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RESUMO

PADUA, Geilly Mara Silva, G.M.S. Universidade Federal de Mato Grosso, dezembro de 2024.
Sintese e avaliacdo de chalconas como agentes inibidores ou promotores do desenvolvimento
vegetal. Orientador: Lucas Campos Curcino Vieira. O trabalho propde a sintese de uma colegdo
dechalconas e o estudo de seus efeitos no controle de plantas daninhas e na melhoria de espécies
florestais. A atividade herbicida dos compostos sintetizados foi avaliada em trés experimentos
distintos: in vitro, em plantas daninhas e em docking molecular. Foram sintetizadas e
caracterizadas 11 chalconas (25a-k). Os resultados da leitura da fluorescéncia da clorofila a in
vitro mostraram que, em relacdo ao controle, as chalconas fluoradas 259 e 25k apresentaram 0s
resultados mais expressivos em alterar os parametros fotossintéticos. A modelagem molecular
mostrou que as chalconas tém interacdo com a estrutura da proteina D1, na qual o grupo
carbonila e o fluor formam ligacbes de hidrogénio com os residuos Phe265 e His215,
respectivamente. Nos testes com plantas daninhas, a chalcona 25k reduziu a germinacao e o
crescimento de espécies do género Amaranthus. Os compostos 25i e 25k tiveram maior
influéncia como agentes pré-emergentes em sementes de Leucaena e, as chalconas 25b e 25i,
na concentracdo de 50 pM, interferiram no funcionamento do aparato fotossintético das mudas
de Leucena. Os experimentos e analises de dados darelacdo dose-resposta das chalconas 25a,
25f, 25g e AIB na espécie Schizolobium parahyba var. amazonicum mostraram que 25f
apresenta um efeito hormético, e a melhor concentracdo para o desenvolvimento da muda e de
5 uM. Além disso, 25f (5 uM) associado ao AIB (10 uM) promove a inducéo de raizes na
multiplicacdo in vitro dessa espécie. Os resultados deste trabalho apresentam informagdes
valiosas para o desenvolvimento de herbicidas mais seletivos, em quantidades reduzidas e com
maior afinidade de ligacdo com a proteina D1, bem como, para contribuir na conservagdo de
espécies nativas por meio do aprimoramento da producdo de mudas pelo efeito hormético.

Palavras-chave: Herbicida; Hormese; Fotossistema I1; Proteina D1.



ABSTRACT

PADUA, Geilly Mara Silva, G.M.S. Universidade Federal de Mato Grosso, december 2024.
Synthesis and evaluation of chalcones as plant development inhibitors and promoters.
Supervisor: Lucas Campos Curcino Vieira. The work proposes the synthesis of a collection of
chalcones and the study of their effects on weed control and the improvement of forest species.
The herbicidal activity of the synthesized compounds was evaluated in three different
experiments: in vitro, on weeds and in molecular docking. Eleven chalcones (25a-k) were
synthesized and characterized. The results of the in vitro chlorophyll a fluorescence reading
showed that, compared to the control, the fluorinated chalcones 25g and 25k showed the most
significant results in altering photosynthetic parameters. Molecular modeling showed that the
chalcones interact with the structure of the D1 protein, in which the carbonyl group and fluorine
form hydrogen bonds with residues Phe265 and His215, respectively. In tests with weeds,
chalcone 25k reduced the germination and growth of species of the Amaranthus genus.
Compounds 25i and 25k had a greater influence as pre-emergent agents on Leucaena seedsand
chalcones 25b and 25i, at a concentration of 50 pM, interfered with the functioning of the
photosynthetic apparatus of Leucaena seedlings. The experiments and dataanalysis of the dose-
response relationship of chalcones 25a, 25f, 25g and AlIB in the species Schizolobium parahyba
var. amazonicum showed that 25f has a hormetic effect, and the best concentration for seedling
development is 5 uM. In addition, 25f (5 uM) associated with AIB (10 uM) promotes the
induction of roots in in vitro multiplication.

Key words: Herbicide; hormesis; Photosystem I1; D1 protein.
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INTRODUCAO GERAL

O manejo de plantas daninhas € um dos obstaculos enfrentados pela agricultura atual.
Caso ndo sejam removidas do sistema de cultivo, essas plantas podem reduzir
significativamente a producdo das espécies de interesse, seja por competirem pelos recursos
essenciais ao desenvolvimento vegetal, seja por comprometerem a mecanizacdo da colheita.
Estima-se que, quando ndo controladas, as plantas daninhas podem causar perdas de até 90%
(Kaur et al., 2019). No entanto, ao se adotar estratégias para supressdo, essas perdas podem ser
reduzidas para uma faixa entre 10 e 40% (Ain et al., 2023).

Além dos prejuizos diretos na produtividade, as plantas daninhas impdem outros
desafios aos produtores, como a intoxicacdo de animais, servem como hospedeiras de animais
peconhentos, sdo vetores de doengas e parasitas, e prejudicam o processo de certificacdo de
sementes, 0 que pode reduzir o valor econémico da terra (Sausen et al., 2020).

Nesse contexto, o controle de plantas daninhas torna-se essencial, sendo o método
quimico a abordagem mais amplamente utilizada, devido a eficiéncia e a resposta rapida na
reducdo da populacdo de plantas indesejadas. Os herbicidas, compostos quimicos empregados
no manejo de plantas invasoras, podem atuar de diferentesformas nos sistemas metabdlicos das
plantas, interferindo diretamente no desenvolvimento.

As perspectivas para o mercado mundial de insumos agricolas sdo positivas, com
expectativa de crescimento nos proximos anos, estimando-se um aumento de 26,23 milhdes de
dolares entre 2021-2025 (SALCEANU et al., 2023). Isso representa uma projecdo de
crescimento de 2,1% nas vendas de herbicidas durante o periodo de 2020-2025
(PARASURAMAN etal., 2022). O uso deherbicidas tem se intensificado na producéo agricola
mundial, especialmente nos paises em desenvolvimento que enfrentam escassez de méo de obra
e a necessidade de aumentar o rendimento das colheitas (Peters & Strek, 2018). Além disso,
esse aumento esta relacionado a crescente tolerdncia das plantas daninhas as doses
recomendadas e a resisténcia desenvolvida frente aos modos deagéo dos herbicidas comumente
aplicados(Karam et al., 2018; Torra et al., 2021).

Com o conhecimento das consequéncias decorrentes do aumento do consumo de
herbicidas, compreende-se que muitos desses compostos apresentam elevada persisténcia no
ambiente, impactam negativamente o desenvolvimento de outras espécies e organismos Vivos,

além de contaminarem o solo e os ecossistemas aquaticos (Cao et al., 2023; de Castro Marcato
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et al., 2017; Giglio & Vommaro, 2022; Magnoli et al., n.d.; S. Singh et al., 2018). Ademais,
considerando a crescente conscientizacdo sobre o uso sustentavel da terra e do meio ambiente,
bem como a busca por uma producdo agricola com menores impactos ambientais, torna-se
imprescindivel adotar praticas de manejo que priorizem a seletividade e a eficacia no controle
de plantas daninhas.

Diante desse cenério, estratégias voltadas para a compreensdo da ecologia das
populacdes e a exploragdo de novos compostos herbicidas tem ganhado destaque. Nesse
contexto, a biotecnologia desempenha um papel essencial, ao utilizar recursos biolégicos e
técnicas de melhoramento genético para a protecao dos cultivares (Christine et al., n.d.). Além
disso, o desenvolvimento de bioherbicidas, derivados de compostos naturais, como
aleloquimicos provenientes de metabdlitos secundarios de organismos vivos tem se mostrado
uma abordagem promissora (Kostina-Bednarz et al., 2023).

Os estudos sobre alelopatia de espécies frequentemente utilizam extrato ou composto isolado
de materiais naturais.(da Silva et al., 2024) A sintese de compostos organicos derivados de
produtos naturais inspira-se na criacdo de analogos quimicos desses compostos, visando
contribuir para o desenvolvimento de herbicidas. Essa abordagem permite ndo apenas a
producdo em larga escala de composto ja estudados, mas também a potencializacdo da atividade
por meio de modificagOes estruturais (Jasim et al., 2021)

Em resumo, este trabalho teve como objetivo a sintese de chalconas fluoradas, a
avaliacdo da fitotoxicidade em plantas daninhas e a investigacdo do potencial efeito hormético
sobre a espécie florestal Schizolobium parahyba var. amazonicum, utilizando a tecnica de

micropropagacao in vitro.
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Plantas daninhas e controle quimico como técnica de manejo
As plantas daninhas desempenham multiplas fungdes Uteis, como por exemplo,

protecdo do solo contra degradacdo e erosdo, fitorremediacdo, manejo integrado, fonte
nutricional, ornamental, uso medicinal, entre outros (Ekwealor et al., 2019; V. Sharma & Pant,
2019; Vikrant & Ranjeet Kaur, 2020). No entanto, podem crescer de maneira indesejada em
locais onde ndo foram intencionalmente plantadas (Agostinetto et al., 2015), causando
consequéncias negativas.

As plantas daninhas podem incluir uma grande diversidade de espécies, desde
pequenas e anuais até grandes e perenes (Travlos et al., 2018). Algumas sdo nativas e mais
frequentes em determinadas regides, enquanto outras sdo exdticas, sendo denominadas
invasoras (Barroso & Murata, 2021). S&o comuns em propriedades agricolas, jardins, canteiros,
areas urbanas, ferrovias e rodovias. Possuem caracteristicas préprias, como rapido crescimento,
grande producédo de sementes e adaptacdo a uma variedade de condi¢cbes ambientais, 0 que as
tornam de dificil controle (Agostinetto et al., 2015).

As plantas daninhas competem por recursos como agua, luz, nutrientes e espaco com
asoutras espécies de plantas. Além disso, existe a possibilidade de interacdo por alelopatia entre
a planta daninha e a planta de interesse, o pode influenciar no desenvolvimento e germinacéo.
Dentre as diversas influéncias negativas, destacam-se: hospedar pragas, doencas e nematoides;
impedir tratos culturais ou a colheita; ferir trabalhadores; causar intoxicagdes; abrigar animais
peconhentos e; obstruir equipamentos e canais de irrigacdo. Além disso, as plantas daninhas
reduzem a eficiéncia no uso da area e aumentam o0s custos com o controle de doencas e pragas
(Barroso & Murata, 2021).

Herbicidas

Os herbicidas representam um método quimico para o controle de plantas daninhas,
usado na agricultura, no paisagismo, na silvicultura e em outras areas de interesse. O controle
quimico de ervas daninhas é frequentemente preferido devido a eficiéncia, acessibilidade,
facilidade de aplicagdo e custo-beneficio (Jablonkai, 2011; Woyessa, 2022). Os herbicidas
funcionam a nivel metabdlico e fisiolégico, inibindo a germinacdo, o crescimento das mudas
ou o desenvolvimento do vegetal adulto. Por isso, sua aplicacdo pode ser feitade forma pré ou
pos-emergente, dependendo do seu mecanismo de acdo (O Gwatidzo et al., 2023; Székacs,

2021). O uso e a classificacdo dos herbicidas sdo variados, sendo a compreensdo de cada um
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deles um requisito basico para a utilizacdo mais eficaz.

A classificacdo dos herbicidas é baseada no mecanismo deacéo, que se refere ao ponto
inicial do metabolismo da planta onde o herbicida atua, e no modo de acdo, que inclui 0s
sintomas visiveis da acao do herbicida na planta (Barroso & Murata, 2021). Dois dos sistemas
utilizados na classificacdo de herbicidas sdo o “Herbicide Resistence Action Committee”
(HRAC), que significa Comité de Acdoa Resisténciaa Herbicidas, e o daSociedade de Ciéncias
de Ervas Daninhas da América (WSSA - Weed Science Society of America), 0s quais propdem
um sistema de classificacao internacionalmente aceito para os herbicidas, que os categoriza em
ordem alfabética de acordo com os sitios de acdo e classes quimicas (Quadro 1).

Quadro 1: Classificacdo dos herbicidas de acordo com 0s mecanismos de agéo e classes
quimicas.

HRAC WSSA Mecanismos de acao Classes Quimicas
A 1 Inibidores da ACCase (enzima Acetil-CoA Ariloxifenoxipropionatos
carboxilase) Ciclohexanodionas

Fenilpirazolinas

B 2 Inibicdo da ALS (acetolactato sintase) Sulfoniluréias
Imidazolinonas
Triazolopirimidinas
Pirimidinil(tio)benzoatos

Sulfonilaminocarboniltriazolinonas

C1 5 Inibidores do Triazinas
Fotossistema 11 Triazinonas
Triazolinonas
Uracilas
Piridazinonas

Fenilcarbamatos

C2 7 Inibidores do Ureias
Fotossistema 11 Amidas

C3 6 Inibidores do Nitrilas
Fotossistema 11 Benzotiadiazinonas

Fenilpiridazinas

D 22 Atuantes no Bipiridiliuns
Fotossistema |
E 14 Inibidores da PROTOX Difeniléteres

Fenilpirazoles
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N-fenilftalimidas
Tiadiazoles
Oxadiazoles

Triazolinonas
Oxazolidinedionas

Pirimidindionas

Outros
F1 12 Inibidores da biossintese Piridazinonas
de carotendides na fitoeno Piridinecarboxamidas
desaturase (PDS) Outros
F2 27 Inibidores da biossintese Tricetonas
de 4-HPPD (carotendides na 4- Isoxazoles
hidroxifenil- Pirazoles
piruvatodioxigenase) Outros
F3 11 Inibidores da biossintese Triazoles
13 de carotendides (alvo Isoxazolidinonas
11 desconhecido) Difeniléteres
G 9 Inibidores da EPSPS (enzima 5- Glicinas
enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase)
H 10 Inibidores da GS (glutamina sintetase) Acido fosfinico
| 18 Inibidores da DHP (di- Carbamatos
-hidropteroato sintase)
K1 3 Inibidores da formacéo Dinitroanilinas
53 de microtubulos Fosforoamidatos
3 Piridinas
3 Benzamidas
3 Acido benzdico
K2 23 Inibidores da mitose Carbamatos
K3 15 Inibidores da divisdo Cloroacetamidas
celular Acetamidas
Oxiacetamidas
Tetrazolinonas
Outros
L 20 Inibidores da sintese de Nitrilas
21 parede celular Benzamidas
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27 Triazolocarboxamidas
26 Acido quinolinocarboxilico
27
M 24 Desacopladores (Disruptores Dinitrofendis
de membrana)
N 8 Inibicdo da sintese de Tiocarbamatos 8
8 lipideos - diferentes de Fosforoditioatos 8
16 inibidores da ACCase Benzofuranas 16
26 Acido clorocarbonico 26
@) 4 Mimetizadores da Acido fenoxicarboxilico
auxina Acido benzdico
Acido piridinecarboxilico
Acido quinolinocarboxilico
P 19 Inibidores do transporte Ftalamatos
de auxinas Semicarbazonas
Z 25 Desconhecidos Acido arilaminopropidnico
26 Piraz6liuns
17 Organoarsenicais
Outros

Fonte: Adaptado de Barroso, A. A. M. & Murata, A. T., 2021, pagina 172

Ao agrupar os herbicidas com base no mecanismo de acéo, torna-se mais féacil compreender os
efeitos nas plantas e desenvolver estratégias eficazes de manejo de plantas daninhas (Baltazar
& Datta, 2023). Por exemplo, no caso dos inibidores da fotossintese, as subclasses C1,C2 e C3
indicam diferentes formas de ligacdo a proteina D1. As subclasses F1, F2 e F3 referem-se aos
inibidores da biossintese de carotenoides e, os inibidores do crescimento estéo subdivididos em
K1, K2 e K3. Assim, as principais informac6es sobre o mecanismo de agdo dos inibidores da
fotossintese, mais especificamente os inibidores do Fotossistema 11 (FS 11), estdo descritos a

sequir.

Inibidores da fotossintese

Os compostos quimicos triazinas, piridinas, carbamatos, ureias, amidas, nitrilas, entre
outros, sdo usados em composicdes para controlar a vegetacao indesejavel nas culturas, visando
inibidores especificos do FS I1. Esses compostos atuam em pontos do sistema vegetal que é
crucial para a producdo de metabolitos necessarios ao desenvolvimento de organismos

fotossintetizantes (LUCIO et al., 2018). No geral, o desenvolvimento e o estudo de herbicidas
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inibidores da fotossintese desempenham um papel significativo nas préaticas agricolas,
garantindo o crescimento e o rendimento bem-sucedidos das culturas, ao mesmo tempo que
minimizam a competicdo da vegetacdo indesejada.

A resisténcia aos herbicidas inibidores do FS Il tem sido reportada por muitos
pesquisadores. Um estudo sobre populagbes de capim-colchdo (Digitaria sanguinalis)
encontrou sensibilidade diferencial aos herbicidas inibidores do FS |1, com algumas populacdes
apresentando resisténcia ao ametrinalinuron, propazina e sensibilidade reduzida ao diuron
(Vrbni¢anin, 2020). Além disso, algumas das ervas daninhas resistentes aos herbicidas
inibidores do FS 11 incluem A. retroflexus, Sorghum halepense, Ambrosia artemisiifolia e
Helianthus annuus (Oliver et al., 2023). Por isso, a importancia de se estudar esse modo de acdo
e propor melhorias que atendam a eficiéncia na seletividade.

Para compreender como os herbicidas inibidores do FS Il atuam, primeiro é preciso
entender o processo fotossintético. Resumidamente, na fotossintese as plantas usam energia
luminosa para transformar CO2 e H20 (compostos com menor nivel energético), em
carboidratos e outros compostos organicos (com maior nivel energético). Esse € um processo
complexo que ocorre em varias etapas, a partir de reacdes de oxirreducdo e, impulsionam o
crescimento e producéo de biomassa pelas plantas.

Em condicbes naturais de funcionamento, o mecanismo fotossintético inicia no
complexo de evolucdo do oxigénio (CEO), no qual ocorre a foto-oxidacdo de duas moléculas
dedgua produzindo quatro elétrons, quatro protons e oxigénio molecular. A absorcdo daenergia
luminosa pelos pigmentos do complexo antena é conduzida, por ressonancia indutiva, até
chegar a um centro de reagdo (P680 no FS 11 e P700 no FS 1). Ao mesmo tempo que um residuo
de tirosina transporta os elétrons gerados no CEO até o centro reacional. A energia quimica
armazenada no centro reacional, na clorofila a (Chl a) excitada, induz a transferéncia de elétrons
para moléculas transportadoras, que passam sequencialmente pelos complexos proteicos do FS
I1; citocromo bsf e FS I, sendo que no final desse processo sdo produzidoso O2 que € liberado
pela planta, o NADPH e o ATP (produzido no ATP sintase), moléculas essenciais no ciclo de

Calvin para producéo da glicose (Figura 1) (da Silva et al., 2024).
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Figura 1: Esquema geral do processo da fotossintese.
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Fonte: Silva et al., 2023, Inibidores do Fotossistema I1: Uma Perspectiva Aleloquimica.

O FS 11 ¢ um complexo proteico envolvido na fotossintese que impulsiona a separacéo
de cargas e produz oxigénio. Consiste em multiplas subunidades, incluindo CEO, feofitina,
quinona A (Qa) e quinona B (Qg), que sdo responsaveis pela transferéncia de elétrons. No
entanto, a transferéncia de elétron de Qa para Qs pode ser interrompida pela ligacdo de
herbicidas inibidores do FSII ao sitio de ligacdo de Qs, bloqueando o processo de transporte de
elétrons para os outros complexos proteicos da fotossintese (Battaglino et al., 2021).

