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RESUMO:

Este trabalho visou avaliar a acao fitotéxica de extrato e fracdes obtidas da casca do caule
de Dasyphyllum tomentosum sobre a atividade das enzimas a-amilase, catalase,
peroxidase, polifenoloxidase e superoxido dismutase em plantulas de alface (Lactuca
sativa, var Grand rapis). Sementes de alface foram expostas as concentra¢cdes de 250, 500
e 1000 pg.mLdo extrato de D. tomentosum e fragées do mesmo, em condi¢cdes ambientais
controladas. No sétimo dia apds germinacéo, as amostras foram submetidas a avaliacdo
da atividade enzimatica utilizando técnica especifica para cada enzima e leitura
espectrofotométrica. O efeito sobre as enzimas que demonstram alteracées no sistema de
defesa antioxidante de L. sativa mostram que o extrato bruto e fracbes alteraram a
producao das enzimas a- amilase, peroxidase, catalase e polifenol oxidase em, ao menos,
uma das concentracdes testadas, sendo um indicativo de estresse que interfere na divisao
celular. Os resultados obtidos apontam para a presenca de compostos com atividade
inibidora ou estimulatéria nas cascas de D. tomentosum revelando potencial fitotoxico sobre
as plantulas de alface.

PALAVRAS-CHAVE: espinho-de-agulha; catalase; peroxidase

ABSTRACT:

This work aimed to evaluate the phytotoxic action of extracts and fractions obtained from
stem bark of Dasyphyllum tomentosum on the activity of a-amylase, catalase, peroxidase
and polyphenol oxidase in lettuce seedlings (Lactuca sativa var Grand RAPIS). Lettuce
seeds were exposed to concentrations of 250, 500 and 1000 pg.mL-of D. tomentosum
extract and fractions, under controlled environmental conditions. On the seventh day after
germination, samples were evaluated for their enzymatic activity using specific technique
for each enzyme and spectrophotometric reading. The effect on the enzymes that show
changes in L. sativa antioxidant defense system shows that the crude extract and fractions
altered production of a- amylase enzyme, peroxidase, catalase, polyphenol oxidase and at
least one of the concentrations tested, and indicative of stress that interferes with cell
division. The results point to the presence of compounds with inhibitory activity or stimulatory
in the stem bark of D. tomentosum revealing phytotoxic potential on lettuce seedlings.
KEYWORDS: espinho-de-agulha; catalase; peroxidase
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1. INTRODUCAO

Dasyphyllum tomentosum (Spreng.). Cabrera conhecida popularmente por
acucaraespinho-de-agulha, espinho-de-judeu, lavramao e sucara pertence a familia
Asteraceae, encontrada no Sudeste e Sul do Brasil (MG ao RS) e extremo nordeste da
Argentina. Espécie arborea encontrada nas bordas ou interior de matas que floresce de
marco a agosto e frutifica de julho a outubro e pode atingir cerca de 10m de altura
(FERNANDES, RITTER, 2009).

Paula et al. (2013) realizaram investigacao qualitativa preliminar do perfil quimico
de D. tomentosum e detectaram indicios da presenca de triterpenos e/ou esteroides,
alcaloides, heterosideos antocianicos, taninos e flavonoides. Com relagdo a ensaios
biolégicos extratos obtidos de folhas e casca do caule desta espécie mostraram auséncia
de atividade inibitoria frente aos microorganismos Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Enterococcus faecalis através da técnica de microdiluicdo em

caldo para a determinacdo da concentracao inibitéria minima (PAULA et al, 2013).

Testes in vitro para verificar a atividade antioxidante foram realizados utilizando o
método de inibicAo do radical DPPH, em que o extrato obtido com acetato de etila
apresentou-se comparavel aos padrées acido ascorbico e rutina. Nao foi observada
atividade citotoxica frente a Artemia salina e nem atividade hemolitica, demonstrando que

com estes ensaios 0s extratos foram isentos de toxicidade (PAULA et al., 2014a).

Estudos foram realizados para avaliar a atividade alelopatica do extrato e fracdes
de folhas de D. tomentosum sobre o crescimento radicular e o contetdo de clorofila total, e
observou-se que estes apresentam compostos quimicos com atividade alelopética que
foram capazes de interferir nos parametros avaliados (PAULA et al., 2014b). A alelopatia
caracteriza-se pela capacidade das plantas liberarem no ambiente substancias
denominadas aleloquimicos que podem influenciar no crescimento e no desenvolvimento
de outras plantas (RICE, 1984). A acao dos aleloquimicos compreende alteracfes celulares
e metabdlicas, incluindo modifica¢cdes no funcionamento de membranas, na absor¢céo de
nutrientes e de agua, na atividade fotossintética e respiratéria, no material genético
induzindo alteragbes no RNA e DNA, e na sintese de proteinas e atividade enzimatica
(RIZVI; RIZVI1 1992; INDERJIT; CALLAWAY 2003; INDERJIT 2006).

Nesta perspectiva, este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial fitotoxico
dos extratos de D. tomentosum sobre a atividade enzimatica de Lactuca sativa (alface).
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material vegetal

As cascas do caule de Dasyphyllum tomentosum (Spreng.) Cabrera foram coletadas
no municipio de Curitiba - Parana (coordenadas geograficas: 25° 26’51 O3S 49°
14°28.0970), e identificadas por comparacdo com exsicata depositada no Museu Botanico

Municipal da Prefeitura de Curitiba sob o nUmero 54772.

2.2 Obtencéo dos extratos

Cascas do caule foram secas em temperatura ambiente e trituradas em moinho de
facas/martelo. O extrato bruto foi obtido a partir de 3 kg deste material vegetal utilizando
como solvente o etanol e extragcdo em aparelho de Soxhlet. O extrato etandlico foi utilizado
para a obtencdo das fracBes por particdo liquido/liquido com solventes de diferentes
polaridades, na seguinte ordem: n-hexano, cloroférmio e acetato de etila. A partir do extrato
bruto etandlico (EB), fracdo hexano (FH), fracéo cloroférmio (FCL), fracdo acetato de etila
(FAE) e fracdo hidroalcodlica residual (FR) foram realizados os ensaios propostos.

2.3 Preparo do extrato enzimatico

Para obtencdo do extrato enzimatico, sementes de Lactuca sativa (alface) foram
semeadas sobre disco de papel filtro acondicionados em placas de petri que receberam
previamente 5,0 mL da solucdo das amostras (extrato e fracdes). As amostras foram
preparadas nas concentracdes de 250 pg/mL, 500 pg/mL e 1.000 ug/mL em quadruplicata
com 50 sementes em cada placa e agua como controle. As placas de Petri foram levadas
a uma camara de germinacao (BOD) com umidade relativa (+ 80%), temperatura de 25°C
e iluminacéao interna (160 W) constantes (BRASIL, 2009) para germina¢ao e crescimento.
Apoés 7 dias, as plantulas obtidas foram utilizadas para o preparo do extrato enzimatico,
sendo que as placas com concentracdes semelhantes da amostra foram reunidas e
maceradas em grau de porcelana com auxilio de nitrogénio liquido e levados ao freezer (-
20°C). Foram adicionados 10 mL de tampéo fosfato de potassio (0,2 M, pH 7) seguido de
centrifugacéo a 2500 rpm por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi decantado e utilizado
como a fonte de enzima (MARQUES, XAVIER FILHO, 1991).
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2.4 Determinacdao de atividades enzimaticas

e Detecgao da a-amilase

400uL de extrato enzimatico foi levado ao banho-maria a 70°C, por 20 minutos.
Depois foi adicionado 0,5 mL de tampéao acetato (1,0 M, pH 7) e 1,0 mL de solugéao de
amido a 1%, sendo entdo incubado a 30°C durante 5 minutos. Apos este periodo, foi
adicionados 0,5 mL de solucao de Lugol 5% e 1 mL de agua destilada. A leitura foi realizada
em 620 nm (AOAC, 1965).

e Atividade da peroxidase

A 1 mL de extrato adicionou-se 1 mL de tampéo fosfato de potassio (0,2M; pH 7,0),
deixando-se entdo em banho-maria até a estabilizacdo da temperatura (25°C). Em seguida
foi adicionado 500 pL de guaiacol (0,5%) e 500 pL de peréxido de hidrogénio (0,08%) e
realizada leitura imediata em 470 nm. Como branco foi preparado uma solu¢gdo com 2 mL
de tampao fosfato de potéassio (0,2 M; pH 7,0), 500 uL de guaiacol (0,5%) e 500 pL de
peréxido de hidrogénio (0,08%) (PUTTER, 1974). O resultado € expresso em pmol de
tetraguaiacol produzido (umol de tetraguaiacol = mg de proteina?) (GRAY et al., 1996)

e Atividade da catalase

A 100 pL de extrato enzimatico foi adicionado 3 mL de peroxido de hidrogénio (12,5
mM) em agua destilada, a 30°C. O consumo de H202 foi monitorado em 240nm (AEBI,
1984).

e Atividade da Polifenoloxidase

A polifenoloxidase foi determinada segundo Duangmal e Apenten (1999). Foi
adicionado 1 mL de tampéao fosfato de potassio (0,05 M, pH 6,0), e 0,5 mL de catecol 0,1
M a 1 mL de extrato enzimatico. A mistura foi incubada a 30° C por 30 minutos e transferida
entdo para um banho de gelo. A esta se adicionou 0,5 mL de acido perclérico a 1,4%, e

entdo a mistura foi deixada em repouso por 10 minutos. A leitura foi realizada em 395 nm.

e Atividade da superéxido dismutase (SOD)

O meio continha 100 pL de extrato enzimatico e 3 mL de tampé&o fosfato de potassio
(0,2 M; pH 7,0) contendo L-metionina (13mM), NBT (0,44 mM), e EDTA (100 nM) e

riboflavina (1 mM). A reacdo é iniciada apos a colocacdo dos tubos de ensaios sob luz
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fluorescente (15 W), a 25°C por 15 minutos. Uma unidade de atividade SOD (U) foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para causar Inibicdo de 50% da taxa de
fotoreducao (NBT) lido em 560 nm, e os resultados foram expressos como U de SOD x mg
proteina! (GUPTA et al., 1993).

2.5 Andlise estatistica

Os resultados correspondem a média + o desvio-padrdo da média. Para analise
estatistica, foi utilizado o programa SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2000) e a comparacao das

meédias realizada por meio do teste de Dunnett com 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 sdo apresentados os resultados das atividades enzimaticas apos

contato com o extrato e fragdes de Dasyphyllum tomentosum (Spreng). Cabrera.

Dentre as enzimas produzidas durante a germinacdo a alfa amilase caracteriza-se
por ser uma das principais (MURALIKRISHNA,NIRMALA, 2005). A maior parte da alfa-
amilase presente na planta € produzida no segundo e quarto dias de germinacdo e a
guantidade desta enzima pode ser aumentada durante o prolongamento da germinagéo
(KUNZE, 1996). Desempenham papel importante no processo de utilizacdo do carboidrato
como fonte energética para as plantas, utilizada no desenvolvimento do esqueleto
carbonico para o desenvolvimento do embrido, por meio da quebra de amido (FARIA et al.,
2003).

Quando o extrato bruto etanodlico e fracdes obtidas da casca do caule de D.
tomentosum foram colocados em contato com as sementes da L. sativa, foi observado apos
7 dias de crescimento que houve uma reducdo da atividade da alfa-amilase quando em
contato com a FR nas concentra¢des de 250 pg/mL (23,16%), 500 ug/mL (58,41%) e na de
1000 pg/mL (49,96%). A FAE na concentracdo de 1000 pg/mL também provocou inibicao
(52,59%) da atividade da enzima, fato este que provavelmente pode estar ligado a presenca
de um inibidor (GEORG-KRAMER et al., 2000). Também foi observado aumento na
atividade desta enzima relacionado a um aumento de gasto energético por parte das células

para a defesa da espécie alvo frente a um agente agressor (JACOBSEN et al., 1986).
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TABELA 1 Atividade enzimatica de L. sativa frente ao extrato bruto etandlico e fracdes

obtidas da casca do caule de Dasyphyllum tomentosum (Spreng). Cabrera

ALFA AMILASE

Tratamento 250 pg/mL 500 pg/mL 1000 pg/mL
EB 48,54+0,53* 39,01+0,73* 44,94+1,33"
FH 42,64+0,65* 34,56+0,97* 30,72+0,79*
FCI 35,14+1,68* 35,83+0,44* 27,49+0,85™
FAE 27,43+0,40™ 12,63+1,29* 25,45+1,19™
FR 20,47+1,94* 15,56+1,68* 13,31+1,36*
Controle 26,64+1,36 26,64+1,36 26,64+1,36
PEROXIDASE
Tratamento 250 pg/mL 500 pg/mL 1000 pg/mL
EB 2,65+0,74* 5,95+0,72" 3,92+0,27*
FH 6,77+0,13™ 6,25+0,73"™ 3,88+0,04*
FCI 6,69+0,70™ 5,96+0,74" 6,69+0,38™
FAE 2,7340,14* 2,49+0,19* 1,23+0,24*
FR 1,73+0,17* 4,85+0,90" 2,07+0,05
Controle 5,95+0,16 5,95+0,16 5,95+0,16
CATALASE
Tratamento 250 pg/mL 500 pg/mL 1000 pg/mL
EB 0,23+0,02* 0,13+0,02" 0,15+0,01"™
FH 0,07+0,01" 0,14+0,01"s 0,04+0,01"
FCI 0,21+0,04 0,13+0,03" 0,15+0,03"
FAE 0,14+0,03" 0,09+0,01" 0,04+0,01"
FR -0,03+£0,08* 0,19+0,01* 0,09+0,02"
Controle 0,10+0,02 0,10+0,02 0,10+0,02
POLIFENOLOXIDASE
Tratamento 250 pg/mL 500 pg/mL 1000 pg/mL
EB 5,49+0,18* 11,17+0,34* 9,31+0,48™
FH 12,81+0,9* 8,55+0,31* 13,64+0,15*
FCI 18,46+0,39* 9,46+0,02" 19,61+0,82"
FAE 8,72+0,46M 9,07+0,13" 6,24+0,12"
FR 5,53+0,04* 11,32+0,26* 5,04+0,17*
Controle 9,77+0,03 9,7740,03 9,77+0,03 9,77+0,03
SOD
Tratamento 250 pg/mL 500 pg/mL 1000 pg/mL
EB 4,06+0,03" 3,93+0,21™ 3,98+0,05™
FH 3,76+0,01™ 3,32+0,02"s 3,46+0,26"
FCI 3,50+0,23"™ 3,97+0,15™ 3,78+0,12"
FAE 4,12+0,01" 4,02+0,01" 4,24+0,12"
FR 4,18+0,19" 1,76+0,18™ 3,92+0,13"
Controle 3,85+0,03 3,85+0,03 3,85+0,03 3,85+0,03

ns = diferenca nao significativa do controle; *diferente do controle

Na Tabela 1 é possivel observar estimulo da atividade na concentracdo de 250
pMg/mL para o EB (82,20%), FH (60,06%), FCL (31,90%), na concentracédo de 500 pg/mL
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para o EB (46,43%), FH (29,73%) FCL (34,49%) e na concentracdo de 1000 pg/mL para
EB (68,69%) e FH (15,31%).

Outra enzima analisada € a peroxidase (POD), do grupo das oxidoredutases, que
catalisa um grande numero de reacBes oxidativas em plantas usando peréxido como
substrato, ou, em alguns casos, oxigénio como um aceptor de hidrogénio (FREITAS et al.,
2008). As peroxidases estdo relacionadas com o0s processos de crescimento e
diferenciacdo celular, e mudancas morfogenéticas em respostas aos estresses fisico,
guimico e biolégico. O aumento da atividade desta enzima em plantas submetidas a estas
condicbes pode ser fator determinante da capacidade de adaptacdo dessas plantas,
podendo esta atividade ser identificada como um marcador bioquimico de estresse (PIERIS
etal.,1991). No presente estudo, foi observada reducao na atividade da enzima peroxidase,
de acordo com a Tabela 1, quando as sementes de alface foram submetidas a
concentracéo de 250 pg/mL do EB (44,53%), FAE (45,88%) e FR (29,07%). Também houve
reducdo da atividade da enzima na concentracdo de 500 pg/mL quando as sementes
ficaram em contato com a FAE (41,85%), e na concentracdo de 1000 pg/mL quando em
contato com o EB (65,88%), FH (65,21%), FAE (20,67%) e FR (34,78%). A substancia com
atividade alelopatica presente nas amostras poderia estar inibindo a atividade dessa enzima
e consequentemente reduzindo o crescimento principalmente da radicula, que foi avaliado
por Paula et al. (2014) durante o teste com a FAE na concentragédo de 500 pg/mL e EB, FH
e FAE com 1000 pg/mL.

As catalases sdo enzimas que promovem a desintoxicacdo das células das plantas
em condicdes de stress, pois sao responsaveis pela dismutacdo de H202 em H20 e Oz,
Removem o peréxido gerado nos peroxissomos por oxidases envolvidos na oxidacdo de
acidos graxos, fotorespiracdo e catabolismo de purinas (GILL, TUTEJA, 2010). Em
guantidade elevada o peréxido € toxico para a planta, porém em baixas concentracdes
desempenham papel na transducéo de sinal nas plantas atacadas e nos seus estressores
bidticos, como fungos e insetos (PRASAD et al., 1994). A inibicdo da atividade de catalase
resulta na ativagdo da resisténcia sistémica adquirida. Este sistema é ativado quando as
plantas sdo atacadas, principalmente, por fungos fitopatogénicos no qual o seu crescimento
€ inibido na area infectada (GAYATRIDEVI et al., 2012). No estudo realizado foi observado
inibicdo da atividade da enzima somente com a FR 250 pg/mL. JA com o EB e FCL 250

png/mL, e FR 500 pg/mL foi observado aumento da atividade da enzima.
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A importancia da atividade da polifenoloxidase esta relacionada a resisténcia em
plantas e deve-se, provavelmente, a sua propriedade em oxidar compostos fenélicos para
quinonas, muito téxicos aos microrganismos infectantes. Por esta razdo, admite-se que um
aumento na atividade da polifenoloxidase resulta em altas concentracdes de produtos
toxicos de oxidacdo e, portanto, maior grau de resisténcia (AGRIOS, 1997; ZHENG-
CUIMING et al., 1999), tentando desta forma eliminar um possivel agressor. Supfe-se que
aleloguimicos que aumentem a atividade desta enzima pode estar simulando o ataque de
um microorganismo representado pelo estimulo. Este fato, aumento da atividade da PO, foi
observado com o FH 250, EB 500 FCL 250 e 1000 e FR 500.

A enzima superoxido dismutase (SOD) catalisa os radicais superoxidos livres (O2),
produzidos em diferentes locais da célula, para oxigénio molecular e H202 (RABINOWITCH,
FRIDOVICH, 1983). Devido a isto, € uma importante defesa antioxidante para as células
expostas ao oxigénio, e 0 aumento da sua atividade pode estar ligado ao aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio, consequéncia da acdo de aleloguimicos
(ALMEIDA, 2008). No presente estudo, a atividade da SOD né&o apresentou diferencas

significativas nos resultados para nenhum dos tratamentos em relagéo ao controle.

Os aleloquimicos atuam no estresse oxidativo, produzindo espécies reativas de
oxigénio, que atuam diretamente ou como sinalizadores para os processos de degradacgao
celular, impedindo assim a germinacédo ou interferindo no desenvolvimento inicial ou
processos fisioldgicos vitais as plantas. A investigacdo do potencial fitotoxico dos extratos
obtidos da casca do caule de Dasyphyllum tomentosum (Spreng.) Cabrera em laboratério
evidencia que essa espécie € capaz de interferir na atividade de enzimas essenciais no

processo fisiolégico, resultados que séo indicativos de potencial biotecnol6gico da espécie.

A importancia de estudos que avaliam o potencial fitotoxico de uma espécie reside
no fato de que fornecem informacdes iniciais sobre estratégias alternativas para manejo de
plantas daninhas, explorando a biodiversidade, com a obtencédo de produtos naturais que
podem reduzir a dependéncia aos herbicidas tradicionais. Além de contribuir para o
aumento da produtividade agricola, alguns autores sugerem que estes compostos com
atividade fitotoxica podem ser mais seletivos, biodegradaveis e menos poluentes que o0s
herbicidas tradicionais (MACIAS et al., 2000). Estudos avaliando o potencial fitotoxico de
aleloquimicos vem sendo realizados com diversas espéces comoa Lactuca
sativa (TREVISAN etal., 2012; PAULA et al., 2014b). As vantagens da utilizacdo da alface
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sdo a homogeneidade genética, germinacao uniforme e facil disponibilidade quando comparada
a outras espécies (MACIAS et al., 2000; TREVISAN et al., 2012).

Novos ensaios deverdo ser conduzidos com proposito de identificar os constituintes
guimicos responsaveis pelos resultados obtidos assim como as consequéncias da

interferéncia no desenvolvimento da planta alvo.

4. CONCLUSAO

A investigagdo do potencial fitotoxico dos extratos obtidos da casca do caule de
Dasyphyllum tomentosum (Spreng.). Cabrera em laboratério demonstrou que a espécie é
capaz de interferir na atividade de enzimas essenciais no processo fisiolégico, tais como
producdo ou atividade das enzimas a- amilase, peroxidase, catalase e polifenol oxidase
em, ao menos, uma das concentracdes testadas. Os resultados obtidos apontam para a
presenga de compostos com atividade inibidora ou estimulatoria nas cascas de D.

tomentosum revelando potencial fitotdéxico sobre as plantulas de alface.
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