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RESUMO

As plantas podem liberar no ambiente diversos metabdlitos secundarios, que
podem interferir de forma positiva ou negativa no crescimento e no
desenvolvimento de espécies vizinhas. Esse fendbmeno é conhecido como
alelopatia. Um dos mecanismos para a liberacdo desses compostos
aleloguimicos no ambiente € através da exsudacdo radicular. Guilandina
bonduc (Fabaceae) forma halos de solo desprovidos de vegetacdo na ilha de
Trindade. Suas raizes chegam até a populacédo de Cyperus atlanticus, espécie
endémica dessa ilha que esta sofrendo acdo da expansdo de G. bonduc.
Portanto os objetivos desse trabalho foram analisar a atividade fitotoxica dos
compostos presentes nos tecidos radiculares e no exsudado da raiz de G.
bonduc e identificar compostos envolvidos nessa interagdo. Os exsudados
radiculares de G. bonduc foram obtidos através de meio hidropdnico, e 0s
extratos aquoso e metandlico foram obtidos de raizes coletadas na llha da
Trindade. A atividade biol6gica dos extratos foi testada no crescimento inicial
de Lactuca sativa e Raphanus sativus nas concentracfes de 125, 250, 500,
1000 e 2000ppm realizados em placas de Petri. A atividade dos exsudados
radiculares coletados aleatoriamente também foram avaliadas sobre as
mesmas espécies alvo. Foi realizada a estimativa da concentracdo dos
exsudados liberados em campo. Também foram avaliadas as respostas do
extrato aquoso nas mesmas concentracdes utilizadas no bioensaio em placas,
no solo coletado na llha da Trindade e com presenca e auséncia da microbiota.
O produto isolado a partir do extrato metandlico foi identificado por RMN e a
sua atividade foi testada nas concentracdes 10, 30, 100, 300 e 1000uM. Pode-
se observar que houve uma correlacdo negativa entre a producdo de
exsudados em laboratério e a biomassa total da planta. A estimativa da
concentracdo dos exsudados liberados em campo condiz com as
concentracfes testadas nos bioensaio. Exsudados radiculares e o extrato
aguoso estimularam o crescimento das espécies alvo, ja o extrato metandlico
inibiu o crescimento inicial das espécies alvo, sendo o efeito mais pronunciado
na parte radicular. O extrato aquoso, metandlico e exsudados radiculares
apresentaram perfis cromatogréficos distintos, mostrando que sdo diferentes
gquantitativamente e qualitativamente. O extrato quando adicionado ao solo
diferiu do resultado encontrado em placas de Petri sendo que n&o apresentou
efeito significativo no crescimento das espécies alvo. Comparando-se 0s
resultados obtidos, adicionado extrato aquoso no solo com presenca e
auséncia de microbiota, observou-se que ndo houve diferenca estatistica no
crescimento inicial das espécies alvo. O produto isolado a partir do extrato
metanodlico € um cassanofuranoditerpeno conhecido como Caesaldekarin C e
esse apresentou atividade fitotoxica semelhante ao extrato bruto, mas de forma
reduzida, apontando para um efeito sinérgico.
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ABSTRACT

Plants emit a variety of secondary metabolites, that can influence negative or
positively on the growth and development of neighbor species. Such
phenomenon is called allelopathy. One of the mechanismes for emission of
allelochemicals is through root exudate. It has been noticed that there are
halos of bare soil around Guilandina bonduc ( Fabaceae) and its roots reach a
population of Cyperus atlanticus, a endemic specie of the Trindade Island, that
are suffering with G. bonduc expansion. Therefore, this work aimed to
investigate phytotoxic activity of compounds in the root tissue and in the
exudate of G. bonduc root and to identify compounds in this interaction. Root
exudate of G. bonduc were obtained in hydroponic mean, and roots collected in
the field (Trindade Island) provided aqueous and methanol extracts. Biological
activity of the extracts were tested considering the initial growth of Lactuca
sativa and Raphanus sativus grown in petri dishes in the concentrations of 125,
250, 500, 1000 and 2000ppm of extracts. Activity of root exudate randomly
collected was also tested against the same species as above. It was also
estimated the concentration of exudates in the field. Activity of aqueous extract,
at the same concentrations mentioned previously, was also investigated using
soil collected in the field, at Trindade Insland, with and without microorganisms.
It was isolated one product from methanolic extract, identified using NMR, and
its activity was tested at the concentrations of 10, 30, 100, 300 and 1000uM.
There was a negative correlation between root exudates production in the
laboratory and plant total weight. Estimated concentration of exudate in the field
was similar to the ones used in the laboratory bioassays. Root exudate and
agueous extract stimulated growth of tested species. On the other hand,
methanolic extract inhibited initial growth of the same species, especially in the
roots. Aqueous and methanolic extracts together with root exudate revealed
different chromatographic profiles; showing that each was quantitatively and
qualitatively different. Results of bioassay of aqueous extract in the soil were
different to the one in petri dishes — there was no significant difference in the
growth of tested species. The isolated product from methanolic extract is a
cassane furanoditerpene, known as Caesaldekarin C. It showed phytotoxic
activity similar to total extract, however lower, suggesting a synergistic effect.

