenca deng@nismos também podem modificar
diretamente a taxa de producdo dos aleloquimicosompsequentemente, sua atividade
biologica (Einhellig, 1996; Konget al, 2002; Taiz & Zeiger, 2004). De fato, tem-se

observado aumento no numero de estudos visandoioreda as variacoes ambientais,
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respostas quimicas das plantas e funcédo ecolégicaleloquimicos de origem vegetal
(Konget al, 2002).

A natureza alelopatica de um composto quimico paider diretamente na sua
fitotoxidade, liberagdo, concentracdo bioativa, sigdgncia e destino no ambiente
(Inderjit & Duke, 2003). O conhecimento da naturepsimica é fundamental para o
entendimento das interacdes alelopaticas. Atuabmesdio conhecidos cerca de 10.000
metabolitos secundarios com acéo alelopatica, equmsiderado apenas uma pequena parte
da quantidade existente na natureza, pois segunamad & Almeida (1993), o total
numérico de substancias quimicas pode atingir maéte cifra de 400.000. Segundo
Larcher (2000), esses compostos podem ser dividiodogés grandes grupos: os terpendides,

alcaldides e compostos fendlicos.

Ao serem lancados no meio, podem promover altesagfesolo, sejam em suas
propriedades, seja na sua dinamica de nutrientesnosua biota associada (Hadaceck, 2002).
A origem de um aleloquimico freqientemente é olaseusua atividade biolégica pode ser
reduzida ou aumentada pela agdo microbioldégicadag®io e outras transformacgdes
(Einhellig, 1996; Waller, 1999; Pired al, 2001).

A textura e composicdo do solo tém influéncia neitefalelopético, pois segundo
Duke (1985) esses mediam a transferéncia de maligsquimicos, exceto talvez compostos
volateis, de um doador para um receptor. Em sorsaos, ha menor adsorcdo que nos solos
coloidais, e, neste caso, os aleloquimicos liberadoiam mais efetivos, por ficarem livres,
na fase aquosa do solo (Inderjit & Dakshini, 199#)a vez que a inativagao e destruicdo das
toxinas € mais lenta em solos pobres (Dionello &t8al1984), sendo a retencao favorecida

pela matéria organica e acidez do solo (Siquetied, 1991).

Uma vez introduzidos no ambiente é necessario quacemulem em quantidades
suficientes para afetarem outras plantas, se nizntempor algum tempo, ou seja, liberados

continuamente para que os efeitos sejam persistghltmeida, 1988).

2.1.2 Mecanismos de acéo e funcdes dos aleloquiraico

Os mecanismos de acdo dos aleloquimicos estadoreddos a processos fisiologicos
na planta (Horsley, 1977; Rice, 1984). No entan® efeitos desses compostos ainda n&o
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estdo completamente esclarecidos. Uma das difidetdé que essas substancias afetam mais
de uma funcéo e provocam efeitos secundérios wiftte distinguir dos principais. O efeito
visivel dos aleloquimicos sobre as plantas é s@nemia sinalizacdo secundaria decorrente
de alteracbes moleculares e celulares, cujos nsmwasi ainda permanecem obscuros
(Ferreira & Aquila, 2000).

A grande diversidade dos compostos que causampateoindica diferentes
mecanismos de acdo e, em muitos casos, sua fdattxipode originar-se mais de um
rompimento celular generalizado do que de um msoaniespecifico (Einhellig, 1995). A
acdo desses compostos envolve interacdo entressestrabidticos e bidticos que pode
também s6 atuar quando em presenca de outroso@slamergisticas), em combinacdes e

proporcdes especificas que potencializam suas &besida, 1990; Einhellig, 1999).

Uma vez liberados no meio, os aleloquimicos poderag¢ao direta e indireta. A acao
direta ocorre quando o composto lixiviado ou véado se liga as membranas da planta
receptora ou penetra nas ceélulas, interferindotativente no seu metabolismo. Na acéo
indireta, os aleloquimicos oriundos da decomposg;da exsudacao radicular podem causar
alteragcbes nas propriedades e nas condi¢des onaisido solo, modificacdes de populagbes
elou atividade dos microrganismos (Ferreira & AauiR000). O movimento desses
compostos no interior das plantas se da prefelememe pela translocacao via floema, sendo

que a taxa de translocagao depende de fatoresraaibiRice, 1984).

Hadacek (2002) menciona a interferéncia de alefoiqos, relacionando a habilidade
dessas pequenas moléculas para ligar-se a regdeptaras de varias proteinas como
chaves em fechaduras, possivelmente interferindoatas metabdlicas. As alteracdes do
aleloquimico podem ser pontuais, mas, como 0 mktaim consiste numa série de reacoes
com varios controles do tipo “feedback”, rotas imat® podem ser alteradas, mudando

processos (Ferreira & Borghetti, 2004).

Dentre os estudos das alteracBes ocasionadas gleloguimicos, podem-se citar:
mudancas nas taxas fotossintéticas (Baziramakenga, 1994), funcdo dos estdbmatos
(Einhellig & Kuan, 1971), conteudo de clorofila (Bellig & Rasmussen, 1979), taxa
respiratéria (Van sumeret al, 1971; Pefuelast al, 1996; Carmcet al., 2007), fluxo do
carbono (Dankset al., 1975), captacdo de minerais (Glass, 1973; HarpBake, 1981),
permeabilidade da membrana e funcbes de ATP-asesqGK Dunlop, 1974,
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Friebeet al, 1997), divisdo celular (Muller, 1965; Campanddtaal., 2002;); alongamento
celular (Jankay & Muller, 1976); estrutura celu{aorber & Muller, 1976); parede celular
(Zobel & Lynch, 1997); sintese de proteinas e &ciduicléicos (Seigler, 1996;
Vyvyan, 2002).

Os efeitos dos aleloquimicos sao visiveis na fodmaga dindmica de sucesséo e o
equilibrio de comunidades vegetais, influencia midéncia de certas espécies de plantas que
interferem na diversidade local, manejo e prodd&sde de culturas, inibicdo da fixacdo de
nitrogénio e nitrificacdo, interferéncia na dorménde sementes e de gemas, prevencao da
decomposicdo de sementes e influéncia nas relagies outras plantas, com
microrganismos, com insetos e até com animais gupsy incluindo o homem, na atracdo de
polinizadores e estimulantes de germinacdo de demen(Mandava, 1985;
Durigan & Almeida, 1993; Reigosaet al, 1999; Ferreira & Borguetti, 2004;
Taiz & Zeiger, 2004; Nasiet al, 2005). Contudo, de maneira geral, os modos de dQs
aleloquimicos estdo envolvidos na inibicdo e na ifilegdo do crescimento e
desenvolvimento vegetal (Inderjit & Duke, 2003}enfierindo também em diversos processos

do sistema solo-planta- microrganismos (Siquetiral., 1991).

O modo de acao dos aleloquimicos pode ser mensarmadistemas isolados, porém a
questao critica € se a inibicdo alcancada no k&gllanta esta em concentracdo suficiente
para influenciar especificamente a reacdo em estid@ outro processo pode ser afetado
mais rapidamente. A maior dificuldade de esclaresses mecanismos é a separacdo dos
efeitos secundarios das causas primarias (Putrn@®).1Para Souza-Filho & Alves (2002),
um dos fatores que dificulta a compreensdo nagagies entre efeito e causa dos
aleloquimicos € o fato de uma mesma substanciaradéerentes fungdes fisioldgicas da
planta, assim como uma mesma funcéo pode ser afetaidnais de um composto.

Os sintomas que se observam na planta atingiddes@ominados pelo conjunto dos
efeitos produzidos pelos aleloquimicos absorvideta pplanta-alvo, tornado-se dificil
estabelecer qual deles provoca o0s sintomas obssrvadAlmeida, 1988;
Durigan & Almeida, 1993). A Figura 1 mostra os ciigtes processos fisiologicos que podem

ser alterado pela acdo dos aleloquimicos.

Alguns compostos apresentam o mecanismo de acmteasimilar ao dos herbicidas

(Mano, 2006). O entendimento dos efeitos alelopate dos mecanismos de acdo de varias
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substancias sdo importantes para se entender esacies entre plantas, tanto nos

ecossistemas naturais, como nos agricolas (Rogrga, 1993).
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Figura 1. Alteracdo de processos fisioldgicos causados [@docmimicos sobre a planta
alvo. Fonte: adaptado de Einhellig (2004).

2.1.3. AplicacOes da alelopatia como bioherbicida

Desde tempos remotos, a aplicacdo de produtosarstu sintéticos € usada como
pesticidas na agricultura. O primeiro composto oiga (2-metil-4, 6-dinitrofenol) destinado
ao controle de plantas invasoras foi introduzido ¥382. No entanto, o uso extensivo de
herbicidas sintéticos organicos iniciou-se efetigata durante a década de 40 com a

descoberta do herbicida 2,4-diclorofenoxiacéticar(ldon & Loux, 1995).

Plantas invasoras diminuem o rendimento das csltena até 50% e, a utilizacdo de
herbicidas tem se apresentado como Unica ferramertantrole de algumas dessas espécies.
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Agricultores em 1998 gastaram U$ 6 bilhdes em bigls, quase 70% do total das vendas de
agroquimicos (Rogers, 1999). No Brasil, no ano @@2da comercializacdo dos defensivos
agricolas no controle de pragas, doencas e plamtasoras, cerca de 52% referem-se a
gastos com herbicidas, totalizando U$ 1,30 bilh{®ENDAG, 2002). As vendas de
defensivos de Janeiro a Outubro de 2008, compaemiomesmo periodo de 2007,
apresentaram um crescimento acumulado de 31%iz&otddb um mercado de R$ 10.246
milhdes (SINDAG, 2008).

O uso generalizado desses agroquimicos tem resultsd plantas invasoras
resistentes, e aumenta a preocupac¢do publica sobrpacto de herbicidas sintéticos na
saude humana e o ambiente (Macias, 1995; Kropff &#té/ 2000). Esta preocupacao tem
deslocado atencéo para alternativas tecnologicasmioole de plantas invasoras baseado em
produtos naturais, com tentativas de reduzir a tiflede de defensivos agricolas
(Putnam, 1983; Dayaet al.,2000). Devido a esses fatores, a identificacdoselamento de
tais substancias tém se tornado um dos grandesvobjde muitas companhias agroquimicas
(Alves et al., 2002). Na Tabela 1 encontram-se alguns herbicidasnyolvidos a partir de

aleloguimicos.

Tabela 1.Herbicidas desenvolvidos a partir de aleloquimitatsirais

Fontes: plantas ou

Produtos Naturais . . Herbicida Fabricante
microrganismos
Anisomicina Streptomyces sp Methoxyphenone Nihon/Japéo
Cineole Vérias plantas Cinmethylin Shell/lUSA
I?enszamponas Plantas gramineas Benzazin BASF/Alemanha
(4c. Hidroxamico)
Iprexil Iprex pachyon Benzadox GULF/USA
Acido Fusérico Fusarium sp. Picloran Dow/USA
Acido Quinolinico Nicotina tabacum Quincloral BASF/Alemanha
e . . 3,4, . .
Moniliformina Fusarium moniliforme dibytoxymoniliformin CIBA/Geigy/Suica
Streptomyces

Fosfinotricina Glufosinate Hoechst/Alemanha

viridochromegenes

Fonte: Hatzios (1987), citado por Alves (1992).
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A natureza contém muitos materiais bioativos e @stgs com propriedades
inexploradas, cujas descobertas dos sitios de seAem para identificacdo de novas
moléculas herbicidas (Duket al, 2000). Neste sentido, a alelopatia pode seridersla
uma ciéncia promissora, especialmente no BrasiNjddea sua ampla biodiversidade
(Neves, 2005).

Dankset al. (1975) ressaltam que a correta compreensao dosj@il@icos poderia
potencialmente aumentar a produtividade das csltyetegendo-as de toxinas naturais, e

aumentar o rendimento das culturas através dads;é@stimulantes naturais.

Alguns estudos tém demonstrado que extratos brumibem a germinacdo e o
crescimento de algumas espécies de plantas emc¢fesdde laboratério. Estes extratos
incluem uma mistura complexa de metabdlitos secuwwlaEntretanto, purificacdo pelo
fracionamento quimico leva a diminuicdo dessaddie inibitoria. Isto € somente possivel
porque a atividade alelopatica pode ser atribuigia @omplexo de varios fatores inibitorios e
aos efeitos sinergisticos de parte, os quais, aéparente estdo abaixo do limiar de
toxicidade (Mandava, 1985).

Para Duke et al. (2000), estratégias para descobertas de alelocqpsméc o
desenvolvimento de analogos aos utilizados nassiridé farmacéuticas e envolvem
screening de extratos brutos e compostos purificados parddatle bioldgica. Estes
bioensaios iniciais sdo rapidos e relevantes paraistema em questdo. Contudo,
Vyvyan (2002), relata que simular as concentragfies ocorrem naturalmente em sistemas
biolégicos e mensurar a quantidade de aleloquinlibesados e absorvidos pela interacédo
dos compostos em diferentes tipos de solos, e dagfia ou modificagdo dos compostos por

microrganismos sdo algumas das dificuldades denbaos.

Bioensaios tém sido usados para triagem, estimiatoXidade ou promocgédo de
crescimento das plantas, estudar o modo de atuagedocomo avaliar as relagdes estrutura-
atividade de centenas de milhares de compostodyjm® naturais, aleloquimicos, herbicidas
sintéticos e naturais e, reguladores de crescimet® plantas - PGRS)
(Hoagland & Williams, 2004). Contudo, bioensaiosmo as outras técnicas, tém limitacdes
inerentes que devem ser associados a instrumentag@oa (HPLC, GC, espectrometria de

massa, RMN, métodos imunoldgicos, etc) que trazesthoria no isolamento, separacéo e
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deteccdo de compostos. Essas técnicas tém propadoio maior sensibilidade e
especificidade das substancias.

Uma das principais variaveis analisadas nos tededgpaticos € a germinacao. Os
testes de germinacdo sdo simples de serem reaizZddoentanto h4 uma série de cuidados
gue devem ser tomados para que se possam temdesulieproduziveis. A temperatura, o
substrato e a umidade influenciam a germinacaor @éspo devem ser controlados. Segundo
Oliveira et al. (2004) o padrdo de crescimento € avaliado geraémdat acordo com o
comprimento e massa seca da parte aérea e rasenpeeou auséncia de pélos radiculares,
formacdo e quantidade de raizes laterais, necrosgsosta gravitropica, entre outros. As
substancias alelopaticas podem induzir o aparetomknplantulas anormais, sendo a necrose
da radicula um dos sintomas mais comuns. Portartiegscimento das plantulas € muito mais
sensivel a esses compostos e a sua utilizacaaetaninacdo do potencial alelopatico dos

aleloquimicos é muito importante.

Poucas pesquisas tém sido realizadas na buscadi#qgs naturais como herbicidas e
na descoberta de novos herbicidas, devido a estraamplexa dos compostos que torna a
producdo muito onerosa. Entretanto, mesmo que opestm estudado seja inadequado
comercialmente, a identificacdo de novos mecanishecacao pode ser valiosa na producao
de herbicidas sintéticos, com natureza quimica kemie, poréem mais adequado para

utilizacdo na agricultura (Dulet al, 2000).

2.2 Liquen

Liquen € a estrutura resultante da associacdo amtrecomponente fangico
(micobionte) e uma populacdo de algas ou de ciatétias (fotobionte). Os fungos
liguenizados representam um dos grupos mais beetsios de organismos simbiontes e sao
frequentemente estudados como modelo de simbicsergly, 1995). Cerca de 21% dos
fungos sé@o capazes de agir como micobiontes nessasiacfes e, entre esses, 98% sao
ascomicetos (Honegge,r 1991). Mais de 200 espéeiesgas e cianobactérias podem agir
como fotobiontes (Cocchiettet al., 2002). Enquanto a maioria dos fungos vive com o
micélio de absorcédo dentro do substrato, os futigaenizados constroem um corpo (talo),

dentro do qual o fotobionte € cultivado, mostrangtna convergéncia morfolégica e
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anatbmica entre os liquens e as plantas (Sand@&®l).2 Esses “mini-ecossistemas”
(Tehler, 1996) sdo auto-suficientes e ecologicamémtados como individuos, mas num
sentido diferente do habitual (Fahselt, 1996). Thaxaicamente, de acordo com o Cddigo
Internacional de Nomenclatura Botanica, os liqusis tratados dentro do Reino Fungi, e 0
nome do liquen refere-se apenas ao fungo (Gretitak, 2003). E um grupo polifilético e
inclui aproximadamente 18.000 espécies e aproximadte 12 espécies novas sao descritas
a cada ano (Cocchieté al, 2002).

Segundo Smith (1955) e Schultz (1991), do ponteista morfofisioldgico, os liquens
podem sobreviver em ambientes nos quais um dos iddigsiduos isoladamente néao
conseguiria se desenvolver. Esta associacdo € eapaiguns lugares indspitos do ambiente
terrestre, apresentando ampla distribuicdo. Seguladson (1987) cerca de 8% de todo
territorio terrestre € dominado por liquens. O rhioate absorve e conserva a agua necessaria
e repassa para o fotobionte os elementos minaraipi@cedem do p6é atmosférico e da agua
da chuva, além de proporcionar ambiente fisico @alm para o organismo fotossintetizante.
A alga, a parte produtora de energia, transfereotdmnatos e produtos nitrogenados para o
micobionte. Dessa forma, uma relagdo de naturezhidica, na qualos os organismos sao
beneficiados (Raveet al, 2001; Cocchiettet al.,2002). Além disso, o crescimento lento do

talo desses organismos protege-os do ataque derganismos e herbivoros.

2.2.1 Substancias liquénicas: importancia econémiaecoldgica

O primeiro estudo avaliando substancias liguéndata da origem da Quimica
Organica (Gmelin 1858). Asahina & Shibata (1954ami que as primeiras investigaces
cientificas dessas substancias foram conduzidaZquir& Hesse por volta de 1907. Muitos
dos papéis biolégicos destes compostos iniciarabs 440, quando a natureza antibidtica
daqueles foi reorganizada e foram estendidos a$e cHoicos (Vartia, 1973). Com o
desenvolvimento das técnicas de cromatografia, @@adh de 60 um grande numero de
substancias liquénicas foi identificado (Cocchiettal, 2002). Particularmente importante
foi a publicagdo de Culberson (1969). Uma das éub&s mais amplamente estudada € o
acido uUsnico. Esta foi isolada pela primeira vez 844 e tornou-se ndo somente um dos
metabolitos de liguens mais conhecido como um duggs disponiveis comercialmente

(Ingdlfsdéttir, 2002). Esse composto é unicamentmetrado nos liquens.
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Os fungos liquenizados sao produtores de uma grqudetidade de substancias
biologicamente ativas, conhecidas como produtosaesfulares ou metabolitos secundérios
que se encontram na medula ou no cortex (Fig.a2anrente em ambas as camadas, em
concentracdes de 0,1 a 10%, em relacdo ao pesodsetao, embora em alguns casos a
concentracdo possa atingir até 20% (Fahselt, 1986¢a & Vilegas, 1998). Estes sdo quase
gue na sua totalidade de natureza fendlica (Hag3)1 Cerca de 800 compostos provenientes
do metabolismo secundario de liguens sdo conhe@dosgo a maior parte dessas substancias
sintetizadas exclusivamente por esses organisncaosaalifaticos, meta e para-depsideos,
depsidonas, ésteres benzilicos, dibenzofuranostonas antraquinonas, acidos Usnicos,
terpenos e derivados do &cido pulvinico (Pienvitidr al., 1994; Elix & Waralaw, 1996;
Huneck & Yoshimura, 1996; Huneck, 2001). Segundolb&son (1977) as muitas
caracteristicas de produtos liquénicos sdo compoastomaticos que sdo formados pela
unidade fendlica simples pela via do acetil-polonakto, com acidos alifaticos e ésteres.
Numerosos terpendides e esterdides sdo formadasvjgeldo acido mevaldnico e alguns

derivados do acidos pulvinico pela via do acidgeimico (Fig. 3).

Cortex Superior

} Camada Algz
\

} Medule

e } Cortex Inferio

Flgura 2. Corte transversal d€anomaculina pilosaStiz.) Elix & Hale em eletromicrografia de

varredura (Fonte: Profa. Dra. Sionara Eliasaro,dit@mento de Botanica - UFPR). Aumento de 1000 x.
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Algumas teorias tentam explicar a razdo pela qedhs espécies produzem mais
produtos secundarios que outras. Uma das possithdid descritas é que aqueles que
produzem altos niveis de compostos sdo capazegedeer de forma mais severa nos
ambientes, como aqueles com captacao de nutrilmiésda ou aqueles com alto contetudo

de nitrogénio e fésforo (Fahselt, 1996).

Os distintos compostos fendlicos produzidos patpsehs tém atraido atencéo de
pesquisadores. Suas informacOes sobre estrutuigenor biogenética e significado
filogenético tém aumentado de forma constante (Egwi995). O derivado dos compostos
liquénicos é mais bem documentado que em qualgues grupo filogenético, entretanto a
bioatividade associada a estes compostos tem sidzalngente ignorada
(Romagniet al,, 2004).

Acetato Polimalonato

Acido Mevalonico

Dibenzofuranos

Diterpenos
Depsideos

Triterpenos

Depsidonas

- Esteroides
, 7k ,‘ ‘
Acidos usnicos 14 ¥

‘ o Acido
Cromonas SR ‘7 ! \%‘ Chlqu1mlc0

Xantonas ST
Terfenilquinonas

Antraquinonas )
Acido pulvinico

Figura 3. Classes de compostos liquénicos organizados delaacom sua origem Biossintética. Fonte:
Adaptado de Dayan & Romagni (2001).

Alguns fungos liquenizados sé&o particularmente igeiss a compostos toxicos,
sendo utilizados como indicadores de componentgso® do ar poluido, particularmente do
dioxido de enxofre; no mapeamento de metais pesadm#tros poluentes freqiientemente
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encontrados ao redor de pdlos industriais; e aimilzados como instrumentos para
monitorar a contaminagao por substancias radicga{iawksworth, 1984; Purvis, 2000).

