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Estudo do potencial fitotoxico de extratos de Bauhinia ungulata L. sobre a divisao
celular e atividade enzimatica em plantulas de alface
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RESUMO: Este trabalho visou avaliar a agéo fitotdxica de extrato e fragbes obtidas das folhas
de Bauhinia ungulata L sobre a diviséo celular e atividade das enzimas a-amilase, catalase,
peroxidase e polifenoloxidase em plantulas de alface (Lactuca sativa, var Grand rapis).
Sementes de alface foram expostas as concentra¢des de 250, 500 e 1000 yg.mL-'do extrato
de Bauhinia ungulata e fragdes do mesmo, em condi¢des ambientais controladas. Apos trés
dias de protusado radicular, as raizes das plantulas foram cortadas e submetidas a preparo
especifico para visualizagdo e contagem do numero de células em cada fase mitética. No
sétimo dia, as amostras foram submetidas a avaliagdo da atividade enzimatica utilizando
técnica especifica para cada enzima e leitura espectrofotométrica. Na analise da divisao celular
observou-se que houve redugao no numero de células em mitose nas raizes das plantulas
testadas, e a fragdo acetato de etila apresentou maior efeito inibitério sobre a divisdo celular.
O efeito sobre as enzimas que demonstram alteragdes no sistema de defesa antioxidante de
L. sativa mostram que o extrato bruto e fragdes alteraram a producéo das enzimas a- amilase,
peroxidase, catalase e polifenol oxidase em, ao menos, uma das concentragdes testadas, sendo
um indicativo de estresse que interfere na divisdo celular. Os resultados obtidos apontam para
a presenga de compostos com atividade inibidora ou estimulatéria nas folhas de B. ungulata
revelando potencial fitotdxico sobre as plantulas de alface.

Palavras-chave: Bauhinia ungulata, catalase, peroxidase.

ABSTRACT: Study of phytotoxic potential of extracts of Bauhinia ungulata L. on cell
division and enzyme activity in lettuce seedlings. Theaim of this studywas to evaluate
thephytotoxic actionofextractand fractionsobtainedfrom the leaves ofBauhiniaungulata
L. inbioassaylaboratory, assessing their interferenceon cell division andactivity of the
enzymesalpha-amylase, catalase, peroxidase andpolyphenoloxidaseofLactucasativa(lettu
ce). The lettuce seedswere exposedto concentrationsof 250,500and 1000ug.mL-o e extracts
and fractions of Bauhinia ungulataunder controlled environmental conditions. After three
days ofrootradicleprotrusion, the plants™ rootswere cutand subjected tospecific preparationfor
visualization andcounting of the number ofcells in eachmitotic stage. On the seventh daythe
sampleswere subjected toenzymatic activityusingspecific techniquefor eachenzyme anda
spectrophotometer measure. In the analysisof the mitotic indexit was observedthatthere was
reduction in the number of cells in mitosis in the roots of the plants tested and thattheethyl
acetate fractionsignificantly affected thecell division. The effecton the enzymesthat showed
changesinthe antioxidant defensesystemof Lactucasativaindicate thatthe crude extractand the
fractionsaltered theproductionofa-amylase, peroxides, catalaseand polyphenol enzymesin at
least oneof the testedconcentrations, representingan indicationstress,which interferesin the
celldivision. Theobtained results point out the presence ofcompoundswithinhibitoryorstimulatory
activityon plant leaves of B. ungulata,revealingphytotoxic potentialtolettuce seedlings.
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INTRODUGAO

A Bauhinia ungulata L. € uma leguminosa
nativa do Brasil conhecida como pata de vaca ou
mororo (Maia Neto, 2008) encontrada principalmente
nas regides norte, nordeste, centro-oeste e sudeste.
Pouco estudada, a literatura reporta o uso da
B. ungulata por indios Tapebas e por parte da
populacao do Ceara, por sua agao hipoglicemiante
no tratamento do diabetes (Morais et al., 2005).

Estudos realizados com plantas do género
Bauhinia mostraram influéncias destas sobre a
germinacgao e o desenvolvimento das espécies-alvo
utilizadas (Mourao Junior & Souza Filho, 2010). A
fitotoxicidade dos extratos de plantas é atribuida
a diversidade de aleloquimicos presentes em sua
composigao, produtos do metabolismo secundario
que atuam inibindo ou favorecendo o processo
germinativo bem como o processo de divisao
celular, permeabilidade de membranas e na cinética
enzimatica (Mauli et al. 2009; Pergo & Ishi lIwamoto,
2011).