Key-words: Guilandina bonduc, phitotoxicity, root exudates, Caesaldekarin C
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1. Introducéo
1.1. Metabolismo secundario

O conjunto de reacdes quimicas que ocorrem nos organismos Vivos €
conhecido como metabolismo, que trabalha prioritariamente em processos que
sintetizem substancias organicas, essenciais a sua sobrevivéncia e
reproducdo, como carboidratos, proteinas, gorduras e acidos nucleicos, sendo
estes pertencentes ao metabolismo primario. Esses metabdlitos tém
reconhecidas func¢des nos processos de fotossintese, respiracdo, transporte de
solutos, sintese proteica, translocacdo, assimilacdo de nutrientes e
diferenciacdo. Tais substancias sdo amplamente distribuidas e com alto grau
de conservacgao entre 0s organismos vivos (Garcia & Carril, 2009).

Ja4 o0s metabolitos secundarios, produtos secundarios ou, produtos
naturais como também sdo popularmente conhecidos, ndo apresentam funcao
definida nesses processos citados (Dewick, 2002). O que os diferem também
dos metabdlitos primarios, € que o0s metabdlitos secundarios envolvem
componentes que tem distribuicdo mais restrita e menos conservada entre os
organismos. Nem todos os metabolitos secundéarios sdo encontrados em todos
0s grupos de plantas, podendo sua producéo estar restrita a um determinado
género de plantas, a uma familia ou em apenas algumas espécies (Garcia &
Carril, 2009).

Os produtos do metabolismo secundario das plantas séao
biossintetizados em varias organelas celulares, porém estocados em estruturas
secretoras especializadas — como ductos, vacuolos, parede celular, superficies
cerosas — como forma de proteger os processos metabdlicos da planta de seus
efeitos toxicos. Esses compostos secundarios normalmente ndo sdo toxicos
para seus produtores e apresentam baixo custo metabdlico para sua producao.
Tais metabdlitos podem favorecer a planta produtora em varios aspectos
inclusive uma maior adaptacéo reprodutiva para suas plantas produtoras, que
deixardo maior numero de descendentes as quais herdardo suas
caracteristicas de defesa (Alves et al., 2002; Taiz & Zeiger, 2009).

As plantas produzem metabdlitos secundarios em diferentes niveis de
concentracdo, sendo determinado pelas caracteristicas genéticas das espécies
gue os produzem e condi¢cdes ambientais em que as plantas sdo encontradas,

como: temperatura, umidade e intensidade de luz, adicionado aos efeitos da
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biota e composicao fisico-quimicas do solo, podendo assim afetar ndo apenas
a producdo dos metabdlitos, mas também a estrutura quimica e grau de
atividade de substancias liberadas para o meio (Almeida, 1991; Hadacek 2002;
Macias et al., 2007; Reigosa et al., 2013).

As plantas possuem como carateristica serem sésseis, ja que
permanecem no mesmo local onde germinaram, impedindo-as de escapar
quando se encontram sob ameaca. Esta caracteristica tem sido compensada
com outros mecanismos de defesa, subdivididos em mecéanica, fenologica e
quimica. Entre as defesas mecanicas, encontra-se a formacdo de aculeos e
espinhos, aumento da dureza foliar, e presenca de tricomas. Nas defesas
fenolégicas, as plantas ajustam seu ciclo biolégico, minimizando assim
condicBes de estresses abidticos ou diminuindo a disponibilidade de plantulas
qguando os herbivoros sdo mais ativos. E como ultimo exemplo de defesa, a
quimica, utiliza compostos do metabolismo secundario que atuam em resposta
a algum estresse ocasionado na planta, como a herbivoria (Oliveros-Bastida,
2008). Os metabdlitos secundarios podem ser classificados em trés grandes
grupos: terpenos, compostos fenélicos e compostos nitrogenados, seguindo
Taiz & Zeiger, (2009) e Gleason & Chollet (2012).

Alguns produtos do metabolismo secundario apresentam funcdes
especificas, como na defesa contra fungos, bactérias e virus, como
sinalizadores para comunicacdo entre plantas e organismos simbiontes e
também para protecdo contra luz ultravioleta (UV) e estresses fisicos (Wink,
2010).

Estes produtos, também atuam como atraentes ou repelente de
animais proporcionando a planta sabores amargos, tornando-a indigesta ou
venenosa como, por exemplo, os piretréides produzidos por Chrysanthemum
cinerariaefolium que atuam como inseticida natural (Viegas Jr, 2003; Wink,
2010). Muitos desses metabolitos sdo pigmentos que proporcionam cor a flores
e frutos, desempenhando um papel essencial na reproducgéo, atraindo insetos
polinizadores, ou atraindo animais que se alimentam dos seus frutos,
contribuindo dessa forma na dispersdo de suas sementes (Garcia & Carril,
2009).