Devido as suas cores, que variam do branco ao neggsando por tonalidades de
vermelho, laranja, marrom, amarelo e verde, mdiiogos liquenizados sao utilizados como
fonte de corantes. Muitas espécies também témudiliittadas como medicamentos e bases
para fixadores na industria de perfumes, cosmétfoosiulacdo de cremes, pastas de dente,
desinfetantes bucais, desodorantes e protetoremesqlRaven, 2001; Purvis, 2000;

IngOlfsdottir, 2002), além de outras espécies sa@mestiveis.

Grande namero  destes compostos  apresenta  acdo icavbisna
(Xavier Filho et d., 1990; Yamamotoet al, 1993; Esimone & Adikwu, 1999;
Falcdo et al, 2002; Ribeiroet al., 2002), antifungica (Yamamotet al, 1993),
antiinflamatéria (Higuchiet al, 1993; Vijayakumaret al, 2000, Maiaet al, 2002);
antitumoral-mutagénica, antiviral e imunomoduladfrakai et al, 1979; Hirayameet al.,
1980; Shibamoto & Wei, 1984; Hirabayaski al, 1989; Carneiro-Leaet al, 1997;
Stuelp-Campeloet al, 2002; Kristmundsdottiret al, 2002), inibidora do virus de
imunodeficiéncia humana (VIH) (Nakanishet al, 1998; Neamatiet al, 1997;
Hirabayashiet al, 1989), inibidora enzimatica (Umezawtaal, 1983; Garciat al, 1980;
Shibuya et al 1983; Higuchi et al, 1992), alelopatica (Maranteet al., 2003;
Romagni et al.,, 2004) e atividade analgésica e antipirética conyehr@aos farmacos
conhecidos (Huneck, 1978), mostrando potencialradondmico. Muitas destas substancias
derivadas dos fungos liquenizados podem ser obtdasulturas axénicas de micobiontes
(Hamada & Miyagawa, 1995; Hamaea al, 1996), ou imobilizacdo celular e enziméatica
(Pereira, 1998; Pereirat al, 2002). Esses compostos também tém sido utilzamoa

taxonomia do grupo usando testes microquimicos.

Os liquens podem ser envolvidos em varios processpecialmente biogeoquimicos
mediados por microrganismos. Para Lawrey (1995)igaens podem ter papel proeminente
na regulacdo da colonizacdo de plantas vascularea sucessdo de comunidades em
ecossistemas onde eles dominam a flora, tendossibatincias como um atributo importante

na estratégia ecologica.
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2.2.2. Potencial alelopatico dos fungos liquenizaslo

A presenca de substancias liquénicas no solo e,estabilidade com o tempo,
possibilita a ocorréncia de fenbmenos alelopatitegazet al, 1986), podendo através dos
compostos organicos afetarem o crescimento e regéioddos microrganismos do solo, ou
mesmo inibir a germinagdo de sementes localizadasperfil daquele (Hess, 1960;
Whiton & Lawrey, 1982; 1984; Ingolfsdottiet al, 1985; Nishitobaet al., 1987;
Fahselt, 1994; Giordanet al.,1999; Maranteet al,.2003; Romagnet al., 2004). Por meio
dessas substancias, os liguens travam batalhascgairam suas fronteiras, defendendo
ativamente suas areas de ocupacdo. Estudos astieirantibidticos contribuem para o

conhecimento alelopatico dessas espécies.

Os metabdlitos secundarios produzidos por ligueadem exibir uma enorme
variedade de efeitos aleloquimicos e o0 seu paplnsieo tem sido estabelecido por
numerosos investigadores (Rundel 1978; Lawrey 1€8%)quais muitos sdo utilizados para
dissuadir alimentacdo de herbivoros generalistEngiy 1979; Lawrey 1995; Nash 1996;
Romagniet al. 2004; Gauslla 2005; Poyklai al. 2005).

Alguns estudos tém estabelecido que extratos agudsovarios liquens possuem
efeitos alelopaticos sobre plantas vasculares [(&firz 1950; Follmann, 1966;
Pyatt, 1967 Huneck & Schreiber, 1972; Reddy 19™)wles (1982) estabeleceu que
exsudatos deCladina stellaris inibiam completamente o crescimento dpruge Black
(conifera) Balke (1985) relatou que os compostos liquénicosbéan podem diminuir a
captacao de nutrientes de plantas vasculares abdtseobservou quéladonia rangiferinal.

e Cladonia alpestrisL. diminuiram a concentracdo de Pm Pinus banksiand.amb. e
Picea glaucaMoench., e qué&. rangiferinadiminuiu a captacdo de N edack pine,mas
nenhuma das dua€ladonias alteraram a concentracdo de’, KC&* e Md¢*. Efeitos
alelopaticos deCladonia também podem inibir o estabelecimento da regeneraca
(Fisher, 1979). Investigacdes tém demonstrado gtrates aquosos de varios liguens séo
capazes de inibir a germinacdo de sementes e immsrgo de plantas vasculares
(Rondon 1966; Vainstein & Tolpysheva, 1975; Follmah Nakagawa, 1963; Oswiecimska
et al, 1979; Sedia & Ehrenfeld 2003; Hat al, 2004; Campost al, 2008). Letharia
vulpinica inibe a germinacdo de gréos de trigo quando sudboset extratos com tampéo
fosfato (Dauriac & Rondon, 1976). Existem relatesnbém de substancias liquénicas

estimulando o desenvolvimento de sementes ¢bial, 1979; Quilhotet al, 1981;
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Yano, 1994). O acido tetronico e seus derivadosStigta coronataapresentaram efeito
estimulador no crescimento de raizes de arroz,amgujue as mesmas substancias quando
subtraidas do seu grupo carbometoxi, demonstraranieito e inibidor

(Ibi, et al, 1979).

Alguns pesquisadores tem procurado elucidar osipabelopaticos e os modos de
acao especificos de alguns compostos liqguénices.gespo descobriu que o (-) acido Usnico
pode inibir a 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenasema enzima-chave na biossintese dos
carotendides e, que analogos da emodina podem rcawsagueamento de gramineas.
Continuidade a investigacdo sugeriu uma diminuitéatividade do fotossistema Il (PSII),
mas 0 modo putativo de acao para estes compostis @do foi determinado. Outro grupo de
analogos da antraquinona inibe a germinacdo dendesne a formacdo de raiz primaria
(Romagniet al, 2004). Segundo esses autores, estes dados ipaeisi sugerem que cada
substéancia liquénica possui varios papéis ecolégiessas podem inibir trajetérias cruciais
para o desenvolvimento das plantulas, podendo diman competicdo interespecifica. A
atividade in vitro do acido usnico é superior em determinados sili®sacdo quando
comparado a outros inibidores sintéticos como hielésé. E, segundo Romagni (2000), esse
composto possui estrutura similar a classe de ¢iddsi das triquetonas que séo inibidores da
p-hidroxifenilpiruvatodioxigenase (HPPD). Proskhal (1996) relataram que o (-) acido
asnico inibe a atividade da urease e arginase.ekas& Gaugain (1990) tém documentado
efeitos fitotoxicos do acido Usnico, incluindo iig#o dos processos de transpiracdo e
oxigénio envolvidos em plantulas de milho e girhsgavasseuet al (1991) explicam que
esse mesmo composto em concentracdes pequenas irebpiracdo, pela interferéncia nos
primeiros passos da fosforilagdo oxidativa e naaltarnativa da oxidase, apresentando,
portanto uma forte influéncia em todos o0s processespiratorios no mesofilo de
Commelina communi€studos semelhantes sobre a fitotoxicidade demsgosto também
foram realizados por Romagei al. (2000) e, Cardarelkt al (1997) descreveram os efeitos
antimitéticos do acido usnico sobre culturas deulasl vegetais. Substancias liquénicas
também tém sido observadas com efeitos téxicostodireem plantas superiores
(Romagniet al, 2000; Lechowsket al.,2006).

Os depsideos (acidos barbatico e lecandrino) ielepsideo (acido girofdrico) inibem
o transporte de elétrons fotossintéticos em clagips isolados (Elliset al, 1995;
Rojaset al, 2000).
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Folman & Peters (1966) relatam que os acidos le@@moisnico e giroférico sdo
capazes de inibir o crescimento e a producao dedssa délelianthus, Pinus, Pseudotsuga
e Zea Extratos ddevernia prunastriprovocaram alteracdes significativas no peso dresor

de clorofila e na reacao de Hill editrullus vulgaris(Yague & Estéves, 1988).

As substéancias liquénicas sao consideradas extrentamesistentes a decomposicao
por microrganismos. Dessa forma, permanece pompgriodos no solo (Malicki, 1965;
Dawsonet al., 1984), inibindo significativamente a atividade rolmana e o crescimento de
fungos micorrizicos (Brow & Mikola, 1974; Cowles982; Goldner, 1986; Fisher, 1979,
Lawrey, 1995; Hyvarineet al.,2002; Sedia & Ehrenfeld, 2005). Portanto, efeibdsitérios
de compostos liquénicos em plantas vasculares ipossior toxicidade com disturbios

indiretos em associacfes micorrizicas do que wilg direta (Rundel, 1978; Lawrey, 1995).

Barkman (1958) descreveu a mortalidade de liquansados por exudatos quimicos
de liquens vizinhos. Pyatt (1973) e Whiton (198dalizaram as primeiras tentativas do
potencial alelopatico de compostos liquénicos teragao liquen-liquen, usando germinacao
de ascosporo como indicador. Estudos demonstrarogjaeidos pulvinico e evérnico inibem
completamente a germinagdo de esporosGdephis scriptae Caloplaca citrina. Esses
resultados mostraram que estas substancias sa@wgsesipara liguens crostosos que nao
possuem metodos alternativos de propagacéao (Lad®®p,). Dessa forma, uma espécie pode
ser substituida por outra pela inibicdo quimicaedgenhando papel no estabelecimento das
populacdes liquénicas.

Lawrey (1977) relatou os primeiros estudos de hgusobre bridfitas, utilizando
substancias puras e extratos aceténicos de vaeExies d€Cladoniapara trés espécies de
musgos. Esse autor observou inibicdo completa chaiiggcéo e crescimento dos esporos dos
musgos e, que a toxicidade dependia da concenteagho pH. Gardner & Muller (1981)
observaram que o pH do acido fumarprotocetrariiagnciava na germinacdo dos esporos
deFunaria hygrometricaps quais relatavam q@&% germinavam quando submetidos ao pH
6, 7 e 8 e, 41% em pH 5. Fratenal (2000), demonstraram que os extratos de duasiespé
de liquens crostoso§ryptotheca spe Pertusaria sp inibiam a germinacédo dos esporos das

bridfitas Ceratodon purpureugDitrichaceae) &unaria hygrometricgFunariaceae).
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Ha varios compostos liquénicos eficazes contratasseparticularmente moscas
brancas Bemisia tabagi Como exemplo pode-se citar os acidos (-)-Useicalpinico que

causaram mortalidades significativas em estuddizaeas por Romagret al. (2004).

Apesar desses e das importantes implicacdes ersigensas terrestres, poucos sao 0s
estudos realizados sobre as interacfes alelopatieasiquens, o que vem reforcar a
importancia de estudos nessa area que possa cordumolamento de substancias com
inumeras potencialidades na medicina e agricultirdabela 2 relaciona alguns compostos

liquénicos que possuem bioatividades bem establakeci

Tabela 2. Potencialidades pesticidas de metabdlitos ligu&ni€omnte: Dayan & Romagni
(2001)

COMPOSTO CLASSE QUIMICA POTENCIALIDADES

(-)-16v-hidroxicaurano

(+) w (-) acido isousnico

(+) e (-) Acido usnico

Atranorina
Acido Barbatico
Acido Didimico
Entotheino
Fallacinal
Acido Giroférico
Acido Haemathamnolico

_Acido Hiascico
Acido Leprapinico

Acido Lecandrico

Acido Pinéstrico
Acido Tiofanico
AcidoTiofanico
Acido Ursolico
Acido Vulpinico
Zeorina

Diterpeno

Dibenzofurano

Dibenzofurano

para-depsideo
para-depsideo
Dibenzofurano
Dibenzopiranono
Antraquinona
para-depsideo
metadepside

_para-depside
Acido Pulvinico

para-depside

Acido pulvinico
Xantonas
Xantonas

_ Triterpeno
Acido Pulvinico
Triterpeno

Citotéxico

Antimicrobiana
Fungicida

Antimicrobiano
Fungicida
Herbicida

Fungitoxica
Inibidor do PSII
Antimicrobiano

Bactericida
Antimicrobiana
Inibidor do PSII
Inibidor do PSII

Fungitdxico
Antibacteriano

Fungitdxico
Inibidor do PSII

Antiherbivoria

Fungicida
Fungicida
Citotéxico
Antiherbivoria
Antimicobacteriano
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2.2.3.Cladonia verticillaris

Espécie da familia Cladoniaceae, a mais representdé¢ste taxon, € comumente
encontrada em tabuleiros arenosos costeiros e téeomdo nordeste do Brasil, com
fitofisionomia de cerrado (Fig. 47 familia Cladoniaceae pertence a ordem Lecanqralés
posicionada dentro da classe dos Ascomycetes. N@dEm € tipico o asco bitunicado e
deiscente, maior argumento para abrigar um grupstabg heterogéneo, além de dados
moleculares de subunidades do DNA ribossémico,afusmam sua origem monofilética. Além
destes caracteres, possuem como fotobionte algassvenicelulares. E caracterizada por um talo
crostoso ou esquamuloso, a partir do qual porgdeelbantes a hastes suportam o ascostroma,
também denominadas de podécios, que € parte damimantalo (Nash, 1996). Quanto a
adaptacao ecoldgica, as populacdes de Cladoniasta® geralmente confinadas, e tém periodos

distintos de erupc¢éo ou contracdo, que dependermiaos de sucessao.

Figura 4. Cladonia verticillarisem seu habitat.

Liguens do géner@ladonia,embora ndo possuam uma associagcdo com o substrato
tdo intima quanto os liquens crostosos, contribpana a formacdo de humus através da
desintegracédo de fragmentos do talo (Addtal., 2001). Estudos revelam que componentes
biologicamente ativos de extratos aquosos de 1Bcespdo géner&ladonia inibiram o
crescimento deAllium cepa (Oswiecimskaet al., 1979). Segundo Hammer (2003) a
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Australasia é um centro de endemismo do gén@ladonia sendo a diversidade claramente
notavel na Nova Zelandia, que possuia cerca desg€cies reconhecidas até 2003, ano em

gue oito novas espécies foram descobertas e ni@iestéo em discussao.

O liguen Cladonia verticillaris (Raddi) Fr., denominado cladoniforme, foi
classificado em 1894 por Vainio. Pertence a divighis Discomycetes, classe dos
Ascomycetes, ordem Lecanorales e familia Cladoagac@hti, 1993).C. verticillaris
caracteriza-se por possuir verticilos ao longo ele talo. Espécie de habito terricola possui
talo esquamuloso no principio de sua formacéo, ndmaspecto fruticoso, a partir do qual
porcbes semelhantes a hastes suportam o ascosti@miaém denominadas de podécios
(pouco ramificado), que é parte dominante do t#Nash, 1996). Possui talo primario
evanescente, com cifos sobrepostos, curtos e ampiwes nas articulagbes com o cifo
superior. Tem, usualmente, 7cm a 12cm de altuneeif@e1998). Base plana, rizinas palidas
a pretas, sem conidios, discos himeniais ndo cgmumarrom, sem ascOSporos
(Ahti & Marcelli, 1995). Quando submetido a poucaidade apresenta cor branco-acizentada
e aspecto amarronzado, quando exposta diretamdutesalar; em periodo chuvoso seu talo

torna-se mesclado de verde e branco.

E considerada uma espécie endémica da costa beasiteontrada do Rio Grande
do Sul a Paraiba (Ah&t al, 1993;Fleig et al, 1999, mas seu registro ja foi realizado para
cerrados ndo litoraneos, visto ser extremamenteeimfiada pelos fatores microclimaticos
locais (Legazt al, 1986), bem como regulada pelos climas sazoliasando quantidades
diferenciadas de suas substancias para o solar@Pel®289). Pode formar extensas colbnias
na areia, na restinga de florestas e da populagdobaixas altitudes, até 1200 m
(Ahti & Marcelli, 1995).

Asahina (1943), Culberson (1969) e Garcia-Junced&adier-Filho (1986) relatam
apenas a presenca do aciflamarprotocetrarico (FUM) no talo d€. verticillaris.
Xavier-Filhoet al. (1984) fazem referéncia a essa substancia compamente dessa espécie,
mas também reportaram a presenca do R-metilorcarbbxilato, atranorina (ATR) e &cido
evérnico. Porém Huovineat al (1990) refutaram esse resultado argumentandoegsas
substancias poderiam ser produtos da degradac&uatierial talino, causado pela longa

maceracdo em metanol. Vicente e Xavier-Filho (1979uovinen et al. (1990) e

! Nome da época em que o vocédbulo Oceania ainda ndo era usado e incluiam-se a Austrélia, a
Tasmania e a Nova Zelandia como partes austrais da Asia.
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Ahti et al. (1993) observaram além do FUM, a constancia ddodgrotocetrarico (PRO) e
acido confumarprotocetrarico (substancia £pEm anos posteriores, Ahgt al. (1993) e
Pereira (1998) relataram que essa espécie proévbcomo composto principal, o PRO e
ATR como substancias acessorias. Ahti & Marceli9f) detectaram a presenca do FUM e
tracos de PRO e &cido confumarprotocetrarico. Asgea ou ndo das substancias
mencionadas depende da sazonalidade e método @Eadext porém como observado o
composto majoritario FUM sempre se encontra preseggsa espécie, podendo variar apenas

em concentracgao.

Quanto a producdo em funcao da época do ano fificaelo que em exemplares de
C. verticillaris ocorrentes em tabuleiros arenosos da Paraiba heai@ produtividade de
compostos ativos durante o periodo seco do an@dyieNessa regido foram detectados
maiores teores de atranorina e acido fumarprotmdad; principios ativos de natureza
fendlica, assim como a liquenina, polissacaridgaélico também ativo contra tumores

sélidos experimentais testadosvivo (Santos, 1996; Santes al.,1997).

Segundo Ahti & Marcelli (1995) essa espécie € uraa whais espetaculares do
géneroCladoniae dos liquens em geral, devido a sua variabilidagendmica, formando o

complexoC. verticillaris.

2.2.3.1 Acido fumarprotocetréarico

As unidades estruturais fendlicas podem ciclizarpsda condensacgdo aldol
intramolecular levando a formacdo de compostosifm dcido orselinico, que formara a
partir da ciclizacdo os depsideos, depsidonas endifuranos (Yano, 1994). Diferencas
estruturais entre depsideos e depsidonas ndo wrageessariamente apos a ciclizagdo. Por
exemplo, o &cido fumarprotocetrarico (FUM) (Fig) p@de ser originado por inser¢cdo do
acido fumarico na posicéao 3 do acido orselinicofgnaa de acido 3-metil-orselinico) dando
origem ao anel B do FUM (Fig. 6), ou por esterif@a direta do grupo -GI@H do anel B do
acido protocetrarico (PRO) (Fig. 5b e Fig. 7) corcalo fumarico (Vicente & Legaz, 1988;
Honda & Vilegas, 1998)0 FUM surge entdo de uma reacdo de condensacaativaidDessa
forma, o FUM possui estrutura similar ao PRO. Amiaassubstancias sdo depsidonas

formadas por duas unidades aromaticas substitus#as cristais sdo também semelhantes,
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em forma de pequenas agulhas, com ponto de fusdo temo de 250°C
(Asahina & Shibata, 1954). Ambos o0s compostos s&oivatlos do [3-orcinol e
biossintetizados pela via do acetato polimalonaretanto o FUM é derivado da atranorina
(ATR) (Fig. 8) e em etapas subsequentes, produzérdo hipoprotocetrarico (HIPO) (Fig.
9) e seu aldeido, onde a partir deles, ha a btessinlo PRO (Pereidd al, 1999). O FUM é
classificado como um aldeido derivado de depsidbhmeck, 1973) que estad presente na
medula do talo liquénico (Garcia-Junceda & Xavigind; 1986; Huovineret al, 1990).

OOCH=—CHCOOF

(@)

H
H3 H2 H
(b)
H @ CO0 COOH

OH O)—<¢H3

Figura 5. Modelo estrutural do acido fumarprotocetraricogayotocetrarico (b)

O FUM possui uma série de bioatividades tanto eicdd quanto econbmica.
Segundo Schatz (1963), Syers (1969) e Vasconc@l@37), esse composto possui acao
pedogenética, podendo reagir com particulas detgramica, podendo ser imprescindivel a
formacéao do solo e sucesséo ecoldgica. Apos periduososos, o FUM pode ser lixiviado ao
solo e ter funcdo alelopéatica (Xavier-Filled al, 1985; Silva, 2007). Possui atividade
antiherbivoria (Reumatimann & Scheidegger, 198®oetribui na regulacdo da atividade
enzimatica de urease (Vicente e Xavier-Filho, 19iP8de ser usado no combate a resfriados,

bronquites, asma, anorexia e desordens gastricewifreénet al, 1983).
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Figura 6. Reacdo entre 3-metil acido orselinico e acido ficndpara obtencdo do acido

fumarprotocetrarico. Fonte: Honda, 1997.

CHy O
CH,OH
HO
OH
CHO
CH COCOH
3 + HOOCCH=CHCOOH
Acido protocetririco l
CHS o]
o CH2 OCOCH = CHCOOK
HO o OH
CHO

CHy  COOH

Acido fumarprotocetrarico |

Figura 7. Reagcdo de formacdo do acido fumarprotocetrariao gsterificacdo do grupo
CH2O0H da posicdo 3’ do acido protocetrarico cond@éumarico. Fonte: Honda, 1997.
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CH3 CHs H
H@égg—coj\@gCOOH
Hj \0 Hs

Figura 8. Modelo estrutural do acido hipoprotocetrarico

Ha H H
y @ o0 COOCH:
OH 4 CHa

Figura 9. Modelo estrutural da atranorina
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Capitulo 1

Potencial Alelopéatico de Extratos OrganicoGdadonia verticillaris(Raddi) Fr.na
Germinacéo e no Crescimento Inicialldectuca sativd..
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RESUMO - (Potencial alelopatico de extratos organicotirlonia verticillaris (Raddi) Fr.na germinacao e
no crescimento inicial déactuca satival.). Metabdlitos liquénicos exibem uma variedade efeitos
alelopaticos. Essa agdo é particularmente impertaat defesa desses organismos, através de efeitus c
inibicdo e estimulacéo, o que pode sugerir aplieagtas diversas areas da agricultura. O objetivtcatbalho foi
avaliar o efeito alelopéatico de extratos organidesCladonia verticillaris (Raddi) Fr. na germinagdo e no
crescimento inicial deactuca sativd_. Foram testadas cinco concentra¢fes (0,01; 001215 e 5,0 mg/mL) de
extratos etéreo, cloroférmico e acetdnico alémaldrole com agua destilada. O delineamento expetahéoi

0 inteiramente casualizado, com quatro repetices@ndicdes de laboratério. Os extratosCdeverticillaris
ndo causaram efeito alelopéatico sobre a germidabiéi final e a primeira contagem, mafluenciaram
significativamente o tempo médio (T.M) e o india \eklocidade de germinacdo (IVG) Hesativa Para o
comprimento do eixo hipocétilo-radicula e dos patios foliares (comprimento, largura e area), fusgivel
observar diferenca significativa entre os tratawentara os extratos testados, observando efetmpaticos
positivos e negativos.