Essa interrupcdo leva ao acumulo de radicais livres de oxigénio, que reagem com as
proteinas e membranas dos fotossistemas e acarretam a perda dafuncdo na célula. Esse bloqueio
afeta também a producdo de carboidratos, como a glicose, necessarios ao funcionamento de
outras vias metabolicas (Goltsev et al., 2016). Como consequéncia acontece o enfraquecimento
e eventual morte da planta.

A fluorescéncia emitida pelos pigmentos do FS Il € um importante indicador da
atividade fotossintética e pode ser utilizada para avaliar a magnitude do estresse causado pela
interferéncia no processo de transferéncia de energia. Equipamentos como fluorimetros de luz
modulada medem a fluorescéncia da Chl a em plantas, e fornecem variaveis que podem ser
utilizadas para calcular parametros fisico-quimicos indicativos do nivel de estresse (PADHI et
al., 2021).

As medicdes de fluorescéncia da Chl a podem fornecer informagdes sobre os
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rendimentos quéanticos de elétrons que passam pelo FS II, permitindo o célculo das taxas
fotossintéticas, como as taxas de fluxo (RE) e transporte (TE) de elétron, bem como do
aprisionamento (TR) e absorcdo (ABS) da energia.

Esses dados de fluorescéncia da Chl a permitem o calculo de pardmetros
fenomenoldgicos (Kalaji et al., 2017). Entre os principais parametros funcionais e estruturais
estdo o indice dedesempenho (PI), fluxos de energia por centro dereacdo (RC), fluxo de energia
por secdo transversal (CS), concentracdo de centros reativos ativos por secdo transversal
(RCI/CS) e rendimentos quéanticos (Stirbet et al., 2018). Ressalta-se que nenhum dos parametros
é especifico para um tipo particular de estresse, e a interpretacdo dos danos causados ao FS Il
sO é entendida quando analisados o0s parametros em conjunto (Matsuoka et al., 2015).

Portanto, é possivel se obter varios parametros biofisicos, que em conjunto daréo
respostas a eficiéncia fotossintética. Mas a interpretacdo dos resultados tem sido desafiadora
devido a complexidade na compreensdo dos dados biofisicos (Antal & Rubin, 2008). Estudos
investigaram o funcionamento do FS Il com base na fluorescéncia da clorofila a. Por exemplo,
um estudo avaliou as caracteristicas quantitativas do transporte fotossintético de elétron usando
transientes de fluorescéncia OJIP e descobriu que a curva de fluorescéncia esta relacionada ao
fechamento do FS 11 (Li et al., 2022).

Outro estudo investigou os efeitos dos tratamentos com NaClO na cinética e espectro
de fluorescéncia da clorofila de microalgas e observou mudancas nos espectros de emissao de
fluorescéncia, indicando variagdes no mecanismo de fluorescéncia da clorofila em microalgas
danificadas (Laurentiu, 2010). Além disso, um método para aquisicdo de dados baseado no
registro desinais de fluorescéncia retardadade Chla foi proposto para extrair mais informagoes

sobre os diferentes componentes do sinal de fluorescéncia (Kumaran et al., 2020).

Bioprospeccgdo de herbicida

A busca por novos compostos quimicos com atividade herbicida é motivada por trés
questdes principais: ambiental, social e econdmica. A crescente preocupagdo com a seguranga
ambiental, equilibrio da fauna e efeitos a saide humana que muitos herbicidas comerciais
podem causar; bem como, com a resisténcia que as plantas daninhas apresentam com 0 uso
prolongado de formulacdes estabelecidas, tém impulsionado pesquisas na area (Roberts et al.,
2022).

Para atender a essas demandas, varias ferramentas sdo usadas. Por exemplo, a
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biotecnologia, que, manipulando tecnologias genéticas, como silenciamento de genes e
conducdo genética, pode atuar no combate a plantas indesejaveis (Hamzah, 2023). A
nanotecnologia, que se empenha em desenvolver novas formulagdes em nanoescalas para
garantir uma distribuicdo direcionada e liberagdo controlada, a fim de reduzir as taxas de
aplicacbes de substancias ativas e 0s riscos de acimulo no ambiente (Berestetskiy, 2023). Do
mesmo modo, pesquisas com compostos naturais fitotdxicos tem se tornado consolidadas e
importantes (Roberts et al., 2022).

Compostos naturais, quando utilizados como herbicidas, sdo conhecidos como bioherbicidas.
Podem ser provenientes de microrganismos fitopatdgenos ou de extrato de plantas (geralmente
aleloguimicos), que sdo manipulados para superar os sistemas de defesa da planta alvo
(Khamare et al., 2022). Bioherbicidas ja estdo disponiveis em algumas formulagdes comerciais
e, em particular no caso dos aleloquimicos, destacam-se os produtos Cinmethylin, Benzazin,
Mesotrione e Quinclorac que tem como principio ativo o Cinmetilina (1), benzoxazinonas (2),
mesotriona (3) e Acido 3,7-dicloroquinolina-8-carboxilico (4) , respectivamente (Figura 2)
(Barroso & Murata, 2021).

Figura 2: Aleloquimicos introduzidos no mercado de herbicidas.

A grande problematica apontada nos estudos de extratos ou compostos isolados de
plantas é a falta de aprofundamento de experimentos em casas de vegetacdo ou até mesmo em
campo, Visto que, na maioria das vezes, as pesquisas se limitam a testes laboratoriais. Outro
ponto relevante é a falta de entendimento bioquimico e fisioldgico domecanismo de agdo desses
aleloguimicos, o que interfere no registro como herbicida (D. Sharma et al., 2021).

Além das limitaces no isolamento e identificacdo de compostos bioativos de produtos
naturais, os procedimentos sdo demorados e de baixo rendimento, o que resulta em uma lacuna

no entendimento do principio ativo responsavel por determinada atividade bioldgica e dificulta
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0 andamento das investigagOes (Pedzisa & Bannister, 2017). Para superar essas limitacoes, a
sintese organica de produtos naturais oferece a viabilidade de produzir compostos similares aos
aleloquimicos, com a possibilidade de modificagdes estruturais para melhorar as caracteristicas
bioativas(Farooq et al., 2020) e propriedades ativas como bioherbicidas (Diaz-Franco et al.,
2023).

Para tanto, é necessario seguir etapas rigorosas de pesquisa para se chegar a uma
aplicacdo eficiente de bioherbicidas (Figura 3). Isto envolve revisdo completa da literatura
sobre o tema de interesse para desenvolver uma hipétese original e viavel. Assim, selecionar o
material bioldgico; preparar o(s) extrato(s) e testa-lo(s) no bioensaio; selecionar os melhores
para seguir no fracionamento; repetir os ensaios com as fracdes; isolamento e repeticdo dos
bioensaios com o composto puro; e por fim propor compostos sintéticos melhorados

estruturalmente que garantam uma melhor correlacdo estrutura-atividade.

Figura 3: Etapas de producdo biodirigida de compostos herbicidas.
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o Estrutura
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b
Material biolégico Extrato Fracionamento Composto isolado Sintese

Fonte: Adaptado de Barroso, A. A. M. & Murata, A. T., 2021, pagina 118. Produzido em BioRender

Herbicidas naturais podem ser sintetizados usando varios métodos e compostos. As
aminofenoxazinonas demonstraram atividade fitotoxica nas plantas daninhas Lolium
rigidum e Portulaca oleraceae (Amaral et al., 2023). Descobriu-se que 3-indolilglicinas,
interferem na germinacdo e no crescimento da radicula de Lactuca sativa (Rodrigues et al.,
2020). Além disso, analogos de 2,4,5-trimetoxibenzaldeido, um derivado fendlico isolado
de Duguetia furfuracea, demonstraram atividades fitotoxicas e potencial para interagir com a
proteina de ligacdo a auxina (Moura et al., 2020). Esses resultados indicam que esses compostos
sdo candidatos ao desenvolvimento de herbicidas.

Inibidores quimicos do FS Il témsido cadavez mais explorados na busca de compostos
que possam substituir os herbicidas frequentemente utilizados nesse modo de ac¢éo. Derivados
de perfluoro isopropil dinitrobenzeno e complexos metalorgéanicos foram investigados como

inibidores no transporte de elétron no FS Il usando diversas técnicas, como evolucdo de
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oxigénio e fluorescéncia da Chl a (Hasni et al., 2015). O efeito inibitério do ion AI** no
transporte de elétron do FS Il também foi investigado, revelando que o AI®* inibe a evolugdo
do oxigénio e afeta 0 aglomerado Mn4OsCa associado ao complexo de evolugéo do oxigénio
do FS Il (Tyystjarvi, 2013).

O grupo de pesquisa no qual desenvolvo este trabalho de doutorado, Grupo de Estudo
e Desenvolvimento Racional de Herbicidas, tem estudado e desenvolvido protétipos herbicidas
baseados em produtos naturais com ac¢ao na inibicdo doFS Il (Figura 4). Na intengéo de avaliar
a atividade fitotoxica de compostos extraidos de organismos vivos ou sintetizados, na inibicdo
da fotossintese, mais especificamente do FS 11, é utilizada a técnica de leitura da fluorescéncia

da Chl a experimentos de germinacdo de sementes e de crescimento vegetal.

Figura 4: Compostos sintéeticos bioinspirados avaliados no Grupo de Estudo e
Desenvolvimento Racional de Herbicidas.
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Dentre os compostos estudados, os extratos metandlicos dos fungos Diaporthe
phaseolorum (Dp), Penicillium simplicissimum (Ps) e Trichoderma spirale (Ts) foram
avaliados como herbicidas em Senna occidentalis e Ipomoea grandifolia. O extrato de Ts foi
mais ativo em S. Occidentalis, com reducdo dos parametros relacionados ao transporte de
elétrons. Ja o extrato de Dp inibiu os sitios ativos do FS 11 nas plantas de Ipomoea grandifolia
(Moura et al., 2020).

Derivados sintéticos de p-benzoquinonas foram avaliados quanto a capacidade
herbicida em Lycopersicon lycopersicum. Os resultados demonstram que 0s compostos 5, 6 e
7 produzidos reduziram o parametro de indice de desempenho em 42 a 85%, a0 mesmo tempo
gue aumentaram 0s parametros relacionados ao transporte de elétron no FS 11 de 20 a 37%.
Associado aos dados fornecidos pelo teste OJIP, observou-se que o crescimento das plantas foi
reduzido de 25 a 77% (Lacerda et al., 2020).

Uma série de inddis sintéticos foram avaliados em dois trabalhos. Na primeira
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publicacdo, os derivados indolicos foram testados como herbicidas na planta daninha 1.
grandifolia. Na avaliacdo pds-emergente o 6-cloro-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol (8) diminui
0 parametro de desempenho Plans € aumentou os parametros relacionados a sec¢do transversal,
indicando a inativacdo do centro de reacdo no FS Il. Além de reduzir a biomassa seca das
plantas em 50%. Nos resultados de pré-emergéncia, 2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol (9) foi
eficiente em inibir a germinacao das sementes em 22% e afetar o crescimento da raiz em 50%
(da Silva Mendes et al., 2019).

O segundo trabalho mostrou que dentre os compostos sintetizados, o 6-cloro-8-nitro-
2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol (10) e o 5-cloro-2,3-dimetil-7-nitro-1H-indol (11) foram os que
mais reduziram os parametros relacionados aos centros reacionais do FS 11, além de reduzirem
a biomassa seca da l. grandifolia e Senna alata evidenciando que esses compostos podem ser
utilizados como herbicidas inibidores do FSII (de Souza et al., 2020).

A atividade herbicida p6s-emergente de dois compostos sintéticos de organoselénio, o
diseleneto de difenila (12) e o diseleneto de 1,2-bis(4-clorofenil) (13) foram avaliados nas
plantas daninha S. obtusifolia e I. grandifolia. Os parametros basicos e biofisicos das duas
plantas foram alterados quando em contato com esses compostos, comparados ao controle. O
composto 12 na concentragdo de 100 uM foi mais ativo na espécie S. obtusifolia, sendo que os
parametros como 0 Plaps, Pl(csm), PSlo e PHI(Eo) reduzidos demonstraram que esse composto
interrompe a cadeia transportadora de elétrons, indicando que atua diretamente no transporte
deelétron doFSlI.J4 0 composto 13 apresentou melhores resultados na concentragdo de 200uM
na espécie I. grandifolia, e reduziu os parametros ABS/CSy, TRo/CSme ETo/CSysignificando
que afetou a energia absorvida dos centros reacionais na seccdo transversal (A. J. de Oliveira et
al., 2021).

Derivados de 1,4-dihidropiridina também foram sintetizados e os ensaios de
fluorescéncia da Chl a demonstraram que os compostos 1,1’-(2,6-dimetilhidropiridina-3,5-
diil)bis(etan-1-ona) (14) e 1,1’-(2,4,6-trimetil-1,4-dimetilhidropiridina -3,5-diil)bis(etan-1-
ona) (15) afetam o funcionamento do aparato fotossintético, mais precisamente, inibindo o
transporte de elétron no FSI1 (Soares et al., 2022).

Esses resultados destacam a sintese de compostos organicos com atividade herbicida
e a importancia do estudo de produtos naturais para o desenvolvimento de alternativas eficazes
aos herbicidas sintéticos comercializados.

Considerando a crescente resisténcia das plantas daninhas aos herbicidas
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comercializados e as consequéncias causadas pelo aumento do uso indiscriminado dessas
substancias, é inquestionavel a necessidade de identificar compostos mais eficazes para
erradicar essas espécies de locais imprdprios ao crescimento. Além disso, devido aos
mecanismos de resisténcia observados no género Amaranthus, torna-se imprescindivel o
desenvolvimento de novos modos de acdo para atender a essa demanda. A busca pela
eliminacdo de especies cujo controle ainda ndo foi plenamente estabelecido, como a Leucaena,
também exige maior atencdo e esforgo para proporcionar solugdes mais eficazes e assertivas.
Levando em conta que as chalconas sdo compostos cuja sintese € bem documentada,
este trabalho investiga a bioatividade herbicida dessas substancias, nas espécies mencionadas,
além de explorar 0 mecanismo de acdo na fisiologia das plantas e a correlacdo estrutura-
atividade. Por fim, a técnica de micropropagacdo foi utilizada para avaliar os efeitos que as

chalconas mais ativas podem causar no desenvolvimento de espécies de interesse florestal como

0 parica.



37

OBJETIVO GERAL

Sintetizar uma colecdo de chalconas, avaliar a atividade herbicida na inibigdo do
transporte de elétrons do FSII em espécies agrondmicas e florestais e, avaliar o efeito nos

processos de crescimento vegetal e de enraizamento de espécies florestais.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar uma cole¢do de derivados chalconas fluoradas;

e  Caracterizar 0os compostos sintetizados pelas técnicas de espectroscopia de
infravermelho (I'V) e ressonancia magnética nuclear (RMN) de 1H e 13C;

e  Auvaliar os efeitos dos compostos sintetizados na inibicdo da atividade do FSII
em ensaios usando discos de espinafre (Spinacia oleracea);

e  Estudar as provaveis interacdes desses compostos com a proteina D1 do FSII
através do docking molecular;

e  Auvaliar os compostos fluorados em ensaios de germinacdo empregando plantas
daninhas do género Amaranthus e milho (Zea mays);

e  Avaliar os compostos sintetizados em ensaios de germinacdo empregando a
espécie florestal Leucaena leucocephala;

e Avaliar os compostos sintetizados em ensaio in vivo empregando a espécie
florestal Leucaena leucocephala;

e Auvaliar o efeito hormese das chalconas 25a, 25f e 25g na espécie Shizolobium

parahyba var. amazonicum ultilizando a micropropagacao in vitro.
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METODOLOGIA

InformacGes gerais e equipamentos
Todos os reagentes utilizados para sintese das chalconas foram adquiridos da empresa

Sigma-Aldrich®. Utilizou-se silica gel GF254 da Merck com 0,25 mm de espessura para
cromatografia em camada delgada (CCD) e luz ultravioleta (UV 254 nm), vapor de iodo ou
solugdo de permanganato de potéssio para revelar as manchas formadas nas placas de CCD.

Os pontos de fusdo foram obtidos utilizando o equipamento Tecnopon (PFM-II/MS).
E os espectros de infravermelho (1V) adquiridos de espectrofotémetro da Shimadzu Iraffinity
lempregando pastilhas de KBr.

Os dados de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN H e 3C) foram registrados em
aparelho da Bruker 500 MHz utilizando como padrao interno tetrametilsilano. Os solventes
usados nas andlises foram cloroférmio deuterado ou metanol deuterado. Os deslocamentos
quimicos e a constante de acoplamento foram expressos em partes por milhdo (ppm) e hertz
(Hz). As multiplicidades foram representadas com as abreviagdes: s, d, dd e t; que
correspondem a singleto, dubleto, duplo dubleto e tripleto, respectivamente.

A incubadora utilizada no ensaio de germinacdo foi damarca LimaTec 320TFP-I com
controle automatico de fotoperiodo.

Os dados de fluorescéncia da clorofila a foram medidos em analisador Hansatech
Handy-Plant Efficient, com iluminacdo de luz continua de 650 nm (intensidade de 2.830 pmol
de fétons m2s1).

As figuras e esquemas usados nesse documento foram produzidas no programa
ChemeDraw Professional 19.0 e os espectros de IV e RMN de 1H e 13C foram processados no

programa ACD/labs.
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CAPITULOS

Para facilitar a organizacdo e compreensdo dos ensaios realizados, 0s temas,
experimentos e resultados obtidos foram divididos em capitulos.
Os resultados seguidos da discussdo deste trabalho estdo apresentados em capitulos, a

fim de facilitar a organizacdo e compreensdo dos ensaios realizados. Em sintese:

Capitulo 1 Discorre sobre a sintese das chalconas.

Capitulo 2 Relata os ensaios de fototoxicidade de chalconas fluoradas em ensaio in vitro,
docking molecular e na germinacdo das sementes do género Amaranthus.

Capitulo 3 Retrata os ensaios de pré e pds- emergéncia das chalconas na espécie florestal
Leucaena leucocephala.

Capitulo 4 Discute a influéncia das chalconas com atividade herbicida no desenvolvimento da

espécie florestal Shizolobium parahyba var. amazonicum.



CAPITULO 1

Sintese de Chalconas

40
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INTRODUCAO

Dentre as variadas classes de compostos investigadas como bioherbicidas, as
chalconas destacam-se pela relevancia na producdo de estruturas bioativas. Suas inUmeras
atividades bioldgicas bem relatadas na literatura(Constantinescu & Lungu, 2021; Dhaliwal et
al., 2022; Elkanzi et al., 2022a; Gaonkar & Vignesh, 2017; Magdalena, 2023; Mona A. Shalaby,
2023; Rajendran et al., 2022; Rammohan et al., 2020; Rudrapal et al., 2021; Thapa et al., 2021),
incluem promissoras atividades agricolas (XU Ying;Du Xiaohua, 2020), como por exemplo,
inseticida (R. Kumar et al., 2012; Santos et al., 2023; Zhou et al., 2022), larvicida (Soares,
Marcos Antoénio; VIEIRA, LUCAS CAMPOS CURCINO; TARGANSKI, SABRINA
KETRIN ; SOUZA, JESSICA MARIA DE ; PADUA, 2019; Targanski et al., 2020), nematicida
(Luo et al., 2022), e inibidoras do crescimento de diferentes espécies de plantas daninhas
(Chotsaeng et al., 2019; Diaz-Tielas etal., 2014; Liu et al., 2022; Nguyen et al., 2016; Padua et
al., 2021).

As chalconas possuem na estrutura quimica uma cetona aromatica a,B-insaturado
(FIGURA 5). Esses compostos sdo naturalmente produzidos pela via do chiquimato e
encontradas em plantas comestiveis e medicinais, atuando como precursores da biossintese de
varios polifendis como flavanonas, flavonoides, diidroflavondis, isoflavonas, flavonas,
isoflavonoides, aurona e antocianidinas (Castafio et al., 2019; Jasim et al., 2021).

As chalconas também podem ser obtidas por diferentes métodos reacionais, como
condensacao aldolicas e reacdes de acoplamento (Elkanzi et al., 2022b). A sua estrutura Unica
permite a sintese de chalconas com diferentes padrdes de substituicdo, bem como o uso como
estruturas centrais em compostos hibridos bioativos (Custodioetal., 2020; Elkanzi et al., 20223;

Rammohan et al., 2020), em vista de potencializar a sua eficécia bioldgica.
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Figura 5: Metodologias reacionais para obtencéo de chalconas.
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Diversas abordagens sintéticas foram desenvolvidas para a producdo de chalconas,
como os acoplamentos cruzados do tipo Heck, Sonogashira e Suzuki-Miyaura, todas utilizando
catalisadores de paladio, a partir de reacGes de olefinacdo de Witting e Julia-Kocienski, reacdo
de acilacdo de Friedel-Crafts e condensacdo de Claisen-Schmidt (Figura 5) (Rammohan et al.,
2020).

Dentre as metodologias disponiveis para a sintese das chalconas, a reacdo de Claisen-
Schmidt é a mais utilizada. Trata-se de uma reagdo de condensacao entre uma acetofenona e
um benzaldeido, substituidos ou ndo, na presenca de um catalisador (base ou acido) e um
solvente polar. Essa reacdo pode ser conduzida a temperatura ambiente por algumas horas
(Figura 6a). Além dessa, outras metodologias tém sido empregadas na sintese de chalconas
como a moagem dos reagentes em temperatura ambiente sem adicdo de solvente, o uso de
ultrassom ou irradiagdo de micro-ondas, que oferecem alternativas mais rapidas e sustentaveis

(Ovonramwen et al., 2019).
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Figura 6: a. Esquema da condensacao de Claisen-Schmidt. b. Mecanismo de reacdo para
produzir chalconas. c. Estereoisdmeros E e Z da chalcona.
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A sintese laboratorial da chalcona segue o seguinte mecanismo reacional (Figura 6b):
na etapa inicial, ocorre a remoc¢do de um hidrogénio alfa da acetofenona, formando o ion
enolato. Esse ion reage com o benzaldeido, promovendo a retirada de 4gua atraves de uma
eliminacdo dotipo E1cB, o que resulta na formacéo da ligagdo a,B-insaturada caracteristica da
chalcona. E importante destacar que essa reacdo gera os isdmeros E e Z; entretanto, o
estereoisdbmero mais estavel termodinamicamente e predominante é o isdmero E (Figura 6c)
(Magdalena, 2023).
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Inimeros estudos académicos tém investigado o uso de chalconas e seus derivados
sintéticos com potencial atividade herbicida (Figura 7). Por exemplo, o composto (E)-Chalcona
(16) foi avaliado em diferentes plantas daninhas, tanto na germinacdo quanto nos estadios
iniciais de crescimento. Os resultados demostraram que o composto 16 foi prejudicial
principalmente a germinagdo de Plantago lanceolata e Lactuca sativa, além de inibir o
crescimento inicial das raizes deA. retroflexus, Echinochloa crus-galli e P. lanceolata.
Adicionalmente, afetou negativamente o0 desenvolvimento de plantas adultas
de Arabidopsis thaliana, reduzindo o funcionamento do aparato fotossintético, especificamente
no FS Il (Diaz-Tielas et al., 2016).

Figura 7: Estruturas de chalconas sintéticas com atividade herbicida.
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Os compostos 2',3',4',3,4-pentahidroxichalcona (17) (ICso = 600 uM) e 2'3'4'-
trihidroxichalcona (18) (ICso = 4,2 uM) demonstraram ser potentes inibidores da enzima
C4 fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC), sem afeito significativo sobre a C3 PEPC na mesma
faixa de concentracdo. Além disso, ambas as substéncias exibiram atividade inibitoria no
crescimento da planta daninha C4 A. retroflexus. Por outro lado, ndo foram observados efeitos
mensuraveis na colza (Brassica napus), uma planta do tipo C3 (Nguyen et al., 2016).

As chalconas 16 e 19 demonstraram capacidade de reduzir a germinacdo e o

crescimento inicial do gergelim (Sesamum indicum) e da braquiaria (Urochloa decumbens). Os



45

niveis de inibicdo observados foram comparaveis aos resultados alcangados pelo herbicida
comercial glifosato (Cai et al., 2022). Além disso, um estudo envolvendo a sintese e avaliacao
herbicida de chalconas destacou que o &cido (E )-2-(2-(3-oxo-3-(tiofen-2-il)prop-1-
enil)fendxi)acético (20), em concentracGes de 400 e 800 uM, apresentou significativa inibi¢éo
no crescimento de Amaranthus tricolor (Chotsaeng et al., 2019).

O hibrido molecular constituido de furanochalcona e o grupo galactosil demonstrou
potencial para reduzir o crescimento de mudas de sorgo (S. bicolor), pepino (Cucumis sativus),
colza (Brassica napus), capim-arroz (E. crus-galli), amaranto chinés (A. tricolor), trigo
(Triticum aestivum) e sprangletop asiatico (Leptochloa chinensis). Entre os compostos
avaliados, o mais ativo foi o 1-(3'-(4"-O-f-d-galactopiranosil)furil)-3-(4”-nitrofenil)-2-en-1-
ona (21), que apresentou as maiores taxas de supressdo em colza e amaranto. Estudos de
modelagem molecular indicaram que este composto apresentou maior interacdo com a proteina
PEPC (Liu et al., 2022).

Os compostos 16 e (E)-3-(4-bromofenil)-1-(4-fluorofenil)prop-2-en-1-ona (22),
apresentaram resultados promissores como inibidores do FSII em experimentos de pos-
emergéncia. Ambos reduziram o indice de desempenho relacionado a absorcdo (Plays) € a
biomassa radicular de Ipomoea grandifolia.(Padua et al., 2021) Além disso, esses compostos
demonstraram seletividade, pois, ndo interferiram no acumulo de biomassa seca de culturas
agronémicas como milho (Zea mays) e feijao (Phaseolus vulgaris). No geral, a investigacao
sobre chalconas sintéticas reforca o potencial de atuarem como agentes herbicidas seletivos,
destacando a relevancia nas pesquisas académicas e aplicacdo potencial.

As modificagdes estruturais sdo estrategias amplamente utilizadas para potencializar a
atividade bioldgica de compostos quimicos. A introducdo de grupos fluorados, por exemplo,
pode melhorar significativamente o desempenho bioativo de uma substancia. Essa melhora esta
associada as propriedades fisico-quimicas do fldor, que contribuem para a estabilidade quimica
e metabolica do composto, aumentando a eficécia e durabilidade em aplicagdes bioldgicas. 1?3

Além disso, a introducdo de atomos de fluor influencia diretamente na lipofilicidade
damolécula, permitindo um deslocamento mais eficiente através de membranas celulares. Essa
modificacdo pode aumentar a afinidade de ligacdo com proteinas-alvo e alterar parametros
importantes, como os valores depKa e logP (Chaves etal., 2017; Sun et al., 2022). Esses fatores,
isolada ou cooperativamente, contribuem para a amplificacdo das propriedades bioativas do

composto (Amole et al., 2019).
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Vérios estudos se concentram em projetos de sintese de novos compostos contendo
flbor, com alta atividade herbicida de amplo espectro (Cai et al., 2022; Huras et al., 2017; W.
Wang et al., 2017). E o caso dos produtos comerciais que apresentam na composi¢io grupos

fluorados como o (1R,2,6R)-indaziflam (Alion®), saflufenacil (Heat®), tiafenacil (Burntop®) e

Trifludimoxazin ( Voraxor®) (Figura 8) (Pazenok et al., 2022).

Figura 8: Herbicidas comerciais contendo &tomos de fldor.

Essas pesquisas refletem os esforcos continuos para desenvolver rotas sintéticas de
compostos com esse halogénio, visando posterior incorporacdo desses ingredientes ativos

agroquimicos em larga escala.
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METODOLOGIA

Para o preparo dos compostos 25a-k utilizou-se a reacdo de Claisen-Schmidt em que
uma mistura de 1 mmol de acetofenona substituida e 1 mmol de benzaldeido substituido em 30
mL de metanol foi agitada por 10 minutos a 0 °C. Posteriormente, uma solucdo de KOH (6M,
4 mL) foi adicionada lentamente (Esquema 1). A reacdo ficou em agitacdo por 3 horas em
temperatura ambiente. O produto da condensacdo foi filtrado a vacuo, lavado com agua
destilada e recristalizado em etanol. A sintese dos compostos 25a-h foi descrita e publicada
anteriormente.(Padua et al., 2021) J& os compostos 25i-k foram preparados contendo &tomos de

flbor na estrutura da chalcona, para verificacdo da influéncia na atividade fitotoxica.

Esquema 1: Sintese geral das chalconas 25a-k.

0 (0]
x H KOH ) = |
\ + - R= H, Br, F, NO,, OMe
—_—
7 R' R™ X R'= H, Br, N(Me),, NO,, OMe
. X=CH,N

Dados de caracterizacdo das chalconas 25i-k

(E)-1-(4-fluorfenil) -3-(4-nitrofenil)prop-2-en-1-ona (25i)(N. Kumar et al., 2015)
¢ Rendimento: 52%. Sélido amarelo. Ponto de fusdo: 163-165 °C. IV
‘ | (KBr) v=1029, 1340, 1506, 1591, 1612, 1670 cml. RMN H (500
] MHz, CDCla): 5 7,20 (t, J = 8,6 Hz, 2H): 7,60 (d, J = 15,7, 1H); 7.78
(d,J =8,7 Hz, 2H); 7,81 (d, J = 15,7 Hz, 1H); 8,06-8,08 (m, 2H); 8,27
(d,J=8,8 Hz, 2H). RMN *3C (125 MHz, CDCl3): 5 115,9 (d, Jc-r= 22,71 Hz); 124,2 (d, Jc.F =
123,5 Hz); 128,9; 131,2 (d, Jcr = 9,8 Hz); 133,9; 140,8; 141,7; 148,6; 164,9; 166,9; 187,9.

NO,

(E)-1-(4-fluorofenil) -3-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (25j)(Shegavi et al., 2021)
2 Rendimento: 51%. Sélido amarelo. Ponto de fusdo: 117-119 °C. IV
‘ | (KBr) 5= 983, 1016,1502, 1587, 1598, 1658 cmt. RMN H (500
" MHz, CDCl3): 5 3,85 (s, 3H.): 6,93 (d, J = 8,8 Hz, 2H); 7,14-7,18 (m,

OMe
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2H): 7,37 (d, J = 15,6, 1H); 7,60 (d, J =8.7 Hz, 2H); 7,78 (d, J = 15,6 Hz, 1H); 8,02-8,05 (m,
2H). RMN 13C (125 MHz, CDCls): § 55,4; 114,4; 115,6 (d, Je.r= 21,8 Hz); 119,2; 127,4; 130,2;
130,9 (d, Jer = 9,1 Hz): 134,6 (d, Je.r= 2,7 H2); 144,9; 161,7; 165,5 (d, Jo.r= 253,4Hz); 188.8.

(E)-1-(4-fluorfenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona(25k)(Zhao et al., 2021)
o Rendimento: 37%. Sélido amarelo. Ponto de Fusdo:160-161 °C. 1V (KBr)
‘ | 0=1153, 1573, 1589, 1660 cm*. RMN *H (500 MHz, CDCl3): 8 7,17 (t, J
F ‘ = 8,5 Hz, 2H); 7,41-7,42 (m, 3H); 7,49 (d, J =15,7 Hz, 1H); 7,63-7,65 (m,
2H); 7,80 (d,J = 15,7 Hz, 1H); 8,04 (dd,J = 5,4 e 3,4 Hz, 2H). RMN 3C
(CDCls, 125 MHz): 6 115,7 (d, Jc-F= 21,8 Hz); 121,5; 128,4; 128,9; 130,6; 131,1 (d, JcFr=9.1
Hz); 134,5 (d, Jc-Fr= 3.6 Hz); 134,7; 145,1; 165,6 (d, Jc-r = 254.3 Hz); 188,8.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Para 0 preparo dos compostos 25a-k, utilizou-se a metodologia de reacdo Claisen-
Schmidt onde derivados de acetofenona e de benzaldeido substituidos com diferentes grupos
funcionais, empregando metanol como solvente e hidroxido de potéssio como catalisador
(Padua et al., 2021). O produto da condensacdo foi recristalizado em etanol para garantir a
pureza. Os rendimentos variaram de 12 a 98% (Esquema 2). Os compostos 25a-h foram

descritos em publicacdo anterior (Padua et al., 2021).

Esquema 2: Reacdo para obter chalconas substituidas 25a-k.

o o
N H KOH5q) R=H, Br, F, NO,, OMe
\ P + MeOH R'= H, Br, N(Me),, NO,, OMe
R™ X R t.a. X=CH, N
23a-k 24a-k 3h

Percebe-se baixos rendimentos de alguns compostos, como 0s compostos 25f, 25¢g e
25k que tiveram registros na literatura de rendimento de 98, 89 e 95% respectivamente
(Evranos-Aksoz et al., 2014; Lv et al., 2021; Shakil et al., 2013). Embora tenha sido utilizada a
mesma metodologia de reacdo, o tempo de reagdo nos estudos usados para comparar com 0S
nossos produtos, que variam de 20 a 24 horas, é diferente do tempo empregado neste trabalho.
Para todasas sinteses realizadas, adotou-se um tempo reacional padréo detrés horas, o que pode

justificar os baixos rendimentos obtidos.
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Os espectros de Infravermelho (IV) e Ressonancia Magnética (RMN) de 1H e 13C
auxiliaram na comprovacdo das estruturas dos compostos produzidos e corroboram com 0s
dados registrados na literatura. A discussdo estrutural das chalconas 25a-h nédo serd abordada
neste trabalho, pois, estdo descritas em trabalhos anteriores (Padua et al., 2021). Porém, todos
0s espectros obtidos estdo no Apéndice.

Devido a semelhanga estrutural tomou-se por base o composto 25k para discutir 0s
dados espectrais. Pode-se verificar, no espectro de IV (Figura 9), bandas caracteristicas de
chalconas, como o estiramento do grupo C=0 conjugado a um alceno em 1.660 cm™® e C=C
olefinico em 1.573 € 1.589 cm™*. Em 1.153 cm™! é registrado uma banda referente a vibracdo de
desdobramento da ligacdo C(C=0)C.

Figura 9: Espectro de infravermelho da chalcona 25k.
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As absorcdes referentes a ligagdo C-F ndo podem ser identificadas, uma vez que na
regido caracteristica de ligacGes aromaticas halogenadas ocorrem outras bandas (que podem se
sobrepor e influenciar a atribuicdo segura). As principais bandas de absorcdo dos compostos

sintetizados estdo sumarizadas na Tabela 1.
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Tabela 1: Principais dados dos espectros de 1V e RMN H e 13C dos compostos 25i-k.

Compost  Bandas de absorgdo (cm?) Deslocamentos quimicos de 1H Deslocamentos
0s (ppm) quimicos de 13C
(ppm)
C=0 Cc=C C(C=0)C Hq Hp J (Hz2) C=0 CaeCp

25i 1.670 1.612 1.340 7,60 7,81 15,7 1879 1242
1591 141,7

25j 1.658 1.598 1.502 7,37 7,78 15,6 188,8 1274 e
1.587 1449

25k 1.660 1.589 1.153 7,49 7,80 15,7 188,8 1215e
1.573 145,1

O espectro de RMN de *H (Figura 10) registrou dois dubletos em 7,49 e 7,80 ppm
com constante de acoplamento de 15,7 Hz, tipico de hidrogénio de dupla ligacdo com
estereoquimica E. Na literatura, para hidrogénios olefinicos na conformacgéo Z, a constante de
acoplamento apresenta valor entre 7 a 12 (Silverstein & G. Clayton Bassler., 1962). Todos 0s

outros deslocamentos quimicos séo referentes aos hidrogénios aromaticos.

Figura 10: Espectro de RMN de *H da chalcona 25k.
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No espectro de RMN de 13C (Figura 11), observa-se um deslocamento em 188,8 ppm
caracteristico de cetonas a,B-insaturadas. Os sinais em 121,5 e 145,1 ppm correspondem aos

carbonos a e P a carbonila. Os demais sinais observados no espectro correspondem aos carbonos

aromaticos.
Figura 11: Espectro de RMN de *3C da chalcona 25k.
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Uma verificacdo importante a ser registrada € o fato do &tomo de fllor acoplar com
carbonos proximos e, por isso, observa-se no espectro quatro dubletos com constantes de
acoplamento diferentes, correspondente a proximidade com esse atomo.(Silva Castelo Branco
et al., n.d.) Sendo assim, a constante de acoplamento do carbono diretamente ligado ao F, C
ipso, tem o valor mais alto, J=254,3 Hz. Os demais acoplamentos sdo de 21,8; 9,1 e 3,6 Hz
correspondentes respectivamente aos carbonos na posi¢do orto, meta e para no atomo de fltor
(Figura 12).
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Figura 12: Estrutura quimica da chalcona 25k evidenciando os deslocamentos quimicos (3) do RMN
de *C e as constantes de acoplamento (J) de C-F.
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Fonte: Autoria propria. Produzido no ChemDraw.

Sintetizadas e caracterizadas as chalconas, partiu-se para os ensaios biologicos. Os
compostos fluorados 25g-k foram testados no ensaio de germinacdo de espécies do género
Amaranthus e na cultura de milho. Realizou-se avaliacGes a nivel de modelagem molecular
dessas chalconas com a proteina D1 do FSII. Os resultados desses testes estdo apresentados no
capitulo 2.

Ainda, considerando os resultados observados no trabalho inicial com os derivadosde
chalcona, os compostos 25a-e e 25g-k foram avaliados quanto a bioatividade herbicida pré e
pos-emergente em Leucaena leucocephala. Os dados desses testes foram registrados no
capitulo 3.

Uma observacao importante do trabalho de Padua e colaboradores (Paduacet al., 2021)
foi o crescimento de caule e raiz da planta daninha Ipomoea grandefolia, promovido pelo
composto 25f. Esse resultado sugere que 0 composto possui caracteristicas de promotor do
crescimento vegetal, podendo atuar como um regulador vegetal em determinadas
concentragdes. Esse achado levou a investigagdo do efeito hormético dessa e de outras

chalconas produzidas para testes em espécies florestais.
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CONCLUSAO

Este trabalho apresentou a sintese dos derivados de chalconas 25g-25k por meio da
reacdo de Claisen-Schmidt com diferentes rendimentos e a caracterizacdo por técnicas
espectroscopicas confirmaram as estruturas dos compostos sintetizados e os dados sdo

semelhantes aos encontrados na literatura.



CAPITULO 2

Sintese e avaliacdo de chalconas fluoradas como inibidores do
fotossistema Il e do crescimento de plantulas
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INTRODUCAO

Plantas daninha do género Amaranthus pertencem a familia Amaranthaceae e sao
comumente conhecidas como amarantos ou carurus. Esse género engloba muitas espécies
encontradas em Vvarios paises, com grande ocorréncia em regides tropicais e subtropicais
(BRASIL, 2022) Estas plantas séo frequentemente encontradas nas culturas de soja, feijao,
milho, algodao trigo, dentre outras e, esta na lista de pragas de maior risco fitossanitario para
as culturas agricolas no Brasil, deacordo com pesquisa realizada pelo Ministério da Agricultura
e Pecuaria-MAPA (Giacomini et al., 2017).

Um dos maiores desafios do manejo de espécies desse género € a resisténcia aos
herbicidas comercialmente utilizados. Uma plataforma desenvolvida pela Embrapa em parceria
com a Bayer®, acessada em setembro de 2023, mostra que os estados brasileiros onde os
produtores registraram resisténcia de Amaranthus spp. aos herbicidas clorimurom e imazapir,
ambos com mecanismo de inibir a enzima acetolactato sintase (ALS), foram: Minas Gerais (18
registros em 6 cidades) e Bahia (1 registro).

Considerando a resisténcia dessas plantas aos herbicidas comercial, é crucial o
desenvolvimento de novos herbicidas, que apresentem mecanismos de acdo distintos e menor
persisténcia no ambiente. Para tanto, deve-se explorar a relacdo entre a estrutura quimica e a
atividade bioldgica. Estudos recentes destacaram novos compostos fluorados que demonstram
propriedades herbicidas significativas (Alexandrino et al., 2022), mostrando a importancia do

projeto estrutural no aumento da atividade herbicida.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Trabalhos académicos mostram a resisténcia de espécies de Amaranthus a outros
herbicidas (Baldini et al., 2021; FRANCISCHINI et al., 2019; Kohlhase et al., 2018; Lu et al.,
2020; Tranel, 2021). Em Mato Grosso do Sul, sob condicbes laboratoriais, a espécie
Amaranthus viridis foi resistente a aplicacdo de 2.000 g.p.c ha! (g de produto comercial por
hectare), dosagem recomendada na bula do Roundup Original (300 g.p.c hal) (LAMEGO,
2021). Da mesma maneira, em experimento conduzido pela Embrapa Pecuaria no Rio Grande
doSul, realizado a partir de relatos de agricultores sobre a persisténcia de Amaranthus hybridus
em regido de integracdo lavoura-pecuaria de regides de Campanha, detectou-se resisténcia
maltipla do caruru (A. hybridus) ao glifosato e aos inibidores da enzima ALS (Milani et al.,
2020).

Os principais mecanismos de acao identificados nas publicacdes incluem resisténcia
mediada pelo local-alvo, como a substituicdo no gene da ALS em Amaranthus retroflexus
(Castro Guidette et al., 2023), substituicbes na sequéncia de aminoacidos ALS em A. hybridus
(Larran et al., 2018) e mutac@es no local alvo nos genes ALS e da protoporfirinogénio oxidase
(PPO2) em populagbes de A. retroflexus (Romagnoli et al., 2013). Neste contexto, outros
compostos quimicos com acdo herbicida eficiente no controle de plantas dogénero Amaranthus
estdo sendo explorados.

O uso de fitomassa de cobertura tem demonstrado potencial na supressdo de espécies
de Amaranthus, sendo aveia preta (Avena strigosa Schreb), couve-flor (Brassica oleracea
var. botrytis) e feijdo (Phaseolus vulgaris) eficazes no controle de A. hybridus e A. deflexus;
sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) e feijdo (Phaseolus vulgaris) eficientes no controle de A.
viridis (P. Sharma et al., 2022). Estas descobertas citadas fornecem informacgdes sobre 0s
mecanismos de resisténcia e estratégias alternativas de controle para espécies de Amaranthus.

Um dos mecanismos de acdo herbicida estudado € a inibigdo quimica do Fotossistema
Il (FS I1). Pesquisas que investigam o funcionamento desse complexo enzimatico sob a
influéncia de herbicidas utilizam técnicas como analise do complexo de evolucéo do oxigénio,
quantificacdo de clorofila disponivel e medicdes da fluorescéncia daclorofila a (Chl a)(Hasni
et al., 2015; Tyystjarvi, 2013; Zhang et al., 2022; Zharmukhamedov & Allakhverdiev, 2021).

Entre essas abordagens, o uso da fluorescéncia da Chl a destaca-se como uma técnica eficaz
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para mensurar 0os danos no aparato fotossintético, fornecendo informacdes detalhadas sobre 0s
parametros fisico-quimicos relacionados a fluorescéncia.

Essa técnica tem sido amplamente explorada pelo grupo de pesquisa: Estudo e
Desenvolvimento Racional de Herbicidas, especializado na avaliagdo do perfil quimico e
biolégico de plantas e fungos. As investigacbes empregam extratos de plantas, algas e
microrganismos, a partir dos quais realizam-se estudos do perfil quimico, isolamento de
compostos e avaliacdo das aplicacBes biologicas. Além disso, sdo desenvolvidas sinteses
bioinspiradas em produtos naturais. Tanto o0s compostos isolados quanto os produtos
sintetizados sdo avaliados por meio de ensaios de fluorescéncia da Chl a, aplicados em
experimentos in vitro e in vivo com plantas daninhas de interesse agronémico.

Derivados de chalconas ja foram previamente sintetizados e avaliados quanto a
capacidade de inibir o Fotossistema Il e controlar o crescimento de Ipomoea grandifolia. Os
resultados indicaram que compostos contendo hidrogénio e flior como substituintes no anel
aromatico apresentaram maior eficacia nessa espécie daninha. Dando continuidade a esse
trabalho, o objetivo nesta pesquisa foi sintetizar chalconas fluoradas e avaliar a influéncia desse
atomo na atividade herbicida e no controle do crescimento vegetal.

Em estudos anteriores(Padua et al., 2021), os compostos 25a-h foram avaliados quanto
a inibicdo do transporte de elétrons do FSII e do crescimento da planta daninha I. grandifolia,
sendo que os compostos 25a e 25g apresentaram maior atividade fitotoxica. Assim, em
continuidade a esse trabalho, sintetizou-se chalconas contendo d&tomos defluor, a fim de avaliar
a influéncia desse grupo substituinte na atividade herbicida e controle do crescimento vegetal.

O docking molecular € um método computacional utilizado para prever a interagdo
entre duas moléculas, como uma proteina e um ligante (Nayak & Ray, 2023). Este método é
amplamente utilizado em vérias areas de pesquisa, como biologia, fisica, quimica, medicina, e
tem grande utilidade no estudo e desenvolvimento de compostos com atividades bioldgicas para
diferentes aplicacbes. O docking molecular permite analisar as interagdes intermoleculares em
nivel molecular, proporcionando informacgdes sobre os mecanismos de ligacéo e as afinidades
entre as moléculas (Istifli & Koprowski, 2023).

Simulacbes de acoplamento geram modelos de ligacdo, determinando a posicdo do
ligante dentro do sitio ativo da proteina. O docking molecular tem se mostrado uma técnica
eficiente e econémica no projeto de medicamentos, auxiliando na racionalizacdo da atividade

doligante, na identificacdo de novos compostos terapéuticos e na previsdo de interacdes ligante-
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proteina (Danao et al., 2023). Com o0 tempo, 0s avang¢os nas capacidades computacionais
permitiram a simulacdo de interacbes dindmicas ligante-proteina, aprimorando a precisdo das
estratégias deacoplamento e aumentando a confiabilidade nos resultados de modelagem (Azad,
2023).

No fotossistema |1, a proteina D1 é a subunidade central e desempenha papel crucial
na sequéncia de transporte de elétrons durante o processo de fotossintese. A estrutura da
proteina D1 consiste em cinco hélices (A-D) e se ligam a cofatores, como moléculas de
clorofila, feofitinas, plastoquinonas (PQ), um ferro ndo-heme, B-carotenos e aglomerado de
Mn4OsCa, complexo de evolugdo de oxigénio (Figura 13-A) (Battaglino et al., 2021). A
interacdo entre a proteina D1 e plastoquinona (Qs) assegura a aceitacdo deelétrons provenientes
daclorofila a, sendo o sitio de ligacdo da QB na proteina D1 mostrado na Figura 13-B. A QB
faz ligacdo de hidrogénio com os aminoacidos His215 e/ou Ser264 ou Phe265, dependendo da

estrutura da proteina D1 do organismo em questdo (Battaglino et al., 2021).

Figura 13: Estrutura da proteina D1 do FS Il de Pisum sativum e sitio de ligacdo de Qg na
proteina.

Imagem A: Vista da proteina D1 e cofatoresda estrutura de Pisum sativum. Plastoquinona Qs (em vermelho), Fe
nioheme (em amarelo), Chls (em verde), moléculas de feofitina (em azul), B-caroteno (em laranja), lipidios (em
rosa), complexo de evolugao de oxigénio (em ciano). Imagem B: Local de ligacdo da Qg (em vermelho) dentro da
proteina D1, os residuos de aminoacidoscircundantese a ligacdo de hidrogénio (segmento roxo) com a H1S215.
Fonte: Balaglino B., Grinzato A. & Pagliano C., 2023, Binding Properties of Photosynthetic Herbicides with the

Qg Site of the D1 Protein in Plant Photosystem Il: A Combined Functional and Molecular Docking Study.

Diversos estudos utilizam o docking molecular para simular a interacdo da proteina
D1 com estruturas moleculares de interesse herbicida, complementando os resultados
experimentais. Por exemplo, a estrutura tridimensional da proteina D1 da cianobactéria

Microcystis aeruginosa foi modeladapor homologia com base na estrutura cristalina disponivel
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da proteina correspondente de Synechocystis sp. PCC 6803. Nessa modelagem, foram
considerados os cofatores da proteina D1, como 2 Chl a, 1 feofitina, Qs e ferro ndo heme. Os
resultados mostram que o composto 2-hidroxichalcona se ligou de forma monodentada ao ferro
ndo heme na proteina, causando alteracdes que afetaram a transferéncia de elétrons de Qapara
Qs no lado aceitador do FS 11 (Zhang et al., 2022).

Herbicidas comerciais tém sido amplamente utilizados em estudos da interagcdo com a
proteina D1doFS I1.Por exemplo, derivadosde quinolina, piridina, pirimidina e triazina, foram
avaliados em experimentos de docking molecular para investigar os padrdes de interacdo dos
derivados heterociclicos e a proteina D1. Os resultados obtidos mostraram que 83,78% dos
derivados herbicidas analisados adotaram modos de ligacdo semelhantes a interacdo do
herbicida comercial terbutrina com a proteina D1 do FS 11. Contudo, herbicidas com regiGes
hidrofdbicas volumosas apresentaram orientacdes e padrdes de ligacdo de hidrogénio distintos.
Nesses casos, as regibes hidrofobicas foram direcionadas para os aminoacidos apolares,
enguanto os grupos polares foram alinhados em direcdo ao residuo His215 no sitio de ligacéo
da proteina D1 (Funar-Timofei et al., 2017).

Colaborando com esses resultados, um estudo recente utilizou docking molecular para
avaliar a afinidade dos herbicidas diuron, metobromuron, bentazon, terbutilazina e metribuzina
com a proteina D1 (Funar-Timofei et al., 2017). O trabalho combinou ensaios de atividade
inibidora do FS 11, empregando o teste OJIP em membranas de tilacoides isoladas de ervilhas
(Pisum sativum), com simula¢Ges de acoplamento molecular, utilizando a estrutura do FS 11 da
mesma planta para a modelagem. Ambas as abordagens demonstraram que terbutilazina,
metribuzina e diuron apresentaram maior capacidade de inibicdo dotransporte de elétrons. Esse
efeito foi atribuido a elevada afinidade dessas moléculas pelo sitio Qg da proteina D1,
resultando na formacéo de ligacBes de hidrogénio com o residuo His215. Em contrapartida, 0s
herbicidas bentazon e metobromuron apresentaram efeitos inibitorios baixos e intermediarios,
respectivamente, devido a menor especificidade para interagdo com o sitio de ligacdo Qg.

Esses estudos forneceram informacdes valiosas sobre a interacdo de herbicidas com o
sitio Qs da proteina D1, crucial para a inibicdo do FS Il. Esses achados orientam o
desenvolvimento de estratégias estruturais para o0 projeto de novos compostos herbicidas com

maior eficacia e seletividade.
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METODOLOGIA

Anélise de Fluorescéncia da Chl a

A avaliacdo dainibicdo do transporte de elétrons no FSII foi realizada de acordo com
metodologia descrita pelo grupo de pesquisa (Padua et al., 2021). As solucbes das chalconas
25a-k em dimetilsulféxido (DMSO) foram adicionadas em placas de Petri contendo discos de
espinafre e solugdo de Krebs modificada na concentracdo de 100 uM (20mL). O rendimento da
fluorescéncia da Chl a dos discos foi medido a partir de um fluorimetro (irradiacdo de dois

segundos de luz continua de 650 nm) (Figura 14).

Figura 14: Esquema simplificado da analise de fluorescéncia da clorofila a.
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Os parametros fotossintéticos foram calculados utilizando o software Biolyzer HP3 e

estdo descritos no Quadro 2.

Quadro 2: Parametros fotossintéticos utilizados nos graficos de fluorescéncia da chl a e suas
definigdes.

Parametros técnicos da fluorescéncia

Vi Fluorescéncia variavel relativa em 2 ms (banda J)

Fv/Fm Eficiéncia quantica maxima do FSlI

Parametros técnicos calculados

Vi-1 Transferéncia ineficaz para o lado aceptor do FSI

R; Redugdo do transporte de elétrons do FSIl causado
pela ocupagdo da proteina D1

indice de Desempenho

Plabs indice de desempenho com base na absorgdo

Plotal indice de desempenho fotossintético total

Fluxo de energia por Centro Reacional (RC)

ABS/RC Fluxo de energia absorvida por RC

ETo/RC Transporte de elétron por RC

TRo/RC Taxa maxima de elétron retidos por RC
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Dlo/RC Fluxo de energia dissipada por RC

Eficiéncia quantica

PSlo Probabilidadede um excitdn aprisionado mover um
elétron pela cadeia transportadora de elétron apds a
QA"

PHI(Eo) Rendimento quantico do transporte de elétrons

PHI(Do) Rendimento quantico (t = 0) da energia de dissipacdo

Docking Molecular
Os estudos de docking molecular foram realizados seguindo metodologia descrita na

literatura (Soares et al., 2022) (Figura 15), utilizando o software AutoDock 4.2.6 (The Scripps
Research Institute, San Diego, CA, EUA), empregando o algoritmo genético para gerar as
possiveis conformagdes das chalconas fluoradas no sitio ativo da proteina D1. A proteina D1
doFS 11 (PDB ID: 4V82 com uma resolucdo de 3,20 A) foi obtida a partir do servidor do banco
de dados de proteinas (http://www.rcsh.org/pdb/), e apenas a cadeia A foi utilizada para fins de
estudo, enquanto as outras cadeias, moléculas de agua e cofatores foram removidos. As
estruturas quimicas dos derivados de chalcona 25g-k foram geradas no software ChemDraw e
as optimizacbes da geometria foram efetuadas utilizando o campo de forcas MM2
implementado no ChemBio3D v.12.0 (PerkinElmer Informatics). Os atomos de hidrogénio
polares foram adicionados e as cargas dos atomos da proteina e dos ligantes foram atribuidas
por métodos Gasteiger. O centro da grade nos eixos X Y Z foi 20,63; 65,50 e 35,64,
respectivamente, com um espacamento de 0,486 A e dimensdes x x y x z de 40 A x 40 A x 40
A, respectivamente. Utilizou-se o algoritmo genético com pesquisa local para encontrar as
melhores poses. Cada célculo de docking molecular foi realizado 50 vezes, produzindo 50
conformac6es. A precisdo da ancoragem foi avaliada utilizando um desvio quadratico médio
inferior a 2,0 A, e a melhor pose de ancoragem foi escolhida utilizando os principais residuos
em interacdo, o numero de ligacbes de hidrogénio e a energia de ligacdo. As interacdes

intermoleculares ligante-enzima foram analisadas no software Discovery Studio 2016.
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Figura 15: Esquema simplificado do docking molecular.
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Proteina D1 do FSII Chalconas Fluoradas de ligacio

Analise da Germinagéo

De acordo com procedimento modificado da literatura(Khan et al., 2022), sementes
comercialmente disponiveis de A. hibridus (20 sementes), A. lividus (20 sementes), A. viridis
(20 sementes) e Zea mays (10 sementes) foram colocadas em placas de Petride 9,0 cm contendo
uma folha de 8,5 cm de papel de filtro umedecidas com solu¢des dos compostos fluorados 25g-
k a 100 uM (4,0 mL) e DMSO como controle negativo. As placas de Petri (cinco repeticOes
por tratamento) foram mantidas a 25 °C e sob fotoperiodo de 12 horas (Figura 16). O nimero
de sementes germinadas foi contado diariamente durante sete dias, e cada semente foi
considerada germinada quando a protrusdo da radicula e/ou do hipocétilo foi igual ou superior

a2 mm.

Figura 16: Esquema simplificado do ensaio de germinagdo das sementes de espécies de
Amaranthus e Zea mays.
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Os parametros usados na analise da germinacdo das sementes e crescimento das
plantulas foram encontrados usando as equacdes descritas abaixo:

Percentagem de germinacdo (PG): PG= (Gi/n). Onde Gi € as sementes germinadas e n
é total de sementes colocadas no gerbox;

indice de germinacdo (1G): IG =X(Gi x I), onde Gi é o niimero de germinacdes em | (0

dia ap6s a incubacao);
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Tempo médio de germinacdo (TMG): TMG = X(Gi x I)/Z(I). Onde Gi é o numero de
sementes germinadas e | o tempo da medida de germinacao;

indice de vigor da germinacdo (IV) foi determinado seguindo a equagdo: IVG =
comprimento médio da plantula x percentagem média de germinacao;

Comprimentos da radicula (C.R.) e do hipocotilo (C.H.) das plantulas em crescimento

foram medidos com o auxilio de um paquimetro;

Analise Estatistica
Para analisar os efeitos dos compostos sintetizados 25a-k nos experimentos de

fluorescéncia de Chl a e sobre os pardmetros de germinagdo das sementes de Amaranthus e Z.
mays foi utilizado o software GraphPad Prism versao 8.0 (GraphPad Software, EUA). Os dados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e ao teste Tukey para comparar os efeitos
dos diferentes tratamentos. O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado
(DIC), com trés repeticOes para cada tratamento.

Todos os experimentos foram diferenciados estatisticamente do controle com nivel de
significancia dep < 0,05. A representacdo do Post-Hoc foi feita através de asterisco (*) ou letras
(a, b, c, d) nos gréficos e tabelas. E ainda, os graficos foram construidos com base nos valores
das médias padrao dos resultados de cada amostra e a barra de erros representa o erro padrao

calculado.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Fluorescéncia da Chl a
Os efeitos dos derivados da chalcona 25g-k sobre a atividade do FS 11 foram avaliados
em ensaios empregando discos de espinafre. A andlise dos parametros de fluorescéncia da Chl
a permitiu a identificacdo do mecanismo de acdo desses compostos no funcionamento do FS II.
Dentre os compostos testados, as chalconas 259 e 25k destacaram-se, apresentando os melhores
resultados ao reduzirem o parametro de desempenho Pla,s em 84 e 79% (Figura 17),

respectivamente, em relagdo ao controle (linha tracejada).

Figura 17: Parametros de desempenho da fluorescéncia da Chl a do ensaio preliminar das
chalconas 25g-k.
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Valores correspondentes a média, calculados a partir de dez amostras por tratamento, o erro padrdo de cada
tratamento é representado acima das colunas e os tratamentos foram diferenciados estatisticamente do controle
com nivel de significancia de p < 0,05 e representados pelas letras (a, b) acima da barra de erro.

Além disso, os compostos 25¢ e 25k apresentaram reducao do parametro Plyota de 84
e 81%, respectivamente. Estes resultados sugerem um decréscimo nas atividades das reacoes
fotoquimicas, especialmente no fluxo de transferéncia de elétrons do complexo FSII de
evolucdo de oxigénio para os aceptores finais de elétrons no FS I. Esses dados demonstram que
os derivados de chalcona afetaram significativamente a conservacdo de energia e a
funcionalidade do centro de reagdo do FS 11.