Os produtos do metabolismo secundario, apesar de sua grande

variedade estrutural, sdo originarios de um ndmero restrito de rotas
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biosintéticas com precursores que derivam das rotas metabdlicas primarias
como o ciclo de Krebs, a glicélise ou a rota do chiquimato (Wink, 2010). Os
principais produtos empregados na biossintese dos metabolitos secundarios
sdo derivados da acetil-coenzima A (acetil-CoA), do acido chiquimico e do
acido mevalbnico (Figura 1) (Dewick, 2002).

Os terpenos constituem o grupo de metabdlitos secundarios, que sdo
formados por unidades isoprénicas de cinco carbonos, o pirofosfato de
isopentenila (IPP), ou seu isémero, pirosfosfato de dimetilalila (DMAPP) (Alves
& Santos, 2002; Maraschin & Verpoorte, 1999). Os terpenos sdo formados a
partir da rota do acido mevalbnico, que por sua vez é resultado de uma
sequéncia de rea¢cfes quimicas que ligam trés moléculas de acetil —CoA. Os
terpenos também podem ser formados a partir de um conjunto de reacdes
denominado Rota do Metileritritol Fosfato (MEP) onde o IPP também pode ser
formado (Taiz & Zeiger, 2009).

Os compostos fendlicos constituem um grupo bastante heterogéneo, e
sao biossintetizados por duas diferentes rotas: a rota do acido chiquimico e a
rota do acido maldnico. A rota do &cido chiquimico pode dar origem a dois
grupos de metabdlitos, os compostos fendlicos e os compostos nitrogenados,
pois a rota converte precursores de carboidratos derivados da glicélise e da
rota da pentose-fosfato em aminoacidos aromaticos e esses dardo origem aos
compostos nitrogenados e os compostos fendlicos. A rota do acido malénico,
embora seja uma fonte importante de produtos secundarios fendlicos em
fungos e bactérias, € menos significativa nas plantas superiores (Taiz & Zeiger,
2009).

Os alcaloides sdo um grupo com mais de 15.000 metabdlitos
secundarios ja conhecidos. Sdo compostos que ocorrem naturalmente,
sobretudo no reino vegetal, mas muitos podem ser encontrados em
microrganismos, insetos e animais marinhos (Avalos-Garcia & Carril, 2009;
Gleason & Chollet, 2012; Gémez-Archila et al, 2014,) , e possuem como
caracteristica em comum como: ser sollveis em agua, conter pelo menos um
atomo de nitrogénio na molécula e exibem atividade biologica. Séo
encontrados em aproximadamente 20% das plantas vasculares, sendo a
maioria dicotileddneas herbaceas (Avalos-Garcia & Carril, 2009). Séo

compostos nitrogenados, sintetizados principalmente a partir de aminoacidos
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aromaticos e a maioria sédo heterociclicos Os alcaldides séo sintetizados
normalmente a partir da lisina, tirosina e triptofano e s&o classificados em
funcdo dos anéis presentes na sua molécula (Avalos-Garcia & Carril, 2009).
Nas plantas alguns compostos nitrogenados possuem a funcédo de
defesa contra herbivoria (Taiz & Zeiger, 2009). Alguns alcaldides, sé&o
mundialmente usados na medicina para redugcdo da dor, como é o caso da

morfina e da codeina.
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Figura 1. Visado simplificada das principais rotas de biossintese de metabdlitos
secundarios e suas inter-relagbes com o metabolismo primario. (Fonte: Taiz & Zeiger,
2009)

1.2. Alelopatia e fitotoxicidade
As plantas liberam no ambiente uma grande diversidade de metabdlitos

primarios e secundarios a partir das folhas, raizes e serapilheira em
decomposicédo (Gleason & Chollet, 2012; Taiz & Zeiger 2009).

A liberacdo de compostos secundarios por uma planta que tem um efeito
toxico em outra planta (fitotoxico) € um fenémeno conhecido como alelopatia. A
alelopatia pode ser descrita, como “processos envolvendo metabdlitos
secundarios produzidos por plantas, algas, bactérias ou fungos que influenciam

o desenvolvimento natural e sistemas agriculturais” (Sociedade Internacional
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de Alelopatia, 2012; Taiz & Zeiger, 2009). Esses efeitos podem proporcionar
vantagens contra plantas concorrentes, favorecendo a planta produtora. Rice
(1974) definiu a alelopatia como sendo intera¢des bioquimicas que produzem
um efeito benéfico ou maléfico entre todos os tipos de plantas, incluindo os
microorganismos. Este termo refere-se na interferéncia quimicamente mediada
entre as plantas a fim de suprir o crescimento e a forma fisica de outras
espécies (Murrell et al.,, 2011). Dentro deste contexto, os metabdlitos
secundarios envolvidos nas interacdes alelopaticas foram designados de
aleloquimicos (Reigosa et al., 2013; Whittaker & Feeny 1971).