Termos para indexag&oCladonia verticillaris liquens, alelopatia

ABSTRACT - (Allelopathic potential organics extract Gfadonia verticillaris(Raddi) Fr. in germination and
grownt of Lactuca satival.). Lichen metabolites exhibit a range of allelophatiffects. This action is
particularly important for defense of those orgarss through inhibition and stimulation effects, Wwhmaay
suggest applications in several subjects in adticel The objective of this research was to evaluhe
allelophatic effect ofCladonia verticillaris (Raddi) Fr. organic extracts on germination andiahigrowth of
Lactuca sativa.. Five concentrations (0.01; 0.1; 1.0; 2.5 ed@mL) of ether, chloroform and acetone extract
were tested, besides the use of distilled wateroasrol. The experimental delineament was totaflgualized,
with four repetitions in laboratory conditions. TBe verticillaris extracts did not cause allelophatic effect on
final germination, and the first count, but sigcétly influenced on the mean time (MT) and thengeation
velocity index (GVI) ofL. sativa For the axe size leaf and root and leave paraméseze, xx and area), was
possible to observe significative difference betwéee treatments for tested extracts, observingtiipesand
negative allelophatic effects.

Keywords: Cladonia verticillaris lichen, allelopathy
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Introducao

A alelopatia é definida como qualquer processo leewnodo metabdlitos secundarios
produzidos por plantas, microrganismos e fungos, gumea vez liberados no ambiente,
influenciam o crescimento e o0 desenvolvimento dgtesias biologicos naturais ou

implantados, seja de forma positiva ou negativar(at al, 2007).

A resisténcia ou tolerancia aos metabdlitos securslgue atuam como aleloquimicos
€ mais ou menos especifica, existindo espéciesgaasiveis que outras, como por exemplo,
Lactuca sativgalface) eLycopersicum esculentiMill. (tomate), por isso muito utilizada em

biotestes de laboratorio (Ferreira & Aquila, 2000).

Ao longo das Ultimas décadas, observa-se um cresdateresse na busca de
substancias com propriedades alelopaticas, podendw a descoberta de um herbicida
natural, que aja diretamente na planta invasordce cause agressfes ao meio ambiente.
Alguns trabalhos foram publicados nos ultimos amslvendo a prospeccéo de substancias
com atividades alelopéaticas (Souza-Filho & Alve®0@ Souza-Filhoet al., 2005). O
principal estimulo para a realizagdo dessas pesxj@sa reducdo do uso de herbicidas
tradicionais, diminuindo custos da producdo agaiawlo impacto ambiental resultante da

utilizacao destes agrotoxicos.

A competicdo gerada pelo desenvolvimento de plantestantes em &reas de cultivos
comerciais influencia o desenvolvimento destasjziedio a sua produtividade e a qualidade
final do produto. Existem diversos compostos bumati naturais com propriedades
inexploradas, cuja descoberta dos sitios de acétead na identificagdo de novas moléculas
herbicidas (Dukeet al, 2002). Existem previsbes de que o0 uso de hddscpode ser
reduzido se 0s genes para efeitos alelopaticosr@udger identificados e transferidos entre
genotipos (Wuet al, 1999), mas sdo necessarios trabalhos prévias idantificacdo de
espécies com potenciais alelopaticos (Neves, 20@&3quisas nessa area sdo de grande
importancia para otimizacdo do sistema de produgidorma ambientalmente correta e
econdmica, pela reducao de aplicacbes de herbjaidzs vez que o Brasil € o quinto maior
consumidor de agrotoxicos do planeta, sendo com®anil50.000 toneladas de

agrotoxicos/ano, das quais 33% sao referentesambiitlas (Santos & Abreu, 2001).
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Produtos naturais sao fontes de muitos pesticigdssjos diretamente como extratos
brutos ou como compostos puros. Assim, ao invésedem usados diretamente, muitos sao
usados para identificacdo de ingredientes ativodesenvolvimento de pesticidas a partir de
produtos naturais. Existem muitos exemplos desseslufps naturais usados como
fungicidas, inseticidas e até herbicidas. Entres,el&ctinonin, Breleldin, Fumonosin,
Sorgoleone, Tentoxin, Tricolorin, ThiolactomyciBmlaphos (Dukeet al, 2002).

Metabolitos liquénicos exibem uma variedade detadealelopaticos. Essa acao é
particularmente importante na defesa desses orgasjsatravés de efeitos como inibicdo e
estimulacdo, o que pode sugerir aplicacdes nassdiv@reas da agricultura.

Diante disso, o objetivo desse trabalho foi analisapotencial alelopatico de
Cladonia verticillaris (Raddi) Fr. e seu efeito sobre a germinacéo ecionesito inicial de

Lactuca sative..

Material e Métodos

Extracdo - C. verticillaris foi coletada no municipio de Saloa, 273 km do Redim
seguida, o material foi seco a temperatura amb{@&e 3°C) e triturado. Os materiais secos
e moidos foram submetidos a extracdo sucessiva mnaparelho de soxhlet com éter,
cloroférmio e acetona, seguindo a série eluotropkeaam utilizados 150 g do material
liquénico para 2 L de cada solvente mencionado.sAgaila extracdo, os materiais foram
filtrados e encaminhados para evaporador rotatw@cao para total eliminagéo do solvente.

Analise Quimica - Determinou-se o pH dos extratos. Foram realizadsgaies em
cromatografia de camada delgada (CCD) para detepgiiativa das substancias e do acido
fumarprotocetrarico na espécie estudada, sendzadats emcromatoplacas de silica Gel
Merck Fss366 desenvolvidas em sistema unidimensional de solsei®e(hexano/éter
dietilico/acido formico, 130:80:20, v/v), de acordom a metodologia de Culberson (1972).
A revelacdo consistiu erpulverizacdes de acido sulfarico a 10%, aquecimentl00°C e
visualizagdo sob luz UV curta (256 nm) e longa (366). Os resultados foram avaliados
mediante calculo dos valores de R6 amostras também foram analisadas por cromatagraf
liguida de alta eficiéncia (CLAEEm cromatégrafo liquido HITACHI, acoplado a deteate

ultravioleta a 254 nm, em coluna de fase revers®. CA fase moével constituiu por
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metanol/dgua/acido acético na proporcédo de 80:19,%v/v, sob um fluxo de 1 mL.rﬁiln
atenuacao 0,04 e temperatura ambiente (28 + 3%ilinde metodologia deegaz & Vicente
(1983). As amostras foram injetadas em concentsadée0,01 mg/mL em metandloram
realizadas curvas de calibracdo para os padrbesadides fumarprotocetrarico (FUM) e
protocetrarico (PRO). Os cromatogramas foram iné¢apos de acordo com o tempo de retencéo
das substancias na coluna e area do pico, coorttas as equacdes da reta de calibracio para

determinar as concentragfes de FUM e PRO nas @a®mostr

Bioensaio- O bioensaio de germinacgao foi realizado em camargedminacao do
tipo BOD com fotoperiodo de 12 h e temperaturarrsdiga de 23 a 27°C. Os testes foram
realizados em placas de Petri de 9,0 cm de diametvestidas com duas folhas de papel
filtro previamente autoclavadas a 120°C por 30 miswuEmM cada placa foram adicionados
3,0 mL de cada extrato a ser testado nas concéagate 0,02; 0,2; 2,0; 5,0 e 10,0 mg/mL.
Em seguida, as placas contendo os papéis dedittierecidos com extrato, foram secas em
um fluxo laminar durante 12h. Decorrido este pearjapapel de filtro foi reumedecido com
6,0 mL de agua destilada, obtendo-se a concenti@€do 0,1; 1,0; 2,5 e 5,0 mg/mL. O
controle foi obtido com o uso de 4gua destilada.

Os tratamentos foram dispostos em delineamentwantente casualizado com quatro
repeticbes de 50 aquénios ldesativapor placaA taxa de germinacao foi verificada a cada
12 horas durante sete dias possibilitando a a@iata primeira contagem (terceiro dia),
germinabilidade total, do tempo médio (T.M), doidedde velocidade germinacéo (IVG), e
da biometria segundo a metodologia de Brasil (1,90&poriau (1983), Silva & Nakagawa
(1995), Maguire (1962) e Benicasa (1988), respactente. Foram consideradas germinadas
as sementes que apresentaram 2 mm de protusdalaadicclassificadas em normais ou
anormais, de acordo com as especificacfes de B292). As raizes primarias foram
observadas sob microscopio eletronico de varre(MEV), para observacdo de alteracbes

micromorfolégicas.

Apos sete dias de crescimento, o comprimento dautadde cada plantula foi medido
com o auxilio de um paquimetro. Os ensaios foraatizeelos em camara de fluxo laminar
para evitar possiveis contaminacfes. Os dados osbtidram submetidos a analise de
variancia e a comparacao entre as medias foi agl@ipelo teste de Tukey a 5%. Os valores
de percentagem foram transformados em arco sezmgano (%) (Labouriau, 1983).
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Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV) - Cortes de radiculas inteiras de
sativaobtidos foram fixados por 24 h em 4% de glutaiidioléG.A) em tampao cacodilato de
sédio 0,1 M, pH 7,2 e lavados em tampao cacodilabs;fixados em 1% de tetroxido de
osmio (OsQ@) em tampdao cacodilato por 1 h e desidratados erassérescentes de etanol,
secos pelo método do ponto critico, revestido camo @ examinados ao microscopio
eletronico de varredura (MEV - JEOL).

Resultados e Discussao

A germinabilidade final (180h) e a primeira contagf6 h) deL. sativando foram
afetadas pelos extratos @e verticillaris nas cinco concentragdes testadas (Tab.1 e Fig. 1).
Esses resultados corroboram com os obtidos por Ya884) que também nado obteve
resultados significativos ao analisar extratos alespécie sobre o indice de germinacao de
Allium cepa.Porém, Follmann e Nakagawa (1963), Rondon (196&)riD e Rondon (1976)
Sedia e Ehrenfeld (2003), Romagtial. (2004), Haret al (2004) e Campost al (2008)
listam espécies de plantas superiores que apres@niaibicdo da germinacdo de sementes

frente a extratos liquénicos.

Tabela 1. Resultado da analise de variancia da germinabéidada primeira contagem dos
aquénios déactuca sativasubmetidas a acao de diferentes extrataSlddonia verticillaris
em cinco concentracdes, mais o controle (0%).

PRIMEIRA
GERMINABILIDADE CONTAGEM
F G.L p F G.L p
Concentracao 0,644 5 0,667017 1,528 5 0,198163
Extrato 1,067 2 0,351110 0,881 2 0,420254
Concentracao *Extrato | 0,715 10 0,706301 0,924 10 0,518519

G.L: grau de liberdade
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Figura 1. Valores médios de percentagem de germinacdo (Xneeira contagem (B) dos
aqguénios de Lactuca sativa L. submetidas a acdo de diferentes extratos de
Cladonia verticillarisem cinco concentragdes, mais o controle (CNCPRIAntulas com sete
dias de idade. B. Plantulas com trés dias de idade.

Entretanto, o indice de velocidade de germinac&G)le o tempo médio (T.M)
causaram atraso e estimulo significativos na gergdim que variaram em funcdo da
concentragéo (Fig 2). Todos os extratos na coragdr0,01 mg/mL aumentaram o vigor das
plantulas dd.. sativa. Apesar de essa ser a concentracdo mais baixddesta resultados
nao representam o modelo dose-reducéo, pois ca@x®téreos nas concentracdes 2,5 e 1,0
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mg/mL também aumentaram o vigor das plantulasntenéo o extrato etéreo 5,0 mg/mL e o
cloroformico 2,5 mg/mL causaram atraso na germimadéminuindo conseqientemente o
vigor das plantulas. Houve diferenca significath@ efeito dos extratos quando analisados
sobre a concentracdo 2,5 mg/mL, onde o extratee®tdgumentou o IVG e o cloroférmico
reduziu. O extrato acetdnico 5,0 mg/mL ocasionasatma germinacao até o segundo dia e
posteriormente ocorreu uma aceleragdo no processuirgativo em relagdo aos demais
tratamentos e ao controle. Na tabela 2, pode-senaosque o parametro tempo médio foi

mais sensivel, segundo as variaveis analisadast@xt concentracéo) que o IVG.

Segundo Reigosat al (1999) os efeitos dos aleloquimicos nos difesept®cessos
fisiolégicos sdo dependentes da concentracdo, oumapnos Se espera que ocorram
estimulacbes em baixas e inibicdes em altas. Pareeifa & Aquila (2000), o efeito
alelopatico pode n&o ocorrer sobre a germinabiéidguercentual final de germinacdo no
tempo), mas ocorrer sobre a velocidade de gernvnacarovocar alteracbes na curva de
distribuicdo da germinacdo, alongando a curva @trado eixo do tempo. Resultados
semelhantes foram obtidos por Pragésal (2000), Periotto (2003), Oliveirat al. (2004),
Gatti et al (2004), Correiaet al (2005), e Aires (2007) que também ndo observaram
interferéncias significativas de extratos na geatd@o de plantas testes. Oliveira (2003) e
Aires (2007) também observaram alteracdes no pieo gdrminacdo causadas por
aleloquimicos. Segundo Bewley & Black (1978) e Laimu (1983), alteracbes nas curvas de

germinacao indicam interferéncias nas reacgfes etab que culminam na germinagéo.

Tabela 2. Resultado da analise de variancia do tempo médio &/G dos aquénios de
Lactuca sativasubmetidas a acdo de diferentes extrato€lddonia verticillarisem cinco
concentracdes, mais o controle (0%).

TEMPO MEDIO VG
F G.L p F G.L p
Concentragao 18,050 5 <0,001 6,985 5 < 0,005
Extrato 3,710 2 <0,005 1,334 2 0,271991
Concentracao*Extrato | 7,498 10 <0,001 3,301 10 < 0,005

G.L: grau de liberdade
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Figura 2. Valores médios do indice de velocidade de gerrdim4é) e do tempo médio (B)
das plantulas deactuca satival.. submetidas por sete dias a acao de diferenteastex de
Cladonia verticillarisem cinco concentracdes, mais o controle (CNC).idédeguidas de
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste deylalfo.
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Em relacdo a variavel comprimento radicular foi gbesl observar diferenca
significativa entre os tratamentos (Fig. 3). Ogart evidenciaram acao de acordo com o
modelo dose-estimulo até a concentracdo 2,5 mgémdle a medida que se aumentava a
concentracdo, aumentava-se a inducao do crescimi&npartir dessa concentracdo, houve
uma drastica reducdo no comprimento radicular mecadracdo 5,0 mg/mL. Os maiores
estimulos foram causados pelos extratos acetédigbsng/mL (146,52%) e 2,5 mg/mL
(138,18) em relacdo ao controle. Todos os extratdgziram o crescimento radicular na
concentracdo 2,5 mg/mL. As maiores inibicbes foxmusadas pelo extrato cloroférmico
(80,57%) e etéreo (36,36%) a 5,0 mg/mL respectivéeem relacdo ao controle. Nessa

concentracdo o extrato acetdnico nao produziuoesghificativo.

Tukey Junior (1969) afirma que nem todas as subsiinaleloquimicas sé&o
inibidoras, e podem, ao contrério, serem estimafantitando como exemplo o0s nutrientes
minerais, aminoacidos e acidos organicos, carbtoisira reguladores de crescimento. Em
estudos com plantas superiores, observou-se gogui®icos que ocorrem naturalmente em
Eurycoma longifoliaBruceaspp, Quassia indicaCastelaspp eAilanthusspp, também sé&o
fitotoxicas e reduzem o crescimento da radiculb.dmtiva(Dayanet al, 1999). Substancias
liquénicas também tém sido observadas com efeitxisos direto em plantas superiores
(Romagniet al,, 2000; Latkowskat al, 2006; Lechowsket al, 2006). Romagnret al. (2004)
encontraram um grupo analogo de antraquinona derg que inibia a formacéo de raiz

priméria de plantas.

Tabela 3.Resultado da analise de variancia do comprimeatbigbcotilo e da radicula dos
aquénios déactuca sativesubmetidas a acao de diferentes extrataSlddonia verticillaris
em cinco concentracdes, mais o controle (0%).

RADICULA HIPOCOTILO
F G.L p F G.L P
Concentracio 68,071 5 <0,001 4,067 5 <0,005
Extrato 14,963 2 <0,005 9,332 2 <0,005
Concentragdo*Extrato | 4,270 10 <0,005 4,110 10 <0,005

G.L: grau de liberdade
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Figura 3. Valores médios do comprimento hipocotilar e radicude plantulas de
Lactuca sativa crescidas durante sete dias na presenca de d#erezxtratos de
Cladonia verticillarisem cinco concentracfes, mais o controle (CNC). &&deguidas de
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste deylalkéno.

Apesar da concentracdo 0,01 mg/mL néo ter sidofisigtiva em relagéo ao controle,
observaram-se alteragcbes morfolégicas ocasionadéss pxtratos, porém consideradas
plantulas normais, segundo Brasil (1992). Nessaardracdo, observou-se um espessamento
da raiz priméaria causado pelo extrato cloroformecaceténico. Em 0,1 mg/mL o extrato
cloroférmico promoveu o espessamento das raizesidédas, o acetdnico da raiz primaria e
o etéreo induziu a formacdo de raizes secundamasaptoximadamente 31 mm. A
precocidade do surgimento das raizes laterais pstie relacionada a um desequilibrio
hormonal (deficiéncias de citocininas e altos s auxina) causado por possiveis injarias
no apice da raiz principal (Dayanal, 2000; Oliveira, 2003; Aloret al, 2006).

Quanto a concentracdo 1,0 mg/mL observou-se querate cloroférmico produziu
um espessamento da raiz primaria. Dessa forma-g®d#erir que o extrato cloroformico
em baixa concentracdo induz a um maior investimetfgomatéria (nutrientes) para o
espessamento dos 6rgdos da plantula, enquantoaboestéreo investe no alongamento das
radiculas. Espessamento de raizes também foi @lokemor Cruz-Ortegat al (1998) e
Chonet al. (2002). Segundo Jackson (1985) e Lorteaal.(2001) o aumento de diametro

das raizes esta associado a formacdo endogendede eevido a algum tipo de estresse.
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Para Pina (2008), a presenca de aleloquimico no mpaile ser considerada um tipo de

estresse.

Com excecédo do extrato cloroférmico 0,01 mg/mL g de pélos, limitados a
base) e acetonico 1,0 mg/mL, todos os extratogamiba producéo de pélos e desenvolveram
a formacao de raizes secundarias. Esses resuttadoboram com os relatos de Kluthcouski
(1982) e Putnam e Duke (1978), que afirmam queubst&ncias aleloquimicas necessitam
estar em uma concentracdo minima no meio ambipata,atuarem beneficamente sobre os
organismos. Mir6 (1998), Oliveiret al (2004), Jerdnimo (2006), Aires (2007) e Pina 800
também observaram em seus experimentos alteragirésidgicas visiveis com reducdes de
pélos radiculares, sendo tal reducdo consideradasemsivel indicacdo do efeito alelopatico
em bioensaios. De acordo com esses resultados,geodgue as substancias presentes nos
extratos cloroférmicos e acetdnicos ajam como diukes de etileno, pois segundo Taiz e
Zeiger (2004), plantulas crescidas na presencaesldaghidores exibem uma reducdo na
formacdao de pelos radiculares, sugerindo que esseohio atue como um regulador positivo

na diferenciacéo dos pélos.

Apesar de graficamente os resultados demonstrammacentuado estimulo no
comprimento radicular causados por todos os estraaconcentracao 2,5 mg/mL, somente o
extrato cloroférmico (Fig. 4) promoveu a formac@opdantulas normais intactas. Na figura 5
foi possivel observar o estimulo e os danos cassgo extrato acetdnico nessa
concentracdo em relagdo ao controle. Segundo ldémal. (1990), as altas médias no
comprimento de plantulas provavelmente sdo dedeseaio aumento da divisdo celular. O
extrato etéreo nessa mesma concentracdo (Figddziina formacdo de plantulas normais
com pequenos defeitos (Tab. 4), como radiculas omiiitas, com pouco investimento
nutricional, podendo ser que em condi¢cOes nateissas plantulas ndo se estabelecessem. O
extrato acetdnico, responsavel pelas maiores dsipdes, ocasionou 0 desenvolvimento de
plantulas anormais, com raizes enoveladas. Em §/inim todos os extratos levaram ao
aparecimento de plantulas anormais (Tab. 4), aaexiloroférmico e etéreo induziram a
formacao de radiculas quase que inexistentes esesc(dano fisico, quimico ou outra lesdo
externa que leve a morte celular segundo Taiz &e&tef2004) no apice (Fig. 6). Resultados
semelhantes no apice radicular também foram obdesvpor Pellissier (1993); Rodrigues,
(2002), Maraschin-Silva & Aquila (2006). No extratéreo as maiores radiculas eram muito

finas e frageis e no extrato cloroférmico ocorridoamacdo de raizes secundarias muito
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pequenas e a mortalidade da maioria (aproximadar®). Segundo Maraschin-Silva &
Aquila (2006) o escurecimento e a fragilidade ddges sdo danos que apontam a agdo de
substancias toxicas dos extratos. No extrato ailcetograficamente pode-se observar que nao
houve diferenca significativa em relacédo ao coairpbis nos primeiros dias do crescimento
ocorreu escurecimento semelhante a necrose no agcailar, e dias apds, nesse apice,
ocorreram o desenvolvimento de radiculas muitosfinaformacdo de raizes secundéarias.
Segundo Jerébnimo (2006), devido a reversibilidadecaescimento, o escurecimento dos
tecidos nesse caso ndo pode ser considerado negoae:ndo ser um provavel acamulo de
fendis. Desde o inicio da germinacao, foi posshbslervar deformacdes e encurvamento da
radicula nas plantulas submetidas a concentrafao@mL. Reigosat al., (1999), explicam
que essas diferencas causadas pelos extratos geodfce cada processo fisiologico tem

respostas diferentes a certas doses de cada amelogem particular.

