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PHOTOSYSTHEM II INHIBITORS: AN ALLELOCHEMICAL PERSPECTIVE. The process of photosynthesis involves the
absorption of light energy by photosynthetic pigments found in the thylakoid membrane of chloroplasts in order to produce chemical
energy. In the presence of photosynthetic inhibitors, plant development is affected mainly by the reduction of the electron chain,
which leads to growth inhibition. In this context, chlorophyll a (Chl a) fluorescence is an important technique used to identify the
effects of inhibitors on the photosynthetic apparatus employing the JIP-test, which correlates the Chl a fluorescence transient to
biophysical parameters, providing valuable information about the efficiency of photosystems I and II. Natural products have been
highlighted as photosynthesis inhibitors due to the continued use of synthetic herbicides, which leads to the development of invasive
plants resistant to these pesticides, in addition to the toxicity caused to humans and the environment. Thus, this review describes the
main applications of extracts and isolated secondary metabolites obtained from plants and microorganisms in the investigation of
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electron transport inhibition on photosystem II.
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FLUORESCENCIA DA CLOROFILA a: UMA
COMPREENSAO DE EVENTOS DA FOTOSSINTESE

As clorofilas sdo pigmentos encontrados em plantas, cianobactérias
e algas, as quais tém em sua estrutura quimica porfirinas conjugadas
e complexadas com fons de magnésio, sendo de fundamental
importancia no processo da fotossintese aerobica. Dentre as clorofilas
existentes, a clorofila a (Chl @) (Figura 1) é o croméforo principal de
sistemas de proteinas e pigmentos de organismos fotossintetizantes,
encarregada de absorver fétons de luz em uma distribuicio regulada
de energia de excitacdo, o que resulta em um processo redox e um
gradiente de prétons dentro do aparato fotossintético.!

Clorofila a

Figura 1. Representagdo da estrutura quimica da molécula da clorofila a

No processo de absorc¢ao de fétons pela Chl a tem-se uma alta
eficiéncia quantica e uma pequena fracdo dos fétons absorvidos
¢é reemitido na forma de fluorescéncia, a qual é dependente do
metabolismo e funcionamento da fotossintese. Nesse contexto, a Chl a
é um composto fundamental para que a fotossintese ocorra, e a andlise
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dos dados obtidos a partir da fluorescéncia deste composto fornece
dados relevantes para o entendimento do processo fotossintético.?

A fluorescéncia da Chl a é um fen6meno fisico usado
como método ndo invasivo para o estudo do funcionamento do
fotossistema II (FSII), sendo esta uma técnica comumente empregada
na avaliacdo da fisiologia vegetal. A andlise das variagdes no
desempenho do FSII afetado por fatores abidticos e bidticos tem
demonstrado ser uma técnica fundamental na compreensido dos
mecanismos fotossintéticos e também usada para a investigagdo do
comportamento das plantas as mudancas ambientais.?

Fatores bidticos e abidticos podem prejudicar a integridade
fisiolégica das células vegetais, afetando a fluorescéncia da Chl a
e consequentemente o processo de fotossintese.* Nesse contexto,
a andlise cinética da fluorescéncia da Chl a tem se mostrado uma
ferramenta importante no estudo da fotossintese, pois as mudangas no
rendimento quantico da fluorescéncia em funcio do tempo indicam
significativas alteracdes no aparato fotossintético. A indugdo da
fluorescéncia da Chl @ mediada pela exposicdo de uma amostra a luz
actinica apds adaptagdo ao escuro, resulta em uma curva polifdsica
a qual tem sido empregada no estudo do FSII hd vérias décadas.’

As alteragdes observadas no funcionamento do aparato
fotossintético podem ser empregadas como indicadores de estresses
existentes em organismos fotossintetizantes, sejam estes ocasionados
pela intensidade luminosa, radiacdo ultravioleta, deficiéncia de
nutrientes ou reduc@o hidrica. Desse modo, o monitoramento
da cinética da fluorescéncia da Chl a representa uma importante
ferramenta na avaliagdo de alteragdes nos mecanismos fisioldgicos
envolvidos na fotossintese.*’

Sob condicdes fisioldgicas normais, a fotossintese tem inicio
no complexo de evolucdo do oxigénio, do inglés oxygen-evolving
complex (OEC), também chamado de complexo de divisdo da dgua,
local onde ocorre a foto-oxidacao da d4gua no FSII. Na reacdo global
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de oxidag@o da agua, duas moléculas de dgua (H,0O) geram uma
molécula de oxigénio (O,), quatro prétons (H*) e quatro elétrons,
0s quais sdo transportados para os centros de reagdo localizados no
complexo P680". Moléculas de Chl a presentes no complexo antena
sdo responsdveis pela absorcdo de fétons de luz e transferéncia
desta energia para um par de clorofilas especiais no P680", o qual
transfere estes elétrons para a feofitina (Pheo), o primeiro aceptor
de elétrons do FSII. Consequentemente, os elétrons sdo transferidos
para as quinonas A (Q,) e B (Qp) por meio de uma série de reacdes
redox, e ao final do FSII, os elétrons presentes no citocromo bgf sdo
transferidos para o fotossistema I (FSI) por meio da plastocianina
(PC) (Figura 2).1°

No FSI, os elétrons presentes no complexo antena reduzem a
proteina ferredoxina (Fd), e posteriormente, sdo transferidos para a
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADP*) levando a sintese
de sua forma reduzida, o NADPH. Ao final da fase fotoquimica, a
enzima ATP sintase catalisa a convers@o de adenosina difosfato (ADP)
em adenosina trifosfato (ATP) empregando gradiente de prdtons
presente entre o estroma e o limen dos tilacoides (Figura 2). As
diversas reacdes quimicas que ocorrem durante a fotossintese nas
plantas podem ser divididas em duas classes: as reacdes fotossintéticas
de transferéncia de elétrons (reagdes luminosas), que ocorrem no
tilacoide, e as reacdes de fixacdo de carbono (reagdes de escuro),
que ocorrem no estroma.'!