A alelopatia é um fenémeno totalmente natural e tem sido reconhecida
como um importante mecanismo ecologico que influéncia a dominancia
vegetal, a sucessdo, a formacédo de comunidades vegetais e de vegetacéo
climax (Carvalho, 1993; Ferreira, 2004).

Estudos alelopaticos também podem ser confundidos com estudos de
fitotoxicidade. No entanto, existem diferencas entre as metodologias aplicadas
na extracdo dos metabolitos que distinguem um do outro. Um estudo de
alelopatia é realizado apenas com aleloguimicos extraidas a partir do tecido
das plantas alvo, utilizando métodos naturais que possa simular o que ocorre
naturalmente na natureza, tais como lixiviagao, volatilizacdo, a exsudacgéo e a
decomposicdo do tecido vegetal; ou obtidas sob condi¢cdes de laboratério,
simulando um processo hatural, tais como a extracao aquosa a partir de tecido
de planta. Em contraste, os estudos de fitotoxicidade extraem os aleloquimicos
por meio de qualquer processo quimico que ndo é natural, como por exemplo
utilizando solventes organicos, tais como o hexano, diclorometano e metanol
(Blum,2011; Reigosa, et al. 2013).

As interagBes quimicas entre as plantas quase nunca séo limitadas a
um composto, mas sim uma mistura de varios compostos (Gonzalez &
Reigosa, 2001). O nivel de toxidade das substancias e de interacdo entre os
organismos também dependem do estadio de crescimento da espécie doadora
e da espécie receptora. (Gonzéalez & Reigosa 2001; Rice 1974).

Ao longo dos anos, tem-se comprovado que as plantas produzem
substancias quimicas com propriedades alelopaticas que possuem
especificidade, afetando ou ndo determinadas espécies de plantas. (Rezende

et al., 2003). Essas substancias quimicas sao distribuidas em concentracdes
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variadas das diferentes partes das plantas e durante o seu ciclo de vida
(periodicidade), e quando liberadas ao meio em quantidades suficientes podem
causar efeitos alelopaticos sobre as plantas vizinhas.

Os quatro mecanismos que tém sido propostos para a liberacdo dos
aleloguimicos no ambiente sdo quatro: volatilizacao, lixiviagdo, decomposicao e
exsudacdo. Dessa forma os aleloquimicos podem ser absorvidos por outras
plantas, afetando seu padrdo de crescimento e desenvolvimento (Ferreira,
2004; Oliveiros-Bastidas et al. 2009) (Figura 2).

Figura 2. Modo de liberacdo dos metabdlitos secundarios pelas plantas.

As condi¢cdes ambientais em que as plantas sdo encontrados como:
temperatura, umidade e intensidade de luz, adicionado aos efeitos da biota e
composicdo fisico-quimicas do solo, podem assim afetar ndo apenas a
producdo dos metabdlitos, mas também a estrutura quimica e grau de atividade
de substancias liberadas para o meio (Almeida, 1991; Hadacek 2002; Macias
et al., 2007; Reigosa et al., 2013).

Para designar a interferéncia no crescimento devido a produtos
qguimicos, o termo alelopatia ndo deve ser utilizado até que haja dados
disponiveis sobre a liberacdo natural dos compostos a partir da planta doadora,
a concentracdo e persisténcia destes compostos no meio ambiente, e 0
envolvimento direto dos mesmos com a inibicdo/estimulo da planta-alvo
(Inderjit et al., 2001). Resumidamente o estudo alelopatico precisa englobar o
mecanismo de liberacdo do aleloquimico e sua estabilidade no ambiente, o que

ird definir os niveis e a forma com que o organismo receptor o absorvera, além
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dos inumeros modos de ac&do encontrados que podem depender de cada
receptor (Blum, 2011; Oliveros-Bastida, 2008).

1.3. Exsudacao radicular
A raiz é geralmente referida como “a metade oculta” de uma planta,

apresentando padrdes arquitetdnicos e de crescimento muito complexos, 0s
quais sao definidos principalmente pelo tipo de planta, estrutura do solo e as
interacdes entre eles (Badri & Vivanco, 2009; Comas et al, 2013; Oliveiros-
Bastidas et al., 2009).