Controle . Controle

Figura 4. Plantulas deé.actuca sativacom estimulo do comprimento radicular induzido por
extratos deCladonia verticillaris,ap0s sete dias de experimento. A. Tratamento caratex
etéreo 2,5 mg/mL; B. Tratamento com extrato clamféo 2,5 mg/mL.

Os efeitos visiveis causados por aleloquimicosrefiexos secundéarios de alteragbes
que ocorrem em nivel molecular (Rizi Rizvi, 1992). Cruz-Ortegat al., (1998) relatam
que o endurecimento e escurecimento dos apicesulais sdo evidéncias de alteracdes

morfologicas e ultraestruturais causadas por fioes. Alteragbes no crescimento e
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diferenciagdo morfoldgica de plantas suscetiveitbéan foram relatadas por Chen al,
(2002), com o uso de extratos de plantas de alfafa.

Cruz et al, (2000) constataram que a forma de preparo, oduoélle aplicacdo e a
concentracdo dos produtos séo fatores decisivobteacdo de resultados, pois 0s principios
bioativos séo instaveis e nao se distribuem deddramogénea.

Tabela 4 Avaliacdo das plantulas quanto a fitotoxicidade Gladonia verticillaris sob
Lactuca sativayuando submetidas as doses crescentes dos extratos

Concentracoes Extrato etéreo Extr'ato. Extrato acetonico
(mg/mL) Cloroférmico
0,0 Normal Normal Normal
0,01 Normal Normal Normal
0,1 Normal Normal Normal
1,0 Normal Normal Normal
2,5 Normal* Normal Anormal
5,0 Anormal Anormal Anormal

* Com pequenos defeitos, segundo Brasil (1992)

Na tabela 3 pode-se observar que a interacdo @xwatentracdo foi significativa
para o comprimento hipocotilar, demonstrando quextiatos ndo possuem o mesmo efeito
em cada concentracdo. Evidenciou-se que o extraidraco 5,0 mg/mL inibiu 47,05% o
alongamento hipocotilar das plantulasldesativae o extrato etéreo aumentou 40,04% em
relacdo ao controle, havendo uma diferenca de B@dehtre esses dois tratamentos quando
analisados sobre a mesma concentracdo. Todos @gosxha concentracdo 5,0 mg/mL
induziram a formacédo de hipocétilo enrolado, cardzando-se as plantulas como anormais
(Tab 4).

Apesar de ser um resultado pouco frequiente, ete@lho que relate estimulo no
crescimento dé.. sativa, mas explicacbes detalhadas sobre esse efeito sfitd@scassas.
Entre essas explicagbes pode-se sugerir uma ir@ecia dos aleloquimicos agindo como
fitorreguladores (Aquilaet al, 1999). Em estudos semelhantes Bradow & Conri®ig®)
observaram estimulo na germinacdo Alecepapelos extratos da parte aérea e raiz de
Amaranthus palmerientretanto, o extrato da parte aérea causow@tbna germinacao da
propria espécie e ndo afetou a germinacaDalecus carotamostrando que os aleloquimicos
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atuam por diferentes mecanismos nas espécies éasaMulleret al (2007) observaram que
o crescimento do coledptilo de cebola, quando adeapelo extrato etandlico bruto de
Gleichenella pectinataera estimulado significativamente na concentracéo demsoL™.
Existem também relatos das substancias liquéngtasidando o desenvolvimento de plantas
(Ibi et al, 1979; Quilhotet al, 1981). Yano (1994) notou que dependendo da otragéo,

0s extratos deC. verticillaris promoviam o crescimento radicular e hipocotilar de
Allium cepa Essas diferencas no grau de inibicdo ou estioilam aleloquimico dependem
da espécie estudada, do tempo de exposicdo dosostmepe de sua concentracao
(Bradow & Connick, 1988).

Figura 5. Fotomicrografias de microscopia eletronica de edura (MEV) das raizes de
Lactuca sativasubmetidas a extratos @adonia verticillariscom 4 dias de germinagao.
A. Controle com visualizacdo do &pice radicular eazpilifera. B. Apice radicular do
controle.C - D. Altera¢cdes micromorfologicas induzidas pelo dwtracetonico 2,5 mg/mL.

C. Auséncia de pélos, raiz comprida e delg&daCélulas apicais deterioradas em relacdo ao
controle (B).

Em bioensaios desta natureza, percebe-se que, @mapa parte aérea das plantulas,
a absorcao e, consequientemente, a concentracéotderias ou fitorreguladores nos tecidos
radiculares é favorecida, isto devido ao contaiedida radicula com o papel-filtro, o que a

exp0Os diretamente ao extrato. A capacidade deld@atsio do aleloquimico da raiz para a



TIGRE, R. C.  ATIVIDADE ALELOPATICA DE Cladonia verticillaris (Raddi) Fr. SOBRE.. 77

parte aérea e o0 mecanismo de acdo do mesmo tameéx@m cer considerados. O sitio de
acdo do fitoquimico pode ndo estar relacionado iBicdo da divisdo celular do eixo
embrionario, resultando na auséncia de efeito solggrminacédo de sementes. Desta forma, a
bioatividade de extratos estaria condicionada saaidpde de absorcdo, translocacdo e

mecanismo de a¢do dos seus compostos potencialaielugaticos (Correiat al., 2005).

Figura 6. Toxicidade das plantulas deactuca sativasubmetidas a doses crescentes dos
extratos deC. verticillaris. A. Controle com trés dias, presenca de péBs;Raizes
encurvadas do tratamento acetdnico 5,0 mg/mL cdm tlias;C. Radicula oxidada e
hipocotilo encurvando-se no tratamento clorofénbgd mg/mL;D e E Anormalidade das
plantulas no tratamento aceténico 5,0 mg/mL com diets;F. Estrangulamento da radicula e
desenvolvimento de radicula longa e muito fina radamento 2,5 mg/mLG. Necrose
radicular no tratamento cloroférmico 5,0 mg/nhl; Necrose na raiz primaria e na secundaria
no tratamento etéreo 5,0 mg/mlL;Detalhe da necrose apical do tratamento 5,0 mglonL
extrato etéreo.



TIGRE, R. C.  ATIVIDADE ALELOPATICA DE Cladonia verticillaris (Raddi) Fr. SOBRE.. 78

Sensibilidade diferencial aos inibidores tem sidlatada em varios outros estudos
(Halligan, 1976, Barnes & Putnam, 1987, Duke al, 1987, Fischeret al, 1989,
Peterson & Harrison, 1991). Em muitos deles, ospiebserva € um efeito alelopatico mais
pronunciado sobre o desenvolvimento inicial de wténtula alvo quando comparado a
germinacao, ja que este Ultimo processo utilizarves da propria semente (Mebal, 1998;
Jacobi & Ferreira, 1991; Aquila, 2000). Essa depenih das reservas poderia fazer com que
a germinacao fosse menos suscetivel a fatores maggbem como a possibilidade de que
durante o processo que as sementes foram embelridass aleloquimicos ficaram retidos
pelos tegumentos protetores do embrido, ndo chegatid eles em concentracbes

significativas a ponto de interferir na sua expar(®na, 2008).

Com relagéo ao comprimento foliar, observou-seagjueracao extrato/ concentracao
foi significativa (Tab. 5). Os extratos aceténicddd mg/mL ( 46,91%) e 0,01 mg/mL
(44,44%) e cloroférmicos nessas mesmas concensd46€19% e 36,04%), proporcionaram
um aumento do crescimento foliar. O extrato acetdr2,5 mg/mL inibiu 36,54% o
crescimento em relacdo ao controle. A diferencandgor estimulo ao ponto de maior
inibicéo foi de 56,8%.

Quanto a largura foliar observou-se diferenca figativa para variavel concentracéo
(Tab. 5). O extrato acetonico 2,5 mg/mL e etérdbrbg/mL reduziram a largura foliar.
Entretanto, o extrato cloroférmico 0,1 mg/mL e éoeto 0,01 mg/mL, proporcionaram
aumento da largura foliar. Nesse experimento eciderse uma diferenca de 23,74% entre o
ponto de maior estimulo e de menor inibicdo. A eotracdo 2,5 mg/mL produziu efeitos
distintos, onde o extrato acetbnico teve efeitbiiario e o cloroférmico efeito estimulador.
Na figura 7, ao analisar o parametro area foliiseovou-se efeito inibidor causado pelo
extrato acetonico e etéreo a 2,5 mg/mL (44,15% @&7248) e acetdonico a 5,0 mg/mL
(17,03%) e, uma inducdo do aumento ocasionada eeétato cloroférmico a 0,1 mg/mL
(66,69%). A diferenca do ponto de maior inibicdgoaato de maior estimulo foi de 198,5%.
Esse experimento reproduz os efeitos observadasdese de comprimento e largura foliar.
Essas andlises sdo importantes para verificacgmotmcial alelopatico e as possiveis vias
afetadas pelos extratos, ou seja, onde eles imuestas substancias e como ocorre esse
investimento. Assim, através de um maior nimerarddises, € possivel melhor caracterizar

as substancias potencialmente alelopéaticas. Rmisp ©® extrato cloroférmico a 0,1 mg/mL
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ndo produziu efeitos significativos no alongameddaeeixo hipocétilo-radicula, sem a méo da
andlise foliar poder-se-ia inferir um falso restitala ndo influéncia alelopética desse extrato.
Quanto as analises foliares (Tab. 5), pode-se winisque o parametro comprimento foi mais

significativo que a largura e area foliar.

Tabela 5 Resultado da andlise de variancia do comprimdargura e area foliar das
plantulas dd.actuca sativasubmetidas a acao de diferentes extrataSladonia verticillaris
em cinco concentracdes, mais o controle (0%).

COMPRIMENTO LARGURA :
FOLIAR FOLIAR AREA FOLIAR
F G.L p F G.L p F G.L p
Concentracéo | 34,760 5 <0,001 5,59 5| <0,005 16,941 b <0,001
Extrato 3,007 2 | <0008 280 2| 0060 1287 2 0,844
C‘i”ée”tra‘?ao 3,864 | 10 | <0,003 1,66 10 0114 2,394 10  <0,005
Xtrato

L.G: grau de liberdade

Ao se comparar todas as andlises dos parametno&inicos, pode-se observar que o
extrato acetonico 2,5 mg/mL induziu o desenvolvitnete plantulas anormais, porém com
um elevado crescimento radicular e um baixo ingestio de nutriente para o
desenvolvimento foliar. Os extratos cloroférmicg®10e 0,1 mg/mL e acetdnico 0,01 mg/mL
levaram a um desenvolvimento acelerado dos eddilasextrato cloroformico 0,1 mg/mL

proporcionou o espessamento foliar das plantulds dativa.

Soutoet al (1994) verificaram que restos &enus radiataD. Don e Eucalyptus
lobulus Labill, inibiam o crescimento e desenvolvimentoalface e o efeito alelopatico era
devido principalmente a compostos fendlicos. Radok semelhantes sobre a reducédo do
crescimento de plantulas Hesativatambém foram obtidos por Kim & Kil (2001) ao asali

compostos volateis de plantas de tomate.
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Figura 7. Valores médios do comprimento (A), da larguraaio(iB) e da area foliar (C) de
plantulas dd_actuca sativacrescidas durante sete dias na presenca de d&erextratos de
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Cladonia verticillarisem cinco concentracfes, mais o controle (CNC).id&deguidas de
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste deylalkéno.

Através dosspotsdetectados através da UV/VIS e valores de Rf nB,G@ possivel
visualizar a presenca do FUM e PRO somente notexaeetonico (Fig. 7). Contudo, as
andlises em CLAE indicaram a presenca de PRO n@atexetéreo, FUM no extrato
cloroférmico e ambos 0os compostos no extrato amiONa tabela 6 pode-se observar que o
extrato etéreo e cloroformico apresentaram baix@scentracdées dos seus respectivos
compostos, sendo uma provavel justificativa paiea auséncia na CCD. Segundo Geyer &
Feige (1987), substéncias em baixas concentracées neetabolitos biogeneticamente
relacionados. Quanto ao extrato acetbnico, foi iges®bservar uma alta concentracdo de
FUM (Figura 8), e também concentracdes traco de,RB@o sua presenca justificavel, uma
vez que este composto € produzido a partir dalisdrdo FUM (Huovineret al, 1983). Este
resultado juntamente com a CCD corrobora com aeso®lde Asahina & Shibata (1954) que
destacam a acetona como bom solvente extratorndpastos liquénicos, pela sua capacidade
de retirar as substéncias tanto ao nivel corticahac medular, sendo este solvente
rotineiramente empregado na extracdo, no isolamentoa purificagdo dos compostos
liquénicos (Vicente, 1975).

0,88 0,89

0,87 0.82

0,62 0,62 0,57

0.5 029 046

0,45 -
0,41 0,41
39
?00,3? e .,
0,33 49 -
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s B B
1 2 3 4 5 6

Figura 8. CCD dos extratos e padrdoes@eadonia verticillaris.1. Extrato etéreo. 2. Extrato
cloroférmico. 3. Extrato acetdnico. 4. PRO. 5. FUBMATR.
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E possivel que os compostos detectados por CLAINSe$ responsaveis pelos efeitos
alelopaticos observados, ou ainda que estes, depéodia sua concentracdo estejam agindo
em sinergismo com as substancias observadas naddGidom compostos ndo detectados
pelas técnicas realizadas. Einhellig & Rasmussed79)l expdem que a quantidade
aparentemente insignificante dos fendlicos indialchente chega a ser relevante quando
demonstram sua atividade sinergistica. E, segunderilt, (1996), os extratos usados nos
bioensaios para diagnoéstico preliminar de alelapsdio misturas de varias substancias, que
podem exercer efeitos aditivos ou sinergisticasatodo importante a analise da acdo de cada

substancia isoladamente.
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Figura 9. Curva de calibragdo para quantificacdo do acidoafprotocetrarico (FUM) a
esquerda e do acido protocetrarico (PRO) a direita.

Tabela 6.Resultado das analises dos extrato€ldelonia verticillarisa uma concentracdo de
1 mg/mL submetidas a cromatografia liquida deefitaéncia.

Tempo de ‘ . Concentracao
EXTRATO Retencao (min) Area do pico (ug/mL) Composto
Metanol 2,7464 13,014 i Solvente
(Controle) 2,8075 7,628
Etéreo 3,8741 53,516 0,305 PRO
Cloroférmico 4,720 187,444 2,601 FUM
2,7259 12,043 i Solvente
2,7873 9,773
A 3,9472 23,416
Acetdnico 4.0041 9.503 0,250 PRO
4,2073 126,105
4,3763 44,952 7,062 FUM
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Lawrey (1977) utilizando substancias puras e epdratetdnicos de varias espécies de
Cladonia para trés espécies de musgos, observou inibicAgletanda germinacédo e
crescimento dos esporos dos musgos e que a takécaigpendia da concentracdo e do pH.
Na tabela 7 encontram-se os pHs dos extrato€.deerticillaris, 0s quais estdo fora dos
limites prejudiciais a germinacdo e ao desenvolwbmede plantulas, confirmando
observacdes descritas na literatura (Evetital., 1983; Eberlein, 1987; Pattnaik & Misra,
1987; Sousa Filhet al.,1996). Baskin & Baskin (1998) relatam quesativaapresenta uma

ampla faixa de pH para germinacéo, com valoreg &)re 7,0.
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Figura 10. Cromatogramas em cromatografia liquida de alEéeitia (CLAE) dos extratos

de Cladonia verticillarisa uma concentracdo de 1 mg/mA. Extrato etéreoB. Extrato
cloroférmico.C. Extrato acetonico.

Tabela 7. Caracteristicas dos pHs médios dos extratolddonia verticillaris a uma
concentracdo de 5 mg/mL

EXTRATOS pH
Etéreo 5,0
Cloroférmico 5,5
Acetdnico 6,0

Segundo Mulleret al. (2007), o conhecimento dos aleloquimicos podenipiero
desenvolvimento de novas estratégias na pesquisaodelos de herbicidas naturais mais

especificos e menos prejudiciais ao meio ambientqueé os herbicidas sintéticos aplicados
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atualmente nas culturas. Assim, teoricamente, wateg deC. verticillaris podem ser usados
como bioherbicidas em programas de biocontrolerdggs, no entanto € necessario explorar
suas vias de atuacéo (Dukieal.,2002).
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RESUMO

Estudos de alelopatia investigam os efeitos paositie negativos que metabdlitos secundarios de
plantas, microrganismos ou fungos exercem sobresenyolvimento de individuos vizinhos. Nesse
trabalho foram investigados os efeitos de extratgénicos deC. verticillaris no desenvolvimento do
sistema radicular e da parte aérea, de plantulassiiva Os extratos foram obtidos em soxhlet com
solvente éter, cloroférmio e acetona. Estes cansaridicdo e estimulo do desenvolvimento do eixo
hipocétilo-radicula que variaram de acordo com racentragdo. O comprimento foliar foi reduzido
significativamente em relagdo ao controle e a larguarea foliar ndo foram afetadas pelos extratos
testados. O extrato cloroférmico 0,1 e 5,0 mg/milupram a biomassa das plantulas. Nas analises
guimicas foi detectada a presenca do &cido fumaqetrdrico e protocetrarico. Metabolitos
secundarios de. verticillaris causaram alteragbes metabdlicas e morfoldgicasplaasas del.
sativa, que podem estar relacionadas a presenca dess@g®stomsendo possivel qu este liquen
desencandeie efeitos similares sobre outras espégjetais na sua vizinhanca.

Palavras-chave alelopatia, acido fumarprotocetrarico, acido pcetrarico

ABSTRACT

Allelopathic studies investigate the positive aedative effects of secondary metabolites of
plants, microorganisms and fungi on the developnwnheighboring individuals. In this
work, the allelopathic effects of organic extrastsC. verticillaris (lichen) in the development
of the root system and of the aerial part, of siegdl of L. sativaThe extracts were obtained
in a Soxhlet apparatus with diethyl ether, chlorafcand acetone. The test material caused
inhibition and stimulation on development of th@dwgotyl and root, in accordance with the
concentration increasing. The leaf length was redusignificantly regarding to the control.
The width and leaf area were not affected by teeeteextracts. The chloroform extract (0,1
and 5,0 mg/mL) reduced the dry weight of the segslliin chemical bioassays were detected
the presence of the fumarprotocetraric and prot@rét acids. Secondary metabolites of C.
verticillaris caused metabolic and morphologicaleshtions in the plants of L. sativa.

Key words: Allelopathy,fumarprotocetraric acid, protocetraric acid

“Autor para correspondéncia
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INTRODUCAO

z

A competicdo que as plantas invasoras exercem sabreultivadas € um dos grandes
problemas que afetam a producéo agropecudria. @slasusados para combater esses problemas
sdo embasados principalmente no uso de composiimécqs que sdo em geral prejudiciais ao meio
ambiente devido a contaminacdo das aguas e doDBialote disso, tem-se um grande interesse no
ambito cientifico nacional e internacional em deiaar quais os metabdlitos que podem e tém a

capacidade de alterar o desenvolvimento de owpéEces (Krautmanet al, 2000).

Compostos alelopaticos sdo agentes quimicos piaiipor um determinado organismo, que
afeta a salde, o crescimento, comportamento, lgolpgpulacional ou de organismos de outras
espécies (Engel & Pawlik, 2000). Recentes estu@lnsdemonstrado que os extratos vegetais e seus
componentes podem afetar o ciclo de vida de alse$os, e esses mesmos extratos também podem
interferir com a germinacdo de sementes de algunmmcotitiedéneas e dicotiledbneas (kiual.,

2002; Tawaha &Turk, 2003; Koul, 2004; Nastral 2005; Diat al.,2005; Fritzet al.,2007).

Certamente, nenhuma &rea de investigacdo denttiottmyjia vegetal tem provocado tanta
controvérsia quanto a ciéncia da alelopatia (Ro&edVeidenhamer, 1998). As investigactes
cientificas em alelopatia tém se concentrado gralciente nas interagdes entre espécies vegetais

cultivadas e na prospeccao de novas moléculas caprigdades herbicidas.

Muitos compostos liquénicos apresentam potencielogdtico, agindo como moléculas
mensageiras sobre o desenvolvimento ndo somentutdes liquens, mas também sobre outras
espécies. Apesar do conhecimento e das demongrdadeficiéncia desses compostos, as interacdes
alelopaticas em ecossistemas ndo sdo ainda benremmdplas. Muitos desses aleloquimicos, que se
encontram em sistemas vivos ou residuos, geralns@atdixiviados em quantidades significativas

pela chuva e orvalho para o solo.

Segundo Ascaso & Rapsch (1985), rizinas de ligpeniem de maneiras diferentes penetrar
nos tecidos vegetais e sistemas vasculares e Beuaditcent (1998) relatam que dessa forma,
substancias como o acido Usnico, pode ser digtiobdiretamente por toda planta. Ha evidéncias de
que alguns compostos liquénicos possuem efeitdspatecos, como o &cido Usnico, mas pouco €
conhecido sobre seu modo de acdo. Efeitos fitoddxidesse composto sobre alguns processos
fisioldgicos nas plantas tém sido descritos poiogaautores (Or'ugt al, 1981; Nishitobeet al,
1987), como a inibicdo de algumas enzimas tais camase, arginase (Proksa al, 1996) e
p-hidroxifenilpiruvato dioxigenase (Romagei al, 2000). Esse composto também é relatado como

antimitético em diferentes sistemas bioldgicos (Hoen & Lampero, 1989; Cardaredt al, 1997).
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Todavia, dentro do conjunto dos conhecimentos stuaterca das espécies com
potencialidades alelopéticas, existe ainda umantaw que tange aos efeitos das substancias
alelopéticas sobre o metabolismo das espécies(Rkigosaet al, 1999; Mizutani, 1999; Inderjit &
Duke 2003). Diante disso, 0 objetivo deste trabdtiiodetectar as interferéncias alelopéticas dos

extratos deC. verticillaris no desenvolvimento inicial de sativa.

