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RESUMO

ALVES, Luiziene Soares. Impacto do boro na produtividade de gréos, teor e
gualidade do 6leo e potencial bioldgico de extratos de folha e capitulo de girassol.
2019. 71p. Tese (Doutorado em Quimica). Instituto de Quimica, Departamento de
Bioquimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

O girassol tem destaque na industria alimenticia pela qualidade do seu dleo. Suas
propriedades vém despertando especial interesse nas pesquisas quimicas devido aos seus
metabolitos especiais com potencial bioldgico. Um fator limitante para essa cultura é a
disponibilidade de boro, que atua em processos fisioldgicos e morfolégicos e, portanto,
reflete em aspectos quimicos e agronémicos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
produtividade de gréos, o teor e a qualidade do 6leo do girassol, bem como o potencial
antioxidante e alelopético de extratos de tecidos de girassol cultivados sob fornecimento
diferencial de boro. No experimento de campo, trés genotipos de girassol (Helio251,
BRS323 e BRS324) receberam diferentes doses de boro:0; 2,5; 5 e 8 kg.ha™. A
sensibilidade ao boro foi avaliada através do montante de grdos produzidos, teor e
qualidade do 6leo, e quantidade de boro presente nos graos. O potencial bioldgico foi
determinado no gendtipo mais sensivel ao boro (Helio251). Foram preparados extratos
aquosos (0,1 e 0,5%) e etanolicos (0,025 e 0,050%) com tecidos de folhas e capitulos
coletados no campo durante a fase R5. Posteriormente, ensaios in vitro e in vivo
permitiram estimar a capacidade antioxidante. Adicionalmente, para os extratos aquosos
(2,5; 5 e 10%) de folha e capitulo foi realizada a avaliagdo do potencial alelopéatico sobre
a germinacdo de Digitaria insularis. Como resultado, no experimento de campo, 0S
genotipos apresentaram respostas diferenciadas a adubagdo com boro. Este
micronutriente influenciou a produtividade de grdos nos genotipos Helio251 e BRS323,
e no teor de Oleo em todos os gendtipos. No entanto, a adicdo de boro ndo foi
correlacionada ao perfil dos acidos graxos insaturados majoritarios e proteina no gréo.
Apesar disso, foi verificada a diferenca genotipica na qualidade do Oleo, tanto no
parametro dos acidos graxos quanto no teor de proteina bruta. A avaliacdo dos extratos
hidroalcoolicos e aquosos de folhas e capitulo nos ensaios quimicos confirmou a presenca
de substancias fenolicas, a capacidade antioxidante (testes de ABTS e FRAP) e auséncia
de flavonoides. Através da andlise por CLAE-DAD., foi confirmada a presenca de
substancias antioxidantes clorogénicas em ambos 0s tipos de extracdes. Nos ensaios in
vivo, com 0 modelo bioldgico Saccharomyces cerevisiae, extratos aquosos e etanolicos
de plantas cultivadas sob condi¢cdes adequadas de B apresentaram atividade antioxidante.
No entanto, o extrato de capitulo nas mesmas condi¢cdes protegeu mais as leveduras dos
danos oxidativos. Este trabalho permitiu a observacdo das multiplas funcbes do B, e
potencial biol6gico nos extratos de folhas e capitulos de girassol. O micronutriente pode
influenciar a producéo da cultura do girassol tanto de maneira negativa quanto positiva,
a depender da dose aplicada e do genotipo escolhido. Em sintese, a quantidade de
substancias de carater antioxidante é alterada de acordo com a dose de B fornecida. Além
disso, o girassol possui metabdlitos especiais com potencial alelopatico e antioxidante
com potencialidade para aplicacdo nas industrias quimica e agricola.

Palavras-chave: Helianthus annuus L., capacidade antioxidante, potencial alelopatico



ABSTRACT

ALVES, Luiziene Soares. Impact of boron on grains productivity, content and quality
of the seed oil, and biological potential of leaf and capitulum extracts of sunflower.
Thesis (PhD in Chemistry, Agro-biochemistry). Instituto de Quimica, Departamento de
Bioquimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

The use of sunflower on food industry is valuable, due to its high grain productivity and
oil quality. Some inherent properties of sunflower have been generating special interest
on chemical research because of special metabolites with biological potential.
Nevertheless, a limiting factor to be considered for sunflower characteristics is the
nutrient availability. Regarding essential micronutrients for desirable productivity and oil
quality, it is noticed that sunflower’s culture has high sensibility to excessive input of
Boron element (B). This element acts on physiological and morphological processes and,
therefore, it affects chemical and agronomic aspects. This work aims to evaluate
sunflower’s grain productivity, content and quality of the seed oil. Moreover, the
biological potential of sunflower’s tissue extracts grown under differential boron supply.
During field experiments, three sunflower’s genotypes (Helio251, BRS323 and BRS324)
were supplied with different doses of B: 0, 2.5, 5 and 8 kg ha™. The B sensibility was
evaluated using the amount of grains, content and quality of the seed oil, and B content
in grains. The biological potential was determined using the highest B-sensitive genotype
(Helio251). Aqueous (0.1 and 0.5%) and ethanolic (0.025 and 0.050%) extracts were
produced using leaf and capitulum tissues, which were collected during R5 field stage.
Afterwards, “in vitro” and “in vivo”assays led us to estimate antioxidant capacity and
activity, respectively. Furthermore, aqueous extracts of leaf and capitulum (2.5, 5 and
10%) were evaluated in relation to its allelophatic potential on seed germination of
Digitaria insularis. As a result, genotypes showed distinct response for B fertilization on
field experiment. This micronutrient influenced grain productivity of the Helio251 and
BRS323, and oil content in all genotypes. However, B was not recognized on major
unsatured fatty acid profiles and grain protein. Despite of that, it was observed
genotypical differences in oil quality, either on fatty acid parameters or on crude protein
content. In vitro evaluation of hydroalcoholic and aqueous extracts of leaves and
capitulum using ABTS and FRAP confirmed phenolic content, absence of flavonoids and
antioxidant capacity. Also, the Saccharomyces cerevisiae biological model shown
antioxidant activity in aqueous and ethanolic extracts using “in vivo” assays. In the other
hand, some better values for antioxidant activity were found using ethanol as extraction
solvent. In HPLC-PDA analysis, it was confirmed chlorogenic antioxidant compounds.
As a result, this work led us to evidence multiple functions of B, and its biological
potential in sunflower leaves and capitulum extracts. It was noticed that B element
influences sunflower crop production either negatively or positively, depending on the
applied dose and genotype. In summary, the amount of antioxidant components may
change with variations of B supply. Moreover, sunflower has special metabolites with
allelopathic and antioxidant contents that have potential to be useful for both chemical
and agricultural industries.

Key-words: Helianthus annuus L., antioxidant capacity, allelophatic potential.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 Anélise quimica de amostras compostas de solo (0-20 cm e 20-40 cm de
profundidade), coletadas na area experimental na Faculdade de Ciéncias Agrérias da
Universidade Federal da Grande Dourados, municipio de Dourados-MS..................... 22

Tabela 2 Teor de B nos capitulos na 12 coleta (fase R5) e nos capitulos e grdos na 22
coleta (final do ciclo) dos gen6tipos de girassol BRS323, BRS324 e Helio251, cultivados
sob diferentes doses de B (0; 2,5; 5 e 8 kg.ha), na fazenda experimental da Universidade
Federal da Grande DoUrados (IMS). ........coiuieiiiiiiiiniiesee et 33

Tabela 3 Percentual de proteina bruta nos grdos de diferentes gendtipos de girassol
(BRS323, BRS324, Helio251) submetidos a adubacéo diferenciada de B (0; 2,5; 5 e 8
KO NA™D). e 36

Tabela 4 Identificacdo dos ésteres metilicos dos &cidos graxos presentes nos genotipos
de girassol Helio251, BRS323 e BRS324, cultivados na Fazenda Experimental da
Universidade Federal da Grande Dourados-MS............ccccceeviieiiieeeniie e 37

Tabela 5 Teores (%) de acido linoleico e oleico presentes no 6leo dos gendétipos de
girassol BRS 323, BRS 324, Helio251 cultivados com diferentes doses de B (0; 2,5; 5 e
8 kg.ha), aplicadas N0 PIANtIO. ..........cccvveviviiiieice e 38

Tabela 6 Teores (%) de acido palmitico e estearico presentes no 6leo dos genotipos de
girassol BRS 323, BRS 324, Helio251 cultivados com diferentes doses de B (0; 2,5; 5 e
8 kg hal), aplicadas N0 PIANLIO. ..........ccveveeveieieecieee et 39

Tabela 7 Fenolicos totais e FRAP dos extratos foliares dos tipos aquosos e
hidroalcoolicos de plantas de girassol (Helio251), cultivadas com diferentes doses de B
(a1 071110 Lo FA PP P P PP RTPPPPPPPPPPP 47

Tabela 8 Fendlicos totais, FRAP e ABTS dos extratos de capitulo dos tipos aquoso e
hidroalcodlico de plantas de girassol (Helio251) cultivadas com 2,5 kg.ha® de B no
(07211 0o JR TSP PPT PP TPPPPPPPP 49

Tabela 9 indice de velocidade de germinacdo (IVG) das sementes de capim-amargoso
tratadas com diferentes doses de extrato aquoso de folha e capitulo de girassol. .......... 56

Tabela 10 Extravasamento de eletrélitos de sementes e plantulas de capim-amargoso
submetidas a diferentes tratamentos com extrato aquoso de folha e capitulo de girassol.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 Aleloquimicos encontrados em folhas de girassol cv. Peredovick. 1-
helivypolido D, 2- helivypolido E, 3- leptocarpin, 4- annuolido F, 5- 8p-
angeloiloxicumambranolido, 6- heliannuol J, 7- deidrovomifoliol, 8- Annuinono D, 9-
heliannono A, 10- kukulkanino B, 11- heliannona B, 12- tambulina e 13- (+)-loliolido
(MACIAS €t al. 1999)......i it e et eataeaneeenree s 2

Figura 2 Imagem ilustrativa do receptaculo floral: A- Flores Tubulares. B- Flores
liguladas. Foto capturada na fase R5 do cultivo do girassol, em 28/03/2016 (Fonte: o
LU 0] ) RO PO P PP PR UPPTPPRTPPRUPROPIN 4

Figura 3 Representacdo das fases do estagio reprodutivo (R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7,
R8 e R9) de plantas de girassol cultivadas em casa de vegetacao, conforme descritas por
Schneiter; Miller (1981); AIVES (2014)......ccouiiiiiiiieiiieeie e 5

Figura 4 Esquema simplificado do transporte de B através dos canais NIP5;1 e NIP6;1 e
do transportador BOR1 presentes nas plantas em condi¢des de abundantes ou escassas do
nutriente (adaptado de PRINCI et al., 2015). .....cooviiiiiiiieiiieiecie e 8

Figura 5 Esquema simplificado da biossintese de substancias fenolicas a partir da
fenilalanina (TAIZ; ZEIGER, 2013)......ccoiuiiiiiiieiie e e e seee e see e 12

Figura 6 Estruturas quimicas: derivados do acido cinamico (A), derivados do &cido
0T gV40 Y (oo TN (= ) TSP SURRSTI 13

Figura 7 Esquema simplificado do balango hormonal (ABA e etileno) e de formacéo de
EROs durante a germinacéo de sementes de mostarda embebidas em agua ou no extrato
foliar de girassol (adaptado de BOGATEK; GNIAZDOWSKA, 2007).......cccccevvvrennnen. 18

Figura 8 Cultivo dos genotipos de girassol (BRS324, BRS323 e Helio251) com
diferentes doses de boro na area experimental da Universidade Federal da Grande
Dourados (UFGD). A- Aplicacdo dos tratamentos com B (0; 2,5; 5 e 8 kg. ha); B- 10
DAE (estagio V2), realizacdo do desbaste; C- plantas no estagio R5, primeira coleta; D-
Plantas no final do ciclo (estagio R9), segunda coleta............cccoeevveiiieeiiie i, 22

Figura 9 A e B - digestao sulfarica das amostras de gréos trituradas, dentro da capela de
exaustdo; C- destilacdo por arraste a vapor; D- titulacdo das amostras. ........................ 23

Figura 10 Procedimento de extracdo do 6leo no extrator de Sohxlet, filtracdo do solvente
e evaporacao do solvente em rota evaporador. ..........cccouveeiuieeiiiee i 24

Figura 11 Esquema simplificado das etapas do ensaio de viabilidade celular das cepas de
S. cerevisiae tratadas com extrato aquoso e etandlico de girassol, sob estresse oxidativo.
................................................................................................................................... 29

Figura 12 Curvas de regressdo do comportamento dos genotipos de girassol Helio251,
BRS323 e BRS324 em fungio das doses de B aplicada no campo (0; 2,5; 5; e 8 kg.ha™).
A - Teores de B nos capitulos + grdos (mg.kg?). B- Produtividade de grdos (g.planta™).
C- Numero de gréos produzidos por planta. D- Teor de 6leo (%). .......ccceeevvvveeviieennnn. 35



Figura 13 Correlagao entre os teores de 6leo (%) e o nimero de gréos produzidos dos
gendtipos de girassol BRS323 € HEl0251. ..........couiiiiiiiiieiccce e 35

Figura 14 Estruturas dos quatro principais &cidos graxos encontrados no éleo de girassol.
................................................................................................................................... 37

Figura 15 Efeito da caracteristica genotipica no perfil dos acidos graxos presente no 6leo
de diferentes gendtipos de girassol (BRS323, BRS324 e Helio251)........ccccccvevvveinnnnne, 39

Figura 16 Perfis dos ésteres metilicos de acidos graxos identificados por CG-EM no éleo
do genodtipo Helio251 de girassol, com dose de 0; 2,5; 5 e 8 kg.hal de B. ................... 40

Figura 17 Perfis dos ésteres metilicos de acidos graxos identificados por CG-EM no éleo
do gendtipo BRS323 de girassol, com dose de 0; 2,5; 5 e 8 kg.hat de B...................... 41

Figura 18 Perfis dos ésteres metilicos de acidos graxos identificados por CG-EM no éleo
do gendtipo BRS324 de girassol, com dose de 0; 2,5; 5 e 8 kg.ha de B...................... 42

Figura 19. Curvas de regressao dos extratos aquosos e hidroalcoolicos de folhas de
plantas de girassol (Helio251) submetidas a diferentes doses de B no campo (0; 2,5e 5
kg.hal). A - Curvas de regressdo dos teores de fenélicos totais dos extratos aquoso e
hidroacoolico. B - Curvas de regressdao da capacidade antioxidante pelo método de
reducdo do ion ferro (FRAP) dos extratos hidrodcoolicos e aquosos. C - Curvas de
regressdo da capacidade antioxidante pelo método ABTS dos extratos hidroacoolicos e
210 (1[0 1T P ST PP TPPPPPPPP 44

Figura 20 Perfil quimico do extrato hidroalcodlico de folha de plantas de girassol
cultivadas com 2,5 kg.ha™ de B por CLAE-DAD em fase reversa. .........c.ccoceevevevennne 45

Figura 21 Perfil quimico do extrato aquoso de folha de plantas de girassol cultivadas com
2,5 kg.ha™* de B por CLAE-DAD €M fase EVEISA. ..........ccvcveveevereeeereireeeieesieesieeeenanns 45

Figura 22 Substancias identificadas por CLAE-DAD no extrato aquoso e hidroalcodlico
de folha de plantas de girassol cultivadas com 2,5 kg.ha de B. ......c.cccoveveveveviveennnne, 46

Figura 23 (A) Teores de fendlicos totais encontrados nos extratos agquosos e
hidroalcoolicos de capitulos de girassol. (B) Capacidade antioxidante pelo método de
reducdo do ion ferro (FRAP) de extratos aquosos e hidroacoolicos de capitulos de
girassol. (C) Capacidade antioxidante pelo método ABTS de extratos aquosos e
hidroalcodlicos de capitulos de girassol. As barras representam o erro padrdo medio das
repeticdes, e seguidas das mesmas letras, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de SIGNIFICANCIA. ......eeiieieeeciie e 48

Figura 24 Ensaios de viabilidade celular de Saccharomyces cerevisiae apés 1 h de
exposicdo ao agente estressante H.O» (1,0 mM) e com pré-tratamentos com extratos
etanolico e aquosos de folhas de girassol (Helio251) por 2 h. A - Extrato aquoso de folhas
de plantas submetidas a dose de 2,5 kg.h* de B no campo. B - Extrato aquoso de folhas
de plantas submetidas a dose de 8 kg.h* de B no campo. C - Extrato etandlico de folhas
de plantas submetidas a dose de 2,5 kg.h™ de B no campo. D - Extrato etandlico de folhas
de plantas submetidas a dose de 8 kg.h™ de B no campo. As barras de erro representam o
erro padrdo médio (n=3). Os tratamentos seguidos das mesmas letras mindsculas nao
diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. ...............cc......... 50



Figura 25 Gréafico de viabilidade celular de Saccharomyces cerevisiae apos 1 h de
exposicdo ao agente estressante H202 (1,0 mM), e com pré-tratamento com extrato
aquoso de capitulo de girassol (Helio251) nas concentracGes de 0,1 e 0,5%. As barras de
erro representam o erro padrdo médio (n=3). Os tratamentos seguidos das mesmas letras
minUsculas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. .51