Na presenca de inibidores fotossintéticos ou em condigdes de
estresse, as plantas t&ém o seu desenvolvimento reduzido ou até mesmo
a ocorréncia de morte do vegetal, devido a inibi¢do do processo de
evolu¢do do oxigénio e a reducdo do fluxo de elétrons no nivel do
complexo das plastoquinonas Q, e Qg, 0 que consequentemente
interrompe a fixagdo de CO, e a produgdo de ATP e NADPH, os quais
sdo componentes essenciais para o desenvolvimento e crescimento
do vegetal.'>!* Nesse contexto, a fluorescéncia da Chl a pode ser
utilizada na avaliacdo de danos causados ao aparato fotossintético.
Sob condig¢des adversas, as plantas frequentemente apresentam
uma diminui¢do da atividade fotossintética, caracterizada por um
decréscimo significativo de rendimento quantico da fotossintese.

Os métodos para mensurar a fluorescéncia da Chl a sdo baseados
nos modos como a energia luminosa absorvida por moléculas
de Chl € liberada, os quais ocorrem por dissipacdo fotoquimica
(fotossintese), dissipacdo ndo fotoquimica (emissdo de calor) ou
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reemissdo em comprimentos de onda maiores que os absorvidos
pelos pigmentos.'s Portanto, os dados de fluorescéncia estio
correlacionados a absorcdo e aprisionamento de energia, transporte
e fluxo de elétrons, os quais sdo processos bioquimicos essenciais
em organismos fotossintetizantes.'®!?

A teoria da fluorescéncia da Chl a € baseada em principios da
mecanica quintica, na relacdo existente entre a energia total absorvida
e aenergia que ndo foi utilizada pelo aparato fotossintético. A emissao
de fluorescéncia da Chl a corresponde a uma pequena dissipagio
da energia do aparato fotossintético e ¢ amplamente aceita como
informacgo para a compreensdo e funcionalizacdo de toda a estrutura
do FSII. Nesse sentido, a andlise dos transientes da fluorescéncia
da Chl a pode ser realizada empregando o JIP-test, o qual fornece
informacdes de parametros biofisicos que quantificam o desempenho
dos FSI e FSIL'®2! Embora a medida da fluorescéncia da Chl a seja
uma técnica poderosa, ela também € limitada. Mesmo com o fécil
manuseio e o conhecimento da teoria subjacente, o entendimento
do processo das medigdes e o ajuste do instrumento utilizado para
as medidas precisam ser compreendidos, caso contrdrio, os dados
produzidos poderdo ocasionar interpretagdes equivocadas. Neste
contexto, esta revisdo traz informagdes relevantes das tltimas décadas
sobre o emprego da fluorecéncia da Chl a e na andlise de compostos
aleloquimicos como inibidores da fotossintese.

PRINCIPIOS DA ANALISE DE FLUORESCENCIA DA
CLOROFILA a E PARAMETROS ASSOCIADOS

Os eventos bioquimicos que ocorrem dentro da membrana dos
tilacoides durante o fendmeno de fluorescéncia sdo relevantes para
a compreensdo da fotossintese. A fluorescéncia da Chl a ocorre
quando um tecido ou organismo fotossintetizante € iluminado no
comprimento de onda na regido de 680 nm, capaz de excitar moléculas
de Chl a que ao retornarem para seu estado ndo-excitado, emitem luz
na regido vermelha do espectro eletromagnético.”

Em condig¢des experimentais, folhas de plantas sdo adaptadas
ao escuro para que os centros reacionais do FSII estejam abertos e
ndo haja nenhum processo quantico. Entélo, ocorre a incidéncia de
uma luz actinica (600 W m? (3200 umol fétons m? s')) de baixa
intensidade para a inducdo do fluxo de elétrons através do FSII, e
suficiente para obter um valor minimo de fluorescéncia de Chl q,
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Figura 2. Representagdo do esquema de transferéncia de elétrons na fase luminosa da fotossintese com produgdo de ATP e NADPH utilizados no ciclo de

Calvin (fixagdo do CO,)
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chamado de F,. Apés a aplicacdo do pulso saturado de luz, hd a
indugdo de um valor mdximo de fluorescéncia (Fy;) onde os centros
reacionais estdo fechados. A diferenca entre os pardmetros F, e Fy,
resulta na fluorescéncia varidvel (F, ), a qual representa um importante
parametro para o cdlculo do rendimento quantico maximo de todos os
centros reacionais do FSII (F,/F,;). Uma redugdo do parametro F,/F,,
¢é observada quando existem danos ao FSII, ou a inativacdo do FSII
foi ocasionada pela presenca de compostos inibidores, ou mediante
a alteragdes nas condi¢des experimentais, pois a fluorescéncia
transitéria da Chl a estd relacionada com as rea¢des primdrias da
fotossintese, constituindo uma ferramenta importante no estudo do
aparato fotossintético das plantas.”

A cinética de indugdo da fluorescéncia da Chl a, foi primeiramente
descrita como monofdsica, na qual a incidéncia de luz promove
eventos fotossintéticos descritos por uma curva de transientes de
origem O (0,02 ms) a P (1 s), sendo estes transientes os marcadores
do fechamento dos centros reacionais, indicando a redug@o dos
aceptores de elétrons (Q, e Qp).>** Strasser et al.,? baseados no efeito
Kautsky (fluorescéncia transiente), demonstraram que os transientes
de fluorescéncia da Chl a t€ém comportamento polifdsico, incluindo
os eventos intermedidrios J (2 ms) e I (30 ms), o que € atualmente
caracterizado como JIP-zest (Figura 3).
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Figura 3. Representagdo simplificada da curva polifdsica transiente OJIP
(JIP-test) de indugdo da fluorescéncia da Chl a, com os principais eventos
envolvidos no processo

A partir da andlise do JIP-fest € possivel identificar etapas
presentes entre os transientes do fluxo de energia do FSII, sendo
os transientes L (100 ps) e K (300 us) presentes entre os estados
O e J, e o transiente G (0,3 ms) entre os estados I ¢ P23 A
sequéncia O-(L)-(K)-J-I-(G)-P representa a sequéncia simplificada
dos transientes referentes aos eventos biofisicos de redugdo das
plastoquinonas A (PQ,) e B (PQy) nas suas formas reduzidas PQ, e
PQy, respectivamente, e também a reducédo da plastoquinona (PQ)
em plastoquinol (PQH,).*!-%