MATERIAL E METODOS
Preparacéo dos extratos

Cladonia verticillaris, espécie ocorrente no litoral brasileiro e tabokide interior do
Nordeste, foi coletada na Serra da Prata no muoidip Salo4, 273 km do Recife. Este material foi
seco a temperatura ambiente (28 + 3°C), trituragmsteriormente realizadas extracdes dos seus
compostos em um soxhlet com éter, cloroférmio d¢omee de acordo com a série eluotropica. Os
extratos foram evaporados, e seus residuos foraaupge e mantidos em dessecador até estabilizacdo
do peso. Para os ensaios alelopéticos, os exfi@t@as ressuspendidos e preparadas solu¢des nas
concentracdes de 0,02; 0,2; 2,0; 5,0 e 10,0 mgkakte do material foi registrada no Herbéario UFP

da Universidade Federal de Pernambuco, n°® 52.299.
Analises quimicas

Foram realizadas medidas de pH de todos os extratosomatografia em camada delgada
(CCD) foi realizada em placas de silica Ggl.kssMerck, posteriormente desenvolvidas no sistema
de solventes B (hexano/ éter dietilico/ acido féomil30:80:20, v/v) (Culberson, 1972). Apoés
evaporagdo dos solventes, as placas foram revetadaduz UV curta e longa, e posteriormente
pulverizadas com &cido sulfirico a 10% e aquecidasromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) foi realizada em cromatografo liquido HITAGHacoplado a detector de ultravioleta a

254 nm, em coluna de fase reversa C18. A fase numredtituiu-se por metanol/dgua/acido acético

(80:19, 5; 0,5 v/v), sob um fluxo de 1 mL.r_Tlljratenuagéo 0,04 e temperatura ambiente (28 + 3°C)
segundo metodologia de Legaz & Vicente (1983). Amsras (extrato etéreo, cloroférmico e
acetbnico) foram injetadas em concentracdes de rAglinL em seus respectivos solventes. Foram
realizadas curvas de calibracdo para os padréescittss fumarprotocetrarico (FUM) e protocetrarico
(PRO).
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Os cromatogramas foram interpretados de acordoocctempo de retencdo das substancias e
da area do pico, cujos valores foram aplicadosjaagdes para determinar as concentragfes de FUM

e PRO nas amostras.

Bioensaio de crescimento

Os bioensaios foram realizados em placas de Rattadas com duas folhas de papel-filtro,
previamente autoclavadas a 120°C por 40 min. Em péata foram colocados 3 mL das solucdes
mencionadas anteriormente. Essas placas foramagazbrtas ao fluxo laminar por 12 h para total
eliminacdo dos solventes. Posteriormente, forami@tidas em cada placa 6 mL de agua destilada
obtendo-se concentracdes de 0,01; 0,1; 1,0; 2,9 en§/mL, mais o controle (dgua destilada). Em
cada placa foram colocadas 10 plantulag.aetuca satival. cv. Grand rapidspré-germinadas em
agua destilada por 48 h. Essas placas foram vedadasubadas em uma B.O.D a 25°C em
fotoperiodo de 12 h, por 10 dias. Decorrido estéode, foram medidos o eixo hipocétilo-radicula e
area foliar (comprimento X largura). Essas plasttéanbém foram caracterizadas quanto anormais e
normais segundo Brasil (1992) e calculado o peso de cada tratamento. Foram utilizadas quatro

repeticbes em delineamento inteiramente casualisado

Analise estatistica

Os dados se processaram mediante analises de ciar@&NOVA) e o teste de Tukey

(p<0,05) para confrontacdo de médias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos etéreos e cloroférmicos @leverticillaris tiveram efeitos significativos sobre o

comprimento radicular em relagéo ao controle (TabFig. 1A).

Todos os extratos promoveram aumento do crescimead@ular del. sativa até a
concentracdo 1,0 mg/mL e, a partir desta, o cresgondiminuiu. O comprimento radicular foi
significativamente reduzido quando os extratosoé@wmico e etéreo (5,0 mg/mL) foram incorporados
no crescimento médio, reduzindo respectivamenteescitnento a 81,57% e 79,35%, cinco vezes
menores que o controle. O maior estimulo signiffoaem relagéo ao controle foi observado pelo

extrato etéreo (0,1 mg/mL), que aumentou em 61,4 #mprimento radicular

Quanto a producgédo de pélos radiculares, o extrt®ico (0,01 mg/mL) reduziu a inducéo,

0 extrato acetdnico a 0,1 mg/mL manteve a intededda formacdo de pélos intacta, o extrato
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cloroférmico (1,0 mg/mL) restringiu esse desenvobmto a base e o mesmo extrato a 5,0 mg/mL
aumentou a formacéo de pélos. Com excecdo dessaséntos, todos 0s extratos eliminaram essa

formacéo.

Tabela 1 Resultado da analise de variancia do comprimeéathbipocétilo, da radicula e da
biomassa das plantulas dectuca sativasubmetidas & acdo de diferentes extratos de
Cladonia verticillarisem cinco concentragdes, mais o controle (0%).

HIPOCOTILO RADICULA MASSA
F G.L p F G.L p F | GL p
Concentracdo 39,388 5 | <0,001 39,14 5 <0,001| 2,80 5 0,025
Extrato 50,064 2 | <0,001 2,66 2 0,079 | 459 2 | 00,014
Concentracdo*Extrato | 24,659| 10| <0,001 3,66 10 <0,005| 3,51 10 | <0,005

Quase todos os extratos levaram ao desenvolvintentaizes secundarias, que variaram no
tamanho de acordo com a concentracdo. O extrateoede0,01 mg/mL levou a formacdo de poucas
raizes secundarias. Na figura 2, pode-se obseneabdratamento etéreo (0,01 mg/mL), juntamente
com o controle e o tratamento acetbnico (0,01 my/mtuziu a formacdo de raizes secundarias
longas e, o etéreo (1,0 mg/mL) e cloroférmico @& mL) levaram ao desenvolvimento de raizes
secundarias médias e as pequenas foram induzidastrpgamento etéreo (2,5 e 5,0 mg/mL) e
acetbnico (5,0 mg/mL). O extrato cloroférmico a h@/mL restringiu a formacao desse incremento a
base radicular. Pode-se, dessa forma, inferir quedida que a concentragdo € aumentada, o tamanho
das raizes secundarias € diminuido como efeito@akedo. Diante disso, € possivel que os extratos
de C. verticillaris estejam interferindo no balanco hormonal das plastdeL. sativa,pois segundo
Aloni et al. (2006), a deficiéncia de citonina e altos nivedsadxina levam a formacéo precoce de
raizes laterais. Segundo Pina (2008), baixos nikeistileno/auxina séo inibidores de formacéo de
raizes laterais e, portanto, sua presenca se itopwtante no processo de ramificagfes nas raizes.
AlteragBes na formacdo de pélos, tamanho radialaresenca de raizes laterais também foram
observadas por Oliveira (2004), Jerénimo (2006nha 2008).

Quanto a morfologia radicular (Tab. 2), as plargtula tratamento cloroférmico (1,0 mg/mL)
foram caracterizadas como plantulas normais conuegyexs defeitos, devido ao apice radicular
apresentar-se extremamente fino (Fig. 3F). A cdnaefio de 2,5 mg/mL induziu a formacdo de
plantulas anormais quando tratadas com extratece{éadiculas principais finas, oxidadas e muitas
raizes secundérias pequenas) e plantulas com pexuefeitos quando tratadas com extrato
cloroférmico e etéreo (radicula muito fina). Emdeds extratos testados, a concentra¢éo 5,0 mg/mL

levou ao desenvolvimento de plantulas anormais i@pes oxidadas, amolecidas e necroses apicais
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Figura 1. Valores médios da biomassa (A) e do comprimerpiodaitilar e radicular (B) de
plantulas dd.actuca sativecrescidas por dez dias em doses crescentes dentife extratos
de Cladonia verticillaris mais o controle (CNC). Médias seguidas de messtra Indo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Diferenciacdo anatémica e morfologica da raiz deplas quando submetidas a extratos
vegetais foram observadas por Oliveira (2003). Viadalém de inibicdo do crescimento radicular,
mudangas estruturais em algumas organelas, na @meaniptasmética e na parede celular podem
ocorrer por respostas a aleloquimicos (Cruz-Ort&888). As respostas fisiologicas e morfoldgicas
das plantulas a exposi¢cédo a esses compostos s#esteydes secundarias decorrentes de alteragdes
moleculares e celulares, cujos mecanismos aindagmexcem obscuros (Ferreira & Aquila, 2000).
Quase todos os extratos @e verticillaris causaram diminuicdo significativa do crescimento d
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sistema hipocotilar com exce¢éo do extrato etére®h mg/mL e cloroférmico a 0,01 e 1,0 mg/mL
(Fig 1A). O maior e unico efeito estimulador dess¢ema foi verificado nas plantulas submetidas ao
extrato cloroférmico a 0,1 mg/mL (aumento de 7508%s maiores efeitos inibidores foram
observados pelos extratos etéreos a 5,0 mg/mL5®&),42,5 mg/mL (79,81%), 1,0 mg/mL (76,2%),
cloroférmico a 2,5 mg/mL (76,36%), acetonico a m@/mL (75,48%) e etéreo a 0,1 mg/mL
(75,08%), respectivamente, em relacdo ao contisiges extratos inibiram o crescimento hipocotilar
em quase cinco vezes em relacdo ao controle. Rdssglsemelhantes sobre reducéo significativa da

parte aérea de plantulas também foram observadd&na (2008).

2cm e

o / 2cm e

Figura 2. Plantulas delactuca sativa submetidas a doses crescentes dos extratos de
Cladonia verticillaris A. Controle; B. Tratamento etéreo 0,01 mg/mL, conizes secundarias
longas e folhas larga€. Tratamento etéreo 0,1 mg/mL, com radicula coraps&m raiz secundaria

e sem pélosD. Tratamento etéreo 1,0 mg/mL, com raizes secuaglariédias e eodfilo bem
desenvolvido. E. Tratamento cloroférmico 0,01 mg/mL com raizes usédérias longas.

F. Tratamento cloroférmico 1,0 mg/miG. Tratamento cloroférmico 2,5 mg/ml. Tratamento
acetbnico 0,01 mg/mL, sem edfilds;Tratamento acetdnico 0,1 mg/mL, Plantula bem dedeida

com edfilo grande e radicula normdl; Tratamento acetbnico 1,0 mg/mL, com radicula onuit
grande; K. Tratamento acetdnico 2,5 mg/mL, com radiculaeswémente fina, fragil e escura;

L. tratamento acetdnico 5,0 mg/mL, com radicularesewedéfilo desenvolvido.
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Tabela 2. Avaliacdo das plantulas quanto a fitotoxicidade @edonia verticillaris sobre
Lactuca sativaquando submetidas as doses crescentes dos extratos

Concentragoes Extrato etéreo Extr’ato. Extrato acetbnico
(mg/mL) Cloroférmico
0,0 Normal Normal Normal
0,01 Normal Normal Normal
0,1 Normal Normal Normal
1,0 Normal Normal* Normal
2,5 Anormal Normal* Normal*
5,0 Anormal Anormal Anormal

* Com pequenos defeitos

Figura 3. Toxicidade das plantulas deactuca sativa submetidas aos extratos de
Cladonia verticillaris na concentragdo 5,0 mg/mL. A e B. Tratamento &onaico, raizes
escuras e amolecidas, regido apical muito fina idada, espessamento na base; C e E.
Radicula escura e amolecida, raizes secundéariasemes; necroses apicais e hipocotilo
enrolado. D e F. Tratamento etéreo, raizes sedasdgequenas e outras médias, necrose
apical, espessamento na base radicular e regiéal agtremamente fina.

Na figura 1B estao representados os efeitos doatestsobre a massa seca das plantulas de
L. sativa Observou-se que o extrato cloroférmico apresedifeuentes resultados. A concentragéo de
0,1 e 5,0 mg/mL induziram a uma reducéo signifieatio peso seco das plantulas. A concentracéo de

2,5 mg/mL desse mesmo extrato promoveu efeito &dotrcom um maior investimento de
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elementos/nutrientes. O extrato etéreo a 5,0 mgdpesar de ter causado maior efeito inibidor no
comprimento das plantulas, ndo influenciou sigatfimamente na aquisicdo de nutrientes. Segundo
Carmo et al (2007) é possivel que estes extratos estejanmaduaobre a permeabilidade da

membrana e/ou sobre o balanco hidrico e aquisigdmtlientes.

Os resultados sugerem que os extrato€ deerticillaris interferem como bioherbicidas de
pés-emergéncia influenciando o crescimento atrdadeducdo do comprimento radicular, hipocotilar
e foliar e da interferéncia na biomassa de plastdisl. sativa.Esses resultados refletem todas as
mudancas que ocorrem no processo de crescimemtecnoso do experimento, que estdo diretamente
conectados com a inibicdo de varios processoddigams que podem afetar outras vias como a
fotossintese, absor¢do de nutriente, concentrag@itrdgénio e variagdo na reserva hidrica (Garnier
1991; Poorter & Nagel, 2000).

Quanto a morfologia hipocotilar somente o extratet@nico a 5,0 mg/mL produziu plantulas
anormais com hipocotilos enrolados (Fig. 3C e AMbora tenha sido registrada a inibicdo tanto da
radicula quanto do hipocétilo, este foi mais afetadm relacdo ao controle. Contudo,
morfologicamente os efeitos constatados foram migisticos sobre o comprimento radicular. Para
Cruz Cruz-Ortegat al (1998), os individuos estavam em um estagio derd®lvimento em que o
crescimento do sistema radicular € priorizado, gmbat, os efeitos deletérios sobre o metabolismo
desse 6rgdo sdo mais drasticos, uma vez que edvé primario dos aleloquimicos, principalmente
durante o desenvolvimento inicial da planta, qeardcterizado por alto metabolismo e sensibilidade

ao estresse ambiental.

Com excecao dos tratamentos etéreo (0,01 mg/mioyef@mico (0,01; 0,1 e 1,0 mg/mL), os
demais extratos levaram a um desequilibrio do kigocotilo-radicula, produzindo radiculas muito
grandes em relagdo ao hipocétilo, podendo ser queandicdes naturais essas plantulas ndo se
estabelecessem, por interferir na translocacaoutiéemtes desses dois sistemas. Segundo Raven
(2001), a absorcdo eficiente de nutrientes portglds que sdo submetidas a extratos é devida a
reducdo no tamanho radicular, presenca de raiteyaitae pélos absorventes. Visto que plantas do
cerrado necessitam de raizes profundas para stevs@ncia, é possivel qu& verticillaris, coloque
em risco espécies vegetais adjacente pela libedg&obstancias que diminui o sistema radicular. E
provavel também que o endemismo dessa espécieeam d& cerrado (tabuleiro), possa ser atribuido
além das condicdes edafoclimaticas ao efeito alélap que favorece a espécie menor pressao

competitiva.

O comprimento foliar também foi significativamenitébido por quase todos os extratos em

relagdo ao controle (Tab. 3 e Fig. 5), com excelgietéreo (0,01 e 0,1 mg/mL) e acetbnico a 0,1
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mg/mL. O extrato etéreo produziu efeito dose-redug& maiores inibicbes foram observadas pelo
extrato etéreo a 5,0 mg/mL (40, 74%), 2,5 mg/mL49%) e cloroférmico a 5,0 mg/mL (38,8%).

Figura 4. Plantulas anormais deactuca sativasubmetidas a doses crescentes dos extratos de
Cladonia verticillaris A - D. A esquerda € o controle A. tratamento acetonjfonig/mL;

B. Tratamento acetdnico com raiz secundaria muit@doe raiz principal fina no apice.

C. Tratamento acetdnico 2,5 mg/mL, com radicula onudnga,
D. Tratamento etéreo 5mg/mL, com hipocaétilo enroladoadicula fragilE. Tratamento
etéreo 5,0 mg/mLF. Tratamento cloroférmico 5,0 mg/mL, com radiculidida e oxidada.

fina e escurecida;

Tabela 3. Resultado da analise de variancia do comprimeatgura e area foliar das
plantulas dd.actuca sativesubmetidas a acao de diferentes extratdSladonia verticillaris
em cinco concentracdes, mais o controle (0%).

COMPRIMENTO ,
AR LARGURA FOLIAR AREA FOLIAR
F G.L p F G.L p F G.L p
Concentracdo | 48,75 5 <0,001 7,76 5 0,70 1,21 5 0,316
Extrato 152 | 2 | 02286 17.6 2| 0271 147 2 023
Concentragao™ | 5gq | 19 | <0004 144 10 0352 135 10 <022
Extratoo
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Figura 5. Valores médios do comprimento (A), da larguraaio(B) e da area foliar (C) de
plantulas de Lactuca sativa submetidas a diferentes doses de extratos de
Cladonia verticillaris mais o controle (CNC), durante dez dias. Médézgislas de mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
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Todas as concentracdes inibiram o comprimento bigac e foliar, e a intensidade desse
efeito dependeu do extrato. Quanto ao pardmetgurare area foliar, os resultados n&o foram
significativos (Tab. 3), mas foi possivel observar leve estimulo causado pelo extrato acetbnico a
5,0 mg/mL. Assim como o controle, quase todos ¢sats induziram a formacao de edfilos, sendo
este crescimento bastante expressivo quando teataho extratos acetdnico a 0,1 mg/mL e etéreo a
1,0 mg/mL. O extrato acetbnico a 0,1 mg/mL levouceescimento de plantulas bem desenvolvidas
(intactas) em relacdo ao controle. Quanto a mayfaltoliar pode-se notar formacéo de peciolo muito
grande causado pelo extrato cloroférmico 1,0 mg/@Lextrato acetbnico a 2,5 e 5,0 mg/mL
produziram plantulas anormais com folhas queimadamreladas, desbotadas e pequenas. Varios
autores tém reportado que algumas classes de w®icgs inibem a fotossintese por induzir
mudancas no conteldo de clorofila das plantas teeep (Einhelig & Kuan, 1971;
Einhellig & Rasmussen, 1979; Blum & Rebbeck, 19B8ziramakeng&t al, 1994; Chou, 1999). A
aparéncia clordtica das plantas seria um sintomaegmadacdo das moléculas de clorofila ou da
inibicAo da sua sintese, ambos os efeitos medjaaioaleloquimicos, que impedem a formacao das
Mg-porfirinas (Einhellig ,1986). Em ambos os cassses efeitos lembram a atuacdo dos herbicidas,

como as piridazinonas e imidazolinonas (Duke, 182f0net al., 1990).

Resultados semelhantes também foram obtidos pohokeski et al. (2005) os quais
observaram que o crescimento das plantulas de ¢oenatreduzido com o aumento da concentragéo
de &cido usnico. Eles observaram que ocorria aaftidate das plantulas quando essas eram
submetidas a prolongados dias com o composto, & dumbo foliar era drasticamente reduzido a
medida que se aumentava a concentracdo da subst@ocno estes autores relataram que o acido
usnico ndo afetava plantas vasculares pela inildgdoma Unica unidade fisiolégica, os dados deste
trabalho também sugerem que as substéncias liqeemie C. verticillaris podem afetar varios
processos, tendo antes um efeito fitotdxico gedehendendo da concentracdo utilizada. Este
postulado pode ser corroborado pelos resultadddrdset al. (1981) e Nishitobaet al. (1987) que
observaram que uma populacdo epifita de liguensavaudesfolha, inibicdo do crescimento e,
finalmente, a morte de plantas. Estes efeitos ®tvates deC. verticillaris sobre o crescimento de
sativa podem ter afetado varios processos metabdlicospgueavelmente estejam associados com

acao de enzimas fundamentais (Vavaseeat, 1991).

Fischeret al. (1989), compararam o efeito inibidor de seis laatosesquiterpénicas sobre a
germinacdo de espécies monocotiledéneas e didimibed e observaram inibicdo a concentracdes
muito baixas (1 mM), corroborando com os resultamlottddos de reducdo do comprimento foliar e
hipocotilar neste trabalho, quando as plantulak.d&tivaeram tratadas com extratos aceténicos de
C. verticillaris.
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Aparentemente, a maior parte, sendo todos os coosposyanicos que sao inibitérios em
alguma concentragéo para determinadas partes al@sipl podem ser estimulantes quando presentes

em determinadas faixas de concentracdo para augéss (Rice, 1984).

Dentre as caracteristicas quimicas, a avaliacgoHddos extratos é fundamental quando se
desconhece sua constituicdo em acucares, aminsaéitidos organicos, ions e outras moléculas, pois
valores extremos de pH dos extratos podem atuae ssbplantulas e mascarar o efeito alelopatico
(Ferreira & Aquila, 2000). No caso presente, paglesbservar na tabela 4, que os valores de pH
encontrados, podem estar associados a variacOalispanibilidade de elementos/nutrientes em
solucdo. Por isso, estdo dentro de uma faixa dmeslaceitdveis como nao interferentes sobre o

desenvolvimento de. sativa.

Tabela 4.Valores de pH dos extratos @&adonia verticillarisna concentracdo 5,0 mg/mL

EXTRATOS pH
Etéreo 5,0
Cloroférmico 5,5
Acetbnico 6,0

Em analises de cromatografia de camada delgada)(@@lizadas por Tigret al (in press)
evidenciou-se a presenca do acido fumarprotocetrdffUM) e protocetrarico (PRO), compostos
majoritarios da espécie em estudo, apenas no @x@eetonico e, a presenca de compostos
intermediarios ndo identificados a todos os extratioalisados. Esses, possivelmente sdo compostos
fendlicos que juntamente com o PRO fazem parte ala biogenética do FUM. Porém, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) daiciou a presenca de FUM e PRO em todos os

extratos, demonstrando altas concentracdes de BR®tmato acetbnico (Tab. 5).

Tabela 5. Resultado das andlises dos extratolelonia verticillaris submetidas a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) .

EXTRATO TR AREA CON(EE;EBA‘QAO COMPOSTO
Etéreo 3,6695 831,806 2,394 PRO
3,3087 232,788
Cloroférmico 3,5223 4,707 0,799 PRO

3,8614 193,189 2,382 FUM
3,4664 36.198,152 97,318 PRO

Acetbnico 4,1333 12,862 9,294 FUM
16,7811 7,421 N&o identificado
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De acordo com a figura 6, pode-se notar a presédacam composto ndo identificado no
extrato acetbnico, confirmando a eficiéncia desdeente para extracdo de substancias liquénicas
relatado por Vicente (1975). Possivelmente essat&ntia seja atranorina, que segundo Pereira
(1998) é precursora na formagdo do FUM. E provéue os efeitos alelopaticos observados em
L. sativasejam promovidos pelo PRO ou FUM ou pelo sinergigesses acidos entre si, ou ainda de
ambos 0s compostos com as substancias intermaedidializadas na CCD. Os compostos fenolicos
estdo implicados na inibicAo da germinacdo de dsm®med no estabelecimento de plantas em
comunidades vegetais (Rice, 1984). Sado apontadus eteloquimicos que atuam como herbicidas
inibitorios da fotossintese, alterando o transpde@létrons e a fosforilacdo nos fotossistemaaviRIi
et al, 1992; Durigan & Almeida 1993).
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Figura 6. Cromatogramas para quantificacdo do é&cido fumtopetrarico (FUM) e do é&cido
protocetrarico (PRO) nos extratos etéreos (A)oftwmico (B) e acetdnico (G uma concentracao
de 1 mg/mL.

Nao foi possivel calcular a concentracdo do conopdsttr 16 min do extrato aceténico. Ele
esta em concentragdo muito reduzida, mesmo patdAg (Tab. 5).

Os &cidos fendlicos sdo potentes aleloquimicos inpdezem o aumento da atividade de
enzimas oxidativas, tendo como consequéncia finadificacdo da permeabilidade das membranas e
a formacdo de lignina, que contribuem para a redug alongamento radicular
(Baziramakengat al, 1995; Ferrareset al, 2000).

Os resultados apresentados no presente trabalhondeam a atividade alelopatica dos
extratos deC. verticillaris no crescimento de. sativa,que varia a intensidade do efeito dependendo
da concentragdo e que provavelmente essa poteladalseja atribuida ao PRO e FUM. Dessa forma,

novas pesquisas precisam ser realizadas para @etdeqhovos mecanismos de agdo e conhecimento
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guimico das substancias, visto que essa espécipdtancial para ser utilizada na bioprospecc¢éo de

herbicidas.
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Capitulo 3

BIOATIVIDADE DOS ALELOQUIMICOS DE Cladonia verticillarisSOBRE A
GERMINACAO E CRESCIMENTO INICIAL DE actuca sativd..
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RESUMO

Os aleloquimicos liquénicos, que podem represaital5% do peso seco do talo, tém um importante
papel na ecologia dos liquens com fungdo antiherlsiv podendo afetar o crescimento e
desenvolvimento de outros organismos ao seu r&awn. o intuito de verificar o efeito alelopético skes
metabdlitos, realizou-se este trabalho testandst&nbias purificadas déladonia verticillaris,os acidos
fumarprotocetrarico (FUM) e protocetrarico (PR@bre a germinacdo e do desenvolvimento inicial de
Lactuca sativa A partir do extrato acetbnico d€. verticillaris foram isolados e purificados por
recristalizacdes sucessivas, 0 FUM e PRO. Estesnfaestados nas concentracdes de 2,5; 1,0; 0,1 e
0,01mg/mL. As duas substéncias testadas ndo apaem®nefeito alelopatico sobre a germinacao, indice
de velocidade de germinacéo e tempo médio. Foieavidda a indugdo do crescimento radicular,
hipocotilar e foliar. O FUM 2,5 mg/mL alterou a abgo de nutrientes das plantulas. Os metabdlitos
secundarios d€. verticillaris possuem efeito alelopético sobre o desenvolvimeato sativa.

Termos para indexacéo:Cladonia verticillaris alelopatia, acido fumarprotocetrarico,
acido protocetrarico.

ABSTRACT

The lichen allelochemical, which can act up to 2%®the dry weight of the stalk, have
an important paper in the ecology of the licherhviitnction antifeedant, being able to
affect the growth and development of other orgasisonhis outline. With the intention
of checking the allelopathic effect of these meliad® this work was performed with
the purified substances @ verticillaris on the germination and initial development of
L. sativa.From the extract acetonic Gf. verticillaris were isolated and been purified by
them for recristalizacbes successive, the FUM a@R.FThese were tested in the
concentrations of 2,5; 2,0 and 0,2 mg/mL. Two @stgbstances did not present effect
allelopathic on the germination, rate of speed @frgnation and middle time. There
was shown up the induction of the growth rootleafland to revel. The FUM 2,5
mg/mL altered the absorption of nutritious onestloé plantules. The secondary
metabolitos ofC. verticillaris have effect allelopthic on the development o$ativa.
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INTRODUCAO

A alelopatia é um tipo de interacdo bioquimica, siderada uma forma de
adaptacdo quimica defensiva, além de ser um fat@sttesse ambiental para muitas
espécies (Lovett e Ryuntyu, 1992). Os aleloquimpmaem ter origem no metabolismo
primario, mas em sua maioria sdo provenientes dabmksmo secundario (Ferreira e
Aquila, 2000) que podem, direta ou indiretamemntgerferir no desempenho de outros

organismos em sua vizinhanca.

Os liguens possuem compostos Unicos de sua simbibaeés de um alto
investimento de energia, que podem representa25¥€ do peso do talo seco. Esses
compostos tém um papel importante na ecologia sesg@anismos e recentemente
alguns estudos estdo sendo realizados para elacpiatencial alelopatico e o modo de
acao desses compostos (Romagral, 2004). Os aleloquimicos, sado responsaveis por
uma grande diversidade de efeitos nas plantassEfedos incluem o atraso ou a
inibicdo completa da germinacdo de sementes, gat¢alb do crescimento, injdria no

sistema radicular, clorose, murcha e morte dasgggRice, 1984).

Alguns estudos ja relatam que o (-) acido Usniomfiosto liquénico) inibe a 4-
hidroxifenilpiruvato dioxigenase, uma enzima chaeebiossintese dos carotendides e
que uma série de liquens produtora de analogosndaiea causa branqueamento de
gramineas. Outros estudos sugerem que 0s comgmgiéricos causam reducdo no
fotossistema Il (PSIl), mas esse modo de ag&o aidddoi determinado. Outro grupo
de antraquinonas analogo € reportado como iniddogerminacdo de sementes e da
formacdo de raizes primarias. Tolpysheva, (1984gtaea capacidade do acido
fumarprotocetrarico em inibir o crescimento de fusigdo solo e Ravinskaya e
Vainshetein (1975), a capacidade deste mesmo anidaibir a divisdo de algas.

Segundo Tejeda-Sartorius e Rodriguez-Gonzalez J2608ompostos fendlicos
influenciam nas estruturas destinadas a elongati@carado o balanco hormonal
(reguladores do crescimento de raiz e hipocotdo)hellig (1986) hipotetizou que esses
compostos tém seus efeitos primarios nas funcbesnel@brana e nas interacdes
hormonais. Estudos mostram que a diversidade de estruturasicps possibilita
diferentes atividades biologicas através do arramjme hidroxilas e carbonilas com

esqueletos carboénicos (Bradow, 1991).
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A via do acetato propicia a producdo de uma vadiedde acidos organicos,
alcoois de cadeia linear, aldeidos e cetonas, muits quais reconhecidos entre os
aleloquimicos volateis liberados durante a decoigfiosde residuos (Bradow e
Connick, 1990).

Os herbicidas naturais sdo embasados nos prodatosais, conhecidos como
compostos alelopaticos. Esses tém sido utilizados @ desenvolvimento de herbicidas
sintéticos, no entanto necessita de muitas inagigs para conhecer as vias
(Duke, 2002). Dessa formaestudo da alelopatia € importante para produzbitidas

mais eficazes, seletivos e ambientalmente segbndse( 1990).

Segundo Inderjit, (1996), os extratos usados nosnisaios para diagnéstico
preliminar de alelopatia sdo misturas de variastmcias, que podem exercer efeitos
aditivos ou sinergisticos, tornando importante alis@ da acdo de cada substancia

isoladamente.

Diante isso, este trabalho teve como objetivo awali efeito alelopatico dos
aleloguimicos acidos fumarprotocetrarico (FUM) etpcetrarico (PRO) d€ladonia

verticillaris sobre a germinacéo e desenvolvimento inicidlatduca sativa

MATERIAL E METODOS
Material liquénico

Cladonia verticillaris, espécie endémica do litoral brasileiro e tabuteido
interior do Nordeste, foi coletada na Serra daaPnat municipio de Saloa, 273km do
Recife. Este material foi seco a temperatura anbigt8 + 3°C), e mantido em caixas
de papeldo até uso para 0s ensaios quimicos egioimdd Parte do material foi

depositada no Herbario UFP, registro n® 52.299.
Isolamento e purificagdo do acido fumarprotocetrarco (FUM)

O composto principal da espécie em estudo, FUMjsfaiado e purificado a
partir do extrato acetdnico. Este, depois de cdnaeo, foi lavado em funil poroso G-4

com acetona por quatro vezes, de acordo com Asah8tdbata (1954) e modificacdo
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de Pereira (1998). Apos evaporacao, foram formadstais que foram dissolvidos em

acetona e recristalizados sucessivamente até grawide pureza possivel.
Analise quimica

Foram realizadas medidas de pH de todas amosssaas Foram analisadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAEM cromatégrafo liquido HITACHI,
acoplado a detector de ultravioleta a 254nm, emneotle fase reversa C18. A fase movel

foi constituida por metanol/agua/acido acético ¥80:5; 0,5 v/v), sob um fluxo de

-1

ImL.min , atenuacgéo 0,04 e temperatura ambiente (28 + 88Gyndo metodologia de
Legaz & Vicente (1983). As amostras foram injetaglasconcentracdes de 0,01mg/mL,
diluidas em metanoForam realizadas curvas de calibracdo para os gadrfUM e PRO,

a partir das quais calculou-se a concentragdoglésigos em cada extrato.
Bioensaio de germinacgéo

O bioensaio de germinacéo foi realizado em camaigedminacao do tipo BOD
(biochemical oxigen demand) com fotoperiodo de da$ e temperatura alternada de
23 a 27°C. Os testes foram realizados em placaBetie de 9,0cm de diametro,
revestidas com duas folhas de papel filtro previgmeautoclavadas a 120°C por 30
minutos. Em cada placa adicionaram-se 3,0mL de salstancia (FUM ou PRO) nas
concentracdes de 0,02; 0,2; 2,0 e 5,0 mg/mL. Emidagas placas contendo os papéis
de filtro umedecidos com extrato, foram secas emfluxo laminar durante 12h.
Decorrido este periodo, o papel de filtro foi redemdo com 6,0 mL de 4gua destilada,
obtendo-se a concentracao 0,01; 0,1; 1,0 e 2,5 mdhhtontrole foi obtido com o uso

de agua destilada.

Os tratamentos foram dispostos em delineamentivantente casualizados com
quatro repeticbes de 50 aquénios ldesativa por placa A taxa de germinacdo foi
verificada a cada 12 horas durante sete dias plissibo a avaliacdo da
germinabilidade total, do tempo médio, do indicevelecidade germinacéo (IVG) e da
biometria segundo a metodologia de Laboriau (19&8mond e Draphala (1958),
Maguire (1962) e Benicasa (1988), respectivaméfteam consideradas germinadas as

plantulas que apresentaram 2mm de protruséo radi@nasil, 1992).
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Apos sete dias de crescimento, o comprimento dauiadde cada plantula foi
medido com o auxilio de um paquimetro. Os ensaienf realizados em camara de
fluxo laminar para evitar possiveis contamina¢c@ssdados obtidos foram submetidos
a analise de variancia e a comparacao entre assi@irealizada pelo teste de Tukey a
5%. Os valores de percentagem foram transformadpsreo seno (arco send%)
(Labouriau, 1983).

Bioensaio de crescimento

Os bioensaios foram realizados da mesma forma tpieeasaio de germinacéo,
porém em cada placa foram colocadas 10 plantuldsckeica sativapré-germinadas
em agua destilada por 48 horas. Essas placas f@adadas e incubadas em uma BOD a
25°C e fotoperiodo de 12 horas, durante 10 diaspl&stulas foram submetidas aos
FUM e PRO nas concentra¢des de 0,01; 0,1; 1,0 eng/BL, tendo agua destilada
como controle. Apos esse periodo, foram medidosx® leipocaotilo-radicula e area
foliar (comprimento X largura). Essas plantulas liém foram caracterizadas quanto
anormais e normais segundo Brasil (1992) e calaukdnassa seca das plantulas.
Foram utilizadas quatro repeticdes em delineametgoamente casualisado.

Analise estatistica

Os dados se processaram mediante analises deciarfANOVA) e o teste de

Tukey (p<0,05) para confrontacdo de medias.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Bioensaio de germinacgéo

Os aleloquimicos d€. verticillaris (FUM e PRO) nao foram significativos para
0os parametros de germinabilidade, primeira contaghi e tempo médio de
germinacdo. Segundo Ferreira e Aquila (2000), anigacdo é menos sensivel aos
aleloquimicos que o crescimento da plantula. Po@muantificacdo experimental &
muito mais simples, pois para cada semente o fem@maliscreto: a semente germina

ou ndo germina. Reigos al. (1999) afirmam que os aleloquimicos podem atuar em
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Varios processos simultaneamente e ter uma resplifsi@enciada para cada um,
dependendo da concentragdo dos compostos. Essd#tades demonstram que essas
substancias podem ser promotoras do efeito alétopatbservado em trabalhos
anteriores (Tigreet al in press, visto que foram observados resultados semelhante
sobre a germinabilidade e primeira contagem doéraqs del. sativa Contudo, pode-

se inferir que houve acdo sinergistica dos alefoipos entre si ou com outros
compostos presentes e@. verticillaris, visto que extratos brutos dessa espécie
apresentam diminuicdo no vigor das plantulasLdesativa diminuindo a curva de
germinacdo em relacdo ao tempo (Tigteal in pres3, dado ndo observado nas

plantulas quando submetidas aos compostos isofddiglse PRO.

Na Tabela 1 pode-se observar que o PRO na conc@otfg01 e 1,0 mg/mL
induziu a um leve estimulo na germinabilidade tdtd aquénios de sativa.Notou-se
também que primeira contagem, foi induzida pelo PR® FUM teve a tendéncia a
inibir, sendo o maior valor observado pelo PROmMgdmML.

Tabela 1.Valores médios da germinabilidade, primeira comtagindice de velocidade
de germinacéo (IVG) e tempo médio (T.M) dos aqu&dielLactuca sativasubmetidas
a doses crescentes dos padrbées acido fumarpraéiecet(FUM) e acido prtocetrarico
(PRO) deCladonia verticillaris

N . . Primeria
Tratamentos Conce?trigoes Germm;bmdade Contagem VG ™
(mg/mL) (%) (%)

Controle 0 80,975 78,09 1,689154 0,000866
0,001 81,345 79,4625 1,637401 0,000976

FUM 0,1 82,39 74,5925 1,626521 0,000922
1,0 81,785 73,8475 1,659425 0,000793

2,5 82,39 76,72 1,675926 0,000887

0,01 90 83,9025 1,640278 0,000936

PRO 0,1 80,015 76,8975 1,666038 | 0,000879
1,0 87,9675 87,9675 1,574058 0,001017

Quanto ao IVG, observou-se que as duas substagicrasuiram o vigor das
plantulas, sendo tal efeito mais pronunciado corPRO 1,0m/mL. Apesar desse
tratamento ter influenciado o aumento da germirddue total, ele levou a uma
reducdo na viabilidade dos aquénios. Resultadolbantes com esse &cido foram

observados no tempo médio, no qual notou-se qoeeentracao 1,0mg/mL aumentava
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os valores destes parametros, enquanto diminue @dfUM, apesar de nao haver

diferenca significativa para os tratamentos.

Em relacdo aos parametros biométricos, as causamriBcdo (substancias
versusconcentracao) apresentaram-se significativas éga®@ ao controle. Todos os
tratamentos induziram o crescimento hipocotilamgaypalmente quando tratadas com
PRO (1,0mg/mL), que aumentou esse O0rgao em manude vezes em relacdo ao
controle (Fig. 1). O comprimento radicular foi esiiado por todos os tratamentos,
obedecendo ao modelo dose reducdo, no qual a mepidase aumentava a
concentracdo aumentava-se também o comprimentoutadi(Fig. 2). Esse efeito foi
observado até a concentracdo 1,0mg/mL e a pasggadeouve reducdo, porém, ainda
assim com caracteristicas fitorreguladoras (Fig. @)PRO (0,1mg/mL) induziu a
formacdao de raizes laterais (Fig. 2C) e o FUM (@&inL) ndo levou a eliminacdo dos
pélos radiculares. Segundo Tiggeal. (in presy em extratos brutos de. verticillaris
sdo encontradas concentracdes significativas destapostos, sendo possivel inferir
que estes sdo os responsaveis pelas alteracfeglamgd hormonal interferindo nos
niveis de citocinina, etileno e auxina. Taiz e 2ei(R004) descrevem que plantulas
crescidas na presenca de inibidores de etilenceexiteducdo na formacdo de pélos
radiculares. Segundo Lorteatial. (2001), esse processo ocorre devido algum tipo de
estresse, 0 qual no presente trabalho pode ekaioreado a presenca do aleloquimico.
Este pode estar induzindo a deficiéncia de citoeim altos niveis de auxina que levam

a formacgéao precoce de raizes laterais (Alenal, 2006).

Para os parametros foliares, as causas de vaagcésentaram-se significativas
somente para o comprimento foliar. Na Figura 3 nMasse que este foi estimulado por
todos os tratamentos, principalmente pelo PRO (@gdhL), que foram induzidas
somente pelo PRO (0,1mg/mL) (Fig. 3).

Jacobi e Ferreira (1991) também observaram emesgeimentos que a parte
aérea e as raizes de sativa apresentaram respostas diferentes ao aleloquimicos
demonstrando que esses dois sistemas sao maisvesensafetando mais o
desenvolvimento e/ou crescimento que a germina8agundo Ferreira e Borghetti
(2004) a emergéncia da plantula e o seu crescingituocas fases mais sensiveis na

ontogénese do individuo.
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Figura 1. Valores médios do hipocatilo e da radicula de tplas delLactuca sativa
submetidas a doses crescentes dos padrdes acidmpfoicetrarico (FUM) e do acido
protocetrarico (PRO) d€ladonia verticillaris no processo germinativo, durante sete
dias.

Figura 2. Toxicidade das plantulas dectuca sativasubmetidas aos aleloquimicos de
Cladonia verticillariscomparadas ao controle (CNClantulas com sete dias de idade.
A. Plantulas submetidas ao acido protocetrarico (PR@L.mg/mL com radiculas finas
no apice, presenca de pélos radiculares no conBoRlantulas com PRO 0,01 mg/mL,
com raizes lateraigC. Plantulas com PRO 0,1 mg/mL demonstrando raizesals.

D. Plantulas com &cido fumarprotocetrarico (FUMI@@/mL mostrando raizes laterais
e radiculas apicais finag-G. Plantulas com FUM mostrando raizes longas e .finas
E. FUM 0,2mg/mL.F. FUM 1,0mg/mL.G. FUM 2,5mg/mL
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CRESCIMENTO FOLIAR (mm]}

Controle FUM Pro

TRATAMENTOS {mg/mL}
HM COMPR.FOLIAR  ELARGURAFOLIAR M AREA FOLIAR

Figura 3. Valores médios do crescimento foliar das plastule Lactuca sativa
submetidas a doses crescentes do acido fumarpm@ioce (FUM) e do acido
protocetrarico (PRO) de&ladonia verticillaris durante o processo de germinacao.
Plantulas com sete dias de idade.

Bioensaio de Crescimento

Em relacdo aos pardmetros biométricos pode-se gatawo PRO (0,1mg/mL)
estimulou significativamente o comprimento radiculem todas as concentragdes
testadas o PRO produziu maiores indugcbes do crestiinsendo bem expressivo o
resultado deste tratamento quando comparado codMy Ressa mesma concentracao,
em relagdo ao controle (Fig. 4). O comprimento tigpidar também apresentou-se
significativo ao analisar as causas de variacastanbiasversusconcentracdo. Nessa
analise observou-se que o PRO (0,1mg/mL) prodwesultados bastante diferentes do
FUM na mesma concentracdo. Nesse parametro o PR&3eapou caracteristicas
inibidoras e o FUM estimuladoras do crescimentad¢ungilar. Dessa forma, pode-se
inferir que ambas as substancias alteram o crestintas plantulas de. sativasem
causar desequilibrio ao eixo hipocétilo-radiculmauvez que quando induziam o
aumento de um dos o6rgédos, elas diminuiam o crestomdo outro, garantindo o
equilibrio e a normalidade das plantulas. Quamuoeologia radicular, notou-se que o
FUM (0,1mg/mL) promovia o espessamento da basecutad] o que também foi
observado por Cruz-Ortegd al(1998) em seus experimentos. Porém, esse tratamento

juntamente com PRO (0,01lmg/mL) ndo afetaram a fofimade pélos. O FUM



TIGRE, R. C.  ATIVIDADE ALELOPATICA DE Cladonia verticillaris (Raddi) Fr. SOBRE.. 120

(0,01mg/mL) induziu um elevado crescimento da nadicAs menores concentracdes
(0,01 e 0,1mg/mL) de ambos os compostos levarandic@o da formacdo de raizes
laterais, sendo bastante expressiva quando tratadasUM (0,01mg/mL).
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Figura 4. Valores médios do comprimento da radicula e doddflo de plantulas de
Lactuca sativesubmetidas a doses crescentes do acido fumarpt@noco (FUM) e do
acido protocetrarico (PRO) ddadonia verticillaris Plantulas com dez dias de idade.

Quanto ao comprimento foliar, as causas de variag®traram-se significativas
em relacdo ao controle. Todos os tratamentos levaraliminuicdo desse parametro
através do modelo dose-reducéo, sendo esses desultais expressivos com FUM,

principalmente na concentracao 2,5mg/mL (Fig. 5).

A largura foliar ndo apresentou resultados sigaiiiws, mas pode-se notar uma
diminuicdo do crescimento em todos os tratamematisados quando comparado ao
controle. As maiores inibi¢cdes foram observadasRR® 1,0mg/mL (Fig. 4). Quanto a
area foliar, os resultados foram significativoderentes as maiores concentragfes. O
FUM apresentou o modelo dose-reducéo e, as maobégdes foram observadas para
o PRO (1,0 mg/mL) e FUM (2,5 mg/mL) (Fig. 5). Notsel que a concentracédo 0,1

mg/mL induziu efeitos opostos nas duas substarestadas.

Somente o PRO (0,01 e 0,1 mg/mL) induziram a foémale eodfilos pequenos,

semelhantes ao controle, e a concentracdo 1,0 mgprdsentou resultado diferencial
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morfologicamente na planta por inteiro, evidencamhipocatilo muito grande, folhas

pequenas e raizes medianas em relacdo ao conttefeags tratamentos.

60

COMPRIMENTO FOLIAR {mm)}

Controle

TRATAMENTOS {mg/mL}

HCOMPRIMENTO FOLIAR L IARGURA FOLIAR B ARFA FOLIAR

Figura 5. Valores médios do comprimento foliar de plantuthes Lactuca sativa
submetidas a doses crescentes dos padrdes acidmpfoicetrarico (FUM) e do acido
protocetrarico (PRO) déladonia verticillaris Plantulas com dez dias de idade.

O comprimento das plantulas ou radiculas sdo dameros mais usados para
avaliar o efeito alelopéatico sobre o desenvolvimeatou crescimento (Inderjit e
Dashini, 1995). Em relacdo a esses efeitos, ossdanedo mais comuns que 0S

benéficos.

Balke (1985) relatou em seus estudos que os coogdisfuénicos podem
diminuir a captacdo de nutrientes de plantas vasesll Esses resultados podem ser
observados através da biomassa e da quantificacaatdentes absorvidos. Folman e
Peters (1966) relatam que os acidos lecanéricacaisngiroférico sdo capazes de inibir
o crescimento e a producdo de biomassa de plasi@stQuanto & massa seca (Fig. 6),
as plantulas tiveram reducdo na absorcdo de ngsieem todas as concentracfes
testadas, tendo um efeito mais severo ocasionadoFRhM na maior concentracéo
(2,5mg/mL). Porém nas concentragfes mais baix@& €0,1mg/mL) o PRO induziu a
maiores reducdes. Dessa forma, € possivel infeirer@ verticillaris em condiges
naturais altere o metabolismo da vegetacdo admceémierferindo na absorcdo de
nutrientes e no balanco hidrico, visto que esseposto necessita estar em condi¢cdes

minimas para ativacdo desse efeito alelopéatico.dgsossivel porque nessas condi¢cdes
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0s organismos nédo liberam grandes quantidadesbhdéasigias, necessitando em muitos
casos estar em condi¢cdes de estresse, e as qdastideradas ndo ficam disponiveis
na sua totalidade, podendo ser modificadas pelasorganismos presentes no solo.
Esses podem aumentar a potencialidade do compas#inda utilizar os elementos
disponiveis da degradacdo em seu metabolismo, uiimio dessa forma a
disponibilidade para atuagéo sobre a vegetacadu@onDawsoret al (1984) relatam
que as substancias liguénicas sdo consideradasterdes a decomposi¢cdo por
microrganismos e, dessa forma, permanecem por $opgdodos no solo. Ferreira e
Aquila (2000) citam a adsorc¢éo das micelas comalasfatores responsaveis também
pelo sequestro dos aleloquimicos. Esses resulta@osdemonstrar a capacidade dos
compostos analisados a serem utilizados pelas tmakisagroquimicas, mediante as
propriedades alelopaticas (herbicidas naturais),qusis nesse caso nao requerem
grandes quantidades para atuacdo. Os resultadeseatados evidenciam também a
habilidade sinergistica do FUM e do PRO, ja qudraimalhos anteriores (Tigre et .
presg os efeitos obtidos pelos extratos brutos forans misticos sobre o crescimento
das plantulas. Essa habilidade é possivel uma weasg extratos analisados possuem
uma miscelanea de compostos os quais foram debscpeth cromatografia de camada

delgada - CCD (Tigret al in pres3.
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Figura 6. Valores médios da massa seca de plantuldsadgica sativasubmetidas a
doses crescentes dos padrdes &acido fumarprotocetrdFUM) e do acido
protocetrarico (PRO) déladonia verticillaris Plantulas com dez dias de idade.
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Segundo Reigosat al (1999) cada processo fisioldgico tem resposexelite a
certas doses de cada aleloquimico em particula¥nPsegundo Ferreira e Aquila
(2000) esses efeitos visiveis dos compostos sobreplantulas € somente uma
sinalizacdo secundaria de mudancas anteriores \a miolecular e celular. Estas
alteracbes podem ser pontuais, mas como 0 metatwotisnsiste numa série de reacdes
com varios controles do tipfeedback rotas inteiras podem ser alteradas, mudando
processos.

Por apresentarercdes similares aos grupos de hormonios vegetalsecamos
(auxinas, giberelinas, citocininas, retardadonejdores e etileno), possivel que os
aleloquimicos testados de. verticillaris tenham funcaditorreguladora ou que eles
ajam como fonte de nutrientes para as plantulds dativa Porém, mediante todos os
resultados observados, € mais provavel que estagamilo como biorreguladores do
crescimento uma vez que esses reguladores alterdwelodos hormonios naturais da
planta ou interferem na sua resposta, apresentafieitos como diminuigcdo do
crescimento da planta, inibicdo do processo getimmmaas sementes como também
em outras fases do crescimento como a embriogéf@esealho e Nakagawa, 2000).
Contudo, apesar do crescimento acelerado das lasli€yprovavel que as plantulas em
condi¢cdes naturais ndo se desenvolvam, por apaesentradiculas muito grandes e
area foliar pequena, decorrente de alguns tratam¢RUM 2,5 e 0,1mg/mL). Isto pode

impedir a realizacdo da fotossintese.

Yano et al (1994) também obtiveram resultados de estimutoel®ntes ao
analisar a bioatividade do FUM sobre os comprimemt@dios da radicula da cebola.
Gardner e Mueller (1981) citam o acido FUM como usubstancia inativa na
germinacdo de sementes, todavia ndo mencionam mermdfeito ao estimulo do
crescimento. Asahina e Shibata (1954), Vicente §1@7Hale (1983) declaram que os
compostos liqguénicos sdo em sua maioria insoli@isagua, no entanto, Iskandar e
Syers (1971), Ascaso e Galvan (1976) afirmam quBUd constitui umas das
substancias liquénicas mais sollveis em agua. pisivavelmente ocorre quando a
substancia percolada para o solo, forma complexa @ns nele presentes. Caso
contrario, esse composto nao conseguiria ser dibsorpelas plantulas e nao
promoveria os efeitos aqui relatados. Ha estuda¥edado ao FUM atividade

antiherbivoria (Reutimann e Scheidegger, 1987)tmeoplasica (Santast al, 1999).
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Resultados de estimulo de outros compostos ligogrdomo o acido tetrénico
de Sticta coronataforam relatados por Ikt al (1979). Também existem relatos de
propriedades de inibicdo desses organismos solgetare. Os depsideos (&cidos
barbatico e lecanorino) e o tridepsideo (acido f@irco) foram relatados como
inibidores do transporte de elétrons fotossintétem cloroplastos isolados (Elés al.,
1995; Rojaset al, 2000). Segundo Romagei al (2004), a atividaden vitro do acido
asnico é superior em determinados sitios de acéidgucomparada a outros inibidores

sintéticos como herbicidas.

Quanto a caracterizacao de pH obtida para os padeie verticillaris, pode-se
notar que os valores variaram entre 4,5 e 6,0 amdic baixa acidez, estando esses
valores dentro do que se considera adequado pgeeranacao e desenvolvimento de
L. sativa(Chou e Young, 1974; Baskin e Baskin, 1998; Elakavi999; Aquila, 2000).
Assim, pode-se excluir uma interferéncia desse fats efeitos observados. Gardner e
Muller (1981) observaram que o pH do FUM influemaeiana germinagdo dos esporos
de Funaria hygrometrica.Relataram que7% germinavam quando submetidos aos
valores de pH 6, 7 e 8 e, 41% em pH 5. Contud® essultado ndo foi reproduzido
neste trabalho com aquénios ldesativa no qual foi observado que este acido néo
influenciou o processo germinativo, demonstranasibdidade da espécie ao pH e ndo

ao composto.

Ensaios de cromatografia liquida de alta eficiéncd AE (Fig. 7) demonstram
a pureza das substancias teste. O PRO (fig. 6&saptou tempo de retencéo de 3,92
minutos e o0 FUM 4,15 minutos (Fig. 6B). O pico stigido no tempo de retencéo
médio de 2,7 minutos foi identificado como o metansado como solvente de eluicdo

das amostras. A tabela 2 sumariza os dados quevaistalos cromatogramas.

Erros inerentes a calibracao direta foi estimada gesvio padrédo, resultante de
injecbes com trés repeticdes para cada concent@dgsicsubstancias purificadas. A
equacdo da reta, obtida por regressdo linear, epiresf abaixo de 1, para ambos os
compostos (Fig. 8).
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Figura 7. Cromatogramas de cromatografia liquida de altaéefcia dos aleloquimicos
de Cladonia verticillaris A. Acido protocetrarico (PROB. Acido fumarprotocetrarico
(FUM).

Tabela 2. Resultado das andlises dos aleloquimicos Qladonia verticillaris
submetidas a cromatografia liquida de alta efic&nc

EXTRATO TR AREA CONCENTRACAO (ug/mL)
2,72 9,533
FUM 2,78 5,742 Solvente
4,157 80,168 6,713 | FUM
PRO 2,7655 18,642 Solvente
3,9270 581,299 1,721 | PRO

Apesar do FUM e PRO serem substancias majorit@masC. verticillaris
(Ahti et al., 1993; Pereira, 1998), é provavel que elas naansagmresponsaveis pelos
severos efeitos (clorose, oxidacdo radicular, elevainibicbes do crescimento)
observados pelos extratos no crescimento (Tégw. in pres3. E possivel, ainda, que
elas atuem em sinergismo com outras substanciasidestificadas pelas técnicas
utilizadas, ou ainda que esses efeitos sejam &tdbua essas substancias. Contudo,
visto que o FUM é purificado a partir do extratetdnico e que esse produziu em
trabalhos anteriores elevadas inducées no crestmnuml. sativa (Tigre et al. in
presy, € possivel inferir que esse composto seja o pimnuos efeitos observados, ja

que esse também foi encontrado em concentracOefficsiivas nesses extratos.
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Futuros experimentos sobre outros mecanismos de @esses compostos poderdo
contribuir para um conhecimento ainda mais especifa espécie. Diante disso, essas
substancias poderéo ser utilizadas como produbddsrbiizantes ou biorreguladores.
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Figura 8. Curvas de calibragdo dos acidos fumarprotocetrdfUM) e protocetrarico
(PRO) obtidas por CLAE. Calibracéo direta do FUM: 26090x + 255,33; r2 = 0,9766
e do PRO: y = 372578x - 60,256; r2 = 0,9697. Dadesltantes de trés replicatas.
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CONCLUSAO

1. Os resultados do presente trabalho indicam a prasge efeitos alelopéticos,
promovidos pelos extratos, substancia purificaddMFe PRO) e talos de
C. verticillaris.

2. Foram observados efeitos de inibicdo e estimulocscimento tanto no
bioensaio de germinacédo quanto no de crescimento.

3. A intensidade dos efeitos observados variaram dedaccom a concentracao.
Os efeitos mais severos foram observados peloantesitos nas maiores
concentracoes.

4. A germinabilidade dos aquénios de sativa ndo foi influenciada por
C. verticillaris, mas alterou a curva do tempo de germinacao.

5. A radicula mostrou-se mais sensivel a presencalétzquimicos, alterando a
absorcéo de nutrientes e consequentemente afeddridmassa das plantulas.

6. Foram evidenciadas alterac6es morfolégicas comadfivagbes na formacao de
pélos radiculares, raizes laterais, aumento do etiédme hipertrofia do eixo
hipocotilo-radicula, demonstrando altera¢des narigal hormonal das plantulas.

7. Evidenciou-se a presenga de FUM e PRO nas amgsiraSLAE, indicando
grandes probabilidades de serem os promotoredidaades observadas.

8. Os resultados indicam qu@. verticillaris possui substancias que podem agir
como herbicidas naturais.
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RESUMO

Os aleloguimicos liquénicos, tém um importante paye ecologia dos
liquens, podendo afetar o desenvolvimento de oubrggnismos ao seu redor. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial lgjéatico do talo deCladonia
verticillaris, seus extratos e suas substancias principais;idgséumarprotocetrarico
(FUM) protocetrarico (PRO) sobre a germinagdo e egedvolvimento inicial de
Lactuca sativaOs extratos foram obtidos com éter dietilicoyafi@rmio e acetona. O
FUM foi extraido a partir do extrato acetbnico. &ns cromatograficos foram
realizados para deteccdo dos fenois. O experinfenttonduzido em placas de Petri
contendo extratos, ou FUM ou PRO (0,01; 0,1; 1,Bm®&/mL). Nos bioensaida vivo
foram borrifadas solu¢cbes de uréia (0,1; 1,0 e Ifrhgsobre o liquen. Observou-se
que o talo e todas as solucdes testadas nao afedagarminabilidade, mas os extratos
causaram alteracbes no tempo de germinagdo. Os\gtan& biométricos foram mais
sensiveis aos aleloguimicos obtendo-se diferentespostas dependendo da
concentracdo. As alteracdes morfologicas das p@mntindicaram modificagcbes no
balanco hormonal das plantulas, com inducédo dadcém de pélos, raizes laterais,
aumento do diametro radicular e inibicdes do siateadicular. Notou-se que a adicdo
de uréia (0,1mg/mL) e agua deionizada ativa a areasusando diferentes efeitos
alelopaticos. As andlises cromatogréficas revelasapresenca de FUM e PRO nos

extratos indicando serem estas as substanciasegsmis pelas alteracdes observadas.
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ABSTRACT

The lichen allelochemical have important role adsh organisms, affecting
the development of other organisms around them. difjective of this work was to
evaluate the allelophatic potential Gfadonia verticillaris thallus, their extracts and
main compounds, the fumarprotocetraric (FUM) anotqaretraric (PRO) acids on the
germination and initial development b&ctuca sativaThe extracts were obtained with
diethyl ether, chloroform and acetone. The FUM ugdated from acetone extract.
Chromatographic assays were carried out for phemdtection. The experiment was
conduced in Petri dishes containing the extractsFWM, or PRO (0,01; 0,1; 1,0;
2,5mg/mL). In then vivo bioassays, urea solutions (0,1; 1,0 e 10mg/mL) wprayed
over the lichen thalli. It was observed that thalltis and all tested solutions did not
affect the germinability, but the extracts caustdrations on germination time. The
biometric parameters were most sensible to allelogbals, showing different
responses, depending on the concentration. Morpgloalb alterations of seedlings
indicated modifications on hormonal balance of #egd, inducing hairs formation,
side roots, enlargement of root diameter, and ihbibof this system. It was observed
that urea addition (0,1mg/mL) and deionized watetivates the urease, causing
different allelophatic effects. The chromatographitalysis revealed the presence of
FUM and PRO in the extracts, indicating to be tham@pounds the responsible for the

observed alterations.
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Responses to germination and initial growth of Lactuca sativa (lettuce) submitted to organic extracts
and purified compounds of Cladonia verticillaris (“salambaia”) were analyzed in this work.
The experiments were conducted in laboratory conditions using extracts and pure compounds at
different concentrations. None of the assays showed any influence on the germination of L. sativa seeds
using C. verticillaris extracts; however, modifications in leaf area and seedling hypocotyl and root
development occurred. In the growth experiments, seedlings exposed to ether or acetone extract
showed diminished hypocotyl growth in detriment to the root stimulus, compared to controls.
Increases in extract concentrations led to the formation of abnormal seedlings. To determine the
allelochemicals of C. verticillaris, its principal components, fumarprotocetraric and protocetraric acids,
were isolated and then analyzed by high performance liquid chromatography (HPLC). When the
seedlings were exposed to the two acids separately, presented increased leaf area at all concentrations.
In contrast, hypocotyl and root stimulus was observed only in the presence of protocetraric acid at
different concentrations. Fumarprotocetraric as well as protocetraric acids, isolated and purified from
C. verticillaris and Parmotrema dilatatum respectively, influenced the development of L. sativa seedlings

at high concentrations, indicating a possible bioherbicide potential of these acids.

Crown Copyright © 2012 Published by Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

The search for new allelochemicals is based on plants and
seeds resistance, tolerance, or sensibility to several compounds.
The use of secondary metabolites in this context is justified due to
their specific action mechanism on some species, and sensitivity
showed by others like Lactuca sativa (lettuce) and Solanum
lycopersicum L. (tomato), whose usefulness is known (Ferreira
and Aquila, 2000).

Over the last few decades, interest has grown concerning
compounds possessing allelopathic properties (Mallik, 2000;

Abbreviations: ANOVA, Analysis of variance; FUM, Furmarprotocetraric acid; GVI,
Germination velocity index; HPLC, High performance chromatography; MT, Mean
time; PRO, Protocetraric acid; Rf, Retention factors; TLC, Thin layer chromatogra-
phy; UV, Ultraviolet radiation

* Corresponding author. Fax: +55 81 2126 8275.

E-mail addresses: biotigre@gmail.com (R.C. Tigre),
nhsilva@uol.com.br (N.H. Silva), mauroguida@yahoo.com.br (M.G. Santos),
nkhonda@nin.ufms.br (N.K. Honda), emerson_falco@yahoo.com.br (E.P.S. Falcao),
eugenia.pereira@pq.cnpq.br (E.C. Pereira).

Young and Bush, 2009), which could lead to the discovery of
natural herbicides that act directly on the weeds and do not cause
environmental damage (Quayyum et al., 2000; Haig et al., 2009).
The principal stimulus for conducting these studies is to reduce
the use of traditional herbicides, diminishing the costs of agri-
cultural production and the resulting environmental impact of
their use, and helps to explain the phenomenon of allelopathy
between the biological entities. It is known that Cladonia verticillaris
has influence on soil fertility and the occurrence of arbuscular
mycorrhizal fungi (Silva, 2007), but little is known about the
relationship between lichen species, soil and adjacent biota. Assess-
ment of this relationships and its possible allelopathic effects would
be important to a greater understanding of the interaction between
organisms in its ecosystem.

The competition generated by the growth of weed in com-
mercial crop cultivation areas influences the development of this
culture, reducing its productivity and the final quality of the
product (Quayyum et al., 2000). There are numerous natural
bioactive compounds with unexplored properties and the dis-
covery of the sites of action would aid the identification of new
herbicide molecules (Duke et al.,, 2002). One way of reducing

0147-6513/$ - see front matter Crown Copyright © 2012 Published by Elsevier Inc. All rights reserved.
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herbicide use is the identification of genes responsible for the
allelopathic effects; however, prior work to identify species with
allelopathic potential is required. Research in this area has
immense importance to optimize production systems that are
environmentally correct and economic, through the reduction of
herbicide applications (Haig et al., 2009). Brazil is the fifth largest
consumer of agro-toxics worldwide, with a yearly consumption of
150,000 t, of which 33% are herbicides (IBGE, 2009).

Natural products are sources of a number of pesticides, used
directly as crude extracts or pure compounds (Dayan et al., 2000).
However, instead of being used directly, many are used to identify
active ingredients and the development of pesticides from natural
products. Numerous examples exist of such natural products used
as fungicides, insecticides and even herbicides (Duke et al., 2002).

Extracts used in bioassays for preliminary diagnosis of allelo-
pathy are mixed with several substances that can exert additive
or synergistic effects, making analysis of the action of each
substance. However, allelopathic effects are commonly due to
the synergistic activity of several allelochemicals rather than
isolated compounds (Quayyum et al., 2000).

Lichen metabolites exhibit a variety of allelopathic effects
(Marante et al., 2003; Romagni et al., 2004; Campos et al.,
2008). This action is particularly important in the defense of
these organisms against attack by both herbivores and micro-
organisms, which could suggest applications in several areas of
agriculture.

Lichen phenolics occur as insoluble crystals, found in cortical
tissues, over the photobiont layer, in medullar inner tissues, or yet
in specific vegetative and reproductive structures. This way, in
initial prospecting studies for obtaining a more realistic evalua-
tion of lichen potentiality as allelopathic agent, would be appro-
priate extract both cortical and medullar compounds. This way,
the use of solvents with different polarities is necessary, due the
affinity of substances with different solvents and their extraction
capacity.

Another important consideration for bioassays with allelopha-
tic action is the selection of target-species. The commonest model
used for weeds is Lactuca sativa L., due to its fast germination,
uniformity and sensibility (Einhelling and Rasmussen, 1979;
Ferreira and Aquila, 2000). According to Dayan and Duke (2006),
these characteristics are essential for data obtention without
undesirable delays. The objective of these assays is to find
substances for weeds control, but the use of these species
presents some limitations as not uniform germination, due to

Fig. 1. C verticillaris thallus collected in Saloa-PE, Brasil in its natural habitat (A);
details of the thallus (B).

the low diaspores homogeneity, unlike what occurs when used
species cultivated in commercial scale (Silva et al., 2009).

C. verticillaris (Raddi) Fr. is a lichen that grows on sandy soil of
tablelands relieve with savannah-like vegetation. It is endemic in
the east coast of Brazil, and also occurs in some habitats in the
interior of Pernambuco state, Brazil (Fig. 1). Studies demonstrate
that this species liberates its metabolites to the subjacent soil,
interacting with the nutrient cycles (Vasconcelos, 2009) and
modifying the chemical composition of the soil substrate (Silva,
2007). Given the interaction of this species with the substrate,
this work aimed to analyze the allelopathic and bioherbicidal
potential of extracts and pure compounds of C. verticillaris, and
their effect on the germination and initial growth of L. sativa.