Figura 26 Ensaio para teste de atividade alelopética de extratos de folhas de girassol em
diferentes concentracdes (0; 2,5; 5 e 10%), sobre a germinagéo de capim-amargoso.... 54

Figura 27 Ensaio para teste de atividade alelopatica de extratos de capitulos de girassol
em diferentes concentracdes (0; 2,5; 5 e 10%), sobre a germinacéo de capim-amargoso.
................................................................................................................................... 54

Figura 28 Gréfico de sobrevivéncia das sementes de capim-amargoso durante 7 dias de
tratamento com extratos de folha e capitulos de girassol..........cccoveieiiniieicien 55

Figura 29 Extravasamento de eletrélitos (CE) das sementes submetidas a diferentes doses
de extrato aquoso de folha e capitulo de girassol. As barras representam o erro padrédo

MEMIO dAS FEPETIGOES. ...ttt ettt 57
Figura 30 Perfil quimico do extrato aquoso de folha por CLAE-DAD. ...........ccccceeueen. 59
Figura 31 Perfil quimico do extrato aquoso de capitulo por CLAE-DAD. .................. 59

Figura 32 Comparacéo do perfil quimico dos extratos aquosos de capitulo (rosa) e folha
(preto) por CLAE-DAD @ 280NM.......uiiiiiieiiiieecieeesiie e sie e ssee e siaeeesnvaeesnaaeesnnneesnseeeas 60



LISTAS DE ABREVIACOES

ABTS 2,2’- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido-sulfonico)
CAT Catalase
CG-EM Cromatografia em fase gasosa acoplado a espectrométro de massa

CLAE-DAD Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos

EROs Espécies reativas de oxigénio
FRAP Ferric Reducing Antioxidant Power
GPx Glutationa peroxidase

IVG indice de velocidade de germinacio
SOD Superoxido dismutase

YPD Y east/Peptone/Dextrose



SUMARIO

LINTRODUGAO ...ttt 1
2 REVISAO DE LITERATURA ..ottt 4
2.0 O GIRASSOL ...tttteeiitieee ettt e ettt e e ettt e e e ekttt e e e e bbbt e e e e Rttt e e R b bt e e e e n bt e e e e nnra e e e e e anees 4
2.2 O MICRONUTRIENTE BORO (B) ...vviiiieiiiieiie et 7
2.3. CAPACIDADE ANTIOXIDANTE E SUBSTANCIAS FENOLICAS......ccuvviieeiiiiieeesniieaeenns 10
2.4 ALELOPATIA ..ottt ettt ettt ekttt e e e ettt e e e e bbbt e e e e bbb e e e e e bbb e e e e s nnbneeeeaas 15
SOBUIETIVO... oottt ettt ettt et e e e e s na e e ra e e nreeaae e 20
OBJETIVOS ESPECIFICOS.....coiiiiiiieieieis ettt 20

A HIPOTESES. ..ottt 20
5 MATERIAL E METODOS ......coooiiiieeeee ettt en sttt en s 21
5.1 PRODUCAO DE GRAOS, TEOR E QUALIDADE DO OLEO DE TRES GENOTIPOS DE
GIRASSOL SOB DIFERENTES DOSES DE BORO .....cceiiiiiiiiiiiiiiie et 21
5.1.1 Area e conduGa0 d0 EXPEFIMENTO..........cceveveverereereccreeeeeieieses s s s 21
5.1.2 Determinacao de B no material vegetal.............coooeviiiiiiiiiiiine e, 23
5.1.3 Determinacao do teor de proteina bruta............cocceevvieiiinie e, 23
5.1.4 EXIragao d0 OlO0 ......ccueiiiiiiiiiiiie it 24
5.1.5 Analise do perfil do 6leo por cromatografia em fase gasosa.............c.......... 24
5.1.6 ANAIISE ESTALISTICA .. .c.vveivveeiiieiie et 25

5.2 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DE EXTRATOS DE GIRASSOL......ccvvveiiiienieeaieenineanns 25
5.2.1 Preparo d0S EXErat0S ......cccvuieiiireiiieeiieeessiie e stve e sae e see e e sae e e st e e sraeenenee s 25
5.2.2 Determinacao de fenOlicos tOtaIS.........cuveiiveeiiiee e 26
5.2.3 Determinacao de flavonoides totaiS..........cccuveiiveeiiiee e 27
5.2.4 Testes quimicos para a capacidade antioxidante .............cccccveevivveeriiveeiiinnnn 27
5.2.5 Ensaio bioldgico para capacidade antioxidante ..............cccccveeviiveeiiieeeiiinnnn 28
5.2.6 Andlise qualitativa dos extratos por CLAE-DAD..........cccccccvveeviiieeiiiieeiiiennn 29
5.2.7 ANALISE ESTALISTICA ....evveivveeiiiieiie e 30

5.3 POTENCIAL ALELOPATICO DE EXTRATOS DE FOLHAS E CAPITULOS DE GIRASSOL
SOBRE A GERMINAGAQ DE DIGITARIA INSULARIS ....covvieniieiniiesiieesieesieesniee e e nieesnnee e 30
5.3.1 ConduGao dO eXPErIMENTO .........eeeiieeeiiieeeiteeeesiieeesee e e e e e sae e e saeeesraeeaenees 30
5.3.2 MEt0d0S @NAITTICOS ......eeiviieiiiieiie et 31
5.2.3 indice de velocidade de germinacao (IGV) ........ccovevevevvvieeeeeeeeeee e 31
5.3.4 Extravasamento de eletrOlitos .........cocveiveiiiiiiiiiie e 31
5.3.6 ANALISE ESTALISTICA ....evveiveieiiiieiie e 31

6 RESULTADOS E DISCUSSAOQ .......coiieieiiiirieeeeteeteieeieesesen et en e, 32
6.1 PRODUGAO DE GRAOS, TEOR E QUALIDADE DO OLEO DE TRES GENOTIPOS DE
GIRASSOL SOB DIFERENTES DOSES DE BORO ......ciiiiiiiieiiiieiie st 32
6.1.1 Analise de Boro, produtividade de gréos e teor de 0l€0............cccccocvveevnnnenn 32
6.1.2 Teor de proteina bruta NOS Gra0S ........c.eeeivreeiieeiiire e e e s sieeesaae e 36
6.1.3 Qualidade dO OlEO........cccuvieeeecciiee e 36
6.1.4 CoNCIUSA0 PArCIAl .........ceeiiiieiiie e 43

6.2 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DE EXTRATOS DE GIRASSOL......cvieieeiiiieniieaieesneeann 43
2.2.1 Determinacéo da capacidade antioxidante in VItro..........cccccceevveeiiineeninnnn 43

6.2.2 Determinacdo da atividade antioxidante in VIVO ...........ccccovvieiiieiniieceniinenn 49



6.2.3 CONCIUSAOD PACIAL .......eiiiieiiieee e 52
6.3 POTENCIAL ALELOPATICO DE EXTRATOS DE FOLHAS E CAPITULOS DE GIRASSOL

SOBRE A GERMINAGAO DE DIGITARIA INSULARIS ...vvvvvreeeeeesieiiiieeeeaeeeeeesssnsnnnnneseeeaaanns 52
6.3.1 % de germinacao € IVG ........oooiiiiieiiieiee e 52
6.3.2 Extravasamento de eletrolitos ..........coovveiiiiiiiiie e 56
6.3.3 Analise qualitativa dos extratos por CLAE-DAD..........cccccooiviiiiieniieneennen, 58
6.3.3 CONCIUSAO PANCIAL .......eiiiiieiiieee e 61

7 CONCLUSOES ......ooiiieieeeeeetee e 62

B REFERENCIAS ...ttt e e e, 63



1 INTRODUCAO

O girassol (Helianthus annuus L.) é uma oleaginosa economicamente importante,
devido ao seu Oleo de dtima qualidade para a industria alimenticia. Mas suas
caracteristicas ndo se limitam apenas a producdo de 6leo, a planta também possui uma
gama de metabdlitos especiais presentes em seus tecidos que abre novas possibilidades
para seu uso, podendo num futuro préximo, conquistar seu espaco na industria quimica.

Dentre os fatores que podem influenciar a cultura tanto para a producao de 6leo
quanto para a producdo de metabdlitos podemos destacar a disponibilidade de nutrientes.
O girassol apresenta grande sensibilidade a deficiéncia de boro (B) (SOUZA et al, 2004).
Estudos demonstram que aplicacdo de B pode influenciar diretamente na producéo de
gréos e dleo (TAHIR et al., 2013; ALVES et al., 2017), e na viabilidade do polen e das
sementes (KRUDNAK et al., 2013). A producéo de 6leo de uma cultura esta intimamente
ligada a fatores genéticos, e as interagOes entre o genotipo e 0 meio que irdo ocorrer
durante seu desenvolvimento (WESELAKE et al., 2009). Portanto, cada gendtipo pode
responder de maneira diferenciada ao B, 0 que acentua a importancia de analisar mais de

um genotipo no campo.

Além dos parametros de producdo da cultura, o B também pode atuar sobre
processos fisiologicos como fotossintese e o metabolismo antioxidante, entre outros
(PRINCI et al., 2016). Segundo Varshney e colaboradores (2015), a diminuicdo da
capacidade fotossintética pode induzir a sintese de metabolitos e enzimas antioxidantes
nas plantas. Cervilla et al. (2007) analisaram os efeitos causados por doses elevadas de B
em plantas de tomate, dentre eles observaram danos oxidativos em folhas de tomate e,
segundo o0s autores, como resposta a planta aumentou a producdo de enzimas
antioxidantes e consequentemente de seus produtos. Portanto, pode-se supor que o
estresse oxidativo causado pelo excesso de B pode aumentar o acimulo de substancias

com caracteristica antioxidante como, por exemplo, as substancias fendlicas.

O boro é fundamental para a integridade estrutural da parede celular (POWER,;
WOODS, 1997), especificamente na sintese de pectina, celulose e lignina, e também esta
relacionado ao metabolismo ou a incorpora¢do do calcio na parede celular (RAMOS et
al., 2009).

Diferentes genotipos de girassol apresentam alta producdo de metabolitos

especiais como fendis e terpenos (CORSATO et al., 2010). Esta oleaginosa é rica em



terpenoides, principalmente sesquiterpenoides, os quais possuem atividade alelopatica
(MACIAS et al.,, 2002). A extracdo de aleloquimicos em folhas secas de girassol
utilizando diclorometano, revelou através de cromatografia cerca de 13 compostos, como

por exemplo, lactonas sesquiterpénicas (Figura 1) (MACIAS et al., 1999).
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Figura 1 Aleloguimicos encontrados em folhas de girassol cv. Peredovick. 1-
helivypolido D, 2- helivypolido E, 3- Ileptocarpin, 4- annuolido F, 5- 8p-
angeloiloxicumambranolido, 6- heliannuol J, 7- deidrovomifoliol, 8- Annuinono D, 9-
heliannono A, 10- kukulkanino B, 11- heliannona B, 12- tambulina e 13- (+)-loliolido
(MACIAS et al. 1999).

Segundo Alsaadawi et al. (2012) genoétipos de girassol que apresentam niveis mais

elevados de substancias fenodlicas demonstraram maior capacidade alelopéatica para
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plantas daninhas e também para o trigo. Ashrafi et al. (2008) através de um bioensaio
utilizando extrato aquoso de girassol observaram inibi¢cdo na germinacéo de plantas de
cevada, sendo as folhas o tecido que apresentou 0 maior grau de toxicidade. Enquanto
que Nikneshan et al. (2011) observaram o potencial alelopatico do extrato de girassol na
reducdo da germinacdo de algumas espécies de plantas daninhas presentes no cultivo de
cartamo e trigo. Corsato et al., (2010) verificaram alto poder inibitério do extrato aquoso
de girassol sobre a germinagéo de picéo-preto (Bidens pilosa L.).

Devido ao alto potencial da cultura em diferentes aspectos, como producéao de éleo,
grdos e aleloquimicos, o objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes possibilidades de
uso e de adubac&o borécica na cultura do girassol. Primeiro foi verificado até que ponto
a aplicacdo do B é benéfica para a producdo de gréos, teor e perfil de acidos graxos do
Oleo, teor de proteina bruta no grdo em diferentes gendtipos de girassol. Segundo foi
testado o potencial biologico dos extratos oriundos de folhas e capitulos coletados na fase
R5, através da avaliacdo da sua capacidade antioxidante in vitro (ABTS e FRAP) e in vivo
sobre 0 modelo eucariotico Saccharomyces cerevisiae (BY4741). E, por fim, também foi
avaliado o potencial alelopatico do extrato aquoso de folha e capitulo, em diferentes

concentragdes, sobre a germinacdo de Digitaria insularis.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 O girassol

O girassol (Helianthus annuus L.) pertence a familia Asteraceae, a qual é
caracterizada com um sistema radicular pivotante e inflorescéncia do tipo capitulo
(CASTIGLIONI et al., 1997). Suas flores estdo dispostas em um receptéculo floral onde
encontramos flores do tipo tubulosas (férteis) e do tipo liguladas (inférteis) (Figura 2)
(BORTOLINI et al., 2012). Sdo plantas que apresentam conhecido movimento
heliotrépico, o que melhora o desempenho das plantas no ambiente natural. Este

movimento € coordenado pelas vias de resposta ambiental e pelo oscilador circadiano
(ATAMIAN et al. 2016).

[

Figura 2 Imagem ilustrativa do receptaculo floral: A- Flores Tubulares. B- Flores
liguladas. Foto capturada na fase R5 do cultivo do girassol, em 28/03/2016 (Fonte: o

autor).

O desenvolvimento do girassol pode ser dividido em dois estagios distintos. O
primeiro corresponde ao estagio vegetativo, que compreende o periodo de emergéncia e
desenvolvimento verdadeiro das folhas. Ja o segundo é o reprodutivo, que compreende
as fases desde o aparecimento do broto floral até a maturacdo fisioldgica da planta. A fase
reprodutiva pode ser dividida em nove etapas (Figura 3), como segue: R1, surgimento do
broto floral; R2, inicio do alongamento do broto floral; R3, segunda etapa de alongamento
do broto floral; R4, inicio do florescimento com o aparecimento das flores liguladas; R5,
surgimento das flores tubulares; R6, abertura de todas as flores tubulares e liguladas

murchas; R7, inicio do desenvolvimento dos aquénios; R8, segunda fase de
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desenvolvimento dos aquénios; R9, plantas em maturacdo fisiol6gica, com bracteas de
coloracdo amarela ou castanha (SCHNEITER; MILLER, 1981). Entre gendtipos o ciclo
pode variar entre 90 a 130 dias, com florescimento por volta de 50 e 65 dias (LEITE et
al., 2005).

Figura 3 Representacdo das fases do estagio reprodutivo (R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7,
R8 e R9) de plantas de girassol cultivadas em casa de vegetacdo, conforme descritas por
Schneiter; Miller (1981); Alves (2014).

Oleaginosas como o girassol tem como principais produtos de reserva 0s
trialcilglicerois (TAGs) e as proteinas (TRONCOSO-PONCE et al., 2011). Os 6leos
vegetais, em sua maioria, sdo formados a partir dos TAGs armazenados nas sementes
(DURRETT et al., 2008). Estes, por sua vez, sao compostos por trés moléculas de acidos
graxos ligados a um esqueleto de glicerol (CAGLIARI et al., 2011). A sintese de acidos
graxos nas sementes ocorre nos plastidios e a formagdo das moléculas de triacilglicerois
(TAGS) pode estar associada ao reticulo endoplasmatico ou aos corpos de 6leo (BATES
et al., 2013).



Sementes de girassol ndo possuem clorofilas, portanto ndo fazem fotossintese
durante seu desenvolvimento. Estas recebem o carbono, energia e o0s redutores
equivalentes necessarios a partir de fotossintatos importados do floema. Os carboidratos
enviados para as sementes, que estdo na forma de agucares, sdo degradados pela via
glicolitica. Os intermediarios da via sdo enviados para os plastidios e metabolizados para
a obtencdo do acetil-CoA, o principal precursor para a sintese de acidos graxos (SALAS
et al., 2014). Os principais acidos graxos encontrados nas sementes que também estdo
presentes nos lipidios de membrana séo o acido palmitico (16:0), &cido estearico (18:0),
4cido oleico (18:1A9), 4acido linoleico (18:2A%2) e a-linolénico (18:3A%121%) (CAGLIARI
etal., 2011).

O girassol esta entre as oleaginosas com importancia econémica para a industria
de alimentos devido ao 0leo de boa qualidade, possuindo alto nivel de acidos graxos
insaturados e alto teor de Vitamina E (BASHIR et al., 2015). Seu dleo desperta grande
interesse devido a sua elevada estabilidade oxidativa e teor de &cido oleico (BILGEN et
al., 2018). Seu 6leo também despertou interesse na industria do biocombustivel, por causa
do seu elevado teor de ésteres graxos insaturados, pois em baixas temperaturas, ésteres
graxos saturados ficam mais viscosos e podem sofrer cristalizacdo, provocando o
entupimento dos filtros de 6leo e do sistema de injecdo (RAMOS et al., 2009). As
variedades de girassol sdo utilizadas para diferentes finalidades, como, por exemplo, na
aplicacdo em ornamentacdo, na culinaria em substituicdo as améndoas em geral, gréos in
natura e em forma de farelo para uso em ragdes na alimentacéo de aves, suinos e bovinos,
forragem, silagem, e na alimentacdo humana (PESTANA et al., 2012).