Os transientes O-J-1-P da curva polifasica fornecem dados sobre o
fluxo de energia do FSII, os quais estdo relacionados a quatro efeitos
principais: absorcdo de fétons pelo FSII (ABS), aprisionamento da
energia (TR), transporte de elétrons (ET) e redug@o dos aceptores
finais do FSII (RE). O efeito ABS ocorre no complexo antena, na qual
os pigmentos fotossintéticos absorvem fétons na regido de 680 nm,
excitando os elétrons provenientes da oxida¢ao da dgua, os quais sdo
transportados por um residuo de tirosina até o par de Chl especiais no
centro reacional do FSII (P680).3+3¢ O efeito TR representa o processo
de fotoquimica primdria, responsdvel pelas reacdes de redugdo da
Pheo e Q,. Os efeitos ET e RE estdo relacionados as reacdes que

Inibidores do fotossistema II: uma perspectiva aleloquimica 3

ocorrem entre a quinona A reduzida (Q,") e a PC, e a transferéncia
de elétrons para os aceptores do FSI, respectivamente.”’

A associacdo dos dados de fluorescéncia da Chl a com os
transientes permite o cdlculo de pardmetros fenomenoldgicos, os quais
relacionam informagdes biofisicas usadas para quantificar a eficiéncia
do aparato fotossintético. Dentre os principais pardmetros funcionais
e estruturais destacam-se o indice de desempenho (PI), os fluxos de
energia por centro reacional (RC), rendimentos quanticos, fluxo de
energia fenomenoldgica por se¢do transversal (CS) e a concentracio
de centros reacionais ativos por secdo transversal (RC/CS).
E importante destacar que nenhum dos pardmetros derivados do
JIP-test € especifico para um determinado tipo de estresse, sendo a
interpretagdo dos danos causados ao FSII, uma combinacdo dos dados
obtidos por um conjunto de parimetros.*® Um resumo dos principais
parametros obtidos a partir do JIP-test e utilizados no estudo do FSII
estd disposto na Tabela 1.3

Os parametros fotossintéticos descritos na Tabela 1 sdo calculados
a partir das informagdes primadrias obtidas com as andlises da
fluorescéncia da Chl a. Por exemplo, os parametros de rendimento
quantico sdo calculados utilizando as seguintes férmulas:

TR/ABS = @y, = (1 - F )/, ()
ETy/TR) = Ve, =1-V, (2)
ET/ABS = ¢g, = @p, X g, 3)
REYET, = 8y, = (1 = V)/(1 = V) )

Os parametros relacionados aos fluxos especificos por centro
reacional utilizam as férmulas:

ABS/RC = My V)/[1 — (Fy/Fyw] 4)
ETy/RC = (MyV)/(1 - V)) (6)
TR/RC = M(1/V)) @)
DI/RC = (ABS/RC) — (TR/RC) ®)

Estes e outros parametros de fluorescéncia da Chl a podem
ser obtidos utilizando o programa Biolyser HP3 (Bioenergetics
Laboratory, Universidade de Geneva, Suica). Este programa
utiliza a planilha de dados registrados pelo fluorimetro Handy
Pea (Hansatech Instruments Ltd., Reino Unido) para calcular
automaticamente todos os parametros da curva OJIP, em funcdo de
quatro fendmenos principais que ocorrem durante a fluorescéncia
da Chl a: fenomenoldgicos, especificos, rendimentos quénticos e
indices de desempenho.

ATIVIDADE ALELOPATICA DE PRODUTOS NATURAIS
NO FOTOSSISTEMA II

Compostos aleloquimicos sdo substancias produzidas e liberadas
por organismos Vivos, as quais possuem efeitos de inducio ou
inibi¢do do desenvolvimento de organismos alvo.*# Neste contexto,
os aleloquimicos podem ser metabdlitos secunddrios liberados de
maneira voldtil ou extraidos das plantas, com o papel de induzir o
crescimento ou inibir a sobrevivéncia de outra planta.*** Estudos
envolvendo a atividade aleloquimica de inibi¢cdo da fotossintese
despertam o interesse de pesquisadores diante da necessidade
do desenvolvimento de produtos ambientalmente sustentdveis.
Produtos naturais inibidores da fotossintese tém recebido destaque
diante do uso continuado de herbicidas sintéticos, o que leva ao
desenvolvimento de plantas invasoras resistentes a esses defensivos
agricolas, além da toxicidade provocada aos seres humanos e ao
meio ambiente.*! Nesse contexto, compostos aleloquimicos, por
serem de origem natural e apresentarem diferentes mecanismos de
acdo, estdo sendo estudados na inibi¢ao do transporte de elétrons do
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Tabela 1. Principais parametros fotossintéticos calculados a partir do JIP-fest e suas definigdes

Parametros técnicos da fluorescéncia

Rendimento quantico

Intensidade de fluorescéncia a qualquer mo-

Eficiéncia da transferéncia de elétrons entre

Fr mento (t) desde o inicio da iluminagdo ativa B0 os fotossistemas para os aceptores do FSI

E. ouF Fluorescéncia inicial (50 us fluorimetro PEA Rendimento quantico para o transporte de
20ps T S0ps ou 20 us com fluorimetro Handy-PEA) Peo elétrons em t = 0

Froo s Fluorescéncia em 100 us 0, = TR/ABS Rend.imftr.lto quéntico médximo da fotoquimi-

Fious Fluorescéncia em 300 us ’ ca primdriaem t = 0

F —F Intensidade de fluorescéncia na etapa J (2 ms) g, = ET/ABS Rendimento quéntico do transporte de elé-
T da curva de indugdo ! tronsem t =0

F. —F Intensidade de fluorescéncia na etapa 1 0p, = REJABS Rendimento quénti?o da reduao dos acepto-
30ms = T (30 ms) da curva de indugdo 0 res finais FSI por féton absorvido

Fo—F Fluorescéncia maxima (todos os RCs do FSII ¥, Eficiéncia com que um elétron € transferido
MR estdo fechados) © de uma Q," para uma PQ no FSII

To Tempo (ms) para atingir a fluorescéncia P, Eficiéncia com que um elétron € transferido

maxima

Area acima da curva de fluorescéncia. Pro-
Area porcional ao tamanho do pool de aceptores
de elétrons no lado redutor do FSII

Fluorescéncia minima (todos os RCs do FSIT

F -
0 estdo abertos (t = 0))
Fluorescéncia varidvel relativa em pontos de
\£ .
tempo definidos (F;)
F, Fluorescéncia varidvel maxima
F,/:M Eficiéncia quantica maxima do FSII
Fluorescéncia varidvel relativa em 300 ps
Vi
(banda K)
Fluorescéncia varidvel relativa em 2 ms
v,
(banda J)
Fluorescéncia varidvel relativa em 30 ms
M
(banda I)
M Inclinag@o inicial aproximada do transiente
0 de fluorescéncia
Area complementar total normalizada acima
S do transiente O-J-I-P. Estd relacionada a ener-
M gianecessdria para o fechamento de todos os
centros reacionais
N Nuimero de vezes que a Q, € reduzida e
oxidada novamente
K Constante da taxa de excitacdo ndo foto-
N quimica
K, Constante da taxa de excitagdo fotoquimica
Indice de desempenho
PI, Indice de desempenho com base na absorcio
PI Indice de desempenho com base na secio
s transversal
Pl Indice de desempenho fotossintético total

Fluxo de energia por RC

ABS/RC Fluxo de energia absorvida por RC
ET/RC Transporte de elétrons por RC

TR/RC Taxa méaxima de elétrons retidos por RC
DI/RC Fluxo de energia dissipada por RC

FSII como uma ferramenta importante na compreensao do processo
fotoquimico de plantas, algas e cianobactérias.”>>

Os primeiros relatos do estudo de efeitos fitotéxicos com
aleloquimicos relacionados a medidas de fluorescéncia da Chl a e
atividades fotossintéticas foram descritos no final do século XX. A
sorgoleona (1), um derivado de p-benzoquinonas, foi descrita como
um inibidor da evolug¢ao fotossintética de plantas a baixa concentragio
(10 umol L), e uma diminui¢do da eficiéncia fotossintética (F,/Fy))
foi observada como parimetro de medida de fluorecéncia.®® Nos anos
seguintes, o composto 1 e derivados foram estudados como inibidores
do transporte de elétrons no FSIL>* Outros metabdlitos secundérios,

de Q,” para os aceptores finais do FSI

Fluxos de energia fenomenolégica (CS)

ABS/CS Fluxo de fétons absorvidos por CS

TR,/CS Fluxo de energia aprisionada por CS
ET,/CS Fluxo do transporte de elétrons por CS
DI/CS Fluxo de energia dissipada por CS

RE,/CS Fluxo do transporte de elétrons por CS até os

aceptores do FSI

Densidade dos centros de reagio
Quantidade de RC ativos por CS (RCs do

RC/CS FSII redutores de Q)

Forcas dirigentes

DF,zs Forca motriz baseada em absor¢ao

DF Forca motriz baseada em se¢do transversal

Eficiéncia quantica

Eficiéncia da transferéncia de um elétron de

ET/TR, Q, para PQ no FSIT

Eficiéncia da transferéncia de um elétron de
RE/TR, FSII para o aceptor final de FSI

Eficiéncia da transferéncia de um elétron de
REJ/ET, PQH, para os aceptores de FSI
10RC/ABS Densidade de RCs ativos

RCs redutores de Q, por complexo antena
RC/ABS de Chl do FSII

Rendimento quéntico de dissipac@o de ener-
DI/ABS gia na antena FSII
PHI(P,) Rendimento quantico mdximo da foto-

quimica primdria

Probabilidade, t = 0, de um excitén apri-
PSI, sionado mover um elétron pela cadeia
transportadora de elétrons apds a Q,

Rendimento quantico do transporte de

PHI(Ey) elétrons

Rendimento quantico (t = 0) da energia de

PHI(D,) dissipagio

como o 4cido barbatico (2), xantorrizol (3),% tricolorina A (4),'
odoratol (5),* dcido traciloban-19-oico (6),° esquamocina (7)* e
antraquinona (8)® foram analisados e seus efeitos como inibidores
do transporte de elétrons no FSII confirmados em concentracdes de
10 umol L' a200 pmol L (Figura 4). Todas as substéncias apresentaram
uma reducdo da taxa fotossintética demonstrada pelos parametros de
fluorescéncia da Chl a como F, F,, F\/F,,, e para algumas substancias
foi observado o surgimento da banda J na curva polifdsica transiente
OJIP, indicando efeitos no lado aceptor de elétrons do FSIL.

Yang et al.%® investigaram o uso do 6leo essencial extraido
de Artemisia ordosica na inibicdo da atividade do FSII da alga



Vol. 47, No. 2

MeO

Figura 4. Metabdlitos secunddrios inibidores do transporte de elétrons no FSII

Palmellococcus miniatus. Os resultados obtidos demonstram que
o 6leo essencial inibe o transporte de elétrons do FSII apds 24 h
do tratamento. Os parametros F,/F,,, ET/ABS, ET/TR, e RC/CS,
foram significantemente reduzidos, quando comparado ao controle, e
houve o surgimento da banda K entre os transientes O e J, indicando a
redugdo no fluxo de elétrons além de Q,, e em danos no lado doador
de elétrons do FSIIL

O extrato aquoso de Cyperus rotundus, constituido majoritaria-
mente por dcidos fendlicos, foi empregado no estudo da inibi¢do da
proliferagdo, eficiéncia fotossintética e alteragcdes na microestrutura
intracelular da alga Phaeocystis globosa. A andlise das curvas de in-
dugao transitoria da fluorescéncia da Chl @ demonstrou uma inibi¢ao
da eficiéncia fotossintética quantificada pela redu¢ao dos parametros
de vitalidade F,/Fy; e PI,, e pelo aumento dos parametros relacio-
nados a absor¢do, dissipag@o e aprisionamento de energia por RC
(ABS/RC, DI/RC e TRYRC), e pela reducgdo dos valores obtidos
para o parametro ET/RC.%

Yuan et al.®® demonstraram o efeito alelopatico algistitico do
extrato aquoso de Spartina alterniflora na redug@o da atividade
fotossintética da cianobactéria Microcystis aeruginosa. Os resultados
obtidos utilizando o extrato aquoso de S. alterniflora a 0,05 g mL",
sugerem uma diminui¢do na concentracio de Chl a, reduzindo a
atividade fotossintética. Resultado semelhante foi observado no
emprego do extrato aquoso de Hordeum vulgare (palha de cevada)
na inibi¢@o do crescimento da M. aeruginosa, o qual levou a uma
redugdo da fluorescéncia relativa da Chl @ em relagéo ao tempo.®

Nesse contexto, Wang et al.’”® estudaram os efeitos do extrato
das folhas de Dracontomelon duperreanum sobre o crescimento e a
atividade fotossintética da alga M. aeruginosa. Os resultados obtidos
sugerem que o extrato de D. duperreanum, na concentragio de 2,0 g L',
suprime eficientemente o crescimento de M. aeruginosa, diminuindo
a eficiéncia da fotossintese, a taxa mdxima relativa de transporte
de elétrons e eficiéncia fotoquimica maxima do FSII (F,/F,)).
Wau et al.”" estudaram o uso do extrato aquoso das folhas de Mikania
micranta sobre a inibi¢do da germinagao e crescimento de 26 espécies
de plantas nativas da China. Dentre os indicadores utilizados para
avalia¢do do desenvolvimento vegetal, destaca-se o parametro F,/Fy,
o qual teve uma redugdo superior a 50% para 4 espécies avaliadas
em uma concentracdo de 0,5% m/v.

Pouresmaeil ef al.” realizaram o estudo do uso do dleo
essencial de Artemisia fragrans no controle da planta daninha

Inibidores do fotossistema II: uma perspectiva aleloquimica 5

CO,H OH

O OH

Convolvulus arvensis, com énfase nos efeitos causados ao aparato
fotossintético e estresse oxidativo. O dleo essencial da A. fragrans,
rico em terpenos como a a-tujona (9), B-tujona (10), canfora (11)
e 1,8-cineol (12), inibiu a germinagdo e reduziu o crescimento de
C. arvensis, afetando a biossintese de pigmentos fotossintéticos, e
interrompendo o fluxo de elétrons do FSII, o que levou ao estresse
oxidativo da planta daninha. O 6leo essencial de A. fragrans afetou
significativamente (p < 0,05) os pardmetros de fluorescéncia da
Chl a na concentracdo de 4,0% v/v, aumentando os parametros F, e
de extin¢do ndo fotoquimica de Stern-Volmer (NPQ) em 25,79% e
51,68%, respectivamente. Também foram observadas as redugdes nos
parametros F/Fy;, oPSII e de extin¢ao fotoquimica (qP) em 17,30%;
50,00% e 24,12%, respectivamente, indicando uma limita¢do da
cadeia transportadora de elétrons, a qual leva a redugéo da eficiéncia
maéxima do FSII (Figura 5).

O composto N-fenil-1-naftilamina (13) foi utilizado como
aleloquimico na inibi¢@o do crescimento e da atividade fisioldgica de
M. aeruginosa em um padrao de exposicdo repetida de baixa dosagem
(50 mg L), simulando a liberacdo continua de aleloquimicos
realizada pelas plantas. O composto 13 reduziu a eficiéncia quantica
do FSII em dependéncia do tempo, observadas para esse parametro
porcentagens de 78% e 10% no segundo e nono dia do experimento,
respectivamente.” O édcido p-cumdrico (14) foi reportado com
potencial efeito inibitério na atividade fotossintética, no controle
do crescimento vegetal da espécie Panax quinquefolium, o ginseng
americano. Dentre os pardmetros fotossintéticos avaliados neste
trabalho, o composto 14 na concentra¢do de 0,06 mg L' reduziu
os pardmetros relacionados a taxa fotossintética e transporte de
elétrons em 64% e 41%, respectivamente.”* Outros compostos dcidos
avaliados como inibidores da fotossintese em experimento in vitro,
foram o dcido myrsinoico A (15) e seu derivado (16), ambos isolados
da Myrsine cuneifolia. Esses compostos reduziram os parametros
fotossintéticos no FSII, diminuindo a absor¢do de fétons pelo
complexo antena e o aprisionamento de elétrons pelos RCs, assim
impedindo a redugdo de P680*, e consequentemente gerando um
acimulo de elétrons P680*, Pheo* e Q,~.7°

Os triterpenos pentaciclicos acidos betulinico (17), oleandlico (18)
e ursélico (19) (Figura 6), isolados a partir de extratos aquosos e
metanodlicos de Alstonia scholaris, foram avaliados como inibidores do
crescimento vegetal de plantas daninhas. Os parametros relacionados a
mdaxima eficiéncia quantica do FSII (Fv/F,,), fluorescéncia inicial (F),
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Figura 5. Monoterpenos e compostos aromdticos inibidores do transporte de elétrons no FSII

fluorescéncia maxima (Fy), e a taxa de transporte de elétrons (ETy)
foram usados para avaliacdo do crescimento vegetal. Nesse estudo,
os compostos 17 e 19 na concentracdo de 2 mmol L' reduziram o
pardmetro ETy em 40% e 30%, respectivamente.’® Qutros triterpenos
como o lupeol (20) e acetato de 33-lup-20(29)-en-3-il (21) (Figura 6),
foram isolados de Maytenus acanthophylla Reissek e avaliados na
inibicdo da fotossintese. Destes compostos, o 20 demonstrou os
melhores resultados na concentragdo de 300 pmol L', aumentando
em 30% os valores dos parametros ABS/RC e TR/RC, e reduzindo
o pardmetro RC/CS, em 20%. No entanto, o composto 20 ndo
promoveu alteragdes significativas nos pardmetros TR, /CS,,
ET,/RC, PHI(D,), PHI(P,) e ET/CS, sugerindo uma porcentagem do
fluxo de energia sendo dissipada como calor. Portanto, o composto 20
inibe parcialmente a enzima de separacdo de 4gua e também interage
com os RCs do FSII, modificando a estrutura da membrana do
tilacoide e afetando suas propriedades de migracdo de energia.”’

O diterpeno dcido 6a,7fB-diidroxivouacapan-173-oico (22)
(Figura 6), isolado de Pterodon polygalaeflorus, e seus derivados
sintéticos foram avaliados como inibidores do transporte de elé-
trons do FSII em concentracdes de 50 umol L' a 300 umol L. Foi

observada a reducdo dos parametros relacionados ao indice de de-
sempenho PI,, aos RCs (ABS/RC e ET/RC) e por CS (ABS/CSO,
TRO/CS e ETO0/CS), indicando que a cadeia transportadora de
elétrons do FSII foi afetada, assim como foi observado o surgi-
mento da banda K em 300 ps, demonstrando um desequilibrio
entre os lados doador e aceptor de elétrons do FSIL.”*” Outro
diterpeno, o labdano-8a,15-diol (23) (Figura 6), isolado de
Croton ciliatoglanduliferus, reduziu o parametro ¢, em 0,012 unida-
des nas concentragoes de 300 umol L' e 600 umol L' em comparagao
ao controle. Esse resultado indica que Q, ndo é acumulada quando
o FSII € inibido pelo aleloquimico. Os decréscimos observados no
tamanho do complexo antena por RC (ABS/RC), no transporte de
elétrons por RC, M, e Fy;, sugerem que o 23 afeta mais o lado doador
de elétrons do FSII que os centros reacionais.®

Os sesquiterpenos B-cariofileno (24) e 6xido de cariofileno (25)
(Figura 6), isolados de Senecio salignus, foram avaliados como
inibidores fotossintéticos em experimentos de fluorescéncia da
Chl a na concentracdo de 100 pg L. O composto 24 reduziu os
parametros ET,/CS, PHI(P,), PSI,, RC/CS,, TR,/CS e ET,/CS
em 50%, e aumentou em 20% os valores dos pardmetros dV/dt,,

Figura 6. Terpenos inibidores do transporte de elétrons no FSII
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ABS/RC e TRy/RC. Esses resultados sugerem que os RCs do FSII
foram transformados em dissipadores de calor ou centros de reacio
silenciosos, pois esses RCs ndo podem reduzir a Q, e sua energia de
excitagdo € dissipada na forma de calor.?!

Os triterpenos cabraleadiol (26), ocotilona (27) e odoratona (28)
isolados de Cabralea canjerana Mart., e 4-metéxibenzoato de
traxerol (29) (Figura 6) isolado Pavonia multiflora A. St-Hil., foram
avaliados em experimentos in vitro como inibidores da fotossintese.
Os dados de fluorescéncia da Chl @ mostram que 27 e 28 inibem
parcialmente a enzima de quebra da molécula de dgua, e agem no
transporte de elétrons de P680 a Q,, com acdo no lado doador do FSII
e no complexo OEC."” O composto 29 promoveu um aumento da
intensidade da fluorescéncia entre 2 ms e 4 ms, indicando o surgimento
da banda J, a qual fornece informacdes sobre reacdes fotoquimicas
primdrias, em especial, referente a reducdo de Q,. Isso indica que o
transporte de elétrons além de Q, € bloqueado no nivel Qg, um aceptor
de elétrons de quinona secunddria de FSIL*? Os terpenos 22-29 t¢ém
acdo aleloquimica em toda cadeia transportadora de elétrons do FSIL
Estes compostos bloqueiam o transporte dos elétrons, resultando no
aparecimento das bandas transientes K e J, o que indica o desequilibrio
no fluxo eletrdnico nos lados doadores e aceptores de elétrons do FSII.
Pontanto, os terpenoides atuam no complexo enzimatico responsavel
pela quebra da molécula de dgua no centro de reag@o silencioso
incapacitando a redugdo de Q, e também tém ag¢do no intervalo P680*,
Pheo e Q,-Qj, inibindo o processo redox no pool das quinonas.

Cumarinas também sio uma classe de metabdlitos secundarios com
atividade alelopética no FSII. Sampaio et al.%* descreveram o estudo
de 4 furanocumarinas isoladas da Ruta graveolens, psoraleno (30),
bergapteno (31), chalepensina (32) e chalepina (33) (Figura 7)
como inibidores da cadeia transportadora de elétrons do FSII. Dos
compostos avaliados, 31 e 33 apresentaram os melhores resultados
na concentragdo de 300 umol L', ambos os compostos reduzindo
o parametro PI,; em 60%, comparado com o controle. Outros

30 31 32

Figura 7. Cumarinas inibidoras do transporte de elétrons no FSII
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Figura 8. Alcaloides inibidores do transporte de elétrons no FSII
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pardmetros que sofreram redugdo foram ET,/CS,, TR/CS,, RC/CS,,
PSI, e PHI(E,), demonstrando que a energia absorvida nessas secoes e
o transporte de elétrons foram limitados. A presenca dos compostos 31
e 33 levou ao surgimento da banda J na curva transiente de
fluorescéncia, indicando a a¢io das furanocumarinas no lado aceptor
de elétrons do FSII. A siderina (34) (Figura 7), uma cumarina isolada
do extrato metandlico de Toona ciliata, foi avaliada no experimento
de fluorescéncia da Chl a, demonstrando uma reducdo dos pardmetros
OP, e ET/RC, o que indica um decréscimo no rendimento quantico
mdximo da fotoquimica primdria, e a reduc@o da taxa de transporte
de elétrons além da Q,. Também foi observada a reducdo de Fy, e
valores constantes para F,, indicando a formacéo de centros de reagio
silenciosos, o que sugere que 34 atua como um inibidor dos lados
doador e aceptor de elétrons entre P680 e Q,.%

Sampaio et al.® descreveram o isolamento de alcaloides (35-42)
(Figura 8) do extrato etanélico de R. graveolens e a avaliagdo como
inibidores da fotossintese. Dos alcaloides estudados, o composto
graveolina (38) apresentou os melhores resultados, aumentando dV/dt,
e diminuindo PI;; ambos em 60% na concentracdo de 150 umol L.
A associacdo destes resultados com a redugdo de PSI,, PHI(E,), S,
ET,/CS,, e ET/RC em 40%, demonstra que o transporte de elétrons
no processo redox das quinonas foi interrompido, indicando danos ao
FSII. Nesse contexto, Veiga et al.® descreveram o estudo de alcaloides
furoquinolinicos (43-47) (Figura 8) isolados do extrato diclorometano
de Balfourodendron riedelianum, empregando a fluorescéncia da
Chl a e o JIP-test. O composto evolitrina (43) mostrou os melhores
resultados com o aumento de g, € @y, em 60% na concentracio de
400 umol L', comparado ao controle. Além desses resultados, houve
um aumento do rendimento quéntico para a reducdo de aceptores
finais do FSI por f6ton absorvido, sugerindo que os aceptores finais
do FSI ndo podem ser reduzidos porque os elétrons do FSII ndo estdo
sendo transferidos. Portanto, a evolitrina demonstra efeito inibidor
nos lados doador e aceptor de elétrons do FSII.

QMe OMe
o) O o HO (o)
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A antidesmona (48) (Figura 8), um alcaloide isolado de Waltheria
brachyepetala, possui caracteristicas quimicas estruturais semelhantes
a plastoquinona, e demostrou ser um inibidor das reagdes de Hill,
bloqueando o fluxo de elétrons no lado aceptor de elétrons do FSII,
efeito semelhante ao encontrado para o herbicida comercial Diuron.
Esses resultados foram evidenciados pela redugdo dos pardmetros
vy, OE,, Sum K, K,,, ET/RC e P, em 21%, 24%, 12%, 16%, 17%
e 52%, respectivamente, na concentragio de 300 umol L', indicando
o acimulo de Q," devido ao bloqueio da passagem dos elétrons para
Q;.¥” O alcaloide berberina (49) (Figura 8), presente em plantas das
familias Annonaceae, Berberidaceae, Menispermaceae, Papaveraceae,
Ranunculaceae e Rutaceae,® levou a redugdes significativas na cadeia
transportadora de elétrons do FSII da alga M. aeruginosa, diminuindo
os pardmetros Fv/F,;e ETR em 28% e 57%, respectivamente, na
concentragdo de 0,47 mg L''.¥ Dentre os pardmetros de fluorescéncia
da Chl a avaliados na atividade aleloquimica das cumarinas 30-33 e
dos alcaloides 34-49, € possivel identificar uma correla¢do na reducio
dos parametros relacionados ao indice de desempenho e transferéncia
de elétrons, indicando um mesmo sitio de acéio para essas duas classes
de metabdlitos secunddrios.

King-Diaz et al.®® descreveram os efeitos dos flavonoides
acacetina (50), crisina (51) e 4’,7-dimetilnaringenina (52)
(Figura 9) nas reagdes da fase luminosa da fotossintese. Os dados
de fluorescéncia da Chl a demonstraram que os flavonoides 51 e 52
reduzem o parametro F,/F,, e promovem o surgimento da banda J,
indicando a inibi¢ao no lado aceptor de elétrons do FSII. O flavonoide
3,5-dihidroxi-6,7,3’,4’-tetrametdxiflavunol (53) (Figura 9), isolado
a partir de Pluchea sagittalis foi descrito por Carvalho et al.”* como
um inibidor fotossintético. A analise dos dados obtidos indica que 53
ocupa a posi¢do do aceptor secundario de quinona (Qg) do sitio de
ligagdo da proteina D1 do FSII, e o aumento da fluorescéncia ocorre
principalmente pelo estado redox de Q,, indicando que 53 interage
no lado aceptor de elétrons do FSII. As acetogeninas glaucafilina (54),
gigantetrocina (55), cherimolina (56) e gigantecina (57) (Figura 9),
isoladas das folhas de Annona coriacea Mart., demonstraram
atividade na inibicao do fluxo de elétrons do FSII nas concentragdes
de 300 pg mL! e 600 pg mL™!, reduzindo o pardmetro PI,  em 15%
e 25%, respectivamente. A mistura contendo os compostos 54-57

Quim. Nova

também levou a reducdo de ET,/CS, e da drea normalizada abaixo
da curva OJIP, indicando que as acetogeninas inibem o fluxo de
elétrons do FSII.> Nos dados de fluorescéncia da Chl a obtidos para
os flavonoides e as acetogininas, foi possivel identificar a presenga da
banda J, indicando um evento de rotatividade das reagdes primdrias,
principalmente, o que demonstra o bloqueio do transporte de elétrons
entre Q, e Qg.

Lopes et al.®? descreveram o isolamento e avalia¢do da atividade
fotossintética dos derivados fendlicos: dcidos vanilico (58),
ferdlico (59), p-hidréxibenzoico (60) e p-cumadrico (61); e dos
norisoprenoides: loliolide (62), vomifoliol (63), 3-oxo-a-ionol (64),
4,5-dihidroblumenol A (65) e blumenol C (66) (Figura 10). Dos
metabolitos avaliados, o composto 62 mostrou os melhores resultados,
reduzindo os pardmetros relacionados a CS,, ET,/CS,, RC/CS, e
TR,/CS, em aproximadamente 90%, e PHI(P,) foi reduzido em
30%. Estas informagdes sugerem que alguns RCs do FSII foram
transformados em centros de reaco silenciosos, os quais nao reduzem
a Q, e sua energia de excitagdo € dissipada na forma de calor.

Além dos extratos e substancias isoladas de plantas, os
microrganismos tém demonstrado ser uma fonte promissora na
descoberta de novos compostos com acio alelopdtica na inibi¢ao da
fotossintese. Moura et al.”® reportaram o uso de extratos metanélicos
dos fungos endofiticos Diaporthe phaseolorum, Penicillium
simplicissimum e Trichoderma spirale na inibicao da fotossintese e
do crescimento vegetal de Senna occidentalis e Ipomoea grandifolia.
O fungo T. spirale mostrou os melhores resultados frente a
S. occidentalis, reduzindo os parametros PL, ET /CS,, PHI(E,) e PS],
em 64%, 28%, 40% e 38%, respectivamente, indicando a inibi¢do do
transporte de elétrons no lado aceptor do FSIIL.

Os fungos endofiticos também representam fontes naturais de
metabdlitos secunddrios para a atividade alelopatica inibitéria da
fotossintese, por exemplo, Medeiros ef al.** reportaram a avaliacdo
dos efeitos na fluorescéncia da Chl a provocados por depsideos (67
e 68) (Figura 11) produzidos pelo fungo Cladosparium uredinicola.
Os resultados obtidos mostram que 67 e 68 inibem o transporte
de elétrons nos lados doador e aceptor de elétrons do FSII, na
concentracdo de 300 umol L. O dcido tenuazonico (69) (Figura 11),
um metabdlito secunddrio isolado a partir do extrato etandlico de

o OH OH

54 - n: 6 e R: n-dodecil
55 - n: 4 e R: n-tetradecil

56 - n: 6 e R: n-decil
57 - n: 4 e R: n-dodecil

Figura 9. Flavonoides e acetogeninas inibidores do transporte de elétrons no FSII
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Figura 10. Derivados fendlicos e norisoprenoides inibidores do transporte de elétrons no FSII
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Alternaria alternata, foi avaliado na inibi¢do do FSII. Os dados de
fluorescéncia da Chl a mostraram que 69 interrompe o transporte
de elétrons entre Q, e Qg no lado aceptor do FSII, com um valor
de I, de 48 ug mL'. O bloqueio da transferéncia de elétrons foi
evidenciado pelo acimulo de Q,", observado pelo aumento de F; e
Fy, € um decréscimo dos pardmetros ET/RC, ET/CSy,, ¢, € W,.”

Em outro trabalho envolvendo metabdlitos secundarios isolados
de microrganismos, Quian et al.*® realizaram o estudo da atividade
alelopdtica do dcido linoleico (70) (Figura 11) na inibi¢do da
fotossintese da alga Chlorella pyrenoidosa. O parametro F,/F,, foi
utilizado como indicador da inibi¢ao do FSII, e apds o tratamento com
70 em concentragdes de 60 pg L' a 120 ug L', F,/F,, foi reduzido
de 20,5% a 34,1%, demonstrando um decréscimo no rendimento
quantico maximo do FSIL

Ye et al.”’ reportaram o uso do JIP-zest como ferramenta de andlise
da atividade alelopdtica da macroalga Gracilaria lemaneiformis no
controle da microalga Chaetoceros curvisetus. A inibi¢ao do FSII foi
identificada pela reducdo dos parametros F/F,;, RC/CS,, RC/CS,,
ABS/CS, e v,, indicando que a G. lemaneiformis reduz o nimero
de RCs ativos, danificando a cadeia de transportadora de elétrons e
comprometendo o funcionamento do complexo de evolugdo de oxigénio
de C. curvisetus. Outro estudo de alelopatia empregando macro e
microalgas foi realizado por Ma et al.,”® onde foi avaliado o uso do
extrato diclorometano:metanol (3:1, v/v) de Prorocentrum donghaiense
na inibi¢do da fotossintese de Sargassum fusiformis. Os resultados
obtidos no JIP-fest demonstraram uma reducdo dos parametros V,, M,,
Opos Pos g, € PL, € aumento de DI/RC, indicando danos aos aceptores
de elétrons, a inativacdo dos RCs e bloqueio do transporte de elétrons.
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A fluorescéncia da Chl a também tem sido empregada na
avaliagdo das interagdes alelopdticas existentes entre as macroalgas
Ulva linza e Gracilaria lemaneiformis. Neste estudo, os resultados
obtidos demonstram que a alga U. linza afeta o crescimento e a
fotossintese de G. lemaneiformis, sendo a eficiéncia fotossintética
reduzida em 27,2%, 39,2%, e 84,7% nas concentracoes de 1,25 g L',
3,75 gL' e 6,25 g L', respectivamente.” Laue et al.'® reportaram
os efeitos dos xenobidticos dcido tinico (71), dcido gélico (72) e
gramina (73) (Figura 12) nas taxas de crescimento, volume celular,
rendimento quantico maximo do FSII (®FSII,,, = F,/F,) das algas
Desmodesmus armatus e M. aeruginosa. Os resultados demonstraram
que os xenobidticos reduziram o parametro ®FSII, ,, depois de 2 dias
de tratamento, tendo efeitos mais significativos na alga M. aeruginosa
com a presenca dos polifendis que em D. armatus.

CONCLUSOES

Essa revisdo apresenta os principais estudos sobre o emprego
de extratos e metabdlitos secunddrios obtidos a partir de plantas e
microorganismos, em estudos envolvendo a técnica de fluorescéncia
da Chl @ na compreensdo dos eventos relacionados ao transporte
de elétrons do FSII. Diversas classes de metabdlitos secunddrios
identificados e/ou isolados de extratos de plantas, fungos e em 6leos
essenciais demonstram bioatividade como aleloquimicos inibidores
da fotossintese, tais como os alcaloides, cumarinas, depisideos,
flavonoides, acetogeninas, terpenoides, bis-nor-sesquiterpenos,
derivados do 4cido fenilpropanoico e dcidos fendlicos. Dentre os
metabdlitos ja estudados empregando a fluorescéncia da Chl a,
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Figura 11. Metabolitos secunddrios isolados de fungos com atividade inibitéria do fluxo de elétrons no FSII
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¢é possivel destacar a atividade aleloquimica de cumarinas e
alcaloides, os quais reduziram parametros relacionados a indice de
desempenho e transferéncia de elétrons em 50% a 60% e 40% a
57%, respectivamente.

A pesquisa em produtos naturais na busca de inibidores

da fotossintese representa uma importante area de pesquisa no
desenvolvimento de novas tecnologias para uma agricultura
ambientalmente sustentdvel, uma vez que esses compostos sdo uma
alternativa interessante para a substitui¢do dos herbicidas comerciais
devido a sua baixa toxicidade ao ambiente e seres humanos.
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