2. Material and methods
2.1. Plant material, collection area and chemical procedures

The study was conducted using lettuce seeds (L. sativa) or seedling cultivated
from these in 9 cm diameter Petri dishes lined with previously autoclaved filter
paper, maintained in a BOD growth chamber, Nova Técnica, NT708, Piracicaba, SP,
Brazil. Three experiments named A, B and C were conducted; in all of them, the
seeds or seedlings were maintained in contact with organic extract or isolated and
purified compound from C. verticillaris the fumarprotocetraric acid (FUM), or
protocetraric acid (PRO) from Parmotrema dilatatum. The lichen was collected in
the municipality of Saloa, 273 km (170 mile) from Recife, PE. The material was
dried at room temperature (28 + 3 °C) and ground to a powder. The dry, ground
materials were submitted to serial extraction in a soxhlet apparatus with ether,
chloroform and acetone, according to the eluotropic series (organic extracts). The
solvents were obtained by fine chemical Vetec LTDA, Duque de Caxias, R], Brazil.
For every 2.0 L of each solvent, 150 g of lichen material was used. After extraction,
the materials were filtered and vacuum evaporated.

2.2. Isolation and purification of fumarprotocetraric (FUM) and protocetraric acids
(PRO)

The principal compound of C. verticillaris, FUM, was isolated and purified from the
acetone extract. After evaporation of the solvent, the extract was washed 4 times in a
G-4 porosity funnel with acetone, as originally described by Pereira (1998). PRO was
isolated from Parmotrema dilatatum (Vain.) Hale using dichloromethane followed by
acetone at 45 °C. The solvents were obtained by Merck KGaA, Darmstadt, Germany.
The extracts were purified by successive acetone treatments and centrifugation.
Confirmation of compounds structure was performed by analysis of 'H, 3C and
DEPT-135 nuclear magnetic resonance spectra, Bruker DPX-300, SP, Brazil.

2.3. Thin layer chromatography (TLC) and high performance liquid chromatography
(HPLC)

Thin layer chromatography (TLC) assays were performed for qualitative
detection of the substances contained in the organic extracts. The extracts and
purified compounds were applied to Merck silica gel Fys4., 366 chromatoplates
developed in unidimensional solvent system B (hexane/diethyl ether/formic acid,
130:80:20, v/v), according to Culberson’s methodology (1972). The spots were
revealed by 10% sulfuric acid pulverization, and plates heating at 100 °C, followed
by visualization under short (256 nm) and long (366 nm) wavelength UV light.
The results were evaluated by calculation of the retention factors (Rf), determined
for the different spots.

Organic extracts and purified compounds were also analyzed by high perfor-
mance liquid chromatography (HPLC) using a Hitachi liquid chromatography
(655 A-11, Tokyo, Japan) coupled to an detector (CG437-B) UV set at 254 nm,
using a C-18 reverse phase column MicroPack MCH-18 de 300 x 4 mm, Berlin,
Germany. The mobile phase consisted of methanol, deionized water, acetic acid
(Merck KGaA, Darmstadt, Germany) in the proportion 80:19.5:0.5 v/v, a flow rate
of 1 mL min~!, 0.04 attenuation and at room temperature (28 + 3 °C), according to
the methodology described by Legaz and Vicente (1983). Dry residues were
dissolved in methanol at 0.01 gdm 3 and injected onto a column. Quantization
of FUM and PRO was achieved by injecting purified compounds (FUM and PRO) as
standards for calibration lines.

2.4. Experiment A

The objective of this experiment was to test whether the lichen extract exerted
any effect on germination (pre-emergence) of lettuce seedlings. The bioassay was
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conducted in a BOD germination chamber with a photoperiod of 12h and
temperature alternating between 23 and 27 °C (night and day). In each plate, the
filter paper was moistened with 6.0 mL of each extract at 0.01, 0.1, 1.0, 2.5 and
5.0 g dm~>3. Controls were obtained using distilled water. After solvent evaporation,
in a flux chamber for 12 h, the filter papers were moistened with 6.0 mL of distilled
water, maintaining the initial concentrations The treatments were randomized,
with four repetitions of 50 L. sativa seeds per plate. The germination rate was
verified every 12 h for 7 day, permitting evaluation of the first counts on day 4, total
germinability, mean time (MT), the germination velocity index (GVI) and biometry
(hypocotyl-root length and dry mass), according to the respective methodologies of
Brasil (1992), Labouriau (1983), Silva and Nakagawa (1995) and Maguire (1962).
Leaf area (length X width) was also analyzed. Seedlings were considered to have
germinated when they presented 2 mm of root protrusion and were further
classified as normal or abnormal, according to the specifications of Brasil (1992).

2.5. Experiment B

This experiment aimed to evaluate the effect of different concentrations of the
organic extracts on the initial development of L. sativa seedlings. Thus, lettuce
seeds were germinated in Petri dishes, under the same conditions described in
experiment A, though hydrated only with distilled water. Following germination,
10 plant seedlings were transferred to similar plates containing water solutions of
the organic extracts at the same concentrations as experiment A. These plates
were sealed and incubated in a BOD chamber at 25 °C using a photoperiod of 12 h
for 10 day. After this period, the hypocotyl-root axis and leaf area (length X width)
were measured. The seedlings were also characterized as normal or abnormal
according to Brasil (1992) and the dry weight for each treatment was calculated.

2.6. Experiment C

The objective of this experiment was to determine whether fumarprotoce-
traric (FUM) and protocetraric (PRO) acids, the principal components of C.
verticillaris, acted as allelochemicals of the species by interfering in the germina-
tion and initial development of L. sativa. Bioassays were conducted in a similar
way to experiments A, where seeds germinated in the presence of FUM or PRO,
and B, where seeds germinated in water and later transferred to solutions of FUM
or PRO. To each plate 3.0 mL of FUM or PRO at 0.02, 0.2 and 2.0gdm 3
were added.

2.7. Statistical analyses

All the experiments were conducted entirely randomly with four repetitions.
The means were submitted to analysis of variance (ANOVA). When differences
were detected, the Tukey test was performed with significance determined at a
level of 5%.

3. Results

The mean time of germination (MT) varied as a function of
extract concentration (Fig. 2). All the extracts at 0.01 gdm 3
promoted increased vigor in the L. sativa seedlings. Although this
concentration was the lowest tested, the results do not represent
a dose-reduction model, since the ether extracts at concentrations
of 1.0 and 2.5gdm~> also diminished the mean germination
time; however, the ether extract at 5.0 gdm~> and the chloro-
form extract at 2.5gdm > promoted a delay in germination
(increased MT), consequently diminishing seedlings vigor.
Despite to these differences, final germinability (180 h) and the
first count (96 h) were not affected by the C. verticillaris extracts
at all five concentrations tested.

Acetone extract of 2.5 gdm > reduced leaf area by 44.15%,
while chloroform extract of 0.1 g dm~2 stimulated this parameter
by 66.69% (Fig. 3A). The difference between the greatest inhibi-
tion and stimulation values was 198%. Chloroform (0.01 and
0.1 gdm—3) and acetone extracts (0.01 gdm~3) led to the accel-
erated development of eophils and chloroform extract of
0.1 gdm—2 increased leaf thickness in seedlings of L. sativa. At
5.0gdm~3, all the extracts induced the formation of a curled
hypocotyl, characterizing the seedlings as abnormal (Fig. 4).

The extract concentration altered seedlings hypocotyl length,
demonstrating that the extracts did not cause the same effect at
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Fig. 2. Values for mean time of germination (180 h) of L. sativa L. seeds submitted
to the action of different C. verticillaris extracts at five concentrations. Means
followed by the same letter are do not differ from each another by the Tukey test
(p<0.05), means + SE, n=4.

each concentration (Fig. 3B). Observation revealed that the acetone
extract of 5.0 gdm—2 inhibited hypocotyl length of L. sativa seed-
lings by 47%, while ether extract promoted a 40% increase compared
to controls; thus a difference of 164% occurred between these two
treatments when analyzing the same concentrations.

The extracts showed action on root length according to the
dose-stimulus model up to a concentration of 2.5 gg dm~>, such
that as the concentration increased so the growth induction
increased (Fig. 3C). At 5.0 g dm~3, a drastic reduction in root length
occurred. The greatest stimulus was caused by acetone extracts of
1.0gdm3 (146%) and 2.5gdm~> (138%) compared to controls.
The strongest inhibition was caused by chloroform (81%) and ether
extract (36%) at 5.0 g dm 3. However, seedlings dry mass at the end
of the experimental period revealed no differences for any of the
treatments (p > 0.05) compared to controls (Fig. 5).

When germinating the seeds in water and then transferring
the seedlings to different lichen extracts, except ether (0.01 and
0.1 gdm™3) and acetone extract (0.1 gdm—3), all the extracts
inhibited length leaf area up to 65.42% (Fig. 3D). The hypocotyl
development was strongly diminished compared to controls
(p < 0.05), principally when using ether and acetone extracts at
most of the concentrations tested and when using chloroform
extract at the two strongest concentrations (Fig. 3E). Moreover, all
the extracts increased L. sativa root growth up to a concentration
of 1.0 g dm 3 (p < 0.05), while at stronger concentrations, growth
diminished (Fig. 3F). Root length was diminished (p < 0.05) when
chloroform and ether extracts were added to the growth medium,
reducing growth by 81% and 79%, respectively, five-fold shorter
than controls.

Almost all the extracts promoted the development of second-
ary roots, which varied in size according to concentration (Fig. 6).
Ether extract of 0.01 gdm >3 promoted the formation of only a
few secondary roots. Observation verified that ether (0.01 and
0.1gdm~3), acetone (0.01gdm~3) and control treatments
induced the development of long secondary roots, ether
(1.0gdm~3) and chloroform (2.5 gdm~3) treatments induced
medium length secondary roots, while short secondary roots
were induced by ether (2.5 and 5.0gdm~3) and acetone
(5.0 gdm~3) treatments.

Based on the color of spots detected by TLC and Rf values, it
was only possible to confirm the presence of both FUM and PRO
in the acetone extract. In contrast, HPLC analyses verified the
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Fig. 3. Mean leaf area values (A, D), hypocotyl length (B, E) and root length (C, F) of L. sativa seedlings germinated (A-C), or transferred after germination in water (D-F), to
solutions of different C. verticillaris extracts at five concentrations. The plant seedlings were evaluated 7 day after germination. Means followed by the same letter are do

not differ from each another by Tukey test (p < 0.05), means + SE, n=4.

presence of FUM and PRO in all the extracts and demonstrated
high concentrations of PRO in the acetone extract (Table 1).
Concentration of FUM was higher than concentration of PRO in
both ether and chloroform extracts, whereas in acetone extract,
concentration of PRO was higher than FUM.

Once the principal components of C. verticillaris (FUM and
PRO) were the most abundant lichen phenolics in the extracts,
they were isolated, and L. sativa seeds were placed in the presence
of each compound separately in order to achieve germination.
None of these compounds modified the germinability parameters:
first count, GVI and mean germination time (data not shown).

Concerning the biometric parameters, the causes of variation
(compounds versus concentration) differed in relation to the
controls. When the seeds were placed in contact with FUM and
PRO to germinate, growth of the seedlings and leaf area were
inhibited compared to controls in the treatments with FUM (0.01
and 1.0 gdm~3) and PRO (1.0 g dm—3) (Fig. 7A), with no differ-
ences occurring in hypocotyl length (p > 0.05) (Fig. 7B). In con-
trast, root length was stimulated in different concentrations of
both compounds (Fig. 7C). When the seeds were germinated in
water and were transferred to different concentrations of these
compounds, leaf area was increased in all treatments compared to

controls (p <0.05) (Fig. 7D). Hypocotyl length was stimulated
only in the presence of FUM (0.1 gdm~3) and PRO (1.0 gdm3)
treatments, presenting twice the size of controls (Fig. 7E), while
root length was only stimulated in PRO treatment (0.1 gdm3)
compared to controls (p < 0.05) (Fig. 7F).

Spectroscopic and HPLC assays confirmed the purity of the
compounds used. PRO presented a retention time of 3.92 min and
FUM of 4.15 min (Table 1). The peak registered at the mean
retention time of 2.7 min was identified as methanol, used as
solvent during the elution of the samples.

4. Discussion

Han et al. (2004) and Campos et al. (2008) list species of higher
plants that present germination inhibition in contact with lichen
extracts, which indicates a dependence of the species exposed to
the extracts. The effects of the allelochemicals in different
physiological processes are either directly dependent on the
concentration or stimulation at low concentrations and inhibition
at higher concentrations is expected (Reigosa et al., 1999). More-
over, the allelopathic effect does not affect germinability (the final
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Fig. 4. Lactuca sativa seedlings submitted to organic extracts of Cladonia verticillaris
(5.0 g.dm~3). (A) Control. (B) Acetone extract treatment on seedlings for 3 day. (C)

and (D) Acetone extract treatment on seedlings for 7 day. (E) Chloroform extract
treatment on seedlings for 7 day. (F) Ether extract treatment on seedlings for 7 day.
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Fig. 5. Mean values of dry mass of L. sativa seedlings germinated in different C.
verticillaris extracts at five concentrations and evaluated 7 day after germination.
Means followed by the same letter are do not differ from each another by the
Tukey test (p < 0.05), means + SE, n=4.

percentage of germination), rather it affects the germination rate,
provoking alterations in the germination distribution curve,
extending the curve over a longer period (Ferreira and Aquila,
2000; Young and Bush, 2009). Alterations in the germination

curve could indicate interferences in the metabolic reactions that
culminate in germination (Labouriau, 1983).

Regarding the growth of seedlings immediately after germina-
tion, not all allelochemical substances are inhibitors, they can be
stimulants, like mineral nutrients, organic acids, carbohydrates
and growth regulators (Tukey Junior, 1969). In studies involving
higher plants, it has been observed that allelochemicals that
naturally occur in Eurycoma longifolia, Brucea spp, Quassia indica,
Castela spp and Ailanthus spp, are also phytotoxic and reduce
L. sativa root growth (Dayan et al., 2000). Lichen-derived sub-
stances possessing direct toxic effects on higher plants have also
been observed (Lechowski et al., 2006). Romagni et al. (2004)
reported a group analog to lichen anthraquinones that inhibit the
primary root formation of plants.

The damages observed in seedlings formation, root and seed-
ling development are also described by Maraschin-Silva and
Aquila (2006). Under the ether extract treatment, the larger roots
were very fine and fragile, while under chloroform extract
treatment the formation of very small secondary roots occurred,
approximately 50% of which died. Darkening of the root colora-
tion and fragility reveal damage, that indicates the action of toxic
substances in the extracts (Maraschin-Silva and Aquila, 2006).
Under the acetone extract treatment, darkening similar to necro-
sis occurred at the root apex from the onset of the experiment,
while days later, at the apex, the development of very fine roots
and secondary roots occurred. Given the reversibility of the
alteration in coloration, in this case, the tissues could not be
considered necrotic, suggesting the accumulation of phenols.
From the onset of germination, observation revealed deforma-
tions and root curving in the seedlings submitted to extract
concentrations of 5.0 gdm~3. The distinct response to the
extracts occurs because each physiological process has different
responses to determined doses of each specific allelochemical
(Cruz-Ortega et al., 1998; Reigosa et al., 1999).

Differential sensitivity to the inhibitors has been reported in
several other studies (Barnes and Putnam, 1987; Peterson
and Harrison, 1991). Generally, observation verified a more
pronounced allelopathic effect on the initial development of a
target plant seedlings when compared to germination, since the
latter process uses the seeds own reserves. This dependency on
the seed reserves means that germination is probably less
susceptible to exogenous factors; moreover, it is possible that
during the process in which the seeds were soaked, many of the
allelochemicals were retained by the protective testa of the seed
and did not penetrate in concentrations significant enough to
interfere in seed expansion.

When analyzed, the extracts revealed the presence of two
compounds. For acetone extract, a high concentration of FUM was
verified (Table 1), together with trace concentrations of PRO, a
hydrolysis of FUM. This result corroborates Pereira (1998), who
emphasized that acetone is a good extractor solvent for lichen
compounds due to its capacity to extract the substances at both
the cortical and medullar level, thus, this solvent is routinely used
in the extraction, isolation and purification of lichen compounds.

FUM and PRO separately can cause inhibition on leaf area
(Fig. 7D), what can be related to photosynthetic alterations.
Although, these compounds are also growth promoters of L. sativa
seedlings (Fig. 7) may be acting as phyto-regulators, modifying
the hormonal balance of these seedlings (data not analyzed).
However, the highest inhibition effects are not explained for FUM
or PTO action separately, but as a synergic action, that emphasizes
the herbicide property, attributed to a combined action of
FUM+PRO or FUM+PRO+ unidentified substances.

It is likely that the compounds detected by HPLC are respon-
sible for the allelopathic effects observed, or that these, depend-
ing on their concentrations, are acting in synergy with the
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Fig. 6. L. sativa seedlings submitted to increasing doses of C. verticillaris organic extracts or to isolated FUM and PRO. (A) and (G), control; (B)-(F): Experiments of growth
under treatment with organic extracts (G-]): Experiments of initial growth under treatment with FUM and PRO. (A): Control In (B): Acetone extract treatment at
1.0 g dm 3. In (C): Ether extract treatment at 0.01 g dm >, In (D): Ether extract treatment at 0.1 g dm~>. In (E): Acetone extract treatment at 5.0 g dm>. In (F): Chloroform
extract treatment at 1.0 g dm 3. (G): Control. (H)-(J): Experiments of initial growth under treatment with FUM and PRO. In (H): PRO treatment 0.01 gdm 3. In (I): FUM
treatment 0.01 g dm~>. In (J): FUM treatment 0.1 g dm —>. (Bar: (A-E)=2 cm; (F-])=1 cm).

Table 1
Analysis of extracts from C. verticillaris submitted to high performance liquid
chromatography (HPLC).

Extracts tr(min) Area counts Concentration Compound
(relative units) (ng mL~1)
Ether 3.67 + 0.08 831.81 2.39 PRO
Chloroform 3.65 + 0.06 232.79 0.78 PRO
3.92+0.1 193.19 2.38 FUM
Acetone 3.60+0.08 36,198.152 97.32 PRO
4.02 +0.08 12.862 0.158 FUM

* Retention time.

substances verified by TLC. It is possible to hypothesize about the
action of PRO and FUM as responsible for the allelopathic effects
observed when used as isolated compounds or that their effect
were due to the synergistic action with other compounds, or even
more, with other substances not detected by the techniques used
in this work. Einhellig and Rasmussen (1979) argued that a

minimal quantity of individual phenols could become relevant
when their synergistic activity was demonstrated. Remains of
Pinus radiata D. Don and Eucalyptus lobulus Labill inhibited the
growth and development of L. sativa; the allelopathic effect was
principally due to phenolic compounds (Souto et al., 1994). The
extracts used in bioassays for a preliminary diagnosis of allelo-
pathy are mixtures of several substances that can exert additive
or synergistic effects; thus, analysis of the action of each com-
pound in isolation is important.

In a study using pure compounds and acetone extracts of
several Cladonia species on three moss species, complete inhibi-
tion of germination and spore growth was observed and toxicity
was determined to be concentration and pH-dependent (Lawrey,
1995). The pH of the C. verticillaris extracts at a concentration of
5gdm—3 presented values of 5.0 for the ether extract, 5.5 for
chloroform and pH 6.0 for the acetone extract, which places them
outside the limits prejudicial to the germination and development
of L. sativa (3.0-7.0) (Baskin and Baskin, 1998). This could explain
the non interference of the extracts on L. sativa germination.
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Fig. 7. Mean leaf area values (A, D), hypocotyl length (B, E) and root length (C, F) of L. sativa seedlings germinated (A-C), or transferred after germination in water (D-F), to
solutions of FUM and PRO from C. verticillaris at four concentrations. The seedlings were evaluated 7 day after germination. Means followed by the same letter are do not

differ from each another by the Tukey test (p < 0.05), means + SE, n=4.

Allelochemicals can act in several processes simultaneously,
producing a differentiated response for each one, depending on the
concentration of the compound (Reigosa et al., 1999). The results
obtained when the seeds (Fig. 7A-C) and seedlings (Fig. 7D-F) were
exposed to FUM and PRO demonstrated that these compounds
could be the promoters of the allelopathic effects observed (Figs.
2-6). However, it is likely that these compounds show synergistic
action between each other or other compounds present in C.
verticillaris, given that the crude extracts from this species pre-
sented a reduction in the vigor of L. sativa seedlings diminishing
the germination curve in relation to time (Fig. 1), a result not
observed when submitted to isolated compounds FUM and PRO
(data not presented). It is possible to speculate about the synergis-
tic action of both FUM and PRO in producing the allelopathic effect
of germination reduction (Fig. 2), a result not observed in seedlings
submitted to the isolated compounds FUM or PRO (data not
shown).

The length of seedlings or their roots are the most commonly
used parameters to evaluate the allelopathic effects on develop-
ment and/or growth (Inderjit and Duke, 2003). Regarding these
effects, damage is more common than benefits. The visible effects
of the compounds on the seedlings are only secondary signs of
previous alterations at molecular and cellular levels. These
alterations can be localized, though given that the metabolism

consists of a series of reactions with several feedback controls,
entire routes can be altered, resulting in altered processes
(Ferreira and Aquila, 2000).

The solubility characteristics of lichen compounds remain
unclear, with some evidence of low hydrosolubility (Pereira,1998).
In contrast, results exist showing that certain compounds, including
FUM, are hydrosoluble (Ascaso and Galvan, 1976) and that they
possess antiherbivore (Reutimann and Scheidegger, 1987) and
antineoplastic activity.

Although fumarprotocetraric and protocetraric acids were the
substances showing the greatest quantities in C. verticillaris
(Pereira, 1998), it is possible that they are not responsible for
the severe effects observed: chlorosis, root oxidation, high growth
inhibition (Figs. 4 and 6). It is also possible that they act in
synergy with other compounds, or that these effects are the result
of these unidentified substances. However, given that FUM was
purified from the acetone extract and that this produced accen-
tuated alterations in the growth of L. sativa (Figs. 3 and 5), it can
be inferred that this compound is one of the promoters of the
effects observed, since it was also determined in significant
concentrations in these extracts.

Knowledge concerning allelochemicals will permit the devel-
opment of new strategies in research concerning natural herbi-
cide models that are more specific and less prejudicial to the
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environment than the synthetic herbicides currently applied to
crops (Haig et al., 2009). Thus, extracts of C. verticillaris could turn
out to be bioherbicides used in pest biocontrol programs.
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