Somado a relevancia agrondémica voltada a producéo de graos e 0leo, 0 avanco
nas pesquisas com a cultura do girassol possibilitou ainda o despertar do interesse para a
industria quimica. Os metabdlitos com potencial biolégico presentes em seus tecidos
ampliaram as possibilidades de uso da planta, a partir de estudos que demonstraram o
potencial alelopatico de extratos de girassol. Trabalhos como o conduzido por Oracz et
al. (2007), constataram o efeito fitotoxico de extratos de folhas de girassol sobre a
germinacdo de mostarda, quando estas folhas foram coletadas na época do florescimento.
Do mesmo modo, Macias et al. (1999) encontraram e isolaram compostos aleloquimicos
de folhas secas de girassol, via extracdo com diclorometano, sendo alguns deles
fitotoxicos e outros estimulantes. Os autores encontraram, por exemplo, 0s compostos

lactonas sesquiterpénicas, que apresentaram perfil inibitério sobre Lactuca sativa cv.



Romano. Ainda, recuperaram o composto Annuinone D, que apresentou perfil
estimulante de raiz de Allium cepa. Ja no trabalho de Kaya et al. (2013), estes testaram
extratos de diferentes partes da planta de girassol e verificaram que a germinacdo e o
crescimento das espécies testadas eram influenciados pelas doses de extrato.
Adicionalmente, pesquisas demonstram que diferentes cultivares de girassol possuem
uma gama de metabdlitos secundarios, sendo alguns deles com potencial antioxidante
(JABRAN, 2017). Em analise comparativa entre espécimes da familia Asteracea, Sytar
et al. (2018) encontraram maiores teores de fendlicos totais e flavonoides no extrato
metanolico de folhas de representantes do género Helianthus.

Em relagdo a nutrigdo mineral, assim como as demais plantas, o girassol necessita
de macro e micronutrientes para completar seu ciclo de vida. No entanto, a cultura é
considerada exigente pelo elemento B (SOUZA et al.,, 2004). Diversos trabalhos
demonstram que o elemento pode influenciar de forma negativa ou benéfica a producgéo
de gréos e 6leo de girassol, dependendo da dose aplicada (ALVES et al., 2017;
KRUDNAK et al. 2013; TAHIR et al. 2013). Este tipo de evidéncia torna plausivel
considerar que diferentes gendtipos de girassol podem responder de forma distinta em
relacdo a sua exigéncia nutricional, mesmo quando cultivados nas mesmas condicoes
ambientais e nutricionais (IVANOFF et al., 2010).

Deste modo, estudos sobre o fornecimento adequado do micronutriente boro séo
importantes para potencializar seu cultivo, tendo em vista os distintos genoétipos de
girassol e o efeito da carga nutricional diferenciada deste nutriente sobre a produtividade

e potencial biolégico de sua cultura.

2.2 O micronutriente boro (B)

O elemento boro (B) é um dos micronutrientes essenciais para o ciclo de vida das
plantas. Ele se encontra disponivel aos vegetais na forma de acido borico (em condi¢des
de pH neutro) ou, em solos alcalinos, como anion borato (DECHEN; NATCHTIGALL,
2006). A absorcdo do B pode ocorrer através de trés mecanismos distintos: por difusdo
passiva quando a disponibilidade do nutriente esta adequada ou elevada, por canais de
membrana ndo-seletivos (NIPs), ou por transportadores de alta afinidade (BOR1). Os dois

ultimos sdo ativados em reposta a baixa disponibilidade de B (Figura 4).
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do transportador BOR1 presentes nas plantas em condi¢des de abundantes ou escassas do
nutriente (adaptado de PRINCI et al., 2015).

Apos sua absorcdo pelo sistema radicular, o B € transportado a longa distancia
através do xilema. Este fato pode ser observado no experimento realizado por
Nachiangmai et al. (2004) que constataram maior concentracéo do nutriente nas espigas
de plantas de trigo. Esta caracteristica foi atribuida a capacidade que este gendtipo possui
de transportar o B a longas distancias, devido a transpiracao foliar. Alves et al. (2017)
analisaram as concentragcdes de B em todos os compartimentos de plantas de girassol e
observaram maiores valores do elemento nos limbos, seguidos dos capitulos em
diferentes genoétipos. Estes atribuiram esse fato ao transporte a longa distancia, das raizes
até o capitulo, pela exigéncia nutricional do desenvolvimento do tubo polinico.

O elemento B é um micronutriente que afeta diversos processos metabdlicos nos
vegetais, tais como: transporte de acgUcares, sintese da parede celular, manutencdo da
integridade da membrana celular, metabolismo de acidos nucleicos, metabolismo do
acido indolacético, ciclo glutationa ascorbato, metabolismo de substancias fenolicas,
formacdo do tubo polinico, metabolismo de nitrogénio, fotossintese e na atividade das

enzimas (PRINCI et al., 2015). De acordo com Power; Woods (1997), o B é necessario



para manter a integridade da estrutura da parede celular de células de eudicotileddneas,
pois atua na sua biossintese, auxiliando o calcio na deposicao e formagdo dos pectatos
presentes na parede. Krudnak et al. (2013) ao analisarem plantas de girassol adubadas
com diferentes doses de B observaram que a adubacdo boracica tem forte influéncia na
viabilidade do polen e das sementes de girassol. Estes constataram que a viabilidade do
pélen diminuiu na maior dose de B (12,50 kg de B. ha). Segundo os autores, esse fato
ocorre devido aos efeitos toxicos do excesso de B nas raizes que pode restringir a absor¢édo
de nutrientes e o crescimento das plantas. A deficiéncia do nutriente também pode afetar
diretamente o sistema radicular, inibir o alongamento e crescimento das raizes (GUPTA,
2007). Além disso, pode causar o abortamento do botéo floral, e ainda, gerar acimulo de
compostos nitrogenados nas partes mais velhas da planta (DECHEN; NATCHTIGALL,
2006).

O conteudo de B disponivel ¢ um dos fatores relacionados ao rendimento de 6leo
em girassol. Tahir et al. (2013), trabalhando com plantas de girassol sob adubacéo
borécica, verificaram maiores teores de 6leo e rendimento de aquénios quando aplicada a
maior dose de B. No entanto, apesar do B melhorar a producdo de 6leo nos girassois,
existe uma linha ténue entre a dose adequada do nutriente e a toxicidade causada por ele
em diferentes culturas. Deste modo, € preciso cautela ao aplica-lo, evitando assim danos

a cultura.

Vaérios estudos relatam a interferéncia do B no processo fotossintético. Este
elemento causa reducdo da razdo Fv / Fm em algumas espécies (Fm = fluorescéncia
méaxima e Fv = diferenca entre Fm e a fluorescéncia inicial), ocasionando o fenémeno da
fotoinibicdo que desencadeia a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
(PRINCI et al., 2015). Cervilla et al. (2007) analisaram os efeitos causados por doses
elevadas de B em plantas de tomate. Dentre os aspectos observados, foram constatados
danos oxidativos em folhas de tomate e aumento na producdo de enzimas antioxidantes.
Varshney et al. (2015), estudaram o efeito da adubacdo boracica em diferentes gendtipos
de mostarda, e observaram que doses acima de 20 mg.kg™ de B diminuiram a capacidade
fotossintética e induziram a sintese de metabdlitos e enzimas antioxidantes nas plantas.
As enzimas peroxidase (GPx), catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD), importante
mecanismo de defesa contra as EROs, tém sido alvo de varios estudos relacionados a
aplicacdo excessiva de B (HOSSAIN et al., 2015, VARSHNEY et al. 2015; CERVILLA
etal., 2007; KARABAL et al., 2003). Seth; Aery (2017) observaram a influéncia de doses



diferenciadas de B sobre o cultivo de trigo (variedade 'Raj 4037'"), e observaram que 0
excesso do micronutriente afetou e alterou os constituintes bioquimicos (substancias
fendlicas, aclcares sollveis, contetdo de prolina, proteina foliar) e atividades enzimaticas

(peroxidase e nitrato redutase).

Diversos autores tém demonstrado o efeito benéfico da aplicacdo de B em
determinados gendtipos de girassol. Alves et al. (2017), ao analisarem diferentes
genotipos de girassol com e sem adubacdo borécica constataram que estes apresentavam
melhor producdo de grdos e Gleo na presenca do micronutriente. Ainda, segundo 0s
autores, o fornecimento deste em condicGes de baixa adubagdo nitrogenada foi
fundamental para o melhor rendimento para um dos genotipos, em ambos 0s parametros.
Mehmood et al. (2018) também observaram a influéncia do boro nos teores de dleo e
proteina nos gréos, os quais foram melhores quando aplicado o micronutriente comparado
com o controle sem B. Shekhawat; Shivay (2008) relataram que a aplicacdo de boro
melhorou a qualidade do 6leo, resultando no aumento da quantidade de acidos graxos

insaturados e diminuicéo de acidos graxos saturados.

Apesar dos beneficios que a aplicagdo do B pode trazer, o excesso deste elemento
pode causar disturbios nutricionais nas plantas afetando assim processos essenciais para
seu desenvolvimento. Portanto, estudos sobre o fornecimento adequado de doses de B,
épocas de aplicacdo, influéncia sobre genotipos e efeitos deste sobre a produtividade sdo

necessarios para potencializar seu cultivo.

2.3. Capacidade antioxidante e substancias fenolicas

O estresse oxidativo ocorre devido a um desequilibrio entre os fatores pro-
oxidantes e antioxidantes. A formacdo de radicais livres acontece principalmente nas
mitocéndrias, membranas celulares e citoplasma, sendo os ions ferro e cobre catalisadores
desse mecanismo (BARBOSA et al.,, 2010). A principal fonte destes radicais é a
mitocOndria. Através da cadeia transportadora de elétrons o O sofre reducéo tetravalente,
com aceitagdo de quatro elétrons, formando H-O. Esta reagdo ¢ catalisada pela citocromo
oxidase, que oxida quatro moléculas de citocromo ¢ e remove um elétron de cada uma
delas que sdo adicionados ao O, formando H20O. A enzima citocromo oxidase faz o
controle da formacdo de radicais livres, para que ndo ocorra geracdo em excesso.
Entretanto, de 2 a 5% do O. metabolizado na mitocdndria € desviado para outras vias,
formando os radicais livres (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004; BARBOSA et al., 2010).
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O estresse oxidativo provoca varios danos as células e tem sido relacionado a
doencas do sistema imune, neurodegenerativas, cardiovasculares, diabetes entre outras
(UTTARA et al. 2009). Em defesa a este estresse temos 0 sistema antioxidante, o qual
pode ser dividido em enzimatico e ndo-enzimatico. O enzimatico inclui a SOD, a CAT e
a GPx. No sistema ndo-enzimatico, que € composto majoritariamente por substancias
antioxidantes, destacam-se as vitaminas, os minerais e 0s compostos fendlicos
(BARBOSA et al., 2010).

Os vegetais produzem diversos metabolitos especiais que possuem em sua
estrutura um grupo hidroxila funcional em um anel aromatico. Tais substancias sdo
classificadas como substancias fendlicas, como por exemplo, derivados dos acidos
benzoicos, cinamicos e flavonoides. Duas rotas de biossintese tém destaque na produc¢édo
destas substancias: via do &cido chiquimico (Figura 5), envolvida na biossintese da
maioria dos fendlicos nas plantas; e via do &cido maldnico, importante para fungos e

bactérias e menos expressiva para 0s vegetais superiores (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Os compostos fenolicos, produzidos pelo metabolismo secundario estdo
amplamente distribuidos entre os vegetais e sdo conhecidos pela sua caracteristica
antioxidante (GIADA, 2013). Antioxidantes sdo compostos que atuam inibindo e/ou
diminuindo os efeitos desencadeados pelos radicais livres e compostos oxidantes. As
substancias fenolicas tém demonstrado estarem associadas a acdo antioxidante em
sistemas biologicos, atuando como sequestradores de oxigénio singlete e radicais livres
(SHETTY; MCCUE, 2003). A capacidade antioxidante dessas substancias depende em
grande parte da sua estrutura quimica. Dentre esses tipos de fendlicos que possuem
atividade antioxidante, destacam-se os flavonoides, taninos, chalconas, cumarinas e os
acidos fendlicos (GIADA, 2013). Os grupos de interesse para este estudo sdo os acidos
fendlicos, caracterizados por terem um anel benzénico, um grupo carboxilico e um ou

mais grupos hidroxila e /ou metoxila ha molécula.
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Figura 5 Esquema simplificado da biossintese de substancias fendlicas a partir da
fenilalanina (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Os &cidos fendlicos sdo substancias fendlicas divididos em dois grupos: derivados
de &cidos benzdicos e de acidos cinamicos. Alguns exemplos de &cidos cindAmicos comuns
na natureza sdao os &cidos para-cumarico, feralico, cafeico e sinaptico, existentes nos
vegetais, ou também encontrados na forma de ésteres, como o acido clorogénico, um éster

do &cido cafeico e do acido quinico (Figura 6A). Segundo Carrdo-Panizzi; Mandarino
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(1994), o &cido clorogénico constitui cerca de 70% do total de substancias fenolicas do
farelo do girassol. Entre a classe dos derivados do &cido benzdico destacam-se os acidos
protocatecuico, galico, vanilico, siringico, gentisico, salicilico e elagico (Figura 6B).
Estes possuem um grupo carboxilico ligado ao anel aromatico (DEGASPARI;
WASZCZYNSKY/J, 2004).
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€140 siringico Acido gentisico Acido elagico

Figura 6 Estruturas quimicas: derivados do acido cinamico (A), derivados do &cido
benzoico (B).

As sustancias fenolicas podem atuar de véarias formas: combate os radicais livres
através da doacdo de um atomo de hidrogénio de um grupo hidroxila (OH) da sua
estrutura aromatica, que possui a capacidade de suportar um elétron desemparelhado
através do deslocamento deste ao redor de todo o sistema de elétrons da molécula;

quelando metais de transicdo (exemplo: Fe?* e Cu"); descontinuando a reagdo de
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propagacdo dos radicais livres na oxidacao lipidica e alterando o potencial redox do meio
(SUCUPIRA et al., 2012).

Pesquisas demonstram que diferentes cultivares de girassol possuem uma gama
de metabdlitos secundarios, sendo alguns deles com potencial antioxidante (JABRAN,
2017). Em andlise comparativa entre espécimes da familia Asteracea, Sytar et al. (2018)
encontraram maiores teores de fendlicos totais e flavonoides no extrato metanolico de
folhas de representantes do género Helianthus. Pajazk et al. (2014) constataram que
durante a germinacéo hd um aumento dos niveis de fendlicos e, consequentemente ocorrer
um aumento da atividade antioxidante das sementes. Giada; Mancini-Filho (2009)
verificaram a capacidade antioxidante de extratos dos cotilédones das sementes de
girassol in vitro. Neste experimento, os autores observaram a alta capacidade antioxidante
do extrato aquoso. No entanto, 0s ensaios in vitro para testes de capacidade antioxidante
de substancias ndo simulam as condicdes fisioldégicas e ndo consideram fatores
metabolicos como biodisponibilidade e transformagdes enzimaticas. Uma alternativa para
esta questdo sdo os testes in vivo, utilizando um modelo biolégico como Saccharomyces
cerevisiae, que séo organismos eucarioticos unicelulares que possuem grande semelhanca
com células de mamiferos (macromoléculas, estruturas, organelas), o que as tornam
importantes para o estudo do estresse oxidativo (PRUDENCIO, 2016). Seu metabolismo
¢ semelhante ao de eucariotos superiores, com mecanismos proprios de ativacao
metabolica (citocromo P450) e de detoxificacdo, que ndo estdo presentes em bactérias.
Os ensaios em células eucarioticas permitem a avaliacdo da capacidade antioxidante de
inimeras substancias de forma rapida e reprodutivel, e os resultados obtidos podem ser
mais facilmente correlacionados ao observado no homem, do que aqueles obtidos em
ensaios quimicos (SOARES et al., 2005).

Fatores abidticos, como a disponibilidade de nutrientes, podem causar estresse
oxidativo as plantas, acarretando no acimulo de espécies reativas de oxigénio (PRINCI
et al. 2015). Estudos demonstraram que plantas tratadas com excesso de B tém seu
sistema fotossintético afetado e consequentemente o sistema antioxidante. Varshney et
al., 2015 ao avaliarem variedades de mostarda cultivadas com doses crescentes de B,
observaram uma queda na taxa fotossintética liquida e nos parametros relacionados
(clorofila, valor SPAD e as enzimas anidrase carbénica e nitrato redutase) e aumento do
nivel de enzimas antioxidantes (catalase, peroxidase e superoxido dismutase). Landi et

al. (2013), trabalhando com plantas de abobrinha e pepino observaram um estimulo ao
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sistema antioxidante de ambas culturas quando tratadas com excesso de B. Eles
constataram um aumento da atividade de enzimas antioxidantes (catalase, superoxido
dismutase e ascorbato peroxidase). Portanto, este trabalho de tese testa a hipdtese de que
plantas cultivadas com diferentes doses de B e, consequentemente, submetidas ao estresse
oxidativo causado por este elemento, devem apresentar como resposta 0 aumento no
contelldo de compostos antioxidantes. Assim, os extratos produzidos a partir dessas
plantas devem possuir quantidade considerdvel de compostos que exibam capacidade
antioxidante e com potencial alelopético.

O estudo das propriedades antioxidantes de substancias fendlicas presentes nos
vegetais é de interesse para a area da saude, ja que seus efeitos ajudam na prevencéo de
doencas. Segundo Lampe (1999) os danos causados pelo estresse oxidativo, o qual gera
um desequilibrio entre a geracdo de radicais livres e as defesas antioxidantes, podem ser
pecas fundamentais em doencas cardiovasculares, inicio do cancer, formacdo de
cataratas, processo de envelhecimento, doencas inflamatorias entre outros.

Diferentes metodos tém sido desenvolvidos para obter a distingéo, seja qualitativa
ou quantitativa, da capacidade antioxidante das substancias, tanto atraves de testes
quimicos (in vitro) ou utilizando culturas celulares (testes bioldgicos). Os testes quimicos
sdo mais simples e rapidos de serem executados, entretanto, ndo sdo representativos das
condicdes celulares do homem. Ensaios biolégicos in vivo utilizando-se, principalmente,
células eucarioticas da levedura Saccharomyces cerevisiae tém se mostrado Util para
determinacdo da capacidade antioxidante de diferentes substancias em matrizes vegetais,
fornecendo resultados rapidos e passiveis de serem correlacionados ao observado no
homem.

Ha possiveis aplicaces também para a industria de alimentos, por exemplo, com
possibilidade de desenvolvimento de alimentos funcionais. Além disso, ha aplicacGes
potenciais na industria de cosmeéticos, com o desenvolvimento de formulacdes com
propriedades antioxidantes (produtos comercialmente conhecidos como anti-idade ou

“rejuvenescedores”).

2.4 Alelopatia

O estudo da alelopatia tem sido bastante utilizado na agricultura, pois o0s
metabolitos secundarios presentes em fungos, microorganismos e plantas podem

interferir em sistemas bioldgicos ou agricolas, estimulando-os ou inibindo-os (FAROOQ
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et al., 2011). No campo, a alelopatia pode ser empregada para o controle de pragas e
plantas daninhas quando utilizada em sistema de rotagdo de culturas. Os compostos
fendlicos fazem parte do amplo grupo dos aleloquimicos, de acordo com o seu grau de
complexidade encontramos derivados benzoicos e cindmicos simples, flavonoides,
polifendis e, recentemente, depsideos, depsidonas e outros compostos aromaticos de
origem liquénica (MACIAS et al 2007). Alguns estudos revelam que o girassol pode ser
utilizado para este fim. Isto porque os extratos obtidos de partes de plantas de girassol
possuem um efeito fitotoxico sobre a germinacdo e crescimento de algumas espécies de
plantas (KAYA et al., 2013; NIKNESHAN et al. 2011; FAROOQ et al. 2011). Kaya et
al. (2013) estudaram o efeito de extratos de caule e capitulo de girassol sobre a
germinacdo de trigo, cevada, lentilha e no préprio girassol, a fim de estudar os efeitos do
girassol na rotagdo de culturas. Eles observaram um maior efeito fitotoxico no extrato do
capitulo das plantas, o qual os autores atribuiram principalmente a substancia o-pineno
presente no Oleo essencial das plantas. Rigon et al., 2018 avaliaram o extrato aquoso de
diferentes Orgaos de trés genoétipos de girassol, coletados no florescimento, sobre a
germinacéo de rabanete e constataram diferencgas no potencial alelopatico entre érgéos da
planta (ordem de raiz, caule e folha), e entre genodtipos. Muhammad e Majeed (2014)
compararam o efeito de extratos de diferentes partes de plantas de girassol, elaborados a
partir de material seco e fresco, sobre a germinacgéo de trigo e milho. Em ambos os casos,

0 maior efeito alelopatico foi com o extrato obtido de material seco das folhas.

Segundo dados da literatura os aleloquimicos presentes no girassol tém potencial
para serem utilizados no controle de plantas invasoras (ANJUM; BAJWA, 2007). Mercali
et al. (2012) encontraram diferentes metabdlitos secundarios através do estudo
fitoquimico dos extratos alcodlicos e aquosos de brotos de girassol. Neste estudo, foi
constatado que no extrato alcodlico havia presenca de cumarinas, esterdis e triterpenos,
enquanto no extrato aquoso havia taninos, catequinas e aminogrupos.

Macias et al. (1999) testaram aleloquimicos isolados de extratos de folhas de
Helianthus annuus sobre a germinacdo e crescimento das sementes de Lactuca sativa,
Lepidium sativum, Lycopersicon esculentum (dicotiledéneas), Hordeum vulgare e
Triticum estivum (monocotiledéneas). Algumas das substancias testadas apresentaram
efeito inibitorio, enquanto outras apresentaram efeitos estimulantes sobre a germinacéo e

0 crescimento das plantas, no entanto, todas apresentaram algum efeito alelopatico.
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A producéo de alguns metabolitos secundarios esta relacionada ao mecanismo de
defesa das plantas contra patdgenos. Estes estimulam a producdo de algumas enzimas,
como, por exemplo, a fenilalanina amdnia-liase (PAL), que esta envolvida na sintese dos
fenilpropanoides. A expressdo génica da proteina PAL € responsiva as tensdes
ambientais, incluindo infeccbes patogénicas, ferimento, esgotamento de nutrientes,
irradiacdo UV, e temperaturas extremas (KIM; HWANG, 2014). A infeccdo por fungos
induz a transcrigdo do RNAm, que codifica para essa enzima e resulta em alteracdes na
producdo de substancias fendlicas (JONES, 1984). Prats et al. (2007) verificaram a
presenca de substancias fendlicas em extratos da corola de girassol (por exemplo,
cumarinas) produzidas pelo mecanismo de defesa das plantas ao ataque de fungos, tais
substéncias conferiram resisténcia na cultura contra o fungo Sclerotinia. Em trabalho
anterior, Prats et al. (2003) relacionaram a resisténcia ao fungo a producéo de substancias
fendlicas e atividade da PAL em diferentes gendtipos de girassol. Eles constataram que o
genotipo mais resistente tinha maior teor de fendlicos e maior atividade da enzima.

Os danos causados por fitotoxinas presentes no extrato de girassol, sobre a
germinacéo de outras plantas pode ser devido a ocorréncia de um estresse oxidativo nas
sementes. Oracz et al. (2007) investigaram esse efeito sobre a germinacéo de mostarda e
observaram que 0s extratos aquosos de folhas de girassol estimularam o sistema
antioxidante, mas nao o suficiente para impedir o acimulo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e de danos a membrana celular. Bogatek et al. (2006) analisaram o efeito
alelopatico do extrato aquoso de folhas de girassol, também sobre a germinacdo da
mostarda, e constataram danos a permeabilidade da membrana celular. Isto porque
obtiveram aumento no extravasamento de eletrolitos e maior peroxidacdo lipidica. De
acordo com Bogatek & Gniazdowska (2007), os aleloquimicos presentes no girassol
atuariam como sinalizadores causando um desequilibrio hormonal entre acido abscisico
(ABA) e o etileno na germinacao de sementes de mostarda. Este desbalango diminuiria a
atividade metabdlica do embrido inibindo sua germinacéo e crescimento (Figura 7). Para
constatar esta hipOtese, 0s autores determinaram a producdo desses horménios em
sementes de mostarda embebidas em fitotoxinas de girassol. Foi observado que a
concentracdo de ABA foi duplicada em comparacdo com as sementes embebidas em
agua, e a emissao de etileno por sementes de mostarda foi fortemente reprimida pelo

extrato de girassol.
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Figura 7 Esquema simplificado do balango hormonal (ABA e etileno) e de formacgéo de
EROs durante a germinacéo de sementes de mostarda embebidas em agua ou no extrato
foliar de girassol (adaptado de BOGATEK; GNIAZDOWSKA, 2007).

O controle quimico de plantas daninhas oferece uma eficacia aparente, visto que
algumas espécies de plantas adquirem certa resisténcia a defensivos agricolas. Além
disso, a aplicacdo inadequada de herbicidas pode ocasionar danos a cultura de cultivo e
ao meio ambiente. A utilizacdo de controle bioldgico, através da alelopatia, se apresenta
como uma técnica alternativa para este problema. Diferentes metabolitos secundarios
com caracteristica fitotoxica, podem ser encontrados principalmente nas folhas de
girassol.

Agricultores incorporam residuos culturais no solo como forma de melhorar a
fertilidade e a matéria organica no mesmo, no entanto é importante verificar o efeito da
incorporacdo dos restos culturais do girassol no crescimento das plantas (BASHIR et al
2012). Os residuos de plantas de girassol, os quais possuem conhecido potencial
alelopatico, podem ser utilizados no controle de ervas daninhas em ambientes agricolas
(JABRAN, 2017). As aplicacbes da alelopatia podem ser uma alternativa para a
substituicdo ou diminuicdo do uso de herbicidas e, quem sabe uma solucéo para as regides
agricolas que enfrentam o problema de ervas daninhas resistentes a determinados
agroquimicos. Dentre essas espécies daninhas podemos destacar 0 capim amargoso
(Digitaria insularis), com alto grau de infestacdo e algumas resistentes, presentes em

lavouras e pastagens da regido centro-oeste do Brasil.
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De acordo com Gemelli et al. (2012) é complicado prever uma recomendacgao
Unica para 0 manejo do capim amargoso, pois é uma planta perene altamente agressiva,
de dificil controle e que se desenvolve praticamente o ano inteiro em fungdo das
condi¢des climaticas brasileiras. Segundo esses autores, para se estabelecer as melhores
praticas de controle é preciso resultados eficazes de herbicidas sobre a planta em todos 0s
seus estagios de desenvolvimento e épocas do ano. Um herbicida para ser considerado
bom tem que ter agdo graminicida, sistémico e ser altamente seletivo. A informacdo de
como os aleloquimicos atuam é importante para a criacdo de técnicas sustentaveis de
manejo na agricultura (ALMEIDA et al., 2008).

Ainda que a propriedade alelopética do girassol ja esteja definida, ndo ha estudos
mais aprofundados sobre o seu potencial. Os gendtipos de girassol podem apresentar
potencial alelopético diferenciado (ALSAADAWI et al., 2012), e as culturas tambem
apresentam respostas distintas a aplicacdo dos extratos entre variedades da mesma especie
(BASHIR et al., 2017). Com o estudo das aplicacbes alelopaticas dos compostos
presentes nas plantas de girassol, nas folhas e demais compartimentos, € possivel
aumentar o valor da producdo da cultura e realizar o controle de espécies daninhas de

forma sustentavel, podendo até mesmo substituir o uso de herbicidas.
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3 OBJETIVO

O objetivo principal do trabalho foi avaliar a resposta da producéo de grdos, do
teor e a qualidade do dleo de girassol com o fornecimento diferencial de boro. E ainda,
avaliar o potencial biolégico do uso de extratos de folhas e capitulos de girassol em

estratégias alelopaticas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Auvaliar o efeito de doses diferenciadas de boro na producéo de grdos e 6leo, no
teor de proteina bruta e no perfil de &cidos graxos em diferentes genétipos de
girassol.

» Determinar o conteudo de fendlicos totais e flavonoides totais em extratos de
girassol.

» Realizar estudo da capacidade antioxidante dos extratos aquosos e etandlicos de
girassol in vivo, utilizando o modelo biolégico Saccharomyces cerevisiae, € in
vitro, pelo método de captura de radicais livres (ABTS) e pelo poder de reducéo
do ferro (FRAP).

» Avaliar o perfil quimico das substancias presentes nos extratos aquosos e
etanolicos de girassol por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD).

» Avaliar o potencial alelopatico de extratos de capitulo e folha de girassol sobre a

germinacdo de Digitaria insularis.

4 HIPOTESES

Diferentes condi¢des de cultivo com a adicdo de boro influenciam o metabolismo
do girassol (Helianthus annus L.), afetando a producéo de gréos, a qualidade do 0leo e 0s
metabolitos da planta, levando a alteracdes no seu rendimento e qualidade. Estudos
anteriores tém demonstrado a influéncia do boro em mecanismos antioxidantes das
plantas, em consequéncia, doses diferenciais desse elemento podem influenciar a
capacidade antioxidante dos extratos de seus tecidos. Nesse sentido, o extrato dos tecidos
de partes da planta de girassol deve apresentar potencial alelopatico e capacidade

antioxidante.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Producéo de Gréos, Teor e Qualidade do Oleo de Trés Gendtipos de Girassol
Sob Diferentes Doses de Boro

5.1.1 Area e conduco do experimento

O experimento foi realizado na area experimental da Faculdade de Ciéncias
Agrérias da Universidade Federal da Grande Dourados, localizada no municipio de
Dourados-MS (54° 56” W e 22° 12’ S). O solo da area foi classificado como Latossolo
Vermelho distroférrico muito argiloso. O delineamento experimental foi em blocos ao
acaso, em esquema fatorial 3x4 sendo trés gendtipos de girassol (BRS323, BRS324 e
Helio251) e quatro doses de B (0; 2,5; 5 e 8 kg.ha'), sendo o &cido bdrico a fonte de B,
com quatro repeticOes totalizando 48 parcelas. Cada parcela foi composta por seis linhas
de 6 m de comprimento cada, espacamento de 0,70 m entre linha e 0,30 m entre plantas
na linha. Como érea util foram utilizadas as duas linhas centrais, sendo eliminada, a titulo
de bordadura, 1 m de cada extremidade.

A semeadura do girassol foi realizada manualmente em 21 de janeiro de 2016. A
adubacdo de boro foi realizada ap6s a semeadura com pulverizador costal pressurizado
(COy), equipado com barra de trés metros e seis bicos de aplicagdo XR Teejet 110.02 VS,
espacados 0,50 m (Figura 8A). O volume de calda aplicado foi de 80 L. ha™. Apés 10
dias da emergéncia, quando as plantas estavam no estagio V2, realizou-se o desbaste,
ajustando-se para as populacdes de 45.000 plantas. ha® (Figura 8B). Por ocasido da
semeadura foram aplicados, em todas parcelas, 300 kg do formulado 8-20-20 no sulco de
plantio. Aos 25 dias apds a emergéncia foi feita a adubagio de cobertura com 26 kg.ha
de N utilizando ureia como fonte. A adubacdo foi determinada de acordo com a anélise
quimica do solo (Tabela 1). Consideram-se como os valores criticos de boro para o
girassol os teores de 0,4 mg/dm3 no solo (GAZZOLA et al., 2012). Para controle de
plantas daninhas foram realizadas capinas manuais aos 15 e aos 30 dias ap0s a emergéncia
(DAE).

Foram realizadas duas coletas, uma na fase reprodutiva R5 (Figura 8C) e outra no
final do ciclo, na maturacdo dos grdos, fase R9 (Figura 8D). Na primeira coleta foi
avaliado apenas o teor de B nos capitulos. Foi priorizado este estagio de florescimento,
pois durante esta fase a deficiéncia do elemento B pode ocasionar a deformacéo do tubo
polinico, prejudicando a fertilizacdo e consequentemente a producéo de gréos (CALLE-

MANZANO, 1985). Na segunda coleta foram avaliados os teores de B nos capitulos e
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grdos, a produtividade de grdos, os teores de proteina e de éleo nos graos, e o perfil de

acidos graxos. A determinacdo dos teores de B nos capitulos e graos foi realizada pelo

meétodo colorimétrico com o reagente azometina— H (MALAVOLTA et al., 1997).

Tabela 1 Anéalise quimica de amostras compostas de solo (0-20 cm e 20-40 cm de

profundidade), coletadas na area experimental na Faculdade de Ciéncias Agrérias da

Universidade Federal da Grande Dourados, municipio de Dourados-MS.

Identificacdo pH MO Al H* + A" K* Ca™ Mg*
Amostra g dm3 mmol dm3

0-20 30 0 34 3,33 67 22
20-40 26 0 43 1,69 36 14
Identificacéo S Fe Cu Mn  Zn B
Amostra mg dm-3

0-20 3 6 2,7 106 0,3 0,28
20-40 39 5 1,9 54 0,1 0,22

Figura 8 Cultivo dos genotipos de girassol (BRS324, BRS323 e Helio251) com
diferentes doses de boro na area experimental da Universidade Federal da Grande
Dourados (UFGD). A- Aplicagdo dos tratamentos com B (0; 2,5; 5 e 8 kg. ha); B- 10
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DAE (estagio VV2), realizagdo do desbaste; C- plantas no estagio R5, primeira coleta; D-
Plantas no final do ciclo (estagio R9), segunda coleta.

5.1.2 Determinacéo de B no material vegetal

A determinagéo dos teores de B no material vegetal foi realizada de acordo com
MALAVOLTA et al. (1997). Para a realizacdo das andlises foram pesados cerca de
500mg de amostra. Esta quantia foi transferida para cadinhos de ceramica e incineradas
em mufla a 550°C, até a obtencdo de cinza branca. Apés a queima do material, a cinza foi
dissolvida com 10 mL HCI (0,1N) e, posteriormente, a solucéo foi colocada em repouso.
Foi realizada a analise colorimétrica, onde foram transferidos para tubos de ensaio 1mL
de amostra, 1 mL de solugdo tamp&o (500 g de acetato de amonio e 30 g EDTA-2Na
dissolvidos em 800mL de H»O deionizada, e 250 mL de acido acético glacial) e 1 mL de
solucdo de azometina H 0,45%. Depois de meia hora foram pipetados 250 pL desta
solugdo em pocgos de microplaca. As leituras foram realizadas na leitora de microplacas
(Thermo Scienthific) a 420 nm. O &cido borico foi utilizado para a confecgéo da curva
analitica padrdo, nas concentracdes de 0; 0,25; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0 e 3,5 ppm de

boro.

5.1.3 Determinacéo do teor de proteina bruta

O teor de proteina bruta foi determinado pelo método Kjeldahl, conforme descrito
por Tedesco et al. (1995) (Figura 9). Esta medicdo € utilizada para determinar o teor de
nitrogénio no grao, e os valores obtidos foram multiplicados pelo fator de correcéo 6,25
(ALVES et al., 2012).

Figura 9 A e B - digestdo sulfarica das amostras de gréos trituradas, dentro da capela de

exaustdo; C- destilagdo por arraste a vapor; D- titulacdo das amostras.
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5.1.4 Extracdo do Oleo

Antes de realizar a extracdo do 6leo, as sementes de girassol foram secas em estufa
de circulacdo de ar a 50° C até peso constante, e em seguida foram trituradas em moinho
analitico (IKA®A11 basic). Cerca de 59 do material triturado foi colocado em um
cartucho de papel filtro dentro de um extrator de Sohxlet, e extraido com 250 mL de n-
hexano por 4h, para a realizacdo de cerca de 72 ciclos para a extracdo completa do 6leo.
O extrato hexanico recolhido em baldo foi concentrado em um evaporador rotativo
(IKA®RV 10 control) por 20 minutos com rotacdo de 100 rpm em banho-maria a 60 °C
(Figura 10). Ap6s completa evaporagdo do solvente o dleo obtido foi pesado e

armazenado em frasco apropriado.

Figura 10 Procedimento de extracdo do 6leo no extrator de Sohxlet, filtracdo do solvente

e evaporacao do solvente em rota evaporador.

5.1.5 Analise do perfil do 6leo por cromatografia em fase gasosa

Cerca de 15 mg do material lipidico foram pesados e em seguida submetidas ao
processo de metilacdo, onde foram adicionadas 0,4 mL de uma solu¢do 0,5 N de hidroxido
de sodio em metanol. Em seguida, os frascos foram colocados em banho-maria a 100 °C
durante 10 minutos. Com a solucéo ainda quente foram adicionados 0,5 mL de BFz-
metanol e as amostras retornaram ao banho-maria por mais 2 minutos a 100 °C. Apéds
esfriar a temperatura ambiente, as solu¢fes obtidas foram particionadas com 2,0 mL de
éter de petréleo. Apds a agitacdo do frasco por 1 minuto para favorecer a separacdo das
fases, a solucdo foi deixada em repouso durante 30 minutos. Em seguida a fase aquosa
foi descartada, e a fase organica foi seca com sulfato de sddio anidro e filtrada para frasco

ambar. As amostras foram mantidas sob refrigeracdo e ao abrigo da luz até o momento
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da andlise por cromatografia em fase gasosa acoplada ao espectrdmetro de massas
(METCALFE et al., 1966 modificado).

A andlise dos ésteres metilicos foi realizada através das injec6es das amostras e
do padrdo FAME (1 pL) em cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrémetro de massa
(CG-EM; GC-17A/QP2010 Plus-Shimadzu). Para analise dos ésteres metilicos foi
utilizada coluna capilar 5% fenilmetilpolisiloxano HP-5 (30m x 0,25mm x 0,25um,
Agilent) com programacéo de temperatura de 130 °C, por 1 minuto, seguida de taxa de
aquecimento de 3 °C min™ até 270 °C onde permaneceu durante 10 minutos. A injecéo
foi realizada no modo split (1:30), tendo hélio como gas de arraste, injetor mantido a
temperatura de 240 °C, interface de 310 °C, fonte de ions a 250 °C e energia de impacto
de 70 eV. Os espectros de massas foram analisados na faixa de varredura de 40-500 u.m.a.
Os &cidos graxos foram identificados atraves da comparacéo dos seus espectros de massas
com os dados das bibliotecas NIST 6.2, NIST 1.2 e com o Padrdo FAME MIX C4-C24

(Sigma-Aldrich®) injetado nas mesmas condicdes.

5.1.6 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a verificacdo da normalidade (Shapiro-Wilk) e
homocedasticidade de variancias (Breuch Pagan), utilizando-se o pacote Imtest.
Posteriormente, os resultados foram submetidos a analise de variancia usando o teste F,
e quando houve efeito significativo para as variaveis quantitativas foi ajustado modelo
de regressdo quadratica. No caso de interacdo significativa entre genotipo e dose, foi
utilizado o teste de Tukey para comparacdo das médias, utilizando-se do

pacote ExpDes.pt. Todas as analises foram realizadas no software R 3.3.0.

5.2 Capacidade Antioxidante de Extratos de Girassol

5.2.1 Preparo dos extratos

Para o preparo dos extratos foi conduzido um experimento de campo na fazenda
experimental da Universidade Federal da Grande Dourados, municipio de Dourados-MS.
Durante a fase R5 foram coletadas folhas do gen6tipo de girassol Helio251, cultivado sob
diferentes doses de B (0, 2,5 e 8 kg. ha), e de capitulos de plantas cultivadas na dose de
2,5 kg.ha de B.
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Os extratos foram preparados com folhas secas do gendtipo de girassol Helio251.
Os extratos aquosos foram preparados pelo método de decoccdo e os etandlicos com o

aparelho de ultrassom.

Decocgéo

Foram pesados cinco gramas de material vegetal seco e triturado, e adicionados a
um béquer com 50 ml de agua destilada estéril a 80 °C. Ap6s 15 min em banho-maria, 0
material foi filtrado e congelado em freezer a -80 °C. Todo procedimento foi realizado
dentro de uma cabine de seguranga para garantir a esterilidade do material. Em seguida,

as amostras foram congeladas e liofilizadas.

Extragdo em Sonicador Ultrassénico

Foram pesados cinco gramas de material vegetal seco e triturado, e adicionados a
um erlenmyer com 50 mL de etanol absoluto. O extrato foi obtido por extragdo em
aparelho Sonicador Ultrassonico (Ultronique, modelo QR500) com probe de imerséo
com trés pulsos de quinze minutos e poténcia de 90 W. Em seguida, os extratos foram
filtrados e concentrados em aparelho rota evaporador.

Para as determinacgdes quimicas das substancias presentes no extrato etanolico, a
extracdo em Sonicador Ultrassénico foi realizada com solvente etanol 80%, com posterior
retirada dos pigmentos que interferem nas leituras das absorbancias através de particdo

com cloroformio. Em seguida o solvente foi evaporado no rota evaporador.

5.2.2 Determinacéo de fendlicos totais

A determinacédo da concentracgdo de fendlicos totais nos extratos foi feita com base
no uso de uma curva de calibracdo, preparada a partir de uma solucao padrédo de acido
galico, utilizando o método espectrofotométrico com o reagente de Folin-Ciocalteau,
conforme descrito por Salgueiro & Castro (2016). Uma porcao de 50 pL de cada um dos
extratos foi transferida para frascos de 5 mL, em seguida foram adicionados 2,5 mL do
reagente de Folin-Ciocalteau (1:10) e 2,0 mL de uma solucdo aquosa de carbonato de
sodio a 4% recém-preparada. A mistura reacional ficou em repouso por 5 minutos em
aquecimento em banho a 50 °C, onde se observou a mudanca da colora¢édo da solucao de

esverdeada para azul. Apos esse tempo, fez-se a leitura em espectrofotdmetro UV-Vis a
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760 nm utilizando-se cubetas de quartzo de 1 cm de caminho Optico e agua ultrapura
como branco. O teor de fenolicos totais nos extratos foi determinado por interpolagédo da
absorbancia das amostras contra uma curva analitica construida com padrdes de acido

galico e expressos como mg de equivalentes de &cido galico por 100mg de extrato.

5.2.3 Determinacéo de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais foi determinado com o reagente cloreto de aluminio
(MEDA et al., 2005; AHN et al., 2007). Os extratos foram diluidos em metanol grau
espectroscopico. A partir desse extrato, foi realizada a analise colorimétrica, onde foram
transferidos 400 pL de amostra, 200 pL da solugcdo metandlica de cloreto de aluminio 2%
para o baldo volumétrico de 10 ml, e completado o volume com metanol. Ap6s 30 minutos
em repouso, as solugdes foram lidas a 415 nm. Neste caso, apenas 0 metanol foi utilizado
como branco. A quercetina foi utilizada para a confecc¢ao da curva analitica padréo, onde
foi preparada uma solucao padréo de quercetina em metanol (1,78 mg/mL = 0,0059 mM).
Em seguida, foram pipetadas aliquotas de 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 25, 30 e 40 pL desta
solucéo padréo e solucdo metandlica de cloreto de aluminio 2% para completar o baldo
volumétrico de 10 ml, portanto, a curva analitica foi confeccionada nas seguintes
concentragdes: 50, 40, 30, 20, 10, 15, 5 e 1 pug mL?. Ap6s 30 minutos em repouso, foi
realizada a leitura espectrofotométrica em 415 nm, utilizando metanol como branco. Os
resultados foram expressos em mg de equivalentes em quercetina por 100 g de extrato

(mgEq/100g), com trés repeti¢des para cada analise.

5.2.4 Testes quimicos para a capacidade antioxidante

Captura do radical-céation (ABTS™)

A avaliacdo da capacidade antioxidante pela captura do radical-cation (ABTS™)
foi realizado segundo metodologia descrita por Rufino et al. (2007), na qual esta
capacidade é medida através da captura do radical-cation ABTS*. Para a obtencdo da
solucdo do radical-cation ABTS ™ é realizada uma reacdo a partir de 5 mL da solucdo de
ABTS 7 mM com 88 pL da solugéo de persulfato de potéssio (140 mM). Esta solucéo é

mantida no escuro por 16 horas em temperatura ambiente. Em seguida, 1 mL da solugéo
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foi diluida com etanol até alcancar a absorbéancia de 0,700 nm + 0,05 nm com leitura
realizada no comprimento de onda de 734 nm. Foram adicionados 50 uL. da amostra e 5
mL do reagente ABTS em tubos de ensaio. Apds 6 minutos, as leituras das amostras
foram realizadas a 734 nm, e o etanol foi utilizado como branco. Uma solugéo etandlica
de Trolox foi utilizada para a confec¢do da curva analitica nas concentracées de 0,0; 0,3;
0,6; 0,9; 1,2; 1,5; 1,8; 2,1 e 2,4 mmol/L. Os resultados foram expressos em ug de

equivalentes de Trolox por 100 g de extrato.

Reducé&o do ion ferro (FRAP)

A avaliacdo da capacidade antioxidante pelo método de reducdo do ion ferro
(FRAP) foi realizado segundo a metodologia descrita por Bertoncelj et al. (2007). Para a
obtencdo do reagente FRAP adicionou-se 25 mL de tampdo acetato de sodio (0,3 M; pH
3,6) + 2,5 mL de uma solucédo de 40 mM de HCI de TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-
triazina) a 10 mM + 2,5 mL de uma solucdo aquosa de cloreto férrico 20 mM. Em tubos
de ensaio, foram adicionados 0,5 mL de amostra e em seguida 4,5 mL de reagente de
FRAP. A mistura foi mantida aquecida a 37°C por 10 minutos, onde a coloracdo da
solucéo passou de azul claro para azul escuro. A leitura das amostras foi realizada a 593
nm, e 0 branco composto por solucdo reacional sem amostra. Uma solucdo de
FeS04.7H.0O (100-1000 puM) foi utilizada para o preparo da curva analitica nas
concentragdes de 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 e 1000 puM. Os resultados
foram expressos em valores de FRAP (umol Fe(I1)/100 g).

5.2.5 Ensaio biologico para capacidade antioxidante

Para 0s ensaios biologicos foram utilizadas células do modelo eucaridtico
levedura Saccharomyces cerevisiae (cepa BY4741) em sua primeira fase exponencial,
crescidas em meio YPD (extrato de levedura 1%, peptona 2% e glicose 2%). Os
tratamentos foram preparados com extratos etanolicos e aquosos de folhas de plantas
submetidas a diferentes doses de B no campo (2,5 e 8 kg.ha). Para estabelecer os
tratamentos e o tempo de acdo a serem aplicados nas leveduras, foi realizado um pré-
ensaio para testar a toxidez dos extratos. O volume de meio de cultura que correspondente
a 20 mg de células foi adicionado a erlenmeyers com meio de cultura YPD. Neste ensaio,
os extratos foram acrescentados em diferentes concentracGes. ApOs o0 tempo de

tratamento, aliquotas das suspensodes celulares correspondentes a 40 pg de células foram
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diluidas em &gua destilada estéril. Posteriormente, as dilui¢bes seriadas foram plaqueadas
em meio de cultura YPD solido. Ao final dos testes, foram determinados os pardmetros
para serem utilizados no ensaio biolégico. Foram selecionados o tempo de 2 h de
exposi¢édo ao tratamento, e as concentragdes de 0,1 e 0,5% para o extrato aquoso, e 0,01
e 0,025%, para o etandlico.

Para o ensaio de viabilidade celular, células de S. cerevisiae durante sua fase
exponencial, foram previamente tratadas com extrato aquoso em concentragdes de 0,1 e
0,5% e extrato etandlico de 0,025% e 0,050%. Ap6s 2h sob agitacdo com o tratamento
adaptativo, as células foram lavadas com agua destilada estéril e centrifugadas a 4.000
rpm por 4 min a 25°C. O precipitado celular foi novamente ressuspendido em meio YPD
e as células foram ressuspendiadas com o agente estressante H>O» (1 mM) durante 1 h,
sob agitacdo. Apos o tempo de incubacéo as células foram plaqueadas em meio de cultura
YPD sdlido. Em seguida foram incubadas por 48 h em estufa B.O.D. a temperatura 28 °C
para posterior contagem. Todo ensaio foi realizado em triplicata. Foram utilizados como
controle negativo as células sem adigéo de H>O., e como controle positivo as células

expostas apenas ao H>O; (Figura 11).

Meio YPD | 10ug de células

=R Saccharomyces cerevisiae (BY4741)

/ / \‘ \ Adigao dos tratamentos

& & & & AgitacBopor2h

| ! | | Triplicata:

s = - . -

Centrifugagdo Extrato Aquoso Extrato Etandlico

: : - por4 min

v v ’ Controle Controle

| l l l L 3

" ] ] Perdxido (1 mM) Perdxido (1 mMm)
- - - - 0.1% 0,025 %

Células foram estressadas

com H,0, por 1 h = 0,5% 3 0,05 %

Figura 11 Esquema simplificado das etapas do ensaio de viabilidade celular das cepas de

S. cerevisiae tratadas com extrato aquoso e etandlico de girassol, sob estresse oxidativo.

5.2.6 Analise qualitativa dos extratos por CLAE-DAD

Os perfis cromatograficos dos diferentes extratos de girassol foram analisados por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD, Shimadzu), constituido por duas
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bombas série LC- 20AT, detector de arranjo de diodos série SPD-M20A e autoinjetor
SIL-10A. O controle do equipamento e aquisicdo dos dados foi feito através do software
LCSolution (Shimadzu). As andlises foram realizadas em coluna analitica de fase reversa
Betasil C-18 (250 x 4,6 mm, 5 pm de particula, Thermo) mantida a 40 °C, com fluxo
constante de 1,0 mL mint. A fase movel foi constituida por uma mistura de agua: acido
acético (99:1, solvente A) e metanol (100, solvente B), e um gradiente linear foi realizado
comegando com 10% de metanol até 90% durante 20 min. Todas os extratos foram
filtrados através de um filtro de seringa (13 mm, porosidade de 0.45 um, PVDF, Analitica)
e 20 pL injetados. A identificagdo das substancias presentes nos extratos foi baseada na
comparagdo dos tempos de retencdo e suas curvas no UV com os de padrfes auténticos
(&cido clorogénico, acido cafeico, acido 4-cafeoilquinico, &cido 3,4-dicafeoilquinico,

acido vanilico e acido siringico).

5.2.7 Andalise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA). Quando as variaveis
diferiram pelo teste F, as medias foram comparadas pelo Teste de Tukey ao nivel de 5%

de significancia.

5.3 Potencial Alelopatico de Extratos de Folhas e Capitulos de Girassol Sobre a

Germinacao de Digitaria insularis

5.3.1 Conducéo do experimento

Foram utilizadas amostras de folhas e capitulos coletadas no primeiro experimento
para a elaboracdo do extrato alelopatico. Os extratos foram preparados a partir de cinco
gramas de material vegetal seco e triturado, através do método de decocc¢do, descrito no
item 5.2.1. Sementes de Lactuca sativa e Digitaria insularis (L.) Fedde foram germinadas
em placas de Petri (50 sementes por placa) em um papel de filtro umedecido com agua
destilada autoclavada (BOGATEK et al., 2006). O delineamento experimental utilizado
foi o inteiramente casualizado em arranjo fatorial de tratamentos (fonte extrato x dose
extrato), composto por quatro repeticdes.

O potencial alelopatico dos extratos foi avaliado através do tempo e da quantidade
de sementes germinadas. Além disso, foi avaliado o extravasamento de eletrélitos das

sementes e plantulas.
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5.3.2 Métodos analiticos

O potencial alelopatico foi avaliado através da determinacdo da porcentagem e do
tempo de germinacdo. Foi adotado como critério para semente germinada aquelas
apresentando radiculas com 2 mm de comprimento. A avaliacdo dos resultados foi
realizada no primeiro dia em que as plantas comegaram a germinar (protrusédo da
radicula). No sétimo dia foram avaliadas a porcentagem de germinacédo (contagens) e o

extravasamento de eletrolitos.

5.2.3 Indice de velocidade de germinacéo (IGV)

O indice de velocidade de germinacéo foi calculado pelo somatério do nimero de
sementes germinadas a cada dia, dividido pelo nimero de dias decorridos entre a

semeadura e a germinacdo (MAGUIRE, 1962), de acordo com a férmula:

IVG = (GL/N1) + (G2/N2) + ... + (GN/NN)

5.3.4 Extravasamento de eletrolitos

O extravasamento de eletrdlitos foi mensurado com um medidor de condutividade
modelo BEL W12D. Foram utilizadas 20 sementes ou 10 plantulas, as quais foram
colocadas em 30 mL de agua ultrapura a temperatura ambiente. Apos trés horas foi
realizada a primeira medicdo (EC1), em seguida as mesmas amostras foram submetidas
as mesmas condicdes de autoclavagem durante 20 min e a segunda medicdo (EC2) foi
realizada em temperatura ambiente. A extrusdo de eletrélitos (CE) foi expressa de acordo
com a formula EC = (EC1/EC2) x 100 (LUTTS et al., 1996).

5.3.6 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a verificacdo da normalidade (Shapiro-Wilk) e
homocedasticidade de variancias (Breusch-Pagan), utilizando-se o pacote Imtest.
Posteriormente, os resultados foram submetidos a anélise de variancia usando o teste F,
e gquando houve efeito significativo para as variaveis quantitativas foi ajustado modelo de

regressao quadratica.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Producéo de Gréos, Teor e Qualidade do Oleo de Trés Gendtipos de Girassol
Sob Diferentes Doses de Boro

6.1.1 Analise de Boro, produtividade de gréos e teor de 6leo

Na primeira coleta, fase R5, o Helio251 absorveu mais B nos ambientes com
menor disponibilidade do nutriente (0 e 2,5 kg.ha') quando comparado aos demais
(Tabela 2). Esta maior remobilizacdo do nutriente pode estar correlacionada a maior
exigéncia do gendtipo pelo elemento B. O fato da presenca do B em tratamentos onde
ndo foi realizada aplicacdo de tal micronutriente pode ser justificada pela presenca em
pequena quantidade deste no solo. Assim, nestas condicGes, ocorre a atuacdo dos
transportadores de alta afinidade regulados em resposta a disponibilidade de B no
ambiente (MIWA; FUJIWARA, 2010). No tratamento de alta dose (8 kg.hal), a
quantidade do B nos capitulos foi equivalente para todos os genotipos na primeira coleta
(Tabela 2).

Na segunda coleta, durante a maturacéo, houve aumento no teor de B, em relacéo
a primeira coleta, nos capitulos e gréos de todos os gendtipos (Tabela 2), ou seja, 0
nutriente foi remobilizado devido a sua participacdo na formacdo do botdo floral e
desenvolvimento do tubo polinico (JAIN et al., 2015). E conhecido que 0 movimento do
B pelos vasos do xilema ocorre para os locais de maiores perdas de dgua. Entretanto, ha
muitas davidas sobre a redistribuicdo do B, que ocorre pelo floema. As espécies vegetais
diferem intensamente quanto a mobilidade de B, podendo classifica-las em espécies em
que a redistribuicdo do micronutriente é restrita e espécies em que o B é altamente movel
(BROWN; SHELP, 1997).

No final do ciclo, a aplicacdo de 5 kg ha™ de B resultou em maiores teores de B
nos tecidos do genotipo BRS324 (Figura 12A), contudo, isso ndo resultou em maior
produtividade de grdos (Figura 12B). Ja para o Helio251, o tratamento com alta dose
resultou em maior teor do micronutriente no capitulo + grdo (Figura 12A) e,

consequentemente, maior produtividade de graos (Figura 12B).
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Tabela 2 Teor de B nos capitulos na 12 coleta (fase R5) e nos capitulos e grdos na 22
coleta (final do ciclo) dos gen6tipos de girassol BRS323, BRS324 e Helio251, cultivados
sob diferentes doses de B (0; 2,5; 5 e 8 kg.ha), na fazenda experimental da Universidade
Federal da Grande Dourados (MS).

Teor de B (mg.kg?)

Dose Capitulo 1° coleta (R5) Capitulo 2°coleta (R9)
(kg-ha') BRS323 BRS324  Helio251 BRS323 BRS324  Helio251
0 13,28 B 14,48 B 19,52 A 38,10 B 17,34 C 47,95 A
2,5 1425 B 13,51 B 17,70 A 3757A 38,18A 42,64 A
5 16,57 A 13,12B 17,46 A 5293 A 22,20B 52,50 A
8 14,31 A 14,87 A 15,67 A 23,55 B 37,06 A 22,83 B
Dose Gréo Capitulo + Grao (2° coleta)
BRS323 BRS324  Helio251 BRS323 BRS324  Helio251
0 3249A 22,12 B 21,61 B 70,59 A 39,46 B 69,56 A
2,5 25,29 A 21,16B 20,45 B 62,86 A 59,34 A 63,09 A
5 21,67B 2431 A 16,50 C 7460 A  46,50B 69,00 A
8 2485 A 19,08 B 26,67 A 48,39 B 56,14 A 49,5 AB

*Médias seguidas das mesmas letras maiusculas na linha ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

O genotipo BRS323 remobilizou mais B para o grdo em condicdes de baixa
disponibilidade do elemento (Figura 12A), e por isso foi considerado mais eficiente do
que os demais. Este fato pode ter contribuido para a manutencao da alta produtividade
deste gendtipo na auséncia de adubacdo com B (Figura 12B). Neste caso, a absorcéo do
B provavelmente estd ocorrendo por canais de membrana nao-seletivos ou por
transportadores de alta afinidade, ambos ativados sob condigdes de baixa disponibilidade
de B (PRINCI et al., 2016).

Ja o genotipo Helio251 foi 0 mais sensivel as variacdes na disponibilidade de B,
pois sua produtividade foi maior nas maiores doses de B (5 e 8 kg.ha) quando comparado
as demais doses (Figura 12B). Khan et al. (2015) também encontraram efeito benéfico
sobre a producdo de grdos em hibridos de girassol (Patron 551 e S-278) quando B foi
aplicado.

O gendtipo BRS324, apesar de ndo ter sua produtividade de grdos aumentada com
as doses de B, teve maior teor de 6leo no tratamento de maior dose de B (8 kg.hat) e
resultados semelhantes entre baixa dose e alta dose, mostrando adaptacdo em ambas

condigdes de cultivo (Figura 12D). Tahir et al. (2014) observaram maior teor de 6leo de
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girassol, hibrido Hysun-33, quando aplicado 8 kg.ha* de B durante a fase de iniciagdo do
botéo floral. Nesse trabalho, os tratamentos ndo afetaram a producéo de 6leo no gendtipo
BRS323, por outro lado, o gendtipo Helio251 teve alta producdo com a dose de 5 kg,
seguido de decréscimo na dose de 8 kg (Figura 12D). A comparagdo entre genotipos
mostra que Helio251 teve maior producéo de 6leo com a dose de 5 kg.ha* de B, e BRS324
teve maior producéo nas doses de 2,5 e 8 kg.ha™.

A aplicacdo de B resultou no aumento do nimero de grdos produzidos pelo
gendtipo Helio251 (Figura 12C), demonstrando ser mais sensivel & auséncia do
micronutriente. Conforme demonstrado por Pattanayak et al. (2017), o B esté relacionado
a formacéo do tubo polinico durante o periodo de floragdo. De maneira semelhante, neste
trabalho, 0 aumento no nimero de gréos no gendtipo Helio251 pode estar relacionado a
maior fecundacdo, durante a floragéo, proporcionada pela adubacdo boracica. MekKi
(2015) também observou aumento no nimero de grdos produzidos em girassol sob
adubacdo boracica.

A correlacdo entre quantidade de grdos produzidos e os teores de 0leo se mostrou
negativa para o gendtipo BRS323 (Figura 13A). Foi observado efeito de diluicdo, pois, a
medida que mais graos foram produzidos, foi também observado diminuicdo no teor de
6leo nos gréos. Por outro lado, para o genotipo Helio251 essa correlacdo foi positiva
(Figura 13B), pois 0 aumento do teor de 6leo nos grdos acompanhou o aumento no
numero de graos. Alves et al. (2017) encontraram correlagdo positiva entre producéo de

gréos e producdo de 6leo em diferentes gendtipos de girassol.
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6.1.2 Teor de proteina bruta nos gréos

Com relacdo aos teores de proteina bruta nos gréos, esses ndo foram alterados pela
adubacdo bordcica, entretanto, foi observada diferenca genotipica para tal parametro. O
genotipo BRS323 se destacou com os maiores teores de proteina (Tabela 3). Tais
resultados estdo em oposicdo aos encontrados por Mehmood et al. (2018), que
observaram maior teor de proteina em hibridos de girassol (Hysun-33 and DK-4040)
quando aplicado o B e menor teor no controle. Essas diferencas entre os resultados

reforcam a existéncia das particularidades genotipicas.

Tabela 3 Percentual de proteina bruta nos grdos de diferentes gendtipos de girassol
(BRS323, BRS324, Helio251) submetidos a adubacéo diferenciada de B (0; 2,5; 5 e 8
kg.hat).

Dose % proteina bruta
(kg-ha’) BRS323 BRS324 Helio251
0 21,5 19,2 20,2
2,5 19,8 15,0 16,6
5 23,3 16,9 17,0
8 20,8 17,2 18,6

Médias 214A 171B 18,1B
*Médias seguidas das mesmas letras maiusculas na linha ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

6.1.3 Qualidade do 6leo

Embora tenha sido identificado por CG-EM um total de 11 ésteres metilicos de
acidos graxos nas amostras de 6leo para todos os tratamentos e gendtipos estudados
(Tabela 4), para fins de discussao serdo levados em conta apenas 0s quatro acidos graxos
majoritarios presentes nos Oleos: acidos palmitico, estearico, oleico e linoleico (Figura
14).

Os dados de acidos oleico e linoleico, presentes na Tabela 5, ndo apresentam a
influéncia das doses de B na producdo de acidos graxos, e como observado, ndo houve
diferenca, demonstrada pelas comparacdes no interior da tabela (sem letras), havendo
significancia apenas nas médias dos cultivares, evidenciando uma influéncia genotipica
ao inves de resposta a fertilizacdo boracica. Dentre os trés, o genétipo Helio251 produziu
mais &cido linoleico e menos acido oleico, enquanto o genotipo 0 BRS323, produziu mais

oleico e menos linoleico que os demais (Tabela 5). Acidos monoinsaturados, como o
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oleico, tem sido alvo de interesse para a industria de alimentos, pois sofrem menos

alteracOes oxidativas que &cidos poli-insaturados como linoleico (MEKKI et al., 2015).

Tabela 4 Identificacdo dos ésteres metilicos dos &cidos graxos presentes nos genotipos
de girassol Helio251, BRS323 e BRS324, cultivados na Fazenda Experimental da

Universidade Federal da Grande Dourados-MS.

Tempo de retengdo

Acido graxo (min) Area (%)
Helio251 BRS323 BRS324

Palmitico 19,77 8,49 7,92 8,59
Linoleico 24,86 45,20 38,98 40,72
Oleico 25,07 34,07 43,25 39,78
Linolénico 25,16 1,51 1,36 1,53
Estearico 25,76 6,67 6,51 6,17
Aracdonico 30,10 0,22 0,18 0,17
eicosapentaenoico 30,21 0,25 0,22 0,19
Eicosandico 30,64 0,35 0,26 0,32
Eneicosandico 31,39 0,65 0,65 0,55
Beénico 36,66 1,88 1,85 1,67
Lignocérico 41,57 0,77 0,71 0,67

P S e N e S T

Acido palmitico
/\/\/\/\/\/\/\/\/H\
OH
Acido estearico

(@]
_ |
\/\/\/\/_\/\/\/\/\OH

Acido oleico

0
I

W\/\/\/\/\OH

Acido linoleico

Figura 14 Estruturas dos quatro principais acidos graxos encontrados no 6leo de girassol.
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Tabela 5 Teores (%) de acido linoleico e oleico presentes no Gleo dos gendtipos de
girassol BRS 323, BRS 324, Helio251 cultivados com diferentes doses de B (0; 2,5; 5 e
8 kg.ha), aplicadas no plantio.

Dose Acido Linoleico (C18:2) Acido Oleico (C18:1)
(kg.ha') BRS323  BRS324  Helio251 BRS323 BRS324 Helio251
0 39,48 40,34 44,17 42,53 41,54 34,8
2,5 40,19 40,40 46,15 42,33 39,27 32,82
5 38,24 40,79 46,56 42,34 39,13 33,00
8 37,95 41,34 43,93 44,65 39,17 35,64

Médias 38,97 C 40,72 B 45,20 A 4296 A 39,78B 34,07C
*Medias seguidas das mesmas letras mailsculas na linha ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

O genotipo BRS324 apresentou valores médios de ambos os acidos (linoleico e
oleico). Diferengas no perfil de acidos graxos entre gendtipos estudado foram observadas
(Figura 15). Entretanto, os perfis dos acidos graxos dos o6leos dos gendtipos,
Helio251(Figura 16), BRS323 (Figura 17) e BRS324 (Figura 18), ndo sofreram alteracéo
com a aplicacdo dos tratamentos, ou seja, através dos cromatogramas foi possivel
observar que o elemento B ndo interferiu no perfil dos acidos graxos. Dhillon et al. (2017),
ndo encontraram influéncia da adubacdo boracica foliar sobre o perfil de acidos graxos
em girassol. J& Mekki (2015), detectou que o elemento B influenciou no perfil dos acidos
palmitico, estearico, oleico e linoleico, em duas cultivares de girassol (Sakha-53 e Giza-
102) submetidas a adubacédo foliar com o nutriente. Tais trabalhos corroboram com os
resultados obtidos neste estudo, reforcando a ideia de que a resposta dos gendtipos de
girassol ao B pode ser diferente quanto ao perfil dos &cidos graxos encontrados, sendo
essa uma caracteristica governada predominantemente pelas caracteristicas genotipicas

da cultura.
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Figura 15 Efeito da caracteristica genotipica no perfil dos acidos graxos presente no 6leo
de diferentes genotipos de girassol (BRS323, BRS324 e Helio251).

Quando analisados os acidos graxos saturados, foi constatada oscilacdo nas
concentracdes dos acidos palmitico e estearico entre doses e gendtipos (Tabela 6). Apesar
do acido palmitico e do estearico serem precursores para a sintese de acidos graxos
insaturados, os &cidos oleico e linoleico ndo apresentaram oscilaces no seu perfil, 0 que
demonstra que estes acidos ndo foram influenciados pelas doses de B aplicadas.

Apesar do genotipo BRS324 ter apresentado maior teor de &cido palmitico quando
a dose de 5 kg foi aplicada (Tabela 6), esta dose ndo deveria ser considerada a indicada
para a producéo de 6leo para o consumo humano, que deve dar preferéncia aos 6leos com
maiores teores de acidos graxos insaturados. O mesmo acontece com o Helio251 em
relacdo ao teor de &cido estearico, que foi maior na auséncia de B, seguido de uma queda

no tratamento de melhor producdo de dleo (5 kg.ha; Tabela 4).

Tabela 6 Teores (%) de acido palmitico e estearico presentes no 6leo dos genoétipos de
girassol BRS 323, BRS 324, Helio251 cultivados com diferentes doses de B (0; 2,5; 5 e
8 kg hal), aplicadas no plantio.

Dose Acido Palmitico (C16:0) Acido Estearico (C18:0)
(kg.ha') BRS323 BRS324  Helio251 BRS323  BRS324 Helio251
0 7,69 B 8,29 A 8,49 A 6,23 B 6,35 B 7,33 A
2,5 805B 831AB 875A 6,84 A 5,92 C 6,39 B
5 7,67C 9,14 A 8,38 B 6,31 AB 6,14 B 6,64 A
8 8,26 A 8,60 A 8,34 A 6,65 A 6,25AB  6,32B

*Médias seguidas das mesmas letras mailsculas na linha ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de significancia.
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Figura 16 Perfis dos ésteres metilicos de &cidos graxos identificados por CG-EM no 6leo

do gendtipo Helio251 de girassol, com dose de 0; 2,5; 5 e 8 kg.ha* de B.
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Figura 17 Perfis dos ésteres metilicos de &cidos graxos identificados por CG-EM no 6leo

do gendtipo BRS323 de girassol, com dose de 0; 2,5; 5 e 8 kg.ha de B.
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Figura 18 Perfis dos ésteres metilicos de acidos graxos identificados por CG-EM no 6leo
do gendtipo BRS324 de girassol, com dose de 0; 2,5; 5 e 8 kg.ha de B.

Analisados em conjunto, os dados apontam 0 gendtipo BRS323 como sendo mais

eficiente na absorcdo de B e produtividade de grdos em ambientes com baixa

disponibilidade desse nutriente (dose 0 kg.ha? de B). Quando comparado com os demais

genotipos, 0 BRS323 apresentou 0s maiores teores de proteina bruta e acido oleico. Por

outro lado, o genotipo Helio251 apresentou os maiores teores de acido linoleico, com

melhor produtividade e teor de 6leo no tratamento de 5 kg.ha™. J4 0 BRS324, apesar de
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ndo ter sua produtividade influenciada pelo B, exibiu maior teor de 6leo nos gréos quando

aplicado o micronutriente.

6.1.4 Concluséo parcial

E evidente a importancia do B para a produtividade de gréos e teor de 6leo em
girassol. Contudo, os gendtipos se comportam de maneira diferente a aplicagdo do
micronutriente, sendo necessario verificar a dose adequada para cada um dos genotipos.
Em relacdo ao perfil dos acidos graxos e teor de proteina bruta nos grdos, ndo foi
observada interferéncia da adubacgdo boracica na qualidade do 6leo, reforcando a tese de
que as caracteristicas genotipicas sdo determinantes, reforcando a necessidade da
realizacdo de novos estudos visando elucidar o potencial agronémico de cada genétipo
avaliado.

6.2 Capacidade Antioxidante de Extratos de Girassol

2.2.1 Determinacéo da capacidade antioxidante in vitro

Em relacdo aos teores de substancias fendlicas totais encontradas nas folhas, o
extrato aquoso demonstrou alto teor de fendlicos na auséncia do elemento B, quando
comparado aos tratamentos com 2,5 e 8,0 kg.ha! de B (Figura 19A). Os dados aqui
obtidos corroboram relatos da literatura os quais indicam que a deficiéncia prolongada de
boro nas plantas resulta no acimulo de fendis (GUPTA, 2007).

O tipo de solvente utilizado no processo extrativo influencia no teor de
metabolitos extraidos. Como exemplo, temos a comparacdo entre o extrato aquoso e 0
extrato etandlico quanto ao teor de fenolicos totais (Figura 19A). Nesta analise, foi
observado maior poder de extracdo de fendlicos no solvente hidroalcoodlico entre 2,5 e 8
kg. ha de B, seguido de uma queda brusca com o aumento da adubag&o com B no campo.
Liu et al. (2015), trabalhando com folhas de laranjeira sob deficiéncia de B, observaram
aumento nos niveis de fendis nas folhas superiores, a partir de extratos
metanol/cloroférmio. Segundo esses autores, 0 aumento dos fendis indica que o efeito do
B sobre o0 metabolismo do fenol nas plantas citricas pode ser consequéncia de rupturas na
estrutura foliar.

Foi determinado um menor teor de fendlicos nos extratos aquosos de plantas que

receberam adubagdo boréacica na dose de 2,5 kg.ha' de B, quando comparados aos
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hidroalcoodlicos (Figura 19A). Essa observagdo pode ser corroborada com a anélise por
CLAE-DAD, que mostrou que o perfil quimico para o extrato hidroalcodlico apresentou
um ntmero maior de &cidos fendlicos (derivados de cindmico e de benzoico) do que o

extrato aquoso com a mesma dosagem de boro.
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Figura 19. Curvas de regressao dos extratos aquosos e hidroalcoolicos de folhas de
plantas de girassol (Helio251) submetidas a diferentes doses de B no campo (0; 2,5 e 5
kg.hal). A - Curvas de regressdo dos teores de fendlicos totais dos extratos aquoso e
hidroacodlico. B - Curvas de regressdao da capacidade antioxidante pelo método de
reducdo do ion ferro (FRAP) dos extratos hidroalcodlicos e aquosos. C - Curvas de
regressao da capacidade antioxidante pelo método ABTS dos extratos hidroalcoolicos e

aquosos.

No extrato hidroalcodlico foram identificados por CLAE-DAD os seguintes
derivados de &cidos cinamicos: acido clorogénico, acido 4-cafeoilquinico, acido 3,4-
dicafeoilquinico, além de dois outros derivados de acido cafeoilquinico que ndo foram

identificados por falta de padrdo; além de dois derivados de &cido benzoico: acido
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vanilico, &cido siringico (Figura 20). J& no extrato aquoso so foi possivel identificar trés

derivados de &cidos cafeoilquinicos: acido clorogénico, &cido-4-clorocafeoilquinico e

acido 3,4-dicafeoilquinico (Figura 21). Essas substancias sdo muito mais sollveis em

agua do que os derivados de acidos benzoicos identificados no extrato hidroalcodlico.
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Figura 20 Perfil quimico do extrato hidroalcoolico de folha de plantas de girassol

cultivadas com 2,5 kg.ha de B por CLAE-DAD em fase reversa.
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Figura 21 Perfil quimico do extrato aquoso de folha de plantas de girassol cultivadas com

2,5 kg.ha* de B por CLAE-DAD em fase reversa.
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As estruturas das substancias identificadas nos dois extratos estdo na Figura 22.
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Figura 22 Substancias identificadas por CLAE-DAD no extrato aquoso e hidroalcoolico

de folha de plantas de girassol cultivadas com 2,5 kg.ha™ de B.

Entretanto ao avaliar a capacidade antioxidante pelo método de oxi-reducao
FRAP, o extrato aquoso apresentou maior capacidade antioxidante, quando comparado
ao extrato hidroalcoolico, para os tratamentos com doses mais elevadas de boro, de 2,5 e
8 kg.ha (Figura 19B). Com isso, foi verificado que o solvente hidroalcodlico extraiu
mais substancias fenolicas, mas as substancias extraidas ndo necessariamente possuem
estrutura com capacidade antioxidante de reducéo do ion ferro. Estes ions sdo bastante
ativos em reacOes de dxido-reducdo, tornando-os potentes catalisadores das reacdes de
geracdo de radicais livres (BARBOSA et al., 2010). Giada; Mancini-Filho (2009), ao
avaliarem a capacidade antioxidante in vitro de extratos aquosos e etandlicos de
cotilédones de girassol pelos métodos FRAP, DPPH e ORAC, concluiram também que o
extrato aquoso apresentou maior capacidade antioxidante.

A analise pelo método ABTS demonstrou que ndo ha diferencas na capacidade

antioxidante, quando comparadas as doses de extrato aquoso (Figura 19C). Ou seja, esta
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caracteristica aparentemente independe da dose de B aplicada no campo. Nao obstante,
este tipo de extrato demonstrou maior potencial antioxidante quando comparado ao
extrato hidroalcodlico (Tabela 7). Este método é aplicavel ao estudo de antioxidantes
hidrossoluveis e lipossollveis, compostos puros e extratos vegetais (SUCUPIRA et al.,
2012). O extrato hidroalcodlico apresentou menor capacidade antioxidante na auséncia
do elemento B (Figura 19C), corroborando os valores de fenélicos na mesma dose (Figura
19A).

Tabela 7 Fendlicos totais e FRAP dos extratos foliares dos tipos aquosos e
hidroalcoodlicos de plantas de girassol (Helio251), cultivadas com diferentes doses de B

no campo.
Dose Fenolicos totais 2 FRAP °
(kg.hat) aquoso  hidroalcoolico aquoso hidroalcodlico
0 2,64 A 0,58 B 21,47 A 15,96 B
2,5 1,04 B 1,56 A 42,96 A 18,51 B
8 1,18 A 0,44 B 34,47 A 22,33 B
Dose ABTS ¢
(kg.hat) aquoso hidroalcodlico
0 20,01 13,72
2,5 22,18 16,65
8 23,18 15,55
médias 21,79 A 15,31 B

*Médias seguidas das mesmas letras maiusculas na linha ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de significancia. a. mg de galico/100 mg de extrato. b. mmol
Fe(11)/100 mg de extrato. c. mmol TE/100mg de extrato

Em relacdo aos extratos de capitulos, preparados apenas com plantas cultivadas
com a dose de 2,5 kg.ha? de B, foram observados também maiores teores de fendlicos
para o solvente hidroalcodlico (Figura 23A, Tabela 8). Entretanto, assim como nos
extratos de folhas na dose de 2,5 kg.ha* de B, o extrato aquoso demonstrou ter capacidade
antioxidante superior pelo teste de FRAP (Figura 23B). O extrato aquoso pode ter
extraido substancias com maior capacidade antioxidante, os quais merecem estudos
posteriores visando sua identificacdo, uma vez que nao houve influéncia da quantidade
de B aplicada durante o cultivo. Considerando a capacidade antioxidante pela captura do
radical livre ABTS™, ndo houve diferencas entre tipos de extratos, aquoso ou

hidroalcodlico, produzidos a partir dos capitulos (Tabela 8).
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Segundo Seth; Aery (2017), compostos fendlicos sdo indicadores de estresse em
plantas. No referido trabalho, os autores analisaram variedades de trigo submetidas a
diferentes doses de B, e correlacionaram mudangas ocorridas nos constituintes
bioquimicos com os tratamentos de B aplicados. Dentre as mudancas observadas, eles
verificaram os niveis de fendlicos totais, contetdo de prolina e atividade da peroxidase.

Durante o desenvolvimento dos nossos estudos, ndao foi possivel a realizagdo de
analises com os outros tratamentos nos extratos aquosos e hidroalcodlicos de capitulo.
Ainda assim, a realizacdo deste tipo de analise é considerada importante para averiguar
uma possivel variacdo em relacdo ao processo extrativo, como ocorreu no extrato

hidroalcodlico e aquosos nas folhas.
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Figura 23 (A) Teores de fendlicos totais encontrados nos extratos aquosos e
hidroalcodlicos de capitulos de girassol. (B) Capacidade antioxidante pelo método de
reducdo do ion ferro (FRAP) de extratos aquosos e hidroacodlicos de capitulos de
girassol. (C) Capacidade antioxidante pelo método ABTS de extratos aquosos e
hidroalcodlicos de capitulos de girassol. As barras representam o erro padrdo médio das
repeticdes, e seguidas das mesmas letras, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel

de 5% de significancia.
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Tabela 8 Fenodlicos totais, FRAP e ABTS dos extratos de capitulo dos tipos aquoso e

hidroalcodlico de plantas de girassol (Helio251) cultivadas com 2,5 kg.ha™ de B no campo.

Dose Fendlicos totais 2 FRAP ABTS©
(kg.hat) Aq. H AQ. H Aq. H
2,5 2,47 B 3,06 A 3577A 32,75B 1701 A 17,28 A

*Meédias seguidas das mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de significancia. a. mg de galico/100 mg de extrato. b. mmol Fe(11)/100 mg de
extrato). c. mmol TE/100mg de extrato. Ag. aquoso. H. hidroalcodlico.

Né&o foram encontrados teores de flavonoides totais nos extratos avaliados, dados
que corroboram com as andlises realizadas por CLAE-DAD, onde ndo se observou
nenhum pico no cromatograma com curvas de absor¢do no UV para esta classe de
substancia. Do mesmo modo, Mercali et al (2012) ndo detectaram flavonoides em extratos
etanolicos de broto de girassol. Contudo, dados na literatura acusam a presenca de
flavonoides em extratos metanolicos de folhas do género Helianthus (SYTAR et al.,
2018)

Em sementes de girassol, os principais compostos detectados por Pedrosa et al.
(2000), no nucleo e na casca, foram o acido clorogénico, o acido cafeico e dois derivados

cafeoilquinicos.

6.2.2 Determinacédo da atividade antioxidante in vivo

No ensaio de viabilidade celular, o extrato foliar aquoso de plantas cultivadas com
2,5 kg.ha de B apresentou atividade antioxidante em Saccharomyces cerevisiae (Figura
24A), resultado comprovado nos testes in vitro realizados com FRAP (Figura 19B). Por
outro lado, com o extrato aquoso produzido a partir de plantas cultivadas sob excesso de
B, ndo houve protecdo das leveduras do estresse oxidativo (Figura 24B). Este fato
corrobora os dados de FRAP, onde foi notada uma queda na capacidade antioxidante do
extrato de reduzir fons ferro a partir de plantas cultivadas sob 2,5 kg.ha® de B (Figura
19B).

O extrato etan6lico também apresentou atividade antioxidante no tratamento onde
as plantas foram adubadas com 2,5 kg.ha® de B. Porém, essa atividade demonstrou-se
maior em comparagdo com a realizada no extrato aquoso. Este fato pode estar associado

aos maiores niveis de fendlicos totais encontrados neste tratamento, quando comparado
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as demais doses e ao extrato aquoso (Figura 19A; Tabela 7). Os extratos foliares etanolico
e aquoso de plantas cultivadas sob excesso de B ndo possuem atividade antioxidante in
vivo, pois a viabilidade celular foi semelhante ao controle positivo, realizado com
peroxido (Figura 24B e D). Na andlise de fendlicos, hd um decréscimo destes nessas
condicBes no extrato etandlico, e um decréscimo da capacidade antioxidante no teste

FRAP no extrato aquoso.
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Figura 24 Ensaios de viabilidade celular de Saccharomyces cerevisiae ap6s 1 h de
exposicdo ao agente estressante H202 (1,0 mM) e com pré-tratamentos com extratos
etanolico e aquosos de folhas de girassol (Helio251) por 2 h. A - Extrato aquoso de folhas
de plantas submetidas a dose de 2,5 kg.h* de B no campo. B - Extrato aquoso de folhas
de plantas submetidas a dose de 8 kg.h* de B no campo. C - Extrato etandlico de folhas
de plantas submetidas a dose de 2,5 kg.h™ de B no campo. D - Extrato etandlico de folhas
de plantas submetidas a dose de 8 kg.h™ de B no campo. As barras de erro representam o
erro padrdo médio (n=3). Os tratamentos seguidos das mesmas letras minusculas nédo

diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

Foi realizado um teste de viabilidade celular com extrato aquoso de capitulo de

plantas cultivadas com 2,5 kg.ha® de B no campo. Este extrato demonstrou maior
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atividade antioxidante do que os extratos foliares. O tratamento de 0,5% de extrato,
apresentou valores estatisticos similares ao controle negativo quando comparado pelo
teste de Tukey (Figura 25). De acordo com a andlise da capacidade antioxidante dos
extratos de reducdo do ion ferro, o extrato aquoso de capitulo de plantas nessas condi¢des
de cultivo possui maior capacidade antioxidante que o extrato hidroalcodlico. WEISZ et
al., 2009 identificaram onze compostos por cromatografia liquida de alta eficiéncia em
cascas e améndoas de girassol, sendo o acido clorogénico (&cido 5-cafeoilquinico) a
substancia majoritaria. Uma hipétese seria o fato dos grdos serem formados e estarem
inseridos no capitulo poderia indicar que neste compartimento haja vestigio das

substéancias antioxidantes encontradas nos gréaos.
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Figura 25 Gréafico de viabilidade celular de Saccharomyces cerevisiae apds 1 h de
exposicdo ao agente estressante H.O» (1,0 mM), e com pré-tratamento com extrato
aquoso de capitulo de girassol (Helio251) nas concentracdes de 0,1 e 0,5%. As barras de
erro representam o erro padrdo médio (n=3). Os tratamentos seguidos das mesmas letras

minusculas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

Ja se sabe que a farinha de girassol desengordurada, proveniente dos graos, € uma
fonte promissora de substancias fenolicas que podem ser recuperados e utilizados como
antioxidantes naturais (WEISZ et al., 2009). Os ensaios realizados neste trabalho
demonstram que os extratos de folha e capitulo também possuem caracteristica
antioxidante. Futuramente, poderiam ser realizados testes no intuito de explorar novas
possibilidades de aplicacdo para estes tipos de extratos. Destacando aqui que o extrato

aquoso demonstrou ser mais ativo para a capacidade antioxidante. O uso da agua no lugar
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do etanol, um solvente mais toxico e caro, permitiria também ilustrar o principio da
quimica segura, 0 uso de recursos renovaveis e a diminuicdo na geracdo de efluentes
toxicos. Adicionalmente, o extrato aquoso de capitulo destacou-se com alta atividade
antioxidante in vivo no tratamento de 0,5%, ainda que este extrato ndo tenha passado por
testes com outros tratamentos de campo com outros materiais vegetais, como foi feito
com os extratos de folha. Este tratamento foi semelhante ao de controle apenas com meio
de cultura. N&o foram encontrados registros de ensaios de viabilidade celular para testar
atividade antioxidante de extratos de girassol com a intencao de proteger as leveduras dos
danos causados pelo estresse oxidativo. Este fato abre um leque de possibilidades futuras

para este estudo.

6.2.3 Concluséo parcial

Os ensaios realizados demonstraram que os extratos oriundos de folhas e capitulos
de girassol (Helio251) possuem potencial antioxidante in vivo e in vitro.

Nas analises in vitro, as concentracGes de substancias fenolicas e a capacidade
antioxidante pelo teste FRAP foram dose-dependentes para os extratos hidroalcodlicos.
Essa capacidade antioxidante verificada nos ensaios in vitro foi também confirmada pela
analise qualitativa de cromatografia liquida. Onde foi verificada a presenca de acidos
fendlicos do tipo cinamico.

Ainda, pode-se concluir que os extratos de plantas, tanto o etandlico quanto o
aquoso, ndo possuem atividade antioxidante in vivo quando sob excesso de B. Além disso,
0s testes mostram que o extrato aquoso de capitulo apresenta maior atividade antioxidante

que os extratos foliares.

6.3 Potencial Alelopatico de Extratos de Folhas e Capitulos de Girassol Sobre a

Germinacao de Digitaria insularis

6.3.1 % de germinacdo e IVG

Ao analisarmos os efeitos do extrato aquoso de folha sobre a germinagao de capim
amargoso ¢ notdrio seu poder alelopatico (Figura 26 e 27). As sementes que receberam
os tratamentos ndo germinaram em nenhuma das condi¢des avaliadas (Figura 28), com

indice de velocidade de germinacao igual a zero (Figura 29). Todos os 6rgaos das plantas
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podem apresentar potencial alelopatico, entretanto folhas e raizes sdo as principais fontes
de aleloquimicos (ALMEIDA et al, 2008). Pannacci et al. (2013), através de ensaios em
placas de petri e em vasos, testaram os efeitos fitotoxicos de extratos de folhas e caules
de diferentes genodtipos de girassdis, ambos os tipos de extratos tiveram potencial
alelopatico sobre a germinacdo e crescimento de plantas de Sinapis alba e Lolium
multiflorum, com boa seletividade contra a germinacao de sementes de Triticum aestivum.

Em nossos estudos, incluimos a andlise dos capitulos a fim de verificar se esta
parte da planta também possui fonte de aleloquimicos com potencial uso em estratégias
de alelopatia. Os resultados obtidos foram animadores, pois as sementes submetidas ao
tratamento com extrato de capitulo tiveram uma reducdo drastica na quantidade de
sementes germinadas nas concentragdes de 2,5 e 5% e inibicéo total na concentracéo de
10%. Nikneshan et al. (2011) observaram esse efeito dose-dependente sobre a germinacao
de plantas de folhas largas e estreitas, a medida que eles aumentaram as concentragdes de
extratos foliares de girassol também aumentaram o efeito inibitorio sobre os indices de
germinagao.

Com sete dias sob influéncia do tratamento com 10% de extrato, tanto de folha
quanto o de capitulo, todas as sementes permaneceram sem nenhum indicio de emissao
de radiculas, indicando completa inibi¢cdo do crescimento da radicula (Figuras 26 e 27).
Oliveira et al. (2015) ndo encontraram efeito inibitorio de extrato aquoso da parte aérea
de girassol sobre a germinacdo de alface, planta modelo para testes alelopaticos. No
entanto esses autores ndo concentraram 0s extratos com posterior diluicdo para a
realizacdo dos testes, ou seja, foram mais diluidos. O método de preparo do extrato
também foi diferente do utilizado em nosso estudo, devido a isso ndo podemos fazer uma

comparacdo de potencial alelopatico.
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Controle

Figura 26 Ensaio para teste de atividade alelopética de extratos de folhas de girassol em

diferentes concentracdes (0; 2,5; 5 e 10%), sobre a germinacéo de capim-amargoso.

Controle 2,5% 5% 10%

Figura 27 Ensaio para teste de atividade alelopatica de extratos de capitulos de girassol

em diferentes concentracdes (0; 2,5; 5 e 10%), sobre a germinacao de capim-amargoso.

N&o houve interacdo significativa entre as doses de extrato no parametro de
germinacdo, com ambos os tipos de extrato, portanto ndo houve ajuste de modelo de
regressdo. Mas para melhor ilustrar o ocorrido temos na Figura 28 ilustra o grafico de
sobrevivéncia das sementes, onde é possivel notar o efeito inibitério dos extratos, tanto
de folha quanto de capitulo, comparado ao controle (zero). Segundo Bogatek;
Gniazdowska (2007) os aleloguimicos das folhas de girassol podem gerar um estresse
oxidativo nas sementes provocando um desbalango hormonal que inibe o crescimento das
mesmas.
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Figura 28 Gréafico de sobrevivéncia das sementes de capim-amargoso durante 7 dias de

tratamento com extratos de folha e capitulos de girassol.

Apesar de ndo ter ocorrido a inibigdo completa da germinagdo nos tratamentos de
2,5 e 5% de capitulo, podemos verificar no grafico da Figura 29 e na Tabela 9 que houve
uma diminui¢do do indice de velocidade de germinagao, ou seja, a constituicdo quimica
do extrato causa um efeito retardador na germinacao das sementes. Esta variavel ¢
importante para o estudo alelopatico, pois as vezes o efeito fitotdxico ndo acontece de
forma direta na germinagao e sim no periodo em que as sementes levam para germinar
(RIGON et al., 2018). Kaya et al. (2013) ao avaliarem a influéncia de extratos de caule e
capitulo de girassol sobre a germinagao de sementes de cevada, trigo, lentilha e girassol,

observaram o retardamento da germinacdo das sementes.
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Figura 29 Curvas de regressao do indice de velocidade de germinagédo das sementes de
capim-amargoso tratadas com diferentes doses de extrato aquoso de folha e capitulo de

girassol. As barras representam o erro padrdo medio das repeticdes.

Tabela 9 indice de velocidade de germinacdo (IVG) das sementes de capim-amargoso

tratadas com diferentes doses de extrato aquoso de folha e capitulo de girassol.

indice de velocidade de germinacdo

Dose Folha Capitulo
0 49,72 B 55,43 A
2,5% 0,47B 2,32 A
5% 0B 193 A
10% 0A 0A

*Médias seguidas das mesmas letras maidsculas nas linhas ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

6.3.2 Extravasamento de eletrolitos

Ao medir a condutividade do meio é possivel estimar a quantidade de eletrolitos
extravasados pelas sementes. No grafico da Figura 29 foi observado um aumento dose-
dependente do extravasamento pelas sementes embebidas em extrato foliar, e a medida
que é aumentada a concentra¢do do extrato também é aumentado o extravasamento,

sugerindo um possivel dano na membrana celular. Bogatek et al (2006) correlacionam o
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aumento do extravasamento de eletrélitos a danos na integridade da membrana celular,
que indicaria a perda na capacidade de manter membranas coerentes, resultando em
inibicdo da germinacao.

As sementes tratadas com extrato de capitulo podem ter sofrido menor dano na
membrana, ndo havendo diferenga entre as doses iniciais € um salto no extravasamento
na maior dose (Figura 29), esse resultado corrobora os dados de germinagdo em que a
dose de 10% foi mais eficaz promovendo 100% de inibi¢do da germinagdo (Figura 27).
Com quatro dias, quase todas as sementes do controle ja haviam germinado enquanto que

as dos tratamentos nao.
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Figura 29 Extravasamento de eletrolitos (CE) das sementes submetidas a diferentes doses
de extrato aquoso de folha e capitulo de girassol. As barras representam o erro padréo

médio das repeticoes.

Na comparacdo entre tipos de extrato (Tabela 10) podemos verificar que as
sementes submetidas ao extrato de folha tiveram maior dano na membrana e
corroborando os dados de IGV e de % germinacgdo, portanto, este extrato exibiu maior
poder de inibicdo quando comparado ao extrato de capitulo. Rigon et al. (2018), ao
trabalharem com extratos aquosos de diferentes orgaos de girassol (raiz, caule e folha),

também verificaram atividade alelopatica distinta nos tecidos estudados.

O extrato foliar teve maior desempenho alelopatico nos parametros estudados em
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relagdo ao extrato de capitulo, pois no quesito germinacao inibiu 100% da emissdo de
radiculas das sementes de capim amargoso, na analise de IVG teve valores iguais a zero
devido a ndo germinacdo das sementes e, por fim, na analise de extravasamento de
eletrélitos parece causar mais danos a membrana do que o extrato de capitulo.

Os tricomas glandulares, presentes nas folhas do género Helianthus, secretam
metabdlitos secundarios como mecanismo de defesa contra a herbivoria e instalagdo de
patogenos, dentre estes metabdlitos tem-se, por exemplo, os taninos (MASON et al.
2016). Uma hipotese seria que tais substancias de defesa podem proporcionar maior
toxicidade as folhas do girassol e, portanto, causar maior impacto sobre a germinagao

quando comparado ao capitulo da planta.

Tabela 10 Extravasamento de eletrélitos de sementes e plantulas de capim-amargoso

submetidas a diferentes tratamentos com extrato aquoso de folha e capitulo de girassol.

Extravasamento de eletrolitos
Dose  Folha Capitulo
0 24b 45,88a
2,5%  49,75a 38,74a
5% 65,95a 43,48b
10%  76,42a 61,52b

*Médias seguidas das mesmas letras maidsculas nas linhas ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

6.3.3 Analise qualitativa dos extratos por CLAE-DAD

Através das analises do perfil quimico dos extratos aquosos por CLAE-DAD, foi
possivel identificar substancias fenolicas derivadas do acido cindmico, como &acido
cafeico e do acido cafeoilquinico, como é&cido clorogénico, 4-cafeoilquinico e 3,4-
dicafeoilquinico nos extratos de folha (Figura 30) e de capitulo (Figura 31), as quais
podem estar contribuindo para o potencial alelopatico dos extratos.

Derivados dos acidos benzdicos e cinamicos estdo entre aleloquimicos
comumente descritos na literatura, e tém sido considerados como fatores primarios de
alelopatia em ecossistemas florestais (MACIAS et al., 2007). Aparentemente o extrato
foliar (Figura 30) parece mais rico em substancias fenélicas quando comparado ao de
capitulo (Figura 31), o que poderia justificar seu maior potencial alelopatico.

Alsaadawi et al. (2012) verificaram diferencas de potencial alelopatico entre

diferentes gendtipos de girassol, classificando-0s como mais ou menos supressores. Esses
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autores, através de anélises do perfil quimico por CLAE, indicaram a presenca de diversos
acidos fenolicos no extrato aquoso dos residuos de girassol (&cido protocatecuico, acido
isoclorogénico, terpinol, catecol, &cido hidroxibenzdico, acido cafeico, acido clorogénico,
acido gélico, &cido ferulico, &cido p-cumarico, &cido sinépico, acido siringico, &cido
vanilico). Essas substancias sdo conhecidas por inibir a captacéo de ions, biossintese de
clorofila, sdo responsaveis estabilidade da membrana celular, pela biossintese de
proteinas e horménios e divisdo celular, e por alterar os componentes estruturais das

células.
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Ao se comparar os perfis quimicos dos extratos aquosos de capitulo e folha com
sob 2,5 kg.ha® de B foi possivel observar uma distingdo entre eles (Figura 32),
confirmando a variagdo dos metab6litos entre compartimentos das plantas de girassol. E
necessario um estudo mais aprofundado para a identificacdo dos demais substancias
presentes nestes extratos, cujas propriedades podem auxiliar melhor o perfil alelopatico
dos extratos.

Tem sido demonstrado na literatura que os acidos fendlicos podem interferir com
o funcionamento de vérias enzimas, bem como em quase todos 0s principais processos
fisiolégicos - atividade de fitormdnios, absorcdo mineral, balanco hidrico de plantas,
funcdo estomatica, fotossintese, respiracao, sintese organica de certos compostos e fluxo
de carbono (EINHELLIG, 2004).
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Figura 32 Comparacéo do perfil quimico dos extratos aquosos de capitulo (rosa) e folha
(preto) por CLAE-DAD a 280nm

Analisados em conjunto, os dados encontrados neste estudo apontam a folha do
gendtipo Helio251 como tendo maior potencial alelopatico em comparag@o ao capitulo.
Desta forma, h4 aqui uma indicagdo de utilizagdo desse extrato para estudos posteriores
com objetivo de avaliar o perfil quimico de forma quantitativa e mais aprofundada desse
extrato a fim de verificar qual ou quais componentes quimicos presentes exerceria papel
predominante na capacidade alelopética.

Em termos de manejo agricola e recomendagdes para o desenvolvimento de

estratégias mais favoraveis do ponto de vista ambiental, com vistas & diminui¢do das
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doses e frequéncia de uso de herbicidas, o gen6étipo Helio251 passa a ser um potencial
candidato a ser utilizado como cultura de entressafra em estratégias de rotagao de cultura,
pois a incorporacdo ao solo dos restos de cultivo desse genotipo devem resultar em
melhorias tanto das caracteristicas fisico-quimicas do solo, quanto no controle de plantas
daninhas, como o capim amargoso, por exemplo.

Muhammad; Majeed (2014) testaram os efeitos de extratos de girassol sobre a
germinagdo e crescimento de trigo e milho. Os autores classificaram os efeitos inibitorios
dos extratos aquosos na ordem de folha > parte aérea > raiz para ambas as plantas testadas.
Alsaadawi et al. (2012) correlacionaram a maior concentracao de fitotoxinas (substancias
fenolicas) em girassois aos gendtipos de potencial mais supressivo em comparagdo com
0s genotipos menos supressores. Bashir et al (2017) testaram extratos de girassol sobre a
germinacao de diferentes variedades de trigo e viram que a resposta da cultura a alelopatia
varia entre genotipos. Ou seja, mais estudos na area de alelopatia sdo necessarios para
testes em campo, pois os girass6is podem apresentar caracteristicas genotipicas
diferenciadas em relagdo ao potencial alelopatico e os genotipos de uma mesma espécie
também podem apresentar respostas distintas a alelopatia.

A alelopatia pode ser uma alternativa para o controle de Digitaria insularis
(capim-amargoso), daninha de grande impacto para agricultura, sendo o girassol uma
cultura de grande potencial para esta finalidade, especialmente a partir da utilizacao de

extratos oriundos de suas folhas.

6.3.3 Concluséo parcial

A partir da pesquisa realizada, podemos concluir que a cultura do girassol tem
potencial para ser utilizada no controle de capim amargoso. Os testes realizados em
extratos de folha e capitulo de girassol demonstraram seu potencial alelopatico sobre a
germinag¢do desta daninha. Foi constatado que o extrato foliar ¢ mais eficaz ao inibir 100%
da germinacao em todos os tratamentos, enquanto que o extrato de capitulo apresenta uma
caracteristica de acao dose dependente, com eficacia maior na aplicacdo de alta dose de
extrato.

Através da analise de extravasamento de eletrdlitos, foi verificado que os dois
tipos de extrato alteram a permeabilidade da membrana. E possivel que o extrato possua
acdo pro-oxidante, ndo obstante ndo haver uma investiga¢do mais aprofundada no tema.

Ainda, pode-se ressaltar que o extrato foliar possivelmente causa maior dano de
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membrana, como consequéncia dos maiores niveis de eletrolitos extravasados (CE)
quando este ¢ aplicado.

Por fim, o potencial alelopatico da cultura do girassol deve ser avaliado com maior
acurdcia através de estudos adicionais para aplicagdo agrondmica em larga escala. Ainda
assim, esta pesquisa demonstra que € possivel que o girassol possa ser utilizado em
sistemas de rotagdo de culturas como estratégia para o controle de plantas daninhas,
através da incorporacao de residuos da cultura ao solo. Vale ressaltar que os resultados
desta pesquisa foram positivos para o gendtipo Helio251 e que pode haver alteragdes

entre a potencialidade alelopatica para outros genotipos.

7 CONCLUSOES

Através do experimento de campo foi evidente as oscilagcdes de doses adequadas
para 0 melhor rendimento da cultura, devido as diferencas genotipicas em resposta ao
elemento. Com destaque para o genétipo BRS323 como mais eficiente na absorcao de B
e produtividade de grdos em ambientes com baixa disponibilidade desse nutriente. Este
genotipo pode ser promissor em estudos biomoleculares sobre a absorcdo de B em
ambientes escassos deste nutriente. O Helio251 com os maiores teores de &cido linoleico
e melhor produtividade e teor de 6leo na dose aplicada de 5 kg.ha*, e 0 BRS324 nio teve
a produtividade de graos afetada, mas ocorreu o aumento do teor de 6leo quando aplicado
0 boro como micronutriente.

Os extratos aquosos de folha e capitulo de girassol do genotipo Helio251
demostraram capacidade antioxidante tantos para os testes quimicos quanto para a analise
in vivo sobre o0 modelo eucariotico S. cerevisiae. Esses dados foram corroborados através
de analises de CLAE-DAD que identificou substancias com alto potencial antioxidante,
como o 4acido clorogénico, acido 4-cafeoilquinico e o acido 3,4-dicafeoilquinico.
Entretanto, ficou claro, através das determinacfes quimicas que ha outras substancias,
além das fendlicas, que proporcionam esta caracteristica antioxidante aos extratos.

Também foi constatado que os extratos aquosos de folhas e capitulos apresentam
potencial alelopético, sendo o extrato foliar mais potente, inibindo 100% da germinacao
de Digitaria insularis em baixas concentracGes de extrato, e o extrato de capitulo

mostrou-se dose-dependente.
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