Estudos que avaliam o potencial fitotoxico
de uma espécie podem fornecer informacgdes
iniciais sobre estratégias alternativas para manejo
de plantas daninhas, explorando a biodiversidade,
com a obtencdo 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
os herbicidas tradicionais (Macias et al., 2000).
Bioensaios preliminares realizados em laboratorio
avaliando o potencial fitotoxico destes compostos
sobre espécies comerciais, como Lactuca sativa
(alface), vém sendo realizados (Trevisan et al., 2012;
Paula et al., 2014; Rial et al., 2014; Kato-Noguchi
et al., 2014; Wang et al., 2014). As vantagens da
utilizagéo da alface nestes; experimentos séo a
homogeneidade genética, germinagao uniforme
e facil disponibilidade, ao contrario das espécies
silvestres que sédo geneticamente mais heterogéneas
e apresentam variada sensibilidade, além de falta
de homogeneidade na germinagao (Macias et al.,
2000; Trevisan et al., 2012).

Grande parte dos estudos refere-se apenas
ao efeito do aleloquimico sobre a germinagao
e o crescimento da planta-teste sem levar em
consideragdo eventos celulares ou alteragdes
fisiologicas. Neste contexto, este estudo teve como
objetivos verificar a presenga de efeito fitotdxico
do extrato etandlico e das fragdes do mesmo,
produzidos a partir de folhas de Bauhinia ungulata L.
sobre o indice de mitoses em células meristematicas
das raizes e alteragao na produgao das enzimas alfa
amilase, peroxidase, catalase e polifenoloxidase.

MATERIAL E METODOS

As folhas de Bauhinia ungulata L. foram
coletadas em janeiro de 2007 na cidade de Campo
Grande — Mato Grosso do Sul, coordenadas
geograficas 20°30°37,5” S e 54°36°46,6” W, 545m.
A identificacdo foi realizada por um especialista
na area com exsicata depositada no Herbario da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul —
UFMS sob o numero CGMS 19754, e autorizagao
do IBAMA para acesso ao Patrimbnio Genético ne
02001.001165/2013-47.

O material vegetal foi seco em temperatura
ambiente e triturado em moinho de facas/martelo.
O extrato bruto foi obtido a partir de 1,5 kg deste
material em etanol, com a utilizacéo de aparelho de
Sohxlet e posteriormente utilizado para a obtencao
das fragbes por particdo liquido/liquido utilizando
solventes com polaridade crescente: n-hexano,
cloroférmio e acetato de etila. A partir do extrato
etandlico bruto (EEB), fracdo hexano (FH), fracédo
cloroférmio (FCL), fragdo acetato de etila (FAE) e
fragao hidro alcodlica residual (FR), foram realizados
0s ensaios propostos.

Em placas de petri contendo papel de
filtro, foram adicionados 5,0 mL das solugdes
EEB e fracdes preparadas em quadruplicatas
nas concentragdes de 250 yg.mL-, 500 pug.mL-,
1000 pyg.mL5,0 mL, e agua destilada em placas
identificadas como controle negativo. Na sequéncia
foram adicionadas em cada placa cinquenta
sementes de alface (Lactuca sativa cv. Grand
Rapids) que permaneceram em contato com a
solucéo durante todo periodo do experimento assim
como as solugbes. As placas foram mantidas em
camara de germinacgao (BOD) em condigbes de luz
(160 W), umidade relativa (+ 80%) e temperatura
constante (25° C) por sete dias para germinacéo e
crescimento.

No terceiro dia apds a protusdo radicular,
segmentos de dois centimetros a partir da
extremidade distal das radiculas de trés amostras
de cada placa foram retirados, e colocadas em
5 mL de solugdo de Farmer (3:1 etanol; acido
acético glacial) por 2 horas, a 25°C, com posterior
transferéncia para uma solugdo de alcool 70%.
Para determinar interferéncia na divisao celular as
pontas das raizes foram tratadas sequencialmente
com agua destilada por 5 minutos; acido cloridrico
1M por 30 minutos, a temperatura ambiente. Em
seguida, novo tratamento com agua destilada por
5 minutos e orceina acética 2% por 30 minutos.
As pontas das raizes tiveram o apice, 2,0mm
iniciais, cortados sobre lamina de microscépio e
pressionando sob laminula para esmagamento
e retirada do excesso de corante. O material foi
observado em microscopio 6ptico comum (aumento
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de 1000X) contando-se o numero de células em
cada fase da mitose (profase, metafase, anafase e
teléfase). Para cada tratamento, foram preparadas
trés laminas, avaliando-se trés campos por lamina.
Os resultados sao apresentados em porcentagem
em relagéo ao controle, sendo que o zero representa
o controle, valores positivos representam estimulo e
valores negativos representam inibigdo de atividade
mitética (Macias et al., 2000).

Para avaliagdo da atividade enzimatica,
ao final do periodo determinado para germinagao e
crescimento, foi preparado o extrato enzimatico. As
plantulas foram trituradas com auxilio de nitrogénio
liguido com posterior adicdo de 10 mL e tampao
fosfato de potassio (0,2 M, pH 7) e submetidas a
centrifugagdo (2500 rpm por 20 minutos a 4 °C,
sendo o sobrenadante coletado e constituindo
o extrato enzimatico (Putter, 1974). Este extrato
enzimatico foi mantido em freezer em temperatura
de 4°C, e utilizado para as dosagens das enzimas,
conforme metodologias especificas a seguir.

No ensaio de atividade da a-amilase, 400uL
dos extratos enzimaticos foram adicionados em
tubos de ensaio e mantidos em banho-maria (70°C
durante 20 minutos) (AOAC,1965) com posterior
adicao de 0,5 mL de tampao acetato (1,0 M, pH 7)
e 1,0 mL de solugao de amido a 1%, sendo entéao
incubados a 30°C (5 minutos). Apds este periodo,
foi adicionado 0,5 mL de solu¢do de Lugol 50% e
1 mL de agua destilada, e em seguida, efetuou-
se a leitura em espectrofotdmetro a 620 nm. As
absorbancias foram calculadas segundo a AOAC
(1965), segundo a equagao:

AT = [(substrato a 620 nm — leitura 620 nm)
/5 min x A)] x (20 min / 0,5 min x 0,5 g de massa
fresca),

em que:
AT = Atividade Total da enzima a-amilase;
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substrato a 620 nm = controle negativo (tampéo
acetato, solugdo de amido a 1% e solugéo de lugol
a 50%);

leitura 620 nm= extrato enzimatico (tampéo acetato,
solugdo de amido a 1% e solugéo de lugol a 50%e
A =1 pg de amido.

Os dados foram expressos em ug de amido
hidrolizado min-' por g de material fresco-.

A atividade da peroxidase foi avaliada com
adicdo de 1 mL de tampao fosfato de potassio (0,2M;
pH 7,0) a 1 mL dos extratos enzimaticos, mantidos
em banho-maria a 25°C. Em seguida, adicionou-se
500 pL de guaiacol (0,5%) e 500 pL de peroxido de
hidrogénio (0,08%), sendo imediatamente realizada
a leitura de absorbéancia a 470 nm (Putter, 1974).

Para o calculo da atividade enzimatica,
U.mL~, foi empregada a equagao:

U.min'=(A/€)x (1/ Ve)x FD x (1/t) x 1000

em que:
U.min-'= unidade de atividade por mL;

A = absorbancia;

€ = absortividade molar do tetraguaiacol (26.600 mol-
'cm-') ou absortividade do catecol (26.900 mol-*cm-);
Ve= volume da solugéo de enzima utilizada no
ensaio (mL);

FD = fator de diluicdo (diluicdo do extrato bruto
enzimatico) e;

t = tempo de reagdo em minutos

A atividade da catalase foi determinada com
adicao de 3 mL de peroxido de hidrogénio (12,5 mM)
em agua destilada a 100 pL de extrato enzimatico a
30°C. A atividade da catalase foi determinada pela
medi¢do da redugdo na absorbancia das amostras
a 240 nm, em consequéncia do consumo de H,O,,
usando-se o coeficiente de extingdo molar de 36 M-
cm-' (Anderson et al., 1995) e calculada segundo a
férmula (Bracht et al., 2003):

vol de incubagéo x a tg (min -') = unidades de enzima

Atividade da catalase (umol min-)=

(a tg) = AA /At ; sendo:

a tg= variagdo da tangente

AA= a variacado da absorbancia e
At = a variagao do tempo (minutos).

A atividade da polifenoloxidase foi
determinada com adi¢cdo de 1 mL de tampao fosfato
de potassio (0,05 M, pH 6,0) e 0,5 mL de catecol
0,1 M, a 1 mL do extrato enzimatico e incubacao
a 30°C (30 minutos) com posterior transferéncia

Coeficiente de extingdo molar da enzima (g)

para um banho de gelo. A esta se adicionou 0,5
mL de acido perclorico 1,4%, deixando-se em
repouso por 10 minutos e posterior leitura a 395 nm
(Duangmal & Apenten, 1999). A atividade da enzima
polifenoloxidase foi calculada usando a mesma
equacao para o calculo da atividade da peroxidase,
citada anteriormente (Putter, 1974; Duangmal &
Apenten, 1999; Zeraik et al., 2008):

Para cada amostra avaliada, o delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com
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quatro tratamentos (controle em agua destilada
e 250, 500 e 1000 ug.mL-*das amostras) em trés
repeticdes. Os dados foram submetidos a analise
de variancia e as médias foram comparadas pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade com auxilio
do programa SISVAR. As médias obtidas foram

calculadas em porcentual em relagéo ao controle.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados obtidos no experimento que
avalia a interferéncia do extrato e fracbes sobre a

Alface - L. sativa L.
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FIGURA 1. indice mitético em células meristematicas de raizes de plantulas de alface, expostas a diferentes
concentragdes do extrato bruto (EEB), a fragdo hexanica (FH), cloroférmica (FCL), fragdo acetato de etila (FAE)
e fragao hidroalcodlica remanescente (FR) obtidas de Bauhinia ungulata L. Dados expressos em percentual em
relacdo ao controle . *A média do tratamento difere significativamente (p < 0,05) em comparagdo com a média

do controle, pelo teste de Tukey.
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divisdo celular sao ilustrados na Figura 1 A-D. O
aumento da concentragao do extrato e fragbes gerou
maior acgao inibitéria sobre a atividade mitdtica,
sendo mais expressivo sob influéncia da fragcéao
FAE (Figura 1-A).

A fragdo FAE (1000 pg.mL-') gerou uma
taxa de inibicao de 51,9% das células em anafase
(Figura 1-D), 50,1% em metafase (Figura 1-C),
44.4% em telofase (Figura 1-E) e 30,1% em profase
(Figura 1-B) em relacao as células das plantulas do
controle. Efeitos estimulatdrios foram observados
sobre a préfase nas menores concentragdes do EEB
e fragdes FH, FCL e FR. O predominio de efeitos
inibitdrios sobre as diferentes fases da mitose em
células meristematicas nas raizes das plantulas
de alface levam a uma diminug&o no crescimento,
tendo em vista que esta regiao meristematica é a
responsavel pela produgado de novas células e esta
estreitamente relacionada com o crescimento das
raizes (Adam & El-Ashry, 2010).

Com relacao a alteragbes na divisao celular,
foi observado que a concentragao de 250 ug/mL da
FH e FCL estimularam a divisdo celular em raizes
de alface. As concentragdes de 500 e 1000 pg/mL
dessas fragdes, o EEB, FAE e FR diminuiram o
numero de células em diviséo, sendo que a FAE
foi a fragdo que provocou um maior efeito inibitério
quando comparado ao controle (Figura 1 A). O
mesmo efeito foi observado nas células em préfase
para o EEB, FH e FCL, causando um estimulo
nessa fase da divisdo celular. As demais fragbes
inibiram o nimero de células em profase quando
comparadas ao controle, com acentuada atividade
para a concentragao de 1000 ug/mL da FAE e FR
(Figura 1 B).

O aumento do numero de células em
mitose pode ser atribuido a redugao da toxicidade
e citotoxicidade (Gonzalez et al., 2011). Por outro
lado, alteragdes na divisdo celular observadas
principalmente na profase, podem ser prejudiciais
as células, pois podem levar a proliferagéao celular
desordenada e formacéo de calos em raizes (Leme
& Marin-Morales, 2009).

O EEB e fragdes reduziram o numero
de células em metafase, anafase e teléfase com
efeitos inibitdrios mais acentuados para a FAE.
Efeitos de estimulo nao foram observados nessa
fase de diferenciacao celular (Figura 1 C, D e E).
O crescimento celular depende de um processo
normal da mitose (Ding et al., 2010). A divisao
uniforme de todos os componentes celulares permite
um crescimento equilibrado para o organismo
(Reigosa et al., 2006). O controle da progressao
do ciclo celular e o numero de células em diviséo
definem o crescimento e morfogenese da planta,
e qualquer alteragdo no tempo e ordem desses
eventos, ird atuar como um fator critico no seu
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desenvolvimento (Reigosa et al., 2006). Assim, as
respostas observadas tanto para estimulo quanto
inibicdo podem estar relacionadas a concentragao
necessaria para causar fitotoxicidade. Neste
contexto, Reigosa et al. (1999) relataram que os
efeitos dos aleloquimicos nos diferentes processos
fisioldgicos de uma planta sdo dependentes da
concentragdo, ou ao menos se espera que sejam,
promovendo ativagdes em baixas concentragdes e
inibicdes em altas concentracgoes.

Os flavonoides quercetina, quercetina-3-
Oarabinofuranosidio e quercitrina foram isolados das
folhas da Bauhinia ungulata (Maia Neto et al., 2008),
e a atividade fitotoxica deste grupo de metabdlitos
secundarios ja foi reportada na literatura (Melos et
al., 2007, Almeida et al., 2008). Assim é esperado
que estes flavonoides possam estar presentes na
FAE, e desta forma é possivel supor que tais efeitos
do extrato e fragdes observados nos experimentos
se devam em grande parte a estas substancias.
Estes compostos podem ser responsaveis, isolado
ou sinergicamente, pela interferéncia nos processos
fisioldgicos durante a fase de desenvolvimento das
espécies-alvo em estudo (Einhellig, 1986).

Nos ensaios enzimaticos (Tabela 1), foi
observado que os extratos e fragbes aumentaram
o conteudo de a-amilase em L. sativa. O EEB e
FH provocaram consideravel aumento na atividade
desta enzima quando comparada as demais fragdes.

Somente a FAE 500 e 1000 pyg.mL+ nao
promoveram aumento da atividade enzimatica,
apresentando resultados semelhantes ao controle.
A a-amilase € uma enzima hidrolitica sintetizada
durante as primeiras fases da germinacéo,
responsavel pela conversao do amido em agucares
utilizados especialmente para o crescimento da
plantula (Carvalho & Nakagawa, 1988). O aumento
da atividade desta enzima pode estar 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).

Na avaliagdo da atividade das peroxidases
foram observados estimulo e inibigdo com as
amostras obtidas de B. ungulata. As peroxidases séo
responsaveis pela remogao de atomos de hidrogénio
dos grupos alcoois hidroxicinamicos, cujos radicais
se polimerizam para formar a lignina (Viecelli et al.,
2010), e estao relacionadas a eventos que envolvem
indugcado de resisténcia ou adaptacao frente a
condi¢bes adversas que geram estresse (Cavalcanti
et al., 2005), ou seja, € uma protecao antioxidativa.
Apesar disso, néo é observado um comportamento
padrao (Cavalcanti et al., 2005), pois depende do
tipo de indutor, concentragédo, tempo apds a sua
aplicagao na planta e patossistema em estudo.
Viecelli (2010) também observou redugao na
atividade de peroxidases em feijoeiro tratado com
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TABELA 1. Atividade enzimatica de L. sativa (alface) frente ao extrato bruto etandlico e fragdes obtidas

folhas de B. ungulata L.

de

a-AMILASE (ug de amido hidrolizado min-* por g de material

PEROXIDASE (U.min")

fresco-)
Amostra 250 pg.mL~ 500 pg.mL- 1000pg.mL~ 250 pg.mL- 500 pg.mL- 1000 pg.mL~
EEB 40,45+0,77 « 34,85+1,29 31,011,271 0,02+0,02- 0,02+0,02- 0,03+0,02-
FH 28,07+1,06n 27,85%1,11n 25,87+1,27» 0,23+0,01% 0,16+0,02¢ 0,08+0,01¢
FCI 19,07+0,26' 22,05+0,70¢ 10,65+1,23¢ 0,23+0,02% 0,13+0,01< 0,03+0,006-
FAE 14,20+0,87¢ 4,9310,27- 6,91+0,50= 0,12+0,01< 0,02+0,01- 0,24+0,01¢
FR 11,27+0,60c¢ 8,40+0,07¢° 12,87+1,80¢ 0,19+0,01¢ 0,02+0,01- 0,11£0,02¢-
Controle 4,1310,40- 4,1310,40- 4,130,402 0,09+0,01% 0,09+0,01¢ 0,09+0,01%
CATALASE (umol min“g de material fresco) POLIFENOL OXIDASE (U.min-")

250 pg.mL- 500 pg.mL~ 1000pg.mL- 250 pg.mL- 500pg.mL- 1000pg.mL-
Amostra
EEB 0,12+0,01< 0,32+0,04 0,30+0,02 5,58+0,24 11,240,437 9,72+0,21
FH 0,25+0,01¢ 0,15+0,02¢ 0,15+0,03¢ 13,15+1,93¢ 10,74+1,05¢ 7,990,467«
FCl 0,24+0,07¢ 0,1140,02= 0,07+0,04% 16,29+0,15¢ 8,54+0,38 8,76+0,3 1
FAE 0,01+0,02= 0,11+0,03« 0,160,002 4,86+0,27- 5,14+0,10- 9,420,34ccf
FR 0,13+0,01< 0,09+0,01- 0,14+0,02- 7,3241,140 4,0810,22= 4,50+40,40¢
Controle 0,18+0,05¢ 0,18+0,054- 0,18+0,05¢ 7,7210,71< 7,72+0,71< 7,72+0,71<

Extrato Etandlico Bruto (EEB), fragdo hexanica (FH), fragdo cloroférmio (FCI); fracdo acetato de etila (FAE) e fragdo hidroalcodlica
remanescente (FR). Médias seguidas com a mesma letra na mesma coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p

<0,05).

extrato aquoso de Pycnoporus sanguineus a 10% e
inoculado com Pseudocercospora griseola (patdbgeno
causador da Mancha Angular). O mesmo extrato, na
concentragao de 20%, incrementou a atividade de
peroxidases no quarto dia apos a inoculagédo, mas
reduziu no quinto e sétimo dias. Esse comportamento
oscilante na atividade de peroxidases também foi
descrito por Baldo (2008) utilizando esses mesmos
extratos aquosos em feijoeiro inoculado com
Colletotrichum lindemuthianum. No experimento
realizado com B. ungulata registrou-se tanto efeitos
estimulatério como inibitérios, dependendo da
fragcao e concentragao testada, mas nao foi possivel
verificar se a mesma amostra apresentou os dois
comportamentos tendo em vista que a avaliagao
foi realizada somente no sétimo dia apods o inicio
do crescimento.

Na avaliagdo da atividade da catalase
houve estimulo na atividade enzimatica sob agéo
do EEB nas duas maiores concentragdes, e inibigcao
com a FAE 250 pg.mL-, FCL 1000 pg.mL e FR 500
pg.mL-. As outras amostras foram estatisticamente
semelhantes ao controle. A catalase esta envolvida
diretamente na remocgao do peréxido de hidrogénio
(Riedle-Bauer, 2000) e uma atividade aumentada

desta enzima, sugere maior protecao e eficiéncia.

O EEB e fragdes estimularam a produgao
da polifenol oxidase em alface, e o EEB (500
pug.mL), FH (250 e 500 ug.mL-") e FCL (250 pug.mL-)
causaram estimulo superior a FAE e FR . Um efeito
inibitério foi observado para o EEB (250 ug.mL+),
FAE (250 e 500 pug.mL-"), FR (500 e 1000 pg.mL-).
A enzima polifenol oxidase é uma oxido-redutase
responsavel pela aparéncia escura de produtos
agricolas descascados e em mecanismos de
defesa das plantas, sendo geralmente encontrada
em maior atividade em tecidos infectados. A
importancia da atividade desta enzima na resisténcia
a doencas é provavelmente devido a propriedade
de oxidar compostos fendlicos, resultando em altas
concentragdes de produtos toxicos de oxidagao
(Campos et al, 2004).

A producgéo de EROs pode ser estimulada
pelos aleloquimicos por diversos mecanismos, e
0 aumento destas espécies leva principalmente a
um aumento da atividade de peroxidases, catalase
e polifenol oxidase, entre outras, provavelmente
como defesa da planta contra agao fitotéxica
destes compostos (Campos et al., 2004; Soares
& Machado, 2007; Almeida et al., 2008). Nos
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experimentos realizados é observado que nem todas
as amostras promoveram ativagéo das enzimas.

Pode-se inferir que o extrato e fragbes
obtidos das folhas de Bauhinia ungulata L.
apresentam efeitos fitotoxico ao interferir na
diviséo celular com predominio de efeitos inibitérios
sobre as diferentes fases da mitose em células
meristematicas nas raizes das plantulas de alface
que levam a diminuicdo do crescimento das
mesmas.

Efeito inibitoério expressivo sobre as
diferentes fases da mitose foi observado com a
FAE. Com relagdo a atividade enzimatica houve
predominio de aumento da atividade para a alfa
amilase. Estimulo, inibicdo ou nenhuma alteragéo
com relagdo as atividades das peroxidases,
catalases e polifenol oxidases foram observados
dependendo da amostra e concentragao.

Os resultados obtidos indicam potencial
fitotoxico do extrato etandlico e das fragbes do
mesmo, obtidos a partir de folhas de B. ungulata,
devido a presenga de compostos com atividade
inibidora ou estimulatdria sobre o indice de mitoses
em células meristematicas das raizes e na alteragéo
da produgao das enzimas alfa amilase, peroxidase,
catalase e polifenol oxidase em plantas de alface.

AGRADECIMENTOS

A Capes pelo suporte financeiro e bolsas
de doutorado, a Sra. Geciane Mirian da Silva pelo
auxilio com a coleta do material e ao Herbario da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul pela
identificacao da espécie.

REFERENCIAS

ADAM, F.I.M; EL-ASHRY, Z.M. Evaluation of genotoxicity
of 4-n-nonylphenol using Vicia faba L. Journal of
Biological Sciences, v.10, n.4, p.368-372, 2010.

AEBI, H. Catalase in vitro. Methods in Enzymology,
v.105, p.121-126, 1984.

ALMEIDA, G.D. et al. Estresse oxidativo em células
vegetais mediante aleloquimicos. Revista da Faculdads
Nacional de Agronomia, v.61, n.1, p.4237-4247, 2008.

ANDERSON, M.D. et al. Changes in isozyme profiles of
catalase, peroxidase, and glutathione reductase during
acclimation to chilling in mesocotylus of maize seedlings.
Plant Physiology, v.109, n.4, p.1247-1257, 1995.

AOAC. Association of Official Agricultural Chemists.
Official methods of analysis. 10.ed. Washington:
Editorial Board, 1965. 656p.

BALDO, M. Aspectos histolégicos e bioquimicos da
inducado de resisténcia em feijoeiro e atividade
antifungica por derivados de Pycnoporus
sanguineus. 2008. 83p. Dissertacdo (Mestrado — Area
de Concentragdo em Agronomia) — Centro de Ciéncias
Agrérias, Universidade Estadual do Oeste do Parana,

583

Marechal Candido Rondon.

BRACHT, A. et al. Enzimas. In: BRACHT, A.; ISHII-
IWAMOTO, E.L. Métodos de laboratério em
Bioquimica. v.1, Maringa: Manole, 2003. p.103-137.

CAMPOS, A.D. et al. Atividade de peroxidase e
polifenoloxidase na resisténcia do feijdo a antracnose.
Revista de Agropecuaria Brasileira, v.19, p.637-643,
2004.

CARVALHO, N.M.; NAKAGAWA, J. Sementes: ciéncia,
tecnologia e produgao. 3. ed. Campinas: Fundagao
Cargill, 1988. 424 p.

CAVALCANTI, L.S. et al. Aspectos bioquimicos e
moleculares da resisténcia induzida. In: CAVALCANTI,
L.S. et al. Indugao de resisténcia em plantas a
patoégenos e insetos. Piracicaba: FEALQ, 2005,
p.81-124.

DING, L. et al. Regulation of cell division and growth in
roots of Lactuca sativa L. seedlings by the entkaurene
diterpenoid rabdosin B. Journal of Chemical Ecology,
v.36, p.553-563, 2010.

DUANGMAL, K.; APENTEN, R.K.O. A comparative study
of polyphenoloxidases from taro (Colocasia esculenta)
and potato (Solanun tuberosum var. romano). Food
Chemistry, v. 64, p. 351-359, 1999.

EINHELLIG, F. A. Mechanisms and modes of action of
allelochemicals. In: PUTNAM, A. R; TANG, C. H.-S.
(ed.). The Science of Allelopathy. Nova York: John
Wiley and Sons, 1986. p.171-188.

GONZALEZ, P.S. etal. Evaluation of phenol detoxification
by Brassica napus hairy roots, using Allium cepa test.
Environmental Science and Pollution Research,
v.18, n.1, p.482-491, 2011.

JACOBSEN, J.V. et al. Water stress enhances
expression of an alpha-amylase gene in barley leaves.
Plant Physiology, v.80, p.350, 1986.

KATO-NOGUCHI, H. et al. Phytotoxic substances with
allelopathic activity may be central to the strong
invasive potential of Brachiaria brizantha. Journal
of Plant Physiology, v.171, n.7, p.525-530, 2014.

LEME, D.M.; MARIN-MORALES, M.A. Allium cepa
Test in environmental monitoring: a review on its
application. Mutation Research, v.682, p.71-81,
2009.

MACIAS, F.A. et al. Search for a standard phytotoxic
biossay for allelochemicals. Selection of standard
target species. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v.48, p.2512-2521, 2000.

MAIANETO, M. et al. Flavonoids and alkaloids from leaves
of Bauhinia ungulata L. Biochemical Systematics and
Ecology, v.36, p.227-229, 2008.

MAULI, M. M. et al. Alelopatia de Leucena sobre soja e
plantas invasoras. Semina: Ciéncias Agrarias, v.30,
p.55-62, 2009.

MELOS J.L.R.; HONDA N.K. Constituintes quimicos
e avaliagcao do potencial alelopatico de Adiantum
tetraphyllum Humb. & Bonpl. ex. Willd (Pteridaceae).
Quimica Nova, v.30, p.292-297, 2007.

MORAIS, S.M. et al. Plantas medicinais usadas pelos
indios Tapebas do Ceara. Brazilian Journal of
Pharmacognosy, v.15, p.169-177, 2005.

MOURAO JUNIOR, M.; SOUZAFILHO, A.P.S. Differences
in Allelopathic Activity Patterns in Leguminosae. Planta
Daninha, v.28, p.939-951, 2010.

Rev. Bras. PI. Med., Campinas, v.17, n.4, p.577-584, 2015.



584

PAULA, C.S. et al. Atividade alelopatica do extrato e fragbes
das folhas de Dasyphyllum tomentosum (Spreng.)
Cabrera. Revista de Ciéncias Farmacéuticas Basica
e Aplicada, v.35, n.1, p.47-52, 2014.

PERGO, E.M., ISHII-IWAMOTO, E.L. Changes in energy
metabolism and antioxidant defense systems during
seed germination of the weed species Ipomoea triloba
L. and the responses to allelochemicals. Journal of
Chemical Ecology, v.37, p.500-513, 2011.

PUTTER, J. Peroxidases. In Bergmeyer H.U. Methods
of Enzymatic Analysis. 2. Weinhan: Verlag Chemie,
1974, p.685-690.

REIGOSA, M.J. et al. Ecophysiological approach in
allelopathy. Critical Reviews in Plant Sciences, v.18,
1999. p.577-608.

REIGOSA, M. J. et al. Cell cycle analyses for understanding
growth inhibition, In: Reigosa, M.J.; Pedrol, N.;
Gonzalez, L. (Ed). Allelopathy: A Physiological
Process with Ecological Implications. Netherlands:
Springer, 2006, p.141-156.

RIAL, C. et al. Phytotoxicity of Cardoon (Cynara
cardunculus) Allelochemicals on Standard Target
Species and Weeds. Journal of Agricultural and food
chemistry, v.62, n.28, p.6699-6706, 2014.

RIEDLE-BAUER, M. Role of Reactive Oxygen Species
and Antioxidant Enzymes in Systemic Virus Infections
of Plants. Journal of Phytopathology, v.148, p.297-
302, 2000.

SOARES, A.M.S.; MACHADO, O.L.T. Defesa de plantas:
sinalizagdo quimica e espécies reativas de oxigénio.
Revista Trépica, v.1, p.9 -18, 2007.

TREVISAN, R.R. et al. Avaliacdo da atividade fitotoxica
com enfoque alelopatico do extrato das cascas de
Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent Ulmaceae e purificagéo
de dois triterpenos. Revista Brasileira de Plantas
Medicinais, v.14, p.494-499, 2012.

VIECELLI, C.A. etal. Indugéo de resisténcia em feijoeiro a
mancha angular por extratos de micélio de Pycnoporus
sanguineus. Summa Phytopathology, v.36, p.73-80,
2010.

ZERAIK, A.E. et al. Desenvolvimento de um spot test
para o monitoramento da atividade da peroxidase em
um procedimento de purificagdo. Quimica Nova, v.31,
p.731-734, 2008.

WANG, Q. et al. Allelopathic activity and chemical
constituents of walnut (Juglans regia) leaf litter in walnut-
winter vegetable agroforestry system. Natural Product
Research, v.1, p.1-4, 2014.

Rev. Bras. PI. Med., Campinas, v.17, n.4, p.577-584, 2015.