Os compostos 25g e 25k aumentaram o rendimento quantico para o parametro de
dissipacdo de energia PHI(Dg) em 31 e 35%, respectivamente. Além disso, observou-se
reducdo dos parametros PHI(Ep) em 36 e 31%, respectivamente, e PSlyp em 28 e 26%,
respectivamente, em comparacdo com o controle (Figura 18). Estes parametros de rendimento
quantico estao relacionados com o transporte de elétrons e a eficiéncia de excitacdo em conduzir

um elétron para a cadeia de transporte, o que sugere a reducao do fluxo de elétrons no FSII.
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Figura 18: Parametros de eficiéncia quantica das chalconas 25g-k.
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Valores correspondentes a média calculados a partir de dez amostras por tratamento, o erro padrao de cada
tratamento é representado acima das colunas e os tratamentos foram diferenciados estatisticamente do controle
com nivel de significancia de p < 0,05 e representados pelas letras (a; b) acima da barra de erro.

Entre as etapas dos fluxos especificos de energia associados aos centros de reacdo
(Figura 19), tais como a dissipacdo de energia DIo/RC, o transporte de elétron ET¢/RC, a
energia retida TRo/RC e a absorcdo de energia ABS/RC, 0s compostos 25¢g e 25k aumentaram
DIo/RC em 39 e 36%, respetivamente, e reduziram ETo/RC em 27 e 26%, respetivamente, em
comparacdo com o controle. Estes resultados sugerem que os compostos 25g e 25k reduziram
a atividade do FS I, especialmente através da diminui¢do da probabilidade de transporte de
elétron, uma vez que a maior parte da energia absorvida € dissipada como calor. Os compostos
25g e 25k ndo mostraram efeitos no ABS/RC e TRo/RC em comparagdo com o controle,

indicando que nao ha danos na energia absorvida e retida nestes eventos.

Figura 19: Parametros de fluxos especificos de energia associados aos centros de reacéo das
chalconas 25g-k.

RC

-==-Controle Compostos



67

Valores correspondentes a média calculados a partir de dez amostras por tratamento, o erro padrdo de cada
tratamento é representado acima das colunas e os tratamentos foram diferenciados estatisticamente do controle
com nivel de significancia de p < 0,05 e representados pelas letras (a; b) acima da barra de erro.

O aumento de 218 a 203% no parametro V; pelas chalconas 25g e 25k, respetivamente,
sugere um aumento na concentracao de quinona A reduzida, principalmente devidoao bloqueio
do transporte de elétrons (Figura 20). Além disso, os compostos 25g e 25k diminuiram o
parametro V.1 em 30 e 25%, respetivamente, o que demonstra a transferéncia ineficaz de um
elétron preso no FS |1 para o lado aceitador do FS 1. Corroborando estes resultados, 0 aumento
do pardmetro R;em 436 e 396% pelos compostos 259 e 25k, respetivamente, demonstra que
os derivados de chalcona interagem com o sitio de ligacdo da quinona B na proteina D1,
diminuindo o transporte de elétrons do FS 1.

Figura 20: Parametros relacionados ao transporte de elétrons no FS 11 das chalconas 25g-k.
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Valores correspondentes a média calculados a partir de dez amostras por tratamento, o erro padrdo de cada
tratamento é representado acima das colunas e os tratamentos foram diferenciados estatisticamente do controle
com nivel de significancia de p < 0,05 e representados pelas letras (a; b) acima da barra de erro.

Os compostos 259 (ClogP 4,70) e 25k (ClogP 3,84) contendo grupos bromo e
hidrogénio, respectivamente, apresentaram melhores resultados do que os compostos contendo
outros grupos funcionais como dimetilamina (25h, ClogP 4,00), nitro (25i, ClogP 3,58) e
metoxi (25j, ClogP 3,76). Estes resultados sugerem que a presenca de grupos polares no anel

aromatico da chalcona reduz a lipofilicidade dos compostos, podendo influenciar na atividade
de inibicdo do transporte de elétrons no FS 11.
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Docking Molecular
Considerando que os compostos 259 e 25k aumentaram o parametro Rj, que

corresponde a quantidade de centro de reacdo do FSII ocupado por inibidores no local da
quinona, foi realizado o estudo de docking molecular para explicar e fornecer as possiveis
posicOes de ligagédo e interacOes intermoleculares dos derivados de chalcona 25g-k no local
ativo da proteina D1 do FSII. Primeiramente, foi realizado o experimento de redocking do
composto terbutrina no sitio ativo da proteina D1, obtendo-se um resultado energético de -5,89
kcal mol-t com um valor de desvio quadratico médio igual a 0,610 A.

Assim, os estudos de docking molecular foram realizados para os compostos 25g-k,
0s quais demonstraram interacdes intermoleculares dotipo ligacéo de hidrogénio com os grupos
NH dos residuos Phe265 e His252. Estas interacfes de ligacdo de hidrogénio sdo importantes
para determinar a posicdo espacial 3D das chalconas contendo o atomo de fltior no local de

ligacdo da proteina D1 (Tabela 2).

Tabela 2: LigacGes e interacGes das chalconas 25g-k com a proteina D1 no fotossistema I1.

Composto Energia de Ligaces H Interacdonm —n  Interacdo CH — =
Ligagao?

259 - 7,07 His215 (2,43 A) Phe265 Met214, Leu271
Phe265 (1,90 A)

25h -6,79 His215 (2,52 A) Phe265 Met214, Leu271
Phe265 (1,97 A)

25i -6,41 His215 (2,33 A) Phe265, Phe274 Met214, Leu271
Phe265 (1,94 A)

25j -6,67 His215 (2,61 A) - Met214, Leu271
Phe265 (1,96 A)

25k - 6,80 His215 (2,46 A) Phe265 Met214, Leu271

Phe265 (1,84 A)

akcal mol?

Os compostos mais ativos 259 (Figura 21 A) e 25k (Figura 21 B) foram acoplados
ao sitio ativo da proteina D1, fornecendo energias de ligacdo de - 7,07 kcal mol? e - 6,80 kcal
mol-L, respectivamente. A analise da posicdo molecular dos derivados de chalcona que se ligam
a proteina D1 mostrou que se formaram ligac6es de hidrogénio entre a porcdo NH de Phe265 e
o grupo carbonila da chalcona, com distancias de ligacdo de hidrogénio de 1,90 A e 1,84 A
respectivamente.

Adicionalmente, observou-se uma interacdo de ligacdo de hidrogénio entre o atomo de
fltor e 0 NH de HIS215 com distancias de 2,43 A e 2,46 A para os compostos 25g e 25k,
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respectivamente. Devido a deslocalizagdo de elétrons aromaticos para a cetona o,B-insaturada,
ambas as chalconas formaram interagdes m- © e m-alquila com os residuos Met214, Phe265 e
Leu271. Além disso, os compostos 25g-k formam uma interacdo de halogéneos entre o &tomo

de fltor e o residuo Phe211 com comprimento de ligacdo de 3,11 a 3,25 A.

Figura 21: Modelagem molecular dos compostos 25¢ e 25k no sitio ativo da proteina D1 do FS 1I.
Imagem A e B: Interacdes das chalconas 25g e 25k com a proteina, respectivamente.

Os herbicidas comerciais, como o terbutrina, o diuron e o lenacil, ocupam a regido
proxima dos residuos His215, Ser264 e Phe265 no FSII, a mesma orientacdo encontrada para
0s compostos 25g e 25k no local de ligacdo daproteina D1. (Broser et al., 2011; Jansen et al.,
1993; Nain-Perez et al., 2017) Com base nestes resultados, sugere-se que o grupo carbonila
desempenha papel importante como aceptor de ligacoes de hidrogénio para interagdes com o
residuo Phe265. Além disso, a deslocalizacdo dos elétrons presentes na estrutura da chalcona e
a presenca de um grupo fluor ligado ao anel aromatico na posi¢do para em relacéo a carbonila,

contribuem para uma interacéo favoravel entre 25g e 25h com o sitio de ligacdo da proteina D1.

Germinagao
Para explorar a fitotoxicidade das chalconas fluoradas, a germinacdo de sementes e 0

crescimento deplantulas de A. hybridus, A. lividus, A. viridis e Z. mays foram investigados ap6s
o0 tratamento com os compostos 25g-k a 100 uM (Tabela 3). Os compostos 25g-k exerceram
efeito inibitorio significativo no processo de germinacdo de A. hybridus, diminuindo a
percentagem de germinacdo em 43, 53, 61 e 88%, respetivamente. No entanto, 0s compostos
ndo demonstraram qualquer atividade sobre a germinacdo (PG) de A. lividus, A. viridis e Z.

mays, exceto 0s compostos 259 e 25j que aumentaram a PG de Z. mays em 6 e 4%,
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respetivamente, quando comparados com o controle.

Tabela 3: Efeitos dos derivados de chalcona 25g-k na germinacgdo e crescimento de plantulas
de Amaranthus spp e Zea mays.

Tratamento PG (%) 1G (%) TMG CR. C.H. 1V (%)
(%0) (%0) (%0)
A. Controle 100 = 100+5,41 100z 100 = 100 + 100 +
hybridus 5402 a 5012 5,232 6,272b 538ga
25¢ 79,58 £ 82,22 + 98,60+ 69,03+ 62,87+ 50,98+
13,17 ab 13,90 ab 5492 14,85ab 886 be 8,71 be
25h 57,14 = 53,82+ 99,84+ 159,67+ 117,20 7541%
6,97 be 7,22 be 5902 6,920 +1200 5,142b
a
25i 46,94 + 53,56 = 7765+ 4555+ 52,63+ 23,67%
8,07 be 10,64 be 6,942 6,03°¢ 9,79°¢ 3,46 od
25j 38,77 = 42,21 + 86,64+ 14650+ 7954+ 40,71%
8,65 cd 9,19 cd 6,452 2354ab  (B8ac  3540bd
25k 12,24 + 12,01 9754+ 5125% 3656+ 514+
2,044 2,534 12,792 1,73b 135¢ 0,254
A. Controle 100 = 100 = 100 = 100 = 100 £ 100 £
lividus 0,712 2,642 2,082 4,042 2,492 3,182
25¢ 98,56 = 95,62 £ 97,03+ 7821% 85,15+ 79,90+
1,012 3,362 3,022 3,86° 1,88° 2,76°
25h 96,40 = 91,24 94,74+ 8157% 9596+ 83,71%
2,992 2,852 1,482 3,52b 1902 2,62°b
25i 97,84 94,08 £ 96,36 + 76,24 8431+ 7752%
2,152 3,152 3,01¢@ 3,750 1,68b 2,73 be
25j 97,84 93,93 % 9589+ 5360z 86,03+ 66,77+
1,492 3,562 2,552 2,18¢ 2,06° 2,14¢
25k 97,83 % 95,77 £ 98,06+ 8555+ 81,16+ 81,36+
2,152 2,072 1572 3,380 1,450 2,350
A. viridis
Controle 100 = 100 = 100 = 100 = 100 £ 100 £
21642 2151¢@ 5,642 10,292 4582 6,352
25¢g 127,27 + 105,63 + 120,04+ 96,25+ 67,05+ 99,66
22,262 13,572 13,862 9472 3,840¢ 6,792
25h 90,90 £ 84,12 + 106,11+ 156,00+ 8441+ 101,82+
16,592 11,36 ab 16,27 2 13,640 556ab 7112
25i 118,18 + 83,46 + 15791+ 77,14+ 8552+ 97,25+
17,402 14,21 ab 8,022 4322 4,63 ab 4,922
25j 109,09 + 83,09 + 146,69+ 10458+ 8480+ 101,09+
19,632 19,49 ab 18,772 8,652 2,873b 5512
25k 81,81+ 23,20 £ 82,83+ 67,32+ 60,42+ 51,61+
27,272 13,93° 48,632 7,192 449¢ 391°
Z. mays Controle 100 £ 100 £ 100 £ 100 £ 100+ 100 £
0,71ab 3,792 0,57 19,512 1425a 12,112
25¢ 106,25 + 110,35+ 100,13+ 126,33+ 97,97+ 121,18+
3,120 1922 0,552 11,022 6,952 11,092
25h 103,12 + 93,84 + 102,45+ 69,51+ 87,44+ 9249+
3,25 ab 4,11ab 0,87 ab 6,852 18,92@ 18,062
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25i 100,84 = 84,77 ¢ 10476+ 5953+ 9981+ 9236%
3,712b 739ab  160P 5002  1011@ 10,332
25] 104,68 = 96,24 £ 10230+ 10951+ 113,78 7892¢
3,.25° 2,88 ab 0532P 15072  £1025 7,112
a
25K 89,06 7741t 10320+ 9272+ 6144+ 6450¢
5,022 5,49 ° 14286 2612 22852 13112

PG - Porcentagem de germinacio, IG - indice de germinacdo, TMG -Tempo médio de germinacio, C.R. -
Comprimento da radicula, C.H. - Comprimento do hipocétilo e IV - indice de vigor das sementes.

Valores correspondentes a média calculados a partir de dez amostras por tratamento, o erro padrdo de cada
tratamento é representado podendo variar para mais ou para menos e o0s tratamentos foram diferenciados
estatisticamente do controle com nivel de significancia de p <0,05 e representados pelas letras (a, b, c, d).

Associado a PG, foi possivel observar os efeitos fitotdxicos das chalconas no IG das
sementes de A. hybridus, que foram reduzidos ap6s o tratamento com 25g-k em 46, 47, 58 e
88%, respetivamente (Tabela 4). O composto 25k diminuiu o IG de A. viridis e Z. mays em 77
e 23%, respetivamente, indicando que este composto atrasou a germinacdo das sementes das
plantas daninhas e da cultura. Embora os compostos 25g-k ndo tenham demonstrado efeitos no
tempo médio de germinacdo, os resultados obtidos para PG e IG sugerem que as chalconas
fluoradas interferem no processo de germinacéo.

Os efeitos dos compostos 25g-k como inibidores pos-germinacdo em A. hybridus, A.
lividus, A. viridis e Z. mays foram avaliados através do comprimento daradicula e do hipocétilo
(C.R. e C.H.). No experimento com A. hybridus, os compostos 25i e 25k apresentaram 0s
melhores resultados no parametro C.R., reduzido em 55 e 49%, respectivamente, em
comparagao com o controle. Além disso, as chalconas 25i e 25k diminuiram o desenvolvimento
daplanta daninha A. hybridus, reduzindo o C.H em 48 e 64%, respetivamente, em comparacao
com o controle.

Os compostos 25g-k reduziram o crescimento das plantulas de A. lividus, diminuindo
0C.R.e0C.H.em 15a47% e 14 a 19%, respectivamente; exceto o composto 25h, que reduziu
o C.H. em 5% em comparacdo com o controle; no entanto, sem diferenca entre eles. Os
derivados de chalcona ndo influenciaram o crescimento da radicula de A. viridis, exceto o
composto 25h, que aumentou o C.R.em 56% em compara¢do com o controle. Adicionalmente,
0s compostos 25g e 25k reduziram o C.H. em 33 e 40%, respetivamente, indicando que estas
chalconas apenas afetaram o crescimento da parte aérea das plantulas de A. viridis.

O IV das plantas do género Amaranthus foi significativamente reduzido apos o
tratamento com chalconas fluoradas, indicando que estes compostos afetaram a capacidade das

sementes de ervas daninhas em produzir plantulas normais. Os compostos 25g-k reduziram o
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IV de A. hybridus e de A. lividus de 25 a95% e 27 a 34%, respectivamente. Na erva daninha A.
viridis, apenas o composto 25k afetou o IV, reduzindo-o em 49% em compara¢do com 0
controle. Com base nos dados de germinacdo das sementes, de crescimento das plantulas e de
IV, que sdo parametros importantes utilizados para avaliar a capacidade de capacidade de
germinacdo e o vigor de sementes, os derivados de chalcona demonstraram potencial atividade
herbicida pré e pés-emergéncia sobre o0 género Amaranthus, especialmente o composto 25k que
apresentou os melhores resultados nos experimentos com A. hybridus, A. lividus e A. viridis.
Os compostos 25g-k ndo apresentaram efeitos sobre C.R, C.H. e IVG em plantulas
de Z. mays em comparagdo com o controle, demonstrando que estes compostos ndo tém
atividade p6s-germinacdo em Z. mays. Com base nos resultados do ensaio de germinacéo, 0s
derivados de chalcona mostraram atividade relevante em experiéncias de pré e pds-emergéncia,
indicando seletividade contra as culturas, bem como eficacia herbicida contra espécies de

Amaranthus.



73

CONCLUSAO

No ensaio semi in vivo defluorescéncia daChl a, os melhores resultados foram obtidos
para 0s compostos (E)-3-(4-bromofenil)-1-(4-fluorofenil)prop-2-en-1-ona (25q) e (E)-1-(4-
fluorofenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona (25k), os quais reduziram a eficiéncia doFSlI, bloqueando
0 transporte de elétron no processo redox da quinona.

O estudo de docking molecular demonstrou que a estrutura quimica das chalconas
possui fortes interagdes intermoleculares com o sitio de ligacdo da proteina D1 do FSIlI,
especialmente interacdes de ligacdo de hidrogénio entre o grupo carbonila e o residuo Phe265.
Os compostos com grupos bromo ou hidrogénio no anel aromatico apresentaram melhores
resultados do que os outros compostos com grupos doadores ou retiradores de elétrons,
indicando que a presenca de grupos que aumentam a lipofilicidade pode ser importante para a
atividade herbicida da chalcona.

Além disso, 0 composto 25Kk inibiu a germinacdo de sementes e o desenvolvimento de
plantulas do género Amaranthus, diminuindo o crescimento da radicula e do hipocétilo,

corroborando com os resultados de inibicdo da fotossintese.
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CAPITULO 3

Fitotoxicidade de chalconas sintéticas sobre Leucaena

leucocephala
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INTRODUCAO

Espécies invasoras, sejam de carater agrondmico, como as do género Amaranthus, ou
florestal, como as do género Leucaena, causam interferéncias significativas e indesejaveis,
comprometendo o desenvolvimento de espécies de interesse e trazendo diversas adversidades
a0 ecossistema.

A leucena, cujo nome cientifico é Leucaena leucocephala é uma &rvore exdtica
originaria do México, que foi introduzida em outros paises pelas diversas utilidades para a
pecudria, industria agroflorestal e na restauracdo de areas degradadas (Marques et al., 2014).
No entanto, sua distribuicdo em &reas onde ndo é nativa fez com que fosse considerada como
uma especie invasora, devido ao rapido crescimento, propagacéo e capacidade de colonizar
diversos habitats e tipos de solo (Badalamenti et al., 2020).

Além disso, a L. leucocephala possui propriedades alelopaticas, ou seja, libera
substancias quimicas que inibem o crescimento de outras plantas. Todas essas caracteristicas
daespécie levam ao deslocamento da vegetacdo nativa e a impactos na biodiversidade. Diante
disso, o controle dessas espécies € indispensavel, considerando formas eficazes de manejo

aliado a busca por herbicidas que minimizem os impactos secundarios ao equilibrio ecoldgico.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Para tentar minimizar os impactos causados pela leucena, a poda das arvores, nao é
suficiente para seu controle devido a prolifera e resiliente producdo de sementes.(Maia et al.,
2016) Além disso, a leucena tem a capacidade de regenerar a partir do sistema radicular,
permitindo-lhe rebrotar mesmo depois de ser cortada ou danificada, o que dificulta a
erradicacdo completa daespécie, tantona fase de mudaquanto de arvore adulta. Até o momento
0s agentes de erradicacdo propostos, sdo na grande maioria de acdo fisica, como corte e queima
(G. M. Oliveira et al., 2023; Pan et al., 2022) e uso de agentes biolégicos como insetos.(Dias et
al., 2020a; English & Olckers, 2014) Por isso, alternativas de manejo sdo propostas,
principalmente no sentido de erradicar a germinacdo das sementes e o0 crescimento das plantas.

Assim como € possivel controlar outras plantas daninhas, 0 manejo da leucena tem
sido investigado utilizando herbicidas. Em estudorealizado com diversos herbicidas comerciais
para testar a seletividade na leucena, observou-se que os herbicidas com os principios ativos
atrazina, indaziflam e isoxaflutole aplicados em pré e pdés-emergéncia, além do glifosato,
aplicado em pds-emergéncia, afetaram o crescimento e desenvolvimento de mudas de
leucena.(Sahin, 2019)

O vinagre de madeira (WV), oriundo de residuos de madeira, foi avaliado em vérias
concentragdes (0,0; 0,4; 0,8; 1,2 e 1,6%) na germinacao das sementes e crescimento inicial de
plantulas de leucena. O efeito inibitério foi observado em todas as concentraces
testadas.(Ingrid SOUZA SILVA et al., 2020) No entanto, a propagacéo de L. leucocephala
ainda é uma preocupacdo e sdo necessarias mais pesquisas para explorar métodos alternativos

de controle.
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METODOLOGIA

Analise da Germinacao
Sementes de Leucaena leucocephala foram coletadas de 10 matrizes diferentes no

campus da UFMT de Cuiabd/MT e imediacdes. O teste de germinacdo seguiu o procedimento
da RAS.(Brasil, 2009) (Figura 22). Primeiramente, todas as sementes foram escarificadas com
lixa, desinfestadas superficialmente em alcool 70% (30 segundos) em seguida, com solucéo de
hipoclorito de sédio (2,5% por 3 minutos) e, enxaguadas com &gua destilada. Vinte e cinco
sementes de L. leucocephala foram colocadas caixas do tipo gerbox contendo 2 papéis defiltro,
cada tratamento continha oito repeticdes. A cada placa adicionou-se 5 mL de solucdo dos
compostos 25a-e e 25g-k nas concentragdes de 12,5; 25; 50; 75 e 100 pM. O tratamento
controle foi adicionadode agua destilada. Os gerbox foram cobertos com tampas antes de serem
mantidos em camara incubadora (BOD) com ambiente controlado em 25+0,5°C e fotoperiodo
de 16 horas de luz. As solugdes foram reaplicadas (3 mL) em dias alternados devido a
evaporacdo. O crescimento visivel (2 mm) daradicula foi usado para definira germinagdo. As
sementes germinadas foram contadas diariamente até o final do experimento. O comprimento
daradicula e do hipocotilo foram medidos ap6s 10 dias de incubagdo para avaliar os efeitos da

inibicéo.

Figura 22: Esquema simplificado do ensaio de germinacdo das sementes de Leucaena
leucocephala.
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Pardmetros de germinacéo calculados
Os parametros usados na analise da germinacdo das sementes e crescimento das

plantulas foram encontrados usando as equacdes descritas abaixo:

Percentagem de germinacdo (PG): PG= (Gi/n). Onde Gi € as sementes germinadas e n
é total de sementes colocadas no gerbox;

indice de germinacio (1G): IG =X(Gi x I), onde Gi ¢ o niimero de germina¢des em I (o

dia ap6s a incubacao);
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Tempo médio de germinacdo (TMG): TMG = X(Gi x I)/Z(I). Onde Gi é o numero de
sementes germinadas e | o tempo da medida de germinacao;

Comprimentos da radicula (C.R.) e do hipocotilo (C.H.) das plantulas em crescimento
foram medidos com o auxilio de um paquimetro;

indice de Vigor (IV) foi calculado a partir da porcentagem de germinacdo e do

comprimento das plantulas germinadas (C.P.) IV=PG x C.P.

Analise Pds-emergéncia
As sementes de L. leucocephala foram escarificadas com lixa para superar a dorméncia

e semeadas em tubetes individuais de 50 cm? contendo terra e palha de arroz crua na proporgéao
de2:1 (m/m). Os cinco blocos com 4 repeti¢des foram montados mantidos em casa de vegetacao
e regados trés vezes ao dia por irrigacdo automatica durante 15 minutos. As mudas que
atingiram uma quantidade média de 6 folhas e homogeneidade de tamanho, foram mantidas no
bloco. Em seguida, cada muda foi pulverizada com 15 mL da solu¢do das chalconas nas
concentragdes de 50, 100 e 200 M. As solugdes de tratamento foram preparadas solubilizando
as chalconas 25a-e, 25g-k em DMSO e adicionado 0,1% (v/v) de Tween®. O tratamento
controle continha uma solugédo aquosa com DMSO e 0,1% (v/v) de Tween®. As mudas
permaneceram na casa de vegetacdo e, apds dois dias da aplicacdo dos compostos realizou-se a
leitura de fluorescéncia daChl a (uma leitura por planta). O rendimento da fluorescéncia daChl
a dosdiscos foi medido a partir de um fluorimetro (irradiacdo de dois segundos de luz continua
de 650 nm).

Os parametros fotossintéticos foram calculados utilizando o software Biolyzer HP3 e

estdo descritos no Quadro 3.

Quadro 3: Parametros fotossintéticos utilizados nos gréficos de fluorescéncia da chl a e suas
definicdes.

Parametros técnicos da fluorescéncia

Vj Fluorescéncia variavel relativa em 2 ms (banda J)

Fv/Fm Eficiéncia quantica maxima do FSII

indice de Desempenho

Plabs indice de desempenho com base na absorgdo

Pliotal indice de desempenho fotossintético total

Fluxo de energia por Centro Reacional (RC)
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ABS/RC Fluxo de energia absorvida por RC

ETo/RC Transporte de elétron por RC

TRo/RC Taxa maxima de elétron retidos por RC

Dlo/RC Fluxo de energia dissipada por RC

Eficiéncia quantica

PSlo Probabilidadede um excitdn aprisionado mover um
elétron pela cadeia transportadora de elétron apods a
QA"

PHI(Eo) Rendimento quantico do transporte de elétrons

PHI(Do) Rendimento quantico (t = 0) da energia de dissipagdo

Apos 10 dias de exposicdo aos tratamentos, foram medidas a altura do hipocotilo (H)
e diametro (D) de cada planta, retiradas dos tubetes, separado a parte radicular da parte aérea,
acondicionadas em estufa a 65 °C por 72 horas e pesadas para se obter a biomassa seca. A
qualidade das mudas ao final do experimento foi obtida através do indice de qualidade de
Dickson, que foi calculado considerando H, D, biomassa seca total (BST), biomassa seca da
parte aérea (BSA) e biomassa seca da raiz (BSR) pela férmula: IDQ =
BST/((H/D)+(BSA/BSR)).

Analise Estatistica
Para analisar os parametros de germinacgdo, fluorescéncia de Chl a e biomassa seca de

leucena foi utilizado o programa estatistico SPSS® 11.0, incluindo andlise de variancia
(ANOVA) e observado o efeito dos tratamentos comparando as médias pelo teste de Tukey. O
teste de germinacdo foi conduzido em blocos casualizados (DBC) comoito repeticdes por
tratamento e, 0 experimento de pds-emergéncia foi realizado em cinco blocos com quatro
repeticdes dos tratamentos em cada bloco.

Todos os experimentos foram diferenciados estatisticamente do controle com nivel de
significancia dep <0,05. A representacao do Post-Hoc foi feita atraves de asterisco (*) ou letras
(a, b, c, d) nos gréficos e tabelas. E ainda, os graficos foram construidos com base nos valores
das médias padrao dos resultados de cada amostra e a barra de erros representa o erro padrao
calculado.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Ensaio de germinacéo

Considerando os resultados de fitotoxicidade observados em trabalhos anteriores com
derivados de chalcona, os compostos 25a-e e 25g-k foram avaliados quanto a bioatividade
herbicida, tanto em ensaios pré quanto pés-emergentes em L. leucocephala. No experimento de
pré-emergéncia, foi avaliada a influéncia das chalconas com diferentes substituintes e em
diferentes concentragbes (12,5; 25; 50; 75 e 100 uM) na germinacdo das sementes de L.
leucocephala.

Os parametros analisados foram percentagem de germinacdo (PG), indice de
velocidade de germinacdo (VG), comprimento do hipocétilo (C.H.), comprimento da radicula
(C.R.) eindice devigor (IV). Todas as concentracOes testadas foram comparadas ao controle,
e 0s respectivos valores expressos por meio das médias, representadas nos gréaficos abaixo
(Figura 21).

Observa-se pelos dados de PG e IVG que houve variagdo entre os tratamentos,
sugerindo que as chalconas influenciam na germinacdo das sementes de leucena. Alguns dos
compostos testados reduziram os indices analisados quando comparados ao controle, como 0s
compostos 25a, 25g, 25i e 25k na PG (Figura 23).

Figura 23: Porcentagem de germinagdo das sementes de Leucaena leucocephala sob efeito
dos derivados de chalcona 25a-k em diferentes concentraces.
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PG - Porcentagem de germinagdo das sementes de Leucaena leucocephala.

Valores correspondentes a média calculadosa partir de duzentasamostras portratamento, o erro padrdo de cada
tratamento é representado podendo variar para mais ou para menos e os tratamentos foram diferenciados
estatisticamente do controle com nivel de significancia de p < 0,05 e representado por * acima da barra de erro.

Analisando os resultados de percentagem de germinagdo (PG), as reducgdes mais

significativas foram observadas para o composto 25i, que registrou o valor de 85% nas
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concentragdes de 75 e 100 uM, indicando uma diminuic¢éo de 15% na PG nessas concentragoes.
Além disso, 0 composto 25k, nas concentracdes de 12,5; 25 e 75 UM, apresentou valores de 90,
83 e 90, mostrando uma reducédo de PG de 8, 17 e 10%, respectivamente.

O indice de velocidade de germinagdo (IVG) foi influenciado por todos os tratamentos
(Figura 24). Os compostos que reduziram 1'VG em comparagao ao controle foram: 25b (12,5 e
100 uM); 25¢ (12,5 uM ); 25d (12,5 puM); 25e (12,5 uM); 25g (12,5; 50; 75 e 100 uM); 25h
(12,5; 50 e 75 uM); 25i (25; 50; 75 e 100 puM); 25j (12,5; 25; 50 e 75 puM) e 25k (25 pM).

Figura 24: Indice de velocidade de germinagdo das sementes de Leucaena leucocephala em
contato com as chalcona 25a-k em diferentes concentragdes.
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IVG- indice de velocidade de germinacdo de sementes de Leucaena leucocephala.

Valores correspondentes @ média calculadosa partir de duzentasamostrasportratamento, o erro padrdo de cada
tratamento é representado podendo variar para mais ou para menos e os tratamentos foram diferenciados
estatisticamente do controle com nivel de significancia de p <0,05 e representado por * acima da barra de erro.

Os valores de IVG variaram de 89 a 53 nos compostos que apresentaram resultados
diferentes do controle, com destaque para 0os compostos 25i, na concentracdo de 100 uM, com
valor de 67, indicando uma reducéo de 33%, e o0 composto 25j, que apresentou valores de 68,
53, 74 e 63 nas concentracfes de 12,5, 25, 50 e 75 UM, respectivamente, representando reducées
de 32, 47, 26 e 37%, na ordem das concentraces citadas.

O crescimento das plantulas que germinaram em contato com 0s compostos analisados
foi monitorado, e os valores médios do comprimento de hipocoétilo (C.H.) e comprimento de
radicula (C.R.) foram registrados (Figura 25). Ao comparar 0s resultados das plantulas
oriundas de sementes que germinaram na presenca dos compostos com as que nao sofreram
influéncia quimica no crescimento, observa-se variacdo na sensibilidade das plantas aos

diferentes tratamentos.
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Figura 25: Comprimento do hipocétilo — C.H. (A) e da radicula C. R. (B) das plantulas de Leucaena leucocephala oriundas de sementes

que germinaram em contato com as chalconas 25a-k.
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Valores correspondentes a média calculadosa partir de duzentasamostras portratamento, o erro padrdo de cada tratamento € representad o podendo variar para maisou
para menos e os tratamentos foram diferenciados estatisticamente do controle com nivel de significancia de p < 0,05 e represe ntado pelas letras (a, b, ¢, d).
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O valor de C.H. reflete o alongamento do hipocétilo das plantulas sob diferentes
tratamentos. Nesse caso, uma redugédo no crescimento indica maior influéncia do composto no
desenvolvimento saudavel da espécie. No experimento, observou-se alteracdo no alongamento
do hipocotilo, com os compostos 25b, 25e-25i e 25k reduzindo os valores de C.H. em uma ou
mais concentracdes. As maiores reducdes desse parametro em relacdo ao controle foram
observadas para 0 composto 25i, que diminuiu em 46 e 43% nas concentracdes de 75 e 100 uM,
com valores de 54 e 57, respectivamente. Em seguida, 0 composto 25g apresentou valor de
C.H. de 65 na concentracdo de 12,5 uM, indicando reducéo de 35%.

Em relacdo ao crescimento da raiz primaria, observa-se que os compostos 25b, 25d,
25e, 25g-25k em uma ou mais concentracOes, apresentaram reducdo das medidas de C.R.. A
inibicdo docrescimento radicular é notavel nas concentragdes mais elevadas (50, 75 e 100 uM),
especialmente nas plantulas em contato com 25b, 25i-25k. A excecdo foi observada nas
plantulas em contato com 25d-25g, que apresentaram redugfes nas concentracoes de 12,5 e 25
MM,

Os valores das médias de C.R. para 0os compostos que apresentaram diferenca em
relacdo ao controle variaram de 68 a 24, indicando redugdes entre 32 e 76%. O composto 25i
se destacou, pois, as raizes das plantulas apresentaram valores de 33, 24 e 25 nas concentracdes
de 50, 75 e 100 uM, respectivamente, o0 que corresponde a decréscimos de 67, 76 e 75%,
respectivamente. 1sso sugere que esse composto afeta a capacidade das plantas em absorver
nutrientes, comprometendo o0 desenvolvimento, uma vez que eSse Processo ocorre
principalmente pelas raizes.

Por outro lado, observa-se que os compostos 25a e 25e, em pelo menos uma
concentracdo, aumentaram o comprimento das radiculas em relacdo ao controle, com médias
de C.R. variando de 118 a 134, indicando um acréscimo de 18 a 34% para esses compostos.
Isso sugere que, nessas concentragdes, esses compostos atuam como estimulantes do
crescimento radicular.

Por sua vez, o indice de vigor (1.V.), pardmetro que reflete a taxa geral de
desenvolvimento das plantulas, foi calculado (Figura 26). Os compostos com valores
significativos foram 25b-e, 25¢g, 25i-k. Os resultados desse pardmetro para 0S compostos
citados variaram de 72 a 30, resultando em reducdo do 1.V. de28 a 97% em relacdo ao controle.

O composto que mais comprometeu o crescimento s das plantulas foi o 25i, nas concentracfes
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de 50, 75 e 100 uM, com valores de 46, 30 e 33, mostrando um decréscimo de 54, 70 e 67%,

respectivamente.

Figura 26: Indice de vigor (1.V.) das plantulas obtidas a partir de sementes germinadas na
presenca dos compostos 25a-k.
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Valores correspondentes a média, o erro padrao de cada tratamento € representado podendo variar para mais ou
para menos e os tratamentos foram diferenciados estatisticamente do controle com nivel de significancia de p <
0,05 e representado por * acima da barra de erro.

Notadamente, as maiores reducdes dos parametros de pré-emergéncia, como PG e
IVG, ocorreram com os compostos 25k na concentracdo de 25 pM, seguido do composto 25i
na concentracdo de 100 puM. Nos parametros de pos-germinacdo, como C.H., C.R. e L.V,
destacou-se o composto 25i na concentragdo de 75 UM. Esses resultados sugerem um possivel
efeito fitotoxico desses compostos, capazes de inibir a germinacdo e o crescimento inicial das
sementes de Leucaena leucocephala.

Apesar de haver poucas publicacdes utilizando compostos sintéticos na inibicdo da
germinacdo de sementes de Leucaena leucocephala, os resultados apresentados nos testes com
chalconas corroboram com estudos anteriores que utilizaram aleloquimicos de produtos
naturais. Por exemplo, o 6leo essencial de Eucalyptus citriodora suprimiu a germinagdo em
28% e o crescimento das plantulas em 11% na concentracdo de 0,012%.(Setia et al., 2007)
Além disso, quando as sementes de L. leucocephala foram cogerminadas com sementes de
Sesbania virgata, a porcentagem de germinacdo, indice de velocidade de germinacdo e
crescimento das plantulas foram reduzidos em 70, 50 e 90%, respectivamente.(Mignoni et al.,
2018)

Os resultados dos testes com os compostos 25i e 25k, indicam que eles tém efeitos
diferenciados sobre as sementes de Leucaena leucocephala.
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Ensaio em Pds-emergéncia

Os resultados de fluorescéncia da chl a mostram influenciar a atividade fotossintética
das mudas de Leucaena leucocephala ao aplicar os compostos 25a-k nas concentracfes de 50,
100 e 200 uM (Figura 27).

Figura 27: Parametro Plabs da fluorescéncia da chl a das mudas de Leucaena leucocephala
sob influéncia dos compostos 25a-k.
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Valores correspondentes a média calculados a partir de vinte amostras por tratamento, o erro padrdo de cada tratamento é
representada acima das colunas e os tratamentos foram diferenciados estatisticamente do controle com nivel de significancia
de p < 0,05 e representados por * acima da barra de erro.

O indice de desempenho fotossintético total (Plita)) foi reduzido em relacdo ao
controle nos compostos 25b-c e 25e-i em todas as concentragdes. Foram observados valores de
reducdo do pardmetro Plia de 58 a 83% na concentracdo de 50 pM. O decréscimo do Plio
na concentragcdo em 100 puM variou de 50 a 89%. Ja na concentracdo de 200 pM, foram
observadas reducdes relevantes (40 a 74%).

As reducBes mais significativas nos indices de desempenho fotossintético relacionados
a absorgdo de energia (Plaps) ocorreram com 0s compostos 25i, 25b, 25h, 25e e 25¢, com
reducgdes de 63, 61, 56, 54 e 51%, respectivamente, na concentracdo de 50 uM. Em 100 pM,
observou-se reducgdo de 41% para o composto 25b. Além disso, na concentragdo de 100 UM,
0s compostos 25¢g, 25h e 25i reduziram o Plaps em 54, 4% e 62%, respectivamente. Com 200
UM, os compostos 25¢g, 25h e 25i reduziram o Plaps em 51, 50 e 44%, respectivamente.

O composto 25k aumentou o parametro Plita €M 8, 9 € 26% e, aumentou o parametro
Plaps €M 5, 7 e 22%, respectivamente. Assim como aumentou, em 200 uM, 0 Pliotaide 19%
para 0 composto 25j e do Plaps em 1% e 21% dos compostos 25a e 25j respectivamente. A
alteracdo desses parametros em relacdo ao controle sugere que esses compostos afetaram o

aparato fotossintético das mudas de Leucaena leucocephala.
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Considerando que os compostos 25b, 25h-i reduziram 0 Plaps € Pliotal Nas trés
concentragdes avaliadas, e ainda, levando em consideracdo a prioridade em reduzir a quantidade
de composto aplicado as plantas indesejadas, discute-se a seguir 0s demais parametros
fotossintéticos obtidos da leitura da fluorescéncia da Chl a das mudas de leucena tratadas com

esses compostos na menor concentragdo (50 uM) (Figura 28).

Figura 28: Gréafico de radar dos parametros fotossintéticos obtidos do contato das mudas de
leucena com 0s compostos 25b, 25h e 25i na concentragdo de 50uM.
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Valores correspondentes a média calculados a partir de vinte repeticdes por tratamento.