Além da sustentacdo e absorcdo de nutrientes e 4gua, as raizes
possuem outras fun¢des de importancia vital para a sobrevivéncia e adaptacdo
, COMO a sintese, armazenamento e liberacdo de compostos que interferem nos
padrbes populacionais intra e inter espécies (Badri & Vivanco, 2009; Oliveiros-
Bastidas et al., 2009). A capacidade para liberar uma grande variedade de
compostos para a rizosfera € uma das caracteristicas metabdlicas mais
notaveis das raizes das plantas, com cerca de 5-21% de carbono total
fotossinteticamente fixado a ser transferido para a rizosfera através da
exsudacao radicular (Derrien et al, 2004, Marschner, 1995; Nguyen, 2003;
Whipps, 1990.).

Os exsudados consistem principalmente de compostos a base de
carbono, mas podem conter também ions livres e acidos inorganicos de
oxigénio e de agua. (Bais et al. 2006; Uren, 2000). Essas substancias
organicas podem muitas vezes ser separados em duas classes: compostos de
baixo peso molecular, que incluem aminodcidos, acucares, acidos organicos,
compostos fendlicos e um conjunto de metabdlitos secundarios, e compostos
de alto peso molecular, tais como proteinas e mucilagem (Badri & Vivanco,
2009; Bais et al. 2006).

A interface raiz-solo é um ambiente com alto potencial de
desenvolvimento de microorganismos, que podem ser patogénicos e/ou
benéficos (Rouatt & Katznelson, 1960). Assim, as raizes das plantas estado
constantemente expostas a uma vasta microbiota que interagem e se
defendem de acordo com o tipo de estresse biotico (Bais et al., 2004 ;2006), e

essas interacdes podem afetar a exsudacao radicular.
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No entanto, a quantidade e composicdo de exsudados de raizes €
influenciado por muitos fatores como estresse bitticos e abiodticos (Badri &
Vivanco, 2009; Jones et al., 2004), incluindo a estrutura do solo (Berg &
Smalla, 2009), a presenca de microorganismos (Groleau-Renaud et al., 2000),
as espécies de plantas, bem como a sua fase de desenvolvimento (Gransee &
Wittenmayer, 2000) e o estado nutricional (Hinsinger, 2001; Lesuffleur et al.,
2007; Marschner, 1998).

Algumas das interacdes mais complexas vividas por plantas terrestres,
sejam elas quimicas, fisicas ou biolégicas sdo aquelas que ocorrem entre as
raizes e a regido de solo circundante (rizosfera). No entanto, segundo Bais e
colaboradores (2006), as raizes por serem subterraneas muitos dos fenémenos
envolvidos em tais interacfes tém permanecido praticamente despercebidas.

A sinalizacdo quimica entre as raizes das plantas e outros organismos
do solo, incluindo raizes de plantas vizinhas, é baseada em produtos quimicos
derivados das raizes. Os mesmos sinais quimicos podem desencadear
respostas diferentes a partir de diferentes destinatarios. Os componentes
quimicos liberados podem dissuadir um organismo e a0 mesmo tempo atrair
outro, ou até dois organismos muito diferentes podem ser atraidos com
diferentes consequencias para a planta (Bais et al., 2006).

Diferentes substancias encontradas em exsudados radiculares podem
afetar a producdo de metabdlitos (Einhelling, 1995; Weir et al. 2004), a
respiracdo (Pefiuelas, et al., 1996), fotossintese (Chen et al., 2002), transporte
de membrana (Li, et al.,2010), e inibicdo/estimulo do crescimento da raiz e
parte aérea em plantas suscetiveis (Cruz-Ortega, et al., 1998; Cruz-Ortega, et
al., 2007). Por exemplo, um potente aleloquimico conhecido como Juglone
produzido pelas raizes das plantas de nogueira preta (Juglans nigra L.), atua
como um doador e o receptor de elétrons na fotossintese e respiracao,
afetando esses processos em plantas que sao suscetiveis a substancia
liberada pela espécie (Jose & Gillespie, 1998).

A relevancia ecoldgica dos exsudados fitotéxicos também depende da
susceptibilidade das plantas com os quais as plantas alelopaticos coexistem.
Além disso, os metabolitos secundarios podem inibir a atividade microbiana do

solo e a macrofauna, reduzindo assim as taxas de decomposicdo e
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consequentemente reduzindo ainda mais a disponibilidade de nutrientes no
solo (Bais et al., 2006, Wardle & Lavelle, 1997).

Plantas perenes que apresentam potencial alelopético, tém maiores
chances de manter os niveis fitotoxicos dos aleloquimicos apesar da
degradacdo microbiana, pois elas mantém a reposicdo continua e periodica
dos compostos aleloquimicos no solo, ou produzem compostos resistentes a
degradacdo microbiana (Inderjit, 2005). Estes efeitos sobre a fisiologia da
planta, crescimento e sobrevivéncia, por sua vez influéncia a composicéo e a
dindmica da comunidade do solo (Bais et al.; 2006; Ferreira & Aquila, 2000).

Estudos realizados com Centaurea maculosa Lam, uma espécie
conhecida pelo seu potencial de invasdo no oeste dos Estados Unidos,
particularmente em pradarias e pastagens, um flavonoide chamado catequina
foi identificado nos seus exsudados radiculares. Este composto apresenta forte
efeito inibitério sobre varias espécies de plantas e é considerado como um dos
principais fatores para a sua invasao bem sucedida em uma diversidade de
ambientes (Bais et al, 2003;. Weir et al., 2003). Outro aleloquimico secretado
pelas raizes da planta daninha Phragmites australis (Cav.) Trin. ex Steud., foi
identificado como &cido galico, que é considerado um potente composto para a
sua invasao bem-sucedida no pantano e comunidades de zonas Umidas,
deslocando as espécies nativas (Rudrappa et al. 2007).

Os exsudados de raizes tém o potencial de influenciar trés mecanismos
de interferéncia que podem levar a interacdes negativas entre as plantas:
interferéncia quimica, parasitismo e competicdo de recursos (Bais et al., 2006).
Para um numero de espécies de plantas, exsudados radiculares desempenham
um papel direto como fitotoxinas na mediacéo interferéncia quimica (ou seja, a
alelopatia). Além disso, exsudados radiculares sdo fundamentais para o
desenvolvimento de associagdes entre algumas plantas parasitas e seus
hospedeiros. E 0 que ocorre com as sementes das plantas parasitas Striga sp.
e Orobanche sp, que s&o capazes de reconhecer produtos como
strigolactonas, as quinonas e sorgoleone que sao exsudados pelas raizes das
plantas hospedeiras, e consequentemente a germinacdo ocorre quando 0s
receptores das sementes detectam a presenca destes produtos. A radicula
entra em contato com a raiz do hospedeiro e penetra no tecido da raiz (Galindo

et al., 2003; Macias et al., 2006). As plantas podem interagir de forma negativa
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gquando os exsudados liberados pelas raizes podem criar associacdes com
plantas parasitas, microbios patogénicos e herbivoros invertebrados (Bais et
al., 2006; Zahar Haichar et al., 2014). Finalmente, exsudatos radiculares podem
desempenhar papéis importantes na competicao indireta por recurso, alterando
a quimica do solo, processos do solo, e as populacfes microbianas.

Interacbes positivas entre as plantas também sdo, por vezes
controladas pelos exsudados radiculares. Essas interagdes positivas incluem
associacbes simbidticas com microbios benéficos, como o0s rizobios,
micorrizas e rizobactérias promotoras do crescimento (PGPR - plant growth
promoting rhizobacteria) (Zahar Haichar et al., 2014). Em particular, alguns
exsudados radiculares induzem respostas de defesa em plantas vizinhas. Em
alguns casos, as defesas de plantas induzidas por exsudados radiculares
simplesmente reduzem a susceptibilidade a infeccéo por patdogeno (De-la-Pena
et al., 2008; Zahar Haichar et al., 2014), enquanto que em outros casos, essas
defesas iniciam a producédo e liberacdo de substancias volateis que atraem o0s
predadores de inimigos das plantas (Rasmann, et al. 2012). Além disso, 0s
efeitos de exsudados radiculares em processos do solo e populacdes
microbianas pode levar a alguns efeitos positivos sobre as plantas vizinhas
incluindo associa¢gfes simbidticas com microrganismos benéficos, tais como
micorrizas e rizobactérias promotoras do crescimento das plantas (Bais et al,
2006; Philippot et al, 2013; Zahar Haichar et al., 2014).

A liberacdo de exsudado de raizes é uma das estratégias utilizadas por
plantas invasoras para 0 seu sucesso adaptativo. As plantas invasoras néo
costumam ser invasivas em sua area nativa onde sdo mantidos supostamente
sobre controle pela presenca de insetos e patdégenos, entre outros fatores
especializados. Todavia, essas plantas se tornam altamente invasivas no
ambiente introduzido (novos) onde esses insetos ou patdogenos ndo estao
presentes. Poderia ser possivel inferir que a espécie nativa no entorno de
plantas e a interacdo global das plantas com a sua comunidade de plantas
nativas pode manté-lo sob controle, através da modulacdo de certos
parametros fisioldgicos ou bioquimicos como favorecendo a defesa, em
comparacgao com o crescimento. Quando uma planta com potencial de invaséo
chega a um novo local onde essas interagdes evolutivas com os vizinhos de

plantas ndo estdo presentes, a sua bioquimica e fisiologia poderiam ser
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alteradas para favorecer o crescimento (Badri & Vivanco 2009). Mais
especificamente, a hipotese descrita por Callaway e Ridenour (2004), “Novel
weapons hypothesis” sugere que o sucesso de algumas espécies invasoras em
ambientes novos, devem seu sucesso a producao de produtos bioquimicos que
nao sao produzidas pelas plantas nativas no local de invasdo. Esses produtos,
portanto, podem ter o potencial para exercer efeitos mais fortes sobre espécies
nativas que ndo tem tolerancia co-evolucionaria do que 0s concorrentes co-
evoluidos da &rea de distribuicdo natural (Thorpe et al., 2009).

Estudos realizados por Callaway & Aschehoug (2000), encontraram que
Centaurea diffusa Lam, uma erva daninha da Europa, tem efeitos negativos
mais pronunciados sobre espécies de gramineas da América do Norte, inibindo
seu crescimento em até 70%, do que intimamente relacionados as espécies de
gramineas das comunidades em que Centaurea é nativa. A vantagem de
Centaurea sobre espécies norte-americanas parece ser devido a diferencas
nos efeitos de seus exsudados radiculares e como esses afetam a
concorréncia por recursos. Os efeitos menos agressivos de exsudados de
espécies invasoras em seus antigos vizinhos e os efeitos mais agressivos dos
mesmos exsudados nos vizinhos novos, sugerem que as plantas podem
adaptar-se a possuir uma tolerancia a bioquimica das espécies que coexistem
(Callaway & Ridenour, 2004). Estes resultados podem ajudar a explicar por que
algumas espécies exodticas conseguem invadir com sucesso outras
comunidades nativas.

As plantas sdo continuamente expostas a uma variedade de inimigos
naturais, incluindo fungos patogénicos, bactérias, virus, nematddeos e
artrépodes que se alimentam de suas raizes. Como resposta a acao de tais
organismos, e para conferir resisténcia para o tecido radicular, as plantas
liberam exsudados biologicamente ativos na rizosfera. Esses exsudados
radiculares s&o conhecidos por terem diversas fungbes nas interacdes
ecolégicas com plantas vizinhas e as comunidades microbianas do solo,
atuando como moléculas ndo s6 de sinalizacéo, atrativos e estimuladores, mas
também como inibidores ou repelentes (Baetz & Martinoia, 2014).

Foram realizados trabalhos mostrando a importancia dos exsudados
radiculares em solos com niveis toxicos de aluminio, onde as plantas exsudam

para 0 meio compostos organicos e compostos fendlicos, que formam
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complexos com o aluminio diminuindo assim a sua fitotoxicidade (Barcelo &
Poschenrieder, 2002; Kidd et al, 2001). Em outro estudo realizado por Liu, et
al.(2015), os exsudados radiculares de Festuca arundinacea L. apresentaram
capacidade de facilitar a fitorremediacéo de solos contaminados com petroéleo.

JA& estudos na interacdo planta-planta entre  Heracleum
mantegazzianum Sommier & Levier, considerada planta invasora da Republica
Tcheca e Plantago lanceolata L., espécie nativa do local, mostrou que o
exsudado radicular da espécie invasora apresentou efeito inibitorio no
crescimento radicular de P. lanceolata, onde possivelmente o sucesso invasivo
da espécie pode ser relacionado aos metabdlitos liberados pela exsudacao
radicular da espécie.

O sistema de defesa das plantas mediada pela exsudacédo radicular e
sua regulacdo sdo essenciais para a sobrevivéncia da planta e nos processos
biolégicos, cada vez mais representa uma importante area de interesse em
estudos da biologia das raizes. O crescente numero de estudos referente a
diversidade metabolica de exsudados e tecidos radiculares estd sendo
gradualmente elucidada e caracterizada por diversos compostos novos com
capacidade antimicrobiana e grupos responsaveis pela defesa direta das
plantas (Baetz & Martinoia, 2014).

1.4. Espécie de estudo e local
Durante estudos realizados na llha da Trindade, Alves e colaboradores

(2011) observaram a presenca de halos de solo nu ao redor da espécie
introduzida Syzygium cumini (L.) Skeels que se acreditava ser exética na llha,
a qual impede o estabelecimento da espécie Cyperus atlanticus Hemsl, espécie
endémica da ilha, descrita pela primeira vez por Hemsley em 1884, (Alves,
1998). Os autores relacionaram tal efeito a alelopatia. Em junho de 2012
pesquisadores da Universidade de Brasilia observaram grande nuamero de
halos em diversos locais da llha, possiveis de se avistar a quildmetros de
distancia, mas ao contrario do descrito em situacdes anteriores, os halos de
plantas mortas e solo nu ndo se formam exclusivamente ao redor de plantas
introduzidas, mas também circundam agrupamentos de Guilandina bonduc L.

O aparente efeito alelopéatico de G. bonduc na vegetagéo parece ser seletivo,
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ndo afetando outras espécies ocorrentes na ilha como Leucaena sp. e Dioclea
sp., mas esta sendo fatal para C. atlanticus (Carvalho et al., 2013).

Durante novas expedicdes realizadas, foi possivel constatar que as
raizes de G. bonduc chegavam até a populacdo de C. atlanticus (Figura 3),
levando-se entédo a pensar que esta espécie pode estar liberando fitotoxinas no
meio, que esta impedindo o estabelecimento de C. atlanticus. Esta interferéncia
pode levar a uma reducao significativa da espécie endémica na ilha, podendo
levar a espécie a extincdo a médio e longo prazo. Portanto, faz-se necessario o
estudo das substancias liberadas pelas raizes e a identificacdo das fitotoxinas
que podem estar atuando na interacdo entre as espécies, pois 0S mesmos

podem estar ligados aos efeitos que estdo ocorrendo na llha.

Figura 3. Raizes de Guilandina bonduc se estendendo até as populacdes de Cyperus
atlanticus Hemsl.

Guilandina bonduc L., uma planta pertencente a familia Fabaceae,
(Caesalpinoideae) que tem por sinonimia Caesalpinia bonduc e Caesalpinia
bonducella (Gunn & Dennis, 1999; Perry IV & Dennis, 2003). Essa espécie
possui distribuicdo pantropical e € comum nas ilhas do atlantico sul e litoral do
Brasil (Alves, 1998; Carvalho et al., 2013; Lewis et al., 2005Além disso também
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pode ser encontrada nas regides tropicais e subtropicais da Asia e Caribe
(Chakrabambrti et al, 2003;. Kinoshita, 2000).

G. bonduc é um arbusto espinhoso, que adquire aproximadamente 1,5 m
de altura e 6 m ou mais de extensdo. As plantas de G. bonduc possuem
caules, galhos e folhas cobertos de espinhos e formam raizes laterais extensas
(Francis, 2000). As suas sementes sao capazes de flutuar por 30 anos ou mais,
podendo ser carregadas pelas correntes maritimas. Essas também possuem
habilidade de germinacdo apds exposto por um longo periodo de tempo em
agua do mar, o que ajuda a explicar a sua ampla distribuicdo em ilhas e nas
constas continentais, como nas regides tropicais e sub-tropicais da Africa, Asia
e Caribe (Gunn & Dennis, 1999; Gupta et al., 2003; Perry IV & Dennis, 2003).

G. bonduc tem sido objeto de vérias investigacdes quimicas, devido o
amplo uso na medicina popular, utilizando-se diferentes partes da planta como
sementes e raizes, nos seguintes tratamentos: asma, febre, tosse, dor de
cabeca e dor de estbmago cronica (Yadav et al.,, 2009) e também uma
variedade de atividades farmacoldgicas, tais como: atividade antimicrobiana e
antifingica (SIMIN et al. 2001), atividade adaptogénica (capacidade de
aumentar a resisténcia do organismo a pressoes fisicas, quimicas e biolégicas)
(Kannur et al., 2006), contracdo dos musculos lisos (Datte et al., 1998) e
musculos esqueléticos (Datte et al., 2004) e atividade antifilarial (Gaur et al.,
2008).

Estudos fitoquimicos realizados com partes da planta de G. bonduc
revelaram a presenca de flavonoides, terpenoides, glicosideos, saponinas,
taninos e alcaloides. Dentro desses grupos foram isolados diversos compostos

descritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Substancias isoladas de diferentes partes da planta de Guilandina bonduc L.

e a classe a qual pertence.

Parte da Substancia Estrutura molecular Acéao/ Fonte
planta Classe
Antifungica e Simin et
antimicrobiana/  al.,
Bondenolide Diterpeno 2001
Neocaesalpina B 0 N&o descrito/ Kinoshit
(R=H) Diterpeno a, 2000
CHC0Q
Neocaesalpina C cHiCo0,, ~ !
(R=0OH) .
Neocaesalpina D
(R=nada)
N&o descrito/ Pascoe
Furanoditerpeno et  al,,
Caesalpina F 1986
Semente
Hiperlipidémica, Sunita
desordens et al,
ginecologicas/ 2010

B-Sitosterol

Fitosterol
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a-Caesalpina 0 Né&o descrito/ Balmain

[N
(R=Ac) o A Diterpenos et al,
1 £ L 1970.

B-Caesalpina [ T H
= ™~ P .
(R H) / e OR

Caesaldekarina A 0—\ N&ao descrito/ Lyder et
(R= CH; R%*- “/an 15 Diterpenos al.,
OAc R%=H) 20 B 1998

Caesaldekarina H
(R= CH,OAc
R?= R°zH)

Demethylcaesald
ekarina C

(R= COOH R?*=
R3=H)

Raiz Caesaldekarina |
(R= CH,OH
R*=H R’= B-OH)

N&o descrito/ Peter et
Furanoditerpeno al.,
1997

Caesalpinina

31



Alves (1998) relatou que G. bonduc tem sido encontrada em Trindade
desde 1916, em expedicdes realizadas pelo Professor e Pesquisador Bruno
Lobo do Museu Nacional do Rio de Janeiro.

A histéria humana na ilha comecou juntamente com o inicio das
grandes navegacdes e seu descobrimento € creditado, por alguns
historiadores, ao navegador espanