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Efeito fitotoxico do 6leo volatil de Cleome guianensis Aubl. sobre o crescimento
inicial de Senna occidentalis L.
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RESUMO: Aleloquimicos sao substancias liberadas por certas espécies vegetais no ambiente
que influenciam a germinagao e o desenvolvimento de outras plantas. O objetivo desse estudo
foi avaliar o potencial fitotéxico de Cleome guianensis Aubl., bem como determinar o grau
de estresse oxidativo causado em Senna occidentalis L. Para isso, o 6leo das folhas de C.
guianensis, nas concentragdes 0,5 ug/mL, 1,0 ug/mL, 2,5 yg/mL e 5,0 uyg/mL, em solugédo de 5
ml foi testado em bioensaios de germinagao e de crescimento da raiz primaria e do hipocétilo
de S. occidentalis. Os individuos de S. occidentalis foram macerados, homogeneizados e
submetidos a ensaios de quantificagédo da catalase, peroxidase, SOD e de peroxidagao lipidica.
Os resultados indicam que todas as concentragdes do 6leo volatil causaram um efeito negativo
sobre a germinacao e crescimento de S. occidentalis. Na concentragdo 5,0 pg/mL, houve
56% de inibicdo da germinacao e 83% de inibicdo de crescimento do hipocdtilo. Ainda, o 6leo
aumentou a atividade das enzimas induzidas pelo estresse oxidativo catalase, peroxidase e
superoxido dismutase (SOD). Quanto a peroxidagéo lipidica, o 6leo nas concentragdes 1,0 ug/
mL, 2,5 ug/mL e 5,0 yg/mL aumentou a produg¢édo de malondialdeido. Sendo assim, conclui-se
que C. guianensis apresenta aleloquimicos que influenciam na germinagao e no crescimento
de S. occidentalis, além de aumentar a atividade das enzimas catalase, peroxidase, SOD e
a produgédo de malondialdeido em S. occidentalis. Dessa forma, sugere-se a realizagao de
estudos sobre o perfil quimico do 6leo a fim de descobrir as substancias responsaveis por tais
resultados e consolidar o potencial fitotoxico de C. guianensis.
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ABSTRACT: Phytotoxic effect of Cleome guianensis Aubl. on the initial growth of Senna
occidentalis L. Allelochemicals inhibit the germination and growth of other plants. The purpose
of this study was to assess the phytotoxic potential of Cleome guianensis Aubl., as well as
determine the degree of oxidative stress caused in Senna occidentalis L. For this purpose, oil
from the leaves of C. guianensis in concentrations of 0.5 ug/mL, 1.0 uyg/mL, 2.5 ug/mL, and 5.0
pMg/mL were tested in bioassays on the germination and growth of S. occidentalis. Specimens
of S. occidentalis were macerated, homogenized, and submitted to catalase, peroxidase,
superoxide dismutase (SOD), and lipid peroxidation quantification tests. Results showed that
all concentrations of the volatile oil had a negative effect on S. occidentalis germination and
growth. In the 5.0 pg/mL concentration, the oil inhibited 56% of germination and 83% of hypocotyl
growth. In addition, the oil increased the activity of the enzymes induced by oxidative stress:
catalase, peroxidase, and superoxide dismutase SOD. For lipid peroxidation, the oil in the 1.0
pg/mL, 2.5 uyg/mL and 5.0 yg/mL concentrations increased the production of malondialdehyde.
In addition, C. guianensis presents allelochemicals that influence the germination and growth
of S. occidentalis, also enhancing activity of the catalase, peroxidase, and SOD enxymes, as
well as malondialdehyde production in S. occidentallis. Hence, further studies of the chemical
profile of this oil should be performed in order to discover which allelochemicals are responsible
for these results and consolidate the phytotoxic potential of C. guianensis.
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INTRODUGAO

Devido aos efeitos adversos decorrentes
da utilizagdo de herbicidas sintéticos, tais como a
acumulagéo de residuos téxicos no ambiente, o
desenvolvimento de resisténcia pela planta e as
consequéncias indesejadas para os organismos nao
alvo (Jana & Biswas, 2011), muitos pesquisadores
vém priorizando estudos sobre agricultura
sustentavel, em busca de substancias vegetais para
serem utilizadas no controle de plantas daninhas
(Dayan et al., 2009; Cantrell et al., 2012). Alguns
metabdlitos, majoritariamente provenientes do
metabolismo secundario, liberados por espécies
vegetais, denominados aleloquimicos, interferem
na sobrevivéncia de outros vegetais no ambiente,
influenciando no seu crescimento e induzindo,
como defesa, o estresse oxidativo (Bogatek &
Gniazdowska, 2007). Consequentemente, os
aleloquimicos agregam potencial para utilizagéo
na agricultura. Muitos desses aleloquimicos séo
rapidamente biodegradados no ambiente, o que
reduz o risco de a substancia vir a ser fonte de
contaminacgdo (Jana & Biswas, 2011). No Brasil,
estudos no controle de Senna occidentallis L.,
conhecida popularmente como “fedegoso” ou “mata-
pasto”, residem no fato de que sementes dessa
espécie apresentam um histérico de contaminagéo
de plantagées de forrageiras, ou seja, de plantas que
servem como alimento para herbivoros. A ingestao
de sementes de S. occidentalis por bovinos e aves
leva a degeneragao das suas fibras musculares,
sendo, portanto, S. occidentalis, toxica (Komer et
al., 1994; Haraguchi et al., 1998).

Cleome é o maior género da familia
Cleomaceae, englobando 180 a 200 espécies
(Aparadh et al., 2012) e a esse género pertence a
espécie Cleome guianensis Aubl.. C. guianensis é
uma erva ereta de 20 a 60 cm de altura, folhagens
bem desenvolvidas e flores de cor amarelo
claro, sendo encontrada em locais rochosos e
sedimentares (Silva et al., 2009). Essa espécie é de
ampla distribuigao, esta presente desde os Estados
Unidos, encosta oeste do México, Guatemala, Cuba
ocidental, Coldmbia, Guiana Inglesa até o Brasil,
onde é encontrada na regido norte (Amazonas,
Amapa, Para, Roraima e Tocantins) na regido
nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhao,
Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte
e Sergipe), na regido Centro-Oeste (Goias, Mato
Grosso do Sul e Mato Grosso) e na regidao Sudeste
(Minas Gerais) (Martius et al., 2005).

Estudos tém demonstrado os beneficios
provenientes da utilizacdo do género Cleome no
ambito da saude (McNeil et al., 2010, 2012; Hashem,
2011; Narendhirakannan et al., 2007; Bbowankule
et al., 2008; Devi et al., 2002; Dixit & Gupta, 2009;
Motnal et al., 2011) e também evidenciado o seu

efeito fitotéxico (Jana & Biswas, 2011), porém
nenhum dado a respeito da atividade fitotdxica da
espécie C. guianensis foi postulado.

A importancia do género Cleome no Brasil
reside no fato de que folhas e raizes de suas
espécies sao utilizadas na medicina tradicional como
estomaquicas e estimulantes do aparelho digestivo,
eficazes na leucorréia. Externamente, utiliza-se o
suco das folhas para a reducao de otites supuradas
€ as raizes sao eficazes no tratamento de bronquites
asmaticas (Leal et al., 2007). No género Cleome s&o
relatadas a presenca de alcaldides (Delaveau et al.
1973), flavondides (Sharaf et al., 1997; Mahmoud
et al., 2003), fenoxicoumarina (Ramachandran,
1979), diterpenos cembranos (Collins et al.,
2004), Esteroides glicosideos (Srivastava, 1982),
triterpenos dammaranos (Ahmed et al., 2001) e
sais de amonio quaternarios (Mc Lean et al., 1996).

Sendo assim, o objetivo desse estudo
foi avaliar o potencial fitotoxico do d6leo volatil
das folhas de C. guianensis sobre a espécie
daninha S. occidentalis, por meio de ensaios
sobre o crescimento inicial, além de determinar a
ocorréncia de alteracbes no estresse oxidativo de
S. occidentalis como defesa devido a liberagéo de
aleloquimicos por C. guianensis.

MATERIAL E METODO

Folhas de Cleome guianensis Aubl.
(Cleomaceae) foram coletadas em 12 de abril de
2011, as 8:35 h, no Vale do Urucum em Corumba3,
MS, coordenadas 57°03°02,3” W e 19°01°04,7
S, e um exemplar foi incorporado no herbario
da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
(Voucher numero 22853). As folhas coletadas
foram submetidas a processos de hidrodestilacao
por quatro horas em aparelho do tipo Clevenger
modificado, seguido pela extracdo exaustiva do
destilado com hexano. Apds a remogao do solvente,
o rendimento do 6leo bruto foi de 0,65% em relacao
ao material fresco.

Para o preparo das solugdes, o 6leo volatil
foi emulsionado com Tween 802 1,0% e dissolvido
em agua destilada para a obtengdo da solucao
estoque na concentragdo de 5 pyg/mL. As demais
concentragdes (0,5; 1,0 e 2,5) foram preparadas
por diluicdo. Como controle, foi utilizada uma
solucao de Tween 80 a 1,0%. Para os bioensaios de
germinagao, as placas de Petri (4,0 cm de didmetro)
contendo papel filtro Whatman n° 1,0, autoclavadas,
receberam 5,0 mL de agua destilada e 30 sementes
de S. occidentalis distribuidas aleatoriamente,
com quatro repeti¢gdes para cada solugédo. Apds a
semeadura, 3,0 ml da solugao de cada concentragao
do ¢6leo foram distribuidos em dois papéis-filtro e
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colados na tampa da placa evitando o contato direto
com as sementes (Alves et al., 2004). Neste ensaio
de germinagao e crescimento inicial, a semente nao
necessita de luz para germinar, tendo em vista que
no processo germinativo a respiragao € o processo
que inclui gasto de energia para o crescimento
inicial, ndo sendo a luz necessaria para que ocorra
a germinagao. Como controle, procedimento similar
foi utilizado, porém, com auséncia das solugdes
contendo os Oleos volateis. As placas de Petri
foram fechadas, envolvidas com filme plastico e
levadas a uma camara de germinagéao do tipo BOD,
com condi¢des de luz, umidade e temperatura
constantes: 30°C e fotoperiodo de 12 horas (Brasil,
2009). Ap¢s sete dias de incubacao, foi determinada
a porcentagem de germinagdo e a porcentagem
de crescimento da raiz primaria e do hipocdtilo.
Em seguida, as plantulas foram utilizadas para a
determinacao do peso seco (Macias et al., 2000).

Para a avaliagdo das enzimas envolvidas
no estresse oxidativo, cerca de dez plantulas
submetidas aos diferentes tratamentos foram
maceradas em almofariz com nitrogénio liquido,
e o po resultante foi homogeneizado com tampéao
fosfato de Sdédio, pH 7,0, 50 mM, contendo EDTA
2 mM e PVP 1,0% (Marques & Xavier-Filho, 1991).
Os extratos foram centrifugados a 4.000 rpm e em
seguida os sobrenadantes foram acondicionados
em freezer a -18°C até o momento das andlises.
As preparagdes para a extragédo das enzimas foram
realizadas a 4 °C.

A quantidade total de proteinas soluveis
presentes nas plantulas submetidas a diferente
concentragao dos 6leos volateis foi determinada de
acordo com Bradford (1976), onde concentragdes
de Albumina sérica bovina foram utilizadas como
referéncia, sendo adicionado o reagente em 50 ul de
extrato enzimatico, e as leituras realizadas a 594 nm.

Para a avaliagdo do estresse oxidativo,
foram realizados ensaios enzimaticos da catalase,
peroxidase, peroxidacao lipidica e superdxido
dismutase. A atividade da catalase foi medida em
um meio contendo 67 mM de tampao fosfato de
potassio (pH 7,0), H,O, (10 mM), e 0,1-0,4 mg de
proteina do extrato enzimatico. O consumo de H,0O,
foi monitorado a 240 nm (g, 0,036 mM-'cm-) (Aebi,
1984).

A atividade da peroxidase (POD) foi medida
em um meio contendo tampéao fosfato de Potassio
25 mM (pH 6,8), H,0, (10 mM) guaiacol (2,6 mM)
e 0,1-0,4 mg de proteina do extrato enzimatico.
A formagéo de Tetraguaicol (g, 25,5 mM-* cm-) foi
monitorada a 470 nm (Putter, 1974).

Atividade de superdxido dismutase (SOD)
foi medida de acordo com Giannopolitis & Ries
(1977). O meio continha tampé&o fosfato de potassio
50 mM (pH 7,8), L- metionina 6,5 mM, nitroblue
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tetrazolium 150 uM, riboflavina 4 yp M e 0,02-0,1
mg de proteina do extrato enzimatico. A reacéo foi
iniciada pela ativacao de uma luz (20 W), iluminando
o meio durante 20 minutos a 30° C. Uma unidade de
atividade de SOD (U) foi definida como a quantidade
de enzima necessaria para causar uma inibigao de
50% da taxa de fotorredugédo (NBT) a 560 nm, e
os resultados foram expressos como unidades de
SOD. ug. proteina-.

A peroxidacéo lipidica foi medida em um
meio contendo 0,1% de acido tricloroacético, 0,5%
de acido tiobarbiturico e 0,1-0,4 mg de proteina do
extrato enzimatico (Gomes-Junior et al., 2006). No
momento da leitura, as amostras foram centrifugadas
a 20.000 rpm durante 5 minutos e a absorbancia
do sobrenadante foi lida a 534 nm. A atividade foi
expressa como porcentagem de MDA produzidos,
medida do estimulo de peroxidacéo lipidica.

As atividades das enzimas foram calculadas
segundo Bracht et al. (2003). Para cada uma
das enzimas descritas foi acrescentado o extrato
enzimatico e os reagentes especificos para a
atividade avaliada. A absorbancia dessas amostras
foi monitorada durante 0 a 9 minutos e em seguida foi
plotado um grafico para cada dosagem enzimatica,
para obtengéo da variagdo da tangente [a tg= AA/
At] (onde: AA= a variagcao da absorbancia; At = a
variagdo do tempo em minutos). Apds as leituras
das absorbancias das enzimas, a atividade foi
calculada em pmol. min- [Atividade (umol min-')= vol
de incubagéo x a tg (min -')/e= unidades de enzima]
(onde: e= Coeficiente de extingdo molar da enzima).

Todos os ensaios foram realizados em
triplicata, os dados foram submetidos a analise
de variancia e, quando os efeitos dos tratamentos
mostraram-se significativos (p < 0,05) em relagéo
ao controle, as médias foram comparadas pelo teste
de Dunnet.

Nos graficos, os resultados séo
representados em porcentagem em relagédo ao
controle, sendo que o zero representa o controle,
valores positivos representam estimulo e valores
negativos representam inibigao (Macias et al., 2006).

RESULTADO E DISCUSSAO

Os resultados obtidos a partir dos bioensaios
de germinacgéo e crescimento inicial (Figura 1)
demonstraram que os 6leos volateis das folhas de
C. guianensis possuem acgao fitotdxica sobre S.
occidentallis, visto que a germinagao (Figura 1a)
das sementes dessa espécie se mostrou inibida
em todas as concentragdes testadas, com maior
efeito para a concentragéo de 5,0 ug/mL (56%
de inibicao). Apos sete dias de incubagdo com os
Oleos de C. guianensis, a raiz primaria (Figura 1b)
e o hipocotilo (Figura 1¢) mostraram- se reduzidos,
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com valores de inibi¢do da raiz primaria superiores
a 50% para as concentragdes de 1,0 pg/mL (54%
de inibigao); 2,5 ug/mL (61% de inibigao) e 5,0 ug/
mL (83% de inibicdo), e com valores de inibigao
do hipocoétilo superiores ou iguais a 50% para as
concentragdes de 2,5 ug/mL (50% de inibicéo) e
5,0 yg/mL (57% de inibigdo). Sugere-se, dessa
forma, que algum metabdlito presente no 6leo de
C. guianensis pode ser responsabilizado por causar
esse efeito negativo sobre o crescimento da raiz
primaria e do hipocadtilo de S. occidentalis. Todas as
concentragdes afetaram o peso seco (Figura 1d) das
plantulas de S. occidentalis, entretanto esse efeito
inibitorio n&o foi igual ou superior a 50%.

Outras espécies do género Cleome também
ja tiveram sua atividade alelopatica comprovada.
Jana & Biswas (2011) isolaram das raizes de Cleome
viscosa o acido lacto nonanoico, responsavel pela
acao inibitéria dessa planta sobre sementes de
arroz, mostarda e de grama. Da mesma forma, o
extrato metandlico das vagens de Cleome arabica
exerceu um potente efeito negativo na germinagéao
das sementes de alface, bem como no crescimento
dessas plantulas, devido a danos celulares na raiz

% de germinagéo

correlacionados a redugao mitética (Ladhari et al.,
2014). Portanto, sugere-se que algumas espécies
do género Cleome concorram pela sobrevivéncia
no ambiente liberando aleloquimicos.

A andlise do estresse oxidativo (Figura
2) demonstrou que as concentragdes dos Oleos
volateis de C. guianensis alteraram a atividade das
enzimas antioxidantes estudadas em S. occidentalis.
A atividade da catalase (Figura 2a) e peroxidase
(Figura 2b) aumentou em fungéo das concentra¢des
dos dleos volateis. A concentragdo de 5,0 pg/mL
aumentou a atividade da catalase e peroxidase em
2,2 ymol.H,O,.min"'* e 6,3 pmol.tetraguaiacol.min-,
respectivamente. Embora a concentragao de 0,5
pMg/mL ndo tenha afetado a peroxidagao lipidica
(Figura 2c) em S. occidentallis, as concentracdes
de 1,0 yg/mL, 2,5 yg/mL e 5,0 yg/mL aumentaram a
producao de malondialdeido, e este efeito pode ser
decorrente da toxicidade. De maneira similar ao que
ocorreu nos testes envolvendo as enzimas catalase
e peroxidase, a enzima SOD (Figura 2d) se mostrou
aumentada nos individuos de S. occidentalis
em todas as concentragdes do 6leo volatil de C.
guianensis. O maior valor para a atividade da enzima
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FIGURA 1. Efeito dos 6leos volateis de C. guianensis sobre o crescimento inicial de S. occidentallis. (a)
porcentagem de germinacgao (b) raiz primaria (c) hipocdtilo (d) peso seco. Dados expressos em percentual em
relacao ao controle. *A média do tratamento difere significativamente em comparagdo com a média do controle,

pelo teste de Dunnet (p < 0,05).
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SOD foi verificado para a concentragéao 5,0 ug/mL,
datando 5,9 U.mg'. O aumento da atividade das
enzimas catalase, peroxidase, SOD e também da
atividade de malondialdeido em S. occidentallis
pode ser atribuido a agédo de substancias presentes
no 6leo de C. guianensis, responsaveis por estimular
reacao de defesa ao influenciar no estresse oxidativo
de S. occidentalis.

Recentemente, foi sugerido que
aleloquimicos influenciam no crescimento das
plantas vizinhas devido a indugdo do estresse
oxidativo (Bogatek & Gniazdowska, 2007). Porque,
embora as reagdes de oxidagao sejam cruciais para
avida, elas também podem ser danosas. Assim, as
plantas mantém um complexo sistema antioxidante
composto por enzimas como glutationa redutase,
ascorbato peroxidase, catalase, SOD e peroxidases,
para eliminar radicais toxicos produzidos durante
0 estresse oxidativo e manter-se viva durante
exposig¢ao a condi¢des adversas (Haribabu & Sudha,
2011).

Oraczetal, (2007), por exemplo, enfatizaram
que o aumento da atividade enzimatica do sistema
antioxidante em sementes de mostarda submetidas

pmol.tetraguaiacol
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ao extrato de girassol nao foi suficiente para protegé-
las dos danos desencadeados pelas espécies
reativas de oxigénio. A atividade de radicais livres e
da catalase também se mostrou alterada nas raizes
de tomate em contato com a espécie Callicarpa
accuminata (Cruz-Ortega et al., 2002), bem como
a atividade das enzimas glutationa redutase, SOD,
ascorbato peroxidase, e peroxidase de Lycopersicon
esculentum submetido a Siyos deppei (Lara-Nunez
et al., 2006).

A composi¢cdo dos 6leos volateis das
espécies pertencentes ao género Cleome é
bastante diversa e pouco se conhece a respeito
das atividades exercidas especificamente por seus
constituintes. O 6leo das partes aéreas de C. serrata
coletadas na Jamaica nos estudos de McNeil et
al. (2012) apresentou 14 componentes, dentre os
quais os mais abundantes foram (Z)-fitol (53,0%)
e 2-tilhexil-ftalato (DEPH) (14,7%). Da mesma
forma, (2)- fitol foi o constituinte mais abundante
presente no dleo extraido das partes aéreas de C
spinosa da Jamaica, sendo responsavel por 31,3%
do 6leo. No mesmo estudo, quando se extraiu o
Oleo somente das folhas dos individuos, o (Z)-fitol
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FIGURA 2. Efeito dos 6leos volateis de C. guianensis sobre o estresse oxidativo em plantulas de S. occidentallis.
(a) Catalase (b) peroxidase (c) peroxidagao lipidica (d) SOD. *A média do tratamento difere significativamente
em comparagao com a média do controle, pelo teste de Dunnet (p < 0,05).
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ainda se manteve como o constituinte presente em
maior quantidade (19,5%) (McNeil, 2010). Ja o 6leo
essencial das partes aéreas de C. brachycarpa,
coletadas no Ira, apresentou como componentes
majoritarios tunbergol (46,1%) seguido pelo alfa-
eudesmol (12,7%) (Rassouli & Dadras, 2014).
Também do Ir3, o 6leo proveniente das partes aéreas
de C. coluteoides apresentou como componentes
maijoritarios piperitone (40,4%) e decanal (18,7%)
(Mazloomifar et al., 2003).

Da mesma forma, é importante observar
que, mesmo quando se considera o 6leo de somente
uma espécie, ocorre variagdo na sua composi¢ao
dependendo do individuo analisado, pois muitos
fatores, tais como variagao geografica, condigbes
do ambiente (como irrigagao, incidéncia de luz e tipo
de solo), época de colheita, idade da planta, fatores
genéticos e fisioldgicos influenciam nesse aspecto.

CONCLUSAO

O oleo das folhas de C. guianensis,
interferiu na germinacgéo e no crescimento inicial de
S. occidentallis, além de aumentar a atividade das
enzimas catalase, peroxidase e SOD envolvidas
no combate ao estresse oxidativo. Sendo assim,
0 6leo das folhas de C. guianensis pode ser util
para o manejo dessa espécie daninha. Entretanto,
sdo necessarios estudos que demonstrem o perfil
quimico deste 6leo volatil para auxiliar em bioensaios
a fim de identificar substancias presentes no déleo
com potencial fitotoxico.
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