O gréfico de radar mostra que o parametro F,/Fy, foi alterado em relacdo ao controle,
indicando que o complexo proteéico foi afetado com a presenca dos compostos 25b e 25h-i. As
plantas tratadas com os compostos 25b, 25h e 25i apresentaram reducfes de 11, 9 e 14%,
respectivamente, no valor de F,/Fn. Além disso, houve um aumento do Vjde 52, 41 e 51% para
0s tratamentos com os compostos 25b, 25h e 25i, respectivamente, demonstrando aumento na
concentracdo de quinona A reduzida no FS 11,

Os parametros relacionados aos fluxos especificos que mais demonstraram variagdo
comparados ao controle foram os por centro reacional. Os parametros TRo/RC e ETo/RC
apresentaram alteracdo minima em relacdo ao controle, indicando que esses compostos nao
influenciaram o aprisionamento e o transporte de energia no centro reacional do FSIl. No
entanto, os compostos testados afetaram os eventos de absorcdo e dissipacdo de energia no
centro reacional, como evidenciado pelo aumento de 23, 9 e 18% nos valores do parametro
ABS/RC, e de 60, 38 e 70% nos valores do parametro D1o/RC, para 0s compostos 25b, 25h e
25I, respectivamente.

Os parametros de rendimento quanticos PHI(Do), PHI(Eo) e PSlo também sofreram

alteracOes em relacdo ao controle, quando as plantas foram tratadas com os compostos 25D,
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25h-i. Essas varia¢Oes indicam que as reacdes redox da cadeia transportadora de elétrons foram
afetadas. Observa-se acréscimo de 39, 32 e 51% do PHI(Do), enquanto houve reducéo de 21,
17 e 24% no parametro PHI(Eo), e diminuicdo de 12, 9 e 12% no parametro PSl, para os
compostos 25b, 25h e 25i, respectivamente.

Esses resultados fisiologicos comprovam o efeito fitotdxicos que esses compostos
causam ao funcionamento habitual do fotossistema da leucena.

A Tabela 04 demonstra os efeitos nos atributos morfolégicas das mudas (), como a
relacdo da medida de altura (H) e diametro (D) do hipocétilo (H/D); biomassa seca da parte
aerea (BSA), biomassa seca daraiz (BSR) e a biomassa seca total (BST) e, por fim, o indice de

qualidade de Dickson (IQD), que reflete a vitalidade das plantas.

Tabela 4: Dados morfolégicos de mudas de Leucaena leucocephala a sobre influéncia dos
compostos 25a-k.

Tratamento  Composto H/D BSA BSR (g) BST(g) 1QD

)

ouM Controle 100+ 100+ 100+15,22 100+ 0,229

4,362 8,532 16,882
25a 107 + 58+ 62+9,05 120+ 0,229

4,442  261° a 10,132
25b 118 + 45+  49+783 95+ 0,260

6,002 1,98° 2 9,60P
25¢ 115+ 51+ 45%491 96 + 0,210

3,952  2,77° 2 44,58
25d 115+ 67+ 74+659 141+ 0,171

6,552 5,83V 2 11,24
25e 109 + 46+ 67742 113+ 0,314

6,452  3,97° a 9,53

50 uM

259 110 + 60+ 81+916 141+ 0,330

4,672  956° a 18,14 %
25h 114 + 53+ 68+7,80 120+ 0,383

6,802  2,67° a 9,132
25i 106 + 52+ 68+6,88 120+ 0,309

3,722 4,87° 2 11,302
25j 103+ 50+ 69+6,02 119+ 0,317

3,952  3,29P a 7,492
25k 121 + 60+ 656,17 125+ 0,330

3,78 8,47° a 11,162
25a 104 + 63+ 57+519 120+ 0,249

100 pM 5772  6,45P a 10,08 2

25b 103 + 64 + 59 + 8,62 123 + 0,222
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4768 049 a 15,40
25¢ 102t 51+ 60+608 111+ 0229
4312 7,400 a 13,420
25d 111+ 62+ 68:563 120¢ 0264
4282 436 a 4,30%
25¢ 103+ 48+ 64+722 112+ 07286
3312 1,07 a 7,65"
259 101+ 53+ 66+680 119+ 0,299
2422  171b a 6,69%
25h 100+ 60+ 72+644 123+ 0297
3472 233 a 7,83
25i 106+ 5L+ 64+10,/2 115+ 0,353
3932 5000 14,92
25 114+ 53+ 60+758 113+ 0293
35 308 a 10,78
25k 112+ 64+ 73+t466 138+ 0258
5412 6,96 a 10,52
25a 106+ 118+ 82+180° 200+ 0,296
3412 4720 20,937
250 105+ 51+ 65+574 116+ 0283
476 2,320 a 7,390
25¢ 99+ 50+ 66+488 125+ 0,295
3068 3,75 a 3,250
25d 102+ 55+ 63+141 118+ 0,286
3382 331 a 3,01°
25¢ 102+ 58+ 71+78 129+ 0275
3832 3,79 a 10,22°
200 M 25g 100+ 49+ 65+501 115+ 0,320
3522 4,530 a 8,58"
25h 100+ 53+ 66+656 120& 0310
2982 337 a 7,08"
25i 106+ 44+ 67+£399 111+ 0,299
3482 2,77 a 4,520
25] 102+  8lr 62+549 144+ 0,335
4482  11,23bc a 11,46%
25k 100+ 82+ 74+941° 156+ 0,226
453 9 85bc 18,73%

H/D relagdo da medida de altura (H) e didmetro (D) do hipocoétilo; BSA biomassa seca da parte aérea; BSR biomassa seca da
raiz; BST biomassa seca total das mudas; 1QD indice de qualidade de Dickson

Valores correspondentes a média calculados a partir de vinte amostras por tratamento, o erro padrdo de cada tratamento é
representado podendo variar para mais ou para menos e os tratamentos foram diferenciados estatisticamente do controle com
nivel de significancia de p < 0,05 e representados pelas letras (a, b, c, d).

A relacdo H/D e o IQD, conhecido como quociente de robustez, sdo indicadores
importantes da sanidade e do desenvolvimento da parte aérea das plantas. Em relacdo ao

controle, nas trés concentrac@es avaliadas, ndo foi observada reducdo significativa de H/D em
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nenhum dos tratamentos, sugerindo um efeito moderado no alongamento das mudas.
Entretanto, o composto 25k, na concentragdo de 50 uM, apresentou o maior valor de H/D, 0
que pode indicar um possivel efeito de estiolamento.

Na avaliacdo da vitalidade das plantas, analisada por meio do indice de Qualidade de
Dickson (IQD), observa-se que a maioria dos tratamentos ndo apresentou alteragdes
significativas nesse parametro. A Unica exce¢do foi 0 composto 25d, na concentracdo de 50
uM, que exibiu o menor valor de IQD, indicando uma menor qualidade de crescimento das
plantulas.

Por outro lado, os resultados da biomassa seca indicaram alteracGes na producao de
funcionamento do FSII. Comparados ao controle, os valores de biomassa seca da parte aérea
(BSA) e biomassa seca daraiz (BSR) apresentaram reducdes que variaram entre 18 e 56% em
todas as concentracdes testadas. A Unica excecdo foi 0 composto 25a, que promoveu um
aumento de 18% no valor de BSA em relacdo ao controle.

Os valores debiomassa seca total (BST), obtidos pela soma dabiomassa daparte aérea
(BSA) e daraiz (BSR), apresentaram resultados superiores ao controle para todosos compostos
e concentragdes avaliados. Esse aumento foi fundamental para os céalculos do indice de
Qualidade de Dickson (1QD), realizado com base nas duas medidas de relagdo H/D.

No registro visual das mudas no Gltimo dia do experimento, observou-se que a maioria
apresentava perdasignificativa de folhas, especialmente na concentragéo de 50 uM. Nos demais
tratamentos, as folhas exibiam sinais visiveis de estresse, como coloragdo amarelada, necrose e
desidratacdo. Para ilustrar esses efeitos, a Figura 29 apresenta imagens comparativas do
controle e doscompostos 25b e 25i nas concentragdes de 50, 100 e 200 uM. As demais imagens

estdo disponiveis no Apéndice.
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Figura 29: Aspecto visual das mudas de Leucaena leucocephala apds 10 dias de aplicacdo
dos compostos 25b e 25i nas concentracdes de 50, 100 e 200 uM.

Imagem a)
25b-200 uM

Controle 25b-50 uM 25b-100 uM

Imagem b)

25i-200 uM

Controle 25i-100 pM

Estudossobre o controle de espécie lenhosa como a Leucaena leucocephala utilizando
herbicidas tém demonstrado desafios devido ao elevado nivel de tolerancia da espécie,
especialmente em arvores mais desenvolvidas tanto fisiolégica quanto morfologicamente(Dias
et al., 2020b; Salomao et al., 2022). No entanto, a eficacia da aplicacdo e a idade da planta sdo
fatores determinantes para a mortalidade. Aplicacbes foliares em plantas jovens tendem a
aumentar a letalidade do herbicida (Campbell et al., 2019). Nesse contexto, neste trabalho, 0s
resultados de pos-emergéncia sdo promissores, ao evidenciarem que as chalconas sintéticas
foram capazes de bloquear a transferéncia de elétrons no FS 11, conforme indicado pelas
alteracGes nos parametros de fluorescéncia da clorofila a e pela reducdo significativa da
biomassa seca das plantas tratadas.

Este trabalho demonstra a fitotoxicidade das chalconas nos processos de germinacéao
das sementes e desenvolvimento das mudas de Leucaena leucocephala, que foram
significativamente afetados pelos compostos avaliados. Destacaram-se as chalconas 25i e 25k
nos ensaios de pré-emergéncia, enquanto as chalconas 25b e 25i apresentaram maior eficacia
na pos-emergéncia. Esses resultados indicam que, tanto na etapa laboratorial quanto em
condigOes de viveiro, esses compostos mostram-se promissores para aplicagdo como herbicidas

no controle da leucena.
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CONCLUSAO

Para o ensaio de controle da leucena, os resultados demonstram que as chalconas
apresentam atividade tanto na inibicdo do desenvolvimento de sementes quanto nas mudas
dessa espécie, com destaque para 0s compostos (E)-1-(4-fluorfenil)-3-(4-nitrofenil)prop-2 -en-
1-ona (25i) e 25k, que demonstraram maior inibicdo da germinacdo e crescimento das
plantulas. Destacam-se também os compostos (E)-1-(4-nitrofenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona
(25b) e 25i na concentracdo de 50 uM, que influenciaram o funcionamento do FS II,
evidenciado pela alteracdo dos parametros fotossintéticos obtidos a partir da fluorescéncia da
Chl a.



CAPITULO 4

Chalconas sintéticas como reguladores vegetais no
crescimento de Shizolobium parahyba var.
amazonicum.
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INTRODUCAO

Dependendo dadose aplicada, os herbicidas podem induzir apenas um leve estresse na
planta, sem causar a morte. Esse mecanismo pode promover a producdo de metabolitos
secundérios de defesa, resultando em estimulos ao crescimento vegetal, brotacdo e
enraizamento (Ather Nadeemet al., 2017; Belz & Duke, 2017; Mielke et al., 2022). Esse efeito
de dose de herbicida e resposta metabdlica gerada na planta é conhecido como hormese.

Por isso, alguns estudos investigam o uso de herbicidas, que em baixas doses podem
atuar como auxinas ou citocininas em espécies vegetais. Essa abordagem busca explorar o
potencial hormético desses compostos para promover processos como crescimento, brotacdo e
enraizamento, contribuindo para a propagagdo e manejo sustentavel de espécies vegetais (Jalal
et al., 2021).

A multiplicacdo do parica (Schizolobium parahyba var. amazonicum), uma espécie de
grande interesse para a silvicultura e reflorestamento, enfrenta desafios técnicos e bioldgicos
significativos, especialmente relacionados ao baixo enraizamento por estacas ou in vitro. A
dificuldade na formacéo de raizes adventicias é atribuida a uma interacdo complexa de fatores
fisiologicos e hormonais. Para conseguir superar esse obstaculo, é necessario otimizar as
condigOes de cultivo, o que inclui ajustes precisos nas concentragdes e combinagdes de

reguladores vegetais.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os herbicidas, em baixas concentragdes, possuem potencial para atuar como
reguladores vegetais em plantas cultivadas, promovendo melhorias no desenvolvimento e no
rendimento das culturas (Ferreira Barreto et al., 2023). Estudos indicam que doses reduzidas de
fitotoxinas liberadas por plantas podem incrementar o crescimento das culturas em até 50% em
condicBes controladas e elevar o rendimento em até 42% no campo (Abbas et al., 2017).
Embora tentativas anteriores de explorar a hormese herbicida tenham sido amplamente mal-
sucedidas (BELZ et al., 2011), avangos recentes nas pesquisas trouxeram maior compreensao
sobre o fenémeno, destacando o potencial para otimizar o desempenho agricola (Costa, 2020;
Henrique & Pinheiro, 2020).

Descobriu-se que baixas doses de determinados herbicidas, como o glifosato e o
metsulfuron-metil, podem estimular o crescimento da biomassa vegetal em cerca de 25%,
quando aplicados em concentracdes equivalentes a 5-10% da dose recomendada em campo
(Dayan et al., 2010). No entanto, nem todos os herbicidas promovem a hormese de forma
consistente, e os mecanismos fisiologicos ativados por baixas doses diferem significativamente
daqueles observados em aplicacbes com doses mais elevadas (Brennecke et al., 2015; H. &
Chung, 2013).

No contexto de espécies florestais, diversos estudos destacam a relacdo dose-resposta
dos herbicidas (Jalal et al., 2021). Um exemplo relevante é a resposta hormética observada em
mudas de pequi (Caryocar brasiliense camb.), quando submetidas a deriva simulada do
herbicida 2,4-D, aplicado em doses de 0; 1,67; 3,35; 6,70; 16,75; 33,50; 67,00 e 134,00 g hat.
Nas menores concentracOes, foi identificado um efeito hormético nas variaveis de area foliar,
area foliar especifica e razdo de area foliar. Em contrapartida, as maiores concentracoes
impactaram negativamente o crescimento das mudas, evidenciado pela reducdo da massa seca
total (Tavares et al., 2017).

Outro estudo avaliou os efeitos do glifosato em mudas de Parica (Schizolobium
parahyba var. amazonicum), em experimento conduzido em viveiro. O herbicida foi aplicado
nas doses de 0 (T0); 4,5 (T1); 9 (T2); 18 (T3) e 36 (T4) g hal de ingrediente ativo (i.a.). Os
resultados mostraram que as concentracdes do T2, T3 e T4 estimularam o crescimento das
mudas em compara¢do ao controle (TO). T2 promoveu o maior incremento no crescimento,

embora tenha causado pouca alteragéo no didmetro do caule (Filgueira et al., 2019).
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A técnica de multiplicagdo in vitro é uma ferramenta valiosa para avaliar o efeito
hormese de compostos herbicidas em plantas. Esse método é amplamente utilizado para a
propagacao rapida de plantas selecionadas, por meio do cultivo em ambiente controlado. A
técnica envolve o uso de pequenos segmentos vegetais, como gemas, meristemas, tecidos ou
celulas, os quais sdo ideais para a micropropagacdo (1) e permitem a obtencdo de clones
geneticamente idénticos (4) em curto periodo. Esses segmentos séo cultivados em um meio
nutritivo, induzindo a formagdo de multiplos brotos (2), que posteriormente sdo enraizados in
vitro (3). Ap0s esse processo, as plantas sao transferidas para o campo, completando o ciclo de
propagacéo. (Figura 30) (Bhatia & Sharma, 2015a; A. Singh, 2015).

Figura 30: Etapas a serem realizadas na micropropagacéo.
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A técnica de multiplicacdo in vitro é especialmente valiosa para a reproducgdo de
plantas com caracteristicas desejaveis, como resisténcia a pragas, tolerancia a condicdes
adversas ou atributos ornamentais. Essa versatilidade torna a técnica amplamente aplicavel na
agricultura, horticultura e floricultura (Jain & Nakhooda, 2017; M.-R. Wang et al., 2022). Além
disso, é uma ferramenta fundamental para a conservacdo de espécies vegetais ameacadas de
extincdo, bem como para a propagacdo de plantas raras ou de dificil reproducdo por métodos
convencionais (Bhatia & Sharma, 2015b).

Dentro da linha de estudo dos efeitos de dose-resposta causados por herbicidas, foi
avaliado o impacto do glifosato no cultivo in vitro de Cattleya nobilior Rchb, uma orquidea
nativa do bioma Cerrado. Os resultados demostraram que o tratamento com a menor
concentracdo do glifosato (8,5 mg Lti.a.) adicionadaao meio de cultura promoveu um efeito

hormese, evidenciado pelo aumento do crescimento da parte aérea da planta (Bertoncelli et al.,
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2018).

A aplicacdo de auxinas, como o acido indolbutirico (AIB) e o acido naftalenoacético
(ANA), e de citocinina como a 6-benzilaminopurina (BAP) sdo amplamente utilizados para
estimular a formac&o de raizes em condicGes in vitro. No entanto, no caso do parica, a resposta
a esses reguladores tem se mostrado inconsistente. A escolha inadequadado tipo de auxina ou
a definicdo imprecisa da concentracdo utilizada podem comprometer a eficacia na inducéo de
raizes adventicias em qualquer espécie estudada (Mendes et al., 2024a). Por isso, a pesquisa
continua é necessaria para desenvolver protocolos mais eficientes que permitam o enraizamento
consistente e a producdo em larga escala de mudas enraizadas. Para tanto, 0 uso de compostos
herbicidas, em concentracGes adequadas, pode ser Util para atender a este objetivo, ou seja,

atuarem como regulador vegetal.
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METODOLOGIA

Sementes de Shizolobium parahyba var. amazonicum foram germinadas in vitro para
obtencdo de material para multiplicacdo e enraizamento (Figura 31). Assim, 0 processo de
germinacdo iniciou com a escarificacdo das sementes com lixa, desinfestadas em camara de
fluxo laminar seguindo as seguintes etapas: imersas em alcool 70% por 30 segundos, e em
hipoclorito de sodio a 2,5% (v/v) com 04 gotas de Tween® por 10 minutos. Em seguida, as
sementes foram imersas em fungicida Cerconil 1 g L por 15 minutos com posterior triplice
enxédgue em &gua destilada autoclavada. Por fim, as sementes foram inoculadas em meio
nutritivo: Murashige e Skoog (MS), adicionado de sacarose (30 g/L), Aguar (7 g/L ) e Mio-
inositol (0,100 g/L); com pH do meio nutritivo de 5,8 e autoclavado a 120 °C por 20 minutos.
O experimento foi mantido em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas de luz na
temperatura de 27 £ 1°C.

Apobs a germinacdo e estabelecimento de plantas bem formadas, iniciou-se a etapa de
multiplicagdo in vitro. Osexplantes foram obtidos do segmento apical, e inoculado em tubo de
ensaio contendomeio MS adicionado dos compostos 25a, 25f, 25g nas concentracdes de 0; 0,1;
1,0; 5,0; 10,0; 50 e 100 uM. O efeito dos compostos na inducdo de brotacdo e crescimento
foram avaliados apds 100 dias de experimento. Foram avaliados o numero médio de brotos por

explantes, a altura dasplantulas, formacdo de calos e sobrevivéncia das plantulas no tratamento.

Figura 31: Metodologia da multiplicagéo in vitro da Shizolobium parahyba var. amazonicum.
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O segundo experimento, foi o de enraizamento e seguiu utilizando a gema apical das
mudas germinadas, mas utilizando acido indolbutirico (AIB) nas concentracfes de 1,0; 5,0;
10,0 e 20,0 pM com ou sem 0 composto 25f na concentragdo fixa de 5 uM. Avaliou-se 0s
tratamentos com 50 dias de inoculacdo através dos mesmos parametros descritos no

experimento anterior.

Anélise Estatistica
Os experimentos de multiplicagcdo in vitro seguiram o DBC com quatro repeticOes e

oito brotos por repeticdo. A andlise de dados da micropropagacdo foi realizada utilizando o
SPSS® 11.0. Os dados foram submetidos a analise de ANOVA e teste de Tukey para comparar
os efeitos dos diferentes tratamentos.

Todos os experimentos foram diferenciados estatisticamente do controle com nivel de
significancia dep < 0,05. A representacdo do Post-Hoc foi feita atraves de asterisco (*) ou letras
(a, b, ¢, d) nos graficos e tabelas. E ainda, os graficos foram construidos com base nos valores
das médias padrao dos resultados de cada amostra e a barra de erros representa o erro padrao

calculado.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A discussdo dos resultados deste capitulo esta divididaem duas partes. A primeira trata
do experimento com as chalconas 25a, 25f e 25¢g nas concentracfes de 0,1; 1,0, 5,0; 10,0; 50 e
100 uM. Essas concentragdes sdo indicadas no texto como T1, T2, T3, T4, T5 e T6,
respectivamente. Vale destacar que as mudas de Parica dos tratamentos 10,0; 50 e 100 uM do
composto 25g nédo se desenvolveram, mostrando que nessas concentragcbes 0 composto teve
atividade herbicida sobre a espécie.

A segundaparte apresenta o experimento que envolve os tratamentos (T1-T9) referentes
ao &cido indolbutirico (AIB) em diferentes concentragdes associado ou ndo ao composto 25f,
Em ambos os experimentos, os resultados obtidos foram comparados ao tratamento controle.

Osdadosdainvestigacdo sobre os efeitos causados pelas chalconas no desenvolvimento
da espécie nativa Shizolobium parahyba var. amazonicum, indicam variabilidade na resposta
em relagdo aos tratamentos empregados na micropropagacdo, com efeitos especificos em
promover a calogénese aérea, enquanto outros favorecem a morfogénese de brotos.

A inducéo debrotos na multiplicacéo é interessante para a formagédo de novos explantes,
pois, indica eficiéncia na producdo de mudas. Nesse trabalho, a promogéo do desenvolvimento
de brotos foi observada quando utilizados os compostos 25a e 25f (Figura 32). O composto
25a nos tratamentos T3 e T5 apresentaram valores de média padrdo de 116 e 128
respectivamente, o que representa um aumento de 16 e 18% em relagdo ao controle. Da mesma
forma, o composto 25f, nos tratamentos T2 e T3, com média padrdo de 118 e 135

respectivamente, indicou valores 18 e 35% superiores ao controle.

Figura 32: Numero de brotos nas mudas em contato com os compostos nos diferentes
tratamentos.
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tratamento é representado podendo variar para mais ou para menos e os tratamentos foram diferenciados estatisticamente
do controle com nivel de significancia de p < 0,05 e representado por (*) acima da barra de erro.

Outro aspecto importante a ser analisado no cultivo in vitro é a formacdo de calos,
caracterizada por uma massa indiferenciada de celulas que prolifera em resposta a lesdes ou
estresses fisico ou quimico.(Fehér, 2023) Nesse caso, 0s calos foram observados tanto na base

quanto na parte superior do explante (Figura 33).

Figura 33: Calogénese formada na parte superior e inferior das plantulas.
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Valores correspondentes a média padrédo calculados a partir de trinta e duas amostras por tratamento.

Na calogénese aérea, destacou-se 0 composto 25a nos tratamentos T2 e T4, com médias
padrdo de 300 e 266, respectivamente. Esses tratamentos mostraram um aumento de 200 e
166%, respectivamente. O composto 25f apresentou as maiores médias em T2 e T5, com
valores de 200 e 233 respectivamente, com um aumento de 100 e 133% em relacéo ao controle.
Esses dados sugerem eficacia destes compostos na formacdo de calos aéreos. A calogénese
radicular manifestou-se de moderadamente, com valores inferiores ou iguais ao controle.

Ainda que os parametros de brotacéo e calogénese indiqguem um bom desenvolvimento
das mudas, faz-se necessario avaliar a taxa de sobrevivéncia na presenca das diferentes
concentracbes de cada composto. Para aplicacGes préaticas, a escolha de tratamentos que
maximizam a sobrevivéncia gera impactos na producdo e no custo do cultivo.(South &
VanderSchaaf, 2018) Nesse ensaio observa-se que as concentragdes maiores reduziram a

sobrevivéncia (Figura 34).
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Figura 34: Aspectos visuais das mudas de Parica apds 100 dias de inoculacdo nos
tratamentos: Imagem A: 25g (T1). Imagem B: 25g (T3) Imagem C: 25g (T5).

A titulo de exemplo, a Figura 30 apresenta os registros das mudas inoculas com a
chalcona 25g. Percebe-se que, em relagdo a taxa de sobrevivéncia no tratamento T1 (Imagem
A), as mudas apresentaram aspectos fisicos semelhantes ao controle. No tratamento T3
(Imagem B), observa-se uma baixa sobrevivéncia; e no tratamento T5 (Imagem C) a
sobrevivéncia foi drasticamente reduzida, com perceptiveis danos ao desenvolvimento.

O alongamento das mudas é outro fator relevante para a qualidade do material
propagado. Neste caso, indica um possivel efeito estimulador de crescimento proporcionado
pelos compostos. Os resultad os mostram que 0s compostos 25a e 25g apresentaram crescimento
menor em relacdo ao controle (Figura 35). Por outro lado, os resultados do composto 25f

evidénciam o efeito hormético das concentracdes.

Figura 35: Crescimento do hipocoétilo das mudas de Parica apds 100 dias de inoculacéo.
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controle com nivel de significancia de p < 0,05 e representado por (*) acima da barra de erro.

Como apontado acima, o composto 25f em T2 e T3 proporcionou um alongamento do
hipocotilo das mudas, com valores de média padrdo de 163 e 128 respectivamente,
representando um aumento de 63 e 28% em relagdo ao controle. No entanto, considerando 0s
outros aspectos ja discutidos, como nimero de brotos e calogénese, o tratamento mais eficiente
foi o tratamento 3.

Essa escolha ¢ justificada pelo fato de um alongamento excessivo indicar que outros
critérios para 0 bom desenvolvimento vegetativo possivelmente serdo prejudicados, como
demonstrado pelo menor nimero de brotos de 25f-T2 em relagdo a 25f-T3. Além disso,
considerando que a manifestacdo foi semelhante nos dois tratamentos, essa variavel néo foi
decisiva na escolha do tratamento 3 para o0 experimento seguinte.

A partir da interpretacdo dos resultados do primeiro experimento, foi conduzido um
ensaio adicional envolvendo a anélise de dosagem de regulador vegetal. Assim como AIB atua
como auxina, a chalcona 25f possivelmente apresenta acdo similar. Para confirmar essa
hipotese, foram considerados mdaltiplos aspectos que possibilitam o desenvolvimento e
enraizamento das mudas de parica, como comprimento do hipocétilo, formagdo de brotos,
calogénese e taxa de sobrevivéncia das mudas. O objetivo é propor um protocolo de propagacao
focado na multiplicacdo e viabilidade das mudas da espécie nativa Shizolobium parahyba var.
amazonicum.

O primeiro parametro observado foi o alongamento dos explantes (Figura 36A).
Notadamente, o crescimento ndo foi superior ao controle utilizando diferentes doses de AIB
associadas ou ndo a chalcona 25f. Ao contrério disso, os tratamentos T4 e T9 com reduc¢éo do
crescimento nos. Observa-se que a combinacdo dos compostos AIB e 25f, tratamento T7,
propicia um crescimento maior do hipocétilo do que quando os reguladores sdo aplicados
separadamente (T2 e T5). Em seguida, foi avaliada a manifestacdo de brotos nos explantes
(Figura 36B).

Figura 36: Comprimento do hipoc6tilo e nimero de brotos formados nos explantes.
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valor de 185, o que representa um aumento significativo em relagéo ao controle. Em seguida,

Os tratamentos T6 e T1 apresentaram medias de 166 e 156, respectivamente, indicando
eficacia no estimulo & brotagdo. No entanto, os tratamentos T4, T5 e T9 apresentaram numero
de brotos préximos ao controle.

Na andlise da calogénese da parte inferior dos explantes, observou-se variacdo
significativa entre os tratamentos (Figura 37). O tratamento T1 apresentou o maior valor (148
de média), sequido de T6 (143) e T3 (138), representando um aumento desse parametro em 48,
43 e 38% respectivamente. Neste caso, 0s resultados indicam que esses tratamentos
promoveram maior formacdo de calos, um fator que pode ser positivo para o desenvolvimento

inicial de estruturas regenerativas.

Figura 37: Cobertura de calos nos explantes com os tratamentos analisados.
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Valores correspondentes a média padrdo calculados a partir de trinta e duas amostras por tratamento, o erro padrdo de cada
tratamento é representado podendo variar para mais ou para menos e os tratamentos foram diferenciados estatisticamente do
controle com nivel de significancia de p < 0,05 e representado por (*) acima da barra de erro.

Considerando ainda que a auxina é a principal responsavel na formacao de agregados
embrionarios, os resultados para esse parametro mostram que os tratamentos contendo apenas
AIB (T1, T2 e T3) foram suficientes para aumentar a formacao de calos, e que, a adigdo do
composto 25f manteve os valores observados nesses tratamentos. Além disso, no tratamento
T7, 0 composto 25f promoveu um aumento de calos em comparacgdo ao tratamento T2 (apenas
AIB).

Vale destacar que nos tratamentos T7 e T8, que continham as maiores concentragdes de
AIB e 25f, observa-se formacao de segmentos radiculares em algumas repeticdes (Figura 38).
No entanto, com o0 passar do tempo, os tratamentos apresentaram contaminacdes que

interromperam a manifestacdo de novas raizes adventicias.
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Figura 38: Raizes adventicias formadas nos tratamentos T8 (imagem A) e T9 (Imagem B)
contendo maior concentracdo de AIB associado a chalcona.

Imagem A-T8 Imagem B-T9

Devido a contaminacdo, o0 experimento foi encerrado e, a taxa de sobrevivéncia das
mudas foram registradas (Figura 39). Mesmo com a presenca de contaminantes observa-se que

apos 50 dias de instalado o experimento, as mudas permaneceram vivas, com porcentagens de

sobrevivéncia proximas as do controle.

Figura 39: Taxa de sobrevivéncia nos tratamentos analisados.
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controle com nivel de significancia de p < 0,05 e representado por (*) acima da barra de erro.

O grafico acima mostra que a maior parte dos tratamentos apresentou taxa de
sobrevivéncia superior a do controle, com excecdo para T4 e T9. Os melhores resultados foram
observados para T1, T5e T8, que apresentaram valores de 128% de sobrevivéncia, superando
0 controle em 28%. Em seguida, T7 e T6 com taxa de sobrevivéncia de 124 e 120,
respectivamente. Estes dados indicam que T8 é o tratamento mais indicado para garantir a
viabilidade da producdo de mudas desta espécie.

A multiplicagdo in vitro de Shizolobium parahyba var. amazonicum ¢é
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significativamente influenciada pela aplicacdo de reguladores vegetais, os quais melhoram
varios processos de desenvolvimento, como a formacédo de calos, a proliferacdo de brotos e o
crescimento de raizes. Isto esta alinhado com descobertas de outros estudos que demonstram a
eficacia de reguladores especificos na promoc¢éo de resultados em cultura de tecidos de parica.

Os resultados apresentados nesse trabalho corroboram com estudos publicados sobre a
multiplicacdo in vitro do Shizolobium parahyba var. amazonicum. Por exemplo, um estudo
demonstrou que, em segmentos apicais, a suplementacdo de 2 mg L't de BAPe 1 mg L de
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) ao meio MS néo estimulou a formacgéo de calos. Nesse caso,
0 tratamento controle apresentou 83% de calogénese, enquanto o0s reguladores testados
apresentaram 24% de calogénese.(Reis et al., 2007) No entanto, no segmento cotiledonar, a
porcentagem de calos com os reguladores f0i 92% maior que no controle. Esse resultado destaca
que a origem do explante também é fator determinante para o desenvolvimento da muda.

Estudos demonstram que existe uma concentragdo ideal de citocinina para promover a
multiplicacdo e o alongamento dos brotos, e que a avaliacdo de diferentes concentracoes
permite determinar o limite toleradode regulador para cada espécie. Baseado nessa informacao,
em trabalho utilizando Benzilamina Purina (BAP) como citocinina nas concentracfes de 1, 2,
3, 4e 5 mg L1 na propagacéo in vitro de Shizolobium parahyba var. amazonicum. Obteve-se
média de 2,5 brotos por explante na concentracdo de 3,0 mg L, indicando esta, comparada
com as concentracdes utilizadas no teste, como a melhor para inducéo de brotos (Mendes et al.,
2024b)

A dificuldade em formar raizes em Shizolobium parahyba var. amazonicum por meio
da multiplicacdo in vitro dificulta a producdo de mudas dessa espécie, motivando a busca por
condicOes ideais para alcancar uma metodologia que propicie um bom desenvolvimento
radicular. O enraizamento do paric& foi descrito apenas em um estudo que avaliou a utilizacdo
de meio de cultura com concentracdo reduzida de sais. Os microbrotos, obtidos do eixo
embrionario das sementes, apresentaram raizes no tratamento com 3mg L de 4cido giberélico
(GA3) e meio de cultivo ¥2MS.(Reis et al., 2009)

Os resultados dos dois experimentos mostram os efeitos dos compostos testados no
cultivo in vitro do paricd, com destaque nas variaveis que promovem a formacao de estruturas
essenciais para o crescimento e enraizamento das plantulas. Esses achados podem orientar
futuras otimizac@es no protocolo de micropropagacdo, aumentando a eficiéncia e aplicabilidade

dos tratamentos para a producdo de mudas em larga escala.
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CONCLUSAO

Na multiplicacdo in vitro do parica, o composto (E)-1-(4-fluorofenil)-3-(4-
metoxifenil)prop-2-en-1-ona (25f) a 5 UM mostrou-se a melhor alternativa para promover o
crescimento e desenvolvimento da espécie. Na tentativa de enraizamento, o tratamento que
associou as concentraces de 10 uM de AIB com 5 uM de 25f mostrou indicios de produgéo
de raiz, mas precisam ser repetidos meticulosamente a fim de garantir a reprodutibilidade e a
repetibilidade dos dados. Ainda assim, esses achados podem orientar futuras otimizagdes no
protocolo de micropropagacdo, melhorando a eficiéncia e aplicabilidade dos tratamentos para

producdo de mudas em larga escala.
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CONSIDERACOES FINAIS

Quimicamente, a estrutura das chalconas mais promissoras apresenta substituintes
retiradores de elétrons do anel aromatico, como o F e 0 NOz2, na posi¢do para da porgdo a,pB-
insaturada. Estas informac6es quimicas e de fitotoxicidade sdo valiosas para a compreensdo e
o desenvolvimento de novos herbicidas a serem usados tanto pré como pds-emergentes no
manejo e controle do crescimento e desenvolvimento de espécies invasoras.

Vale ressaltar que, por outro lado, embora as chalconas sejam promissoras na regulagéo
do metabolismo e crescimento das plantas, seus efeitos podem variar significativamente
dependendo da concentracdo e das condigdes ambientais, sendo necessario mais investigacdes

para otimizar a aplicacdo e garantir a seguranca nas praticas agricolas.
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APENDICE

Espectros de 1V e RMN das chalconas sintetizada

Apéndice 1: Espectro de IV da chalcona 25a.
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Apéndice 2: Espectro de RMN 'H da chalcona 25a.
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Apéndice 4: Espectro de IV da chalcona 25b.
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Apéndice 6: Espectro de RMN **C da chalcona 25b.
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Apéndice 7: Espectro de IV da chalcona 25c.
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Apéndice 8: Espectro de RMN de 'H da chalcona 25c.
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Apéndice 9: Espectro de RMN de 13C da chalcona 25c.
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Apéndice 10: Espectro de 1V da chalcona 25d.
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Apéndice 11: Espectro de RMN de 'H da chalcona 25d.
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Apéndice 13: Espectro de 1V da chalcona 25e.

I 96El—=

.
°|

£EI8YI—

&
8L'859T—

14
90°L6ST—

3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200
Wavenumber (cm-1)

Apéndice 14:Espectro de RMN de *H da chalcona 25e.
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Apéndice 15: Espectro de RMN de 13C da chalcona 25e.
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Apéndice 16: Espectro de 1V da chalcona 25f.
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Apéndice 17: Espectro de RMN de H da chalcona 25f.
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Apéndice 19: Espectro de 1V da chalcona 25g.
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Apéndice 21:Espectro de RMN de 3C da chalcona 25g.
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Apéndice 22:Espectro de 1V da chalcona
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Apéndice 23:Espectro de RMN de 1H da chalcona 25h.
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Apéndice 24:Espectro de RMN de 3C da chalcona 25h.
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Apéndice 25: Espectro de 1V da chalcona 25i.
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Apéndice 26: Espectro de RMN de 'H da chalcona 25i.
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Apéndice 27: Espectro de RMN de 3C da chalcona 25i.

Chiloroform-d
'

134

=
N
3
© Nl o -
s e ol s
% 2 g "’.l- g 2|9 =%
i gz F o 3EN
il
il | L1
180 170 160 150 140 130 120 110 100 20 80 70 60 50 40 30 20 10 0
Chemical Shift (ppm)
Apéndice 28: Espectro de 1V da chalcona 25j.
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Apéndice 29: Espectro de RMN de 'H da chalcona 25;j.
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Apéndice 30: Espectro de RMN de 'H da chalcona 25;j.
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Apéndice 31: Espectro de 1V da chalcona 25k.
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Chemical Shift (ppm)
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Apéndice 32:Espectro de RMN *H da chalcona 25k.
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Apéndice 33: Espectro de RMN 13C da chalcona 25k.

Chlotolform-d
3
¢
g
|
8 213
™~ Ne 0 w0
o Y S
i d 5
. -
" [
)
1) «
® i
8 818 \
| g2
I\Il
T T e T e e T T T e e e T e e e
160 140 120 100

Chemical Shift (ppm)



138

Docking Molecular

Apéndice 34: Interacdo da chalcona 259 com a proteina D1 do FSII.

Phe211

Apéndice 35: Interagdo da chalcona 25h com a proteina D1 do FSII.

Phe211
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Apéndice 36: Interagdo da chalcona 25i com a proteina D1 do FSII.

Phe211

Apéndice 37: Interagdo da chalcona 25j com a proteina D1 no FSII.
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Apéndice 38: Interagdo da chalcona 25k com a proteina D1 no FSII.
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Imagem experimento in vivo

Apéndice 39: Muda de Leucena ap6s 10 dias de aplicacdo dos compostos (grupo controle).

Controle

Apéndice 40: Muda de Leucena ap6s 10 dias de aplicagdo da chalcona 25a.

50 uM 100 pM 200 pM

Apéndice 41: Muda de Leucena ap6s 10 dias de aplicacdo da chalcona 25b.

50 uM 100 pM 200 uM
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Apéndice 42: Muda de Leucena ap6s 10 dias de aplicacdo da chalcona 25c.

100 pM 200 pM

Apéndice 43: Muda de Leucena ap0s 10 dias de aplicacdo da chalcona 25d.
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Apéndice 44: Muda de Leucena ap0s 10 dias de aplicacdo da chalcona 25e.

50 uM 100 pM 200 pM
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Apéndice 45: Muda de Leucena ap6s 10 dias de aplicagdo da chalcona 25g.
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Apéndice 46:
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Apéndice 47: Muda de Leucena ap0s 10 dias de aplicacdo da chalcona 25i.
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Apéndice 48: Muda de Leucena ap0s 10 dias de aplicacdo da chalcona 25j.
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Apéndice 49: Muda de Leucena ap0s 10 dias de aplicacdo da chalcona 25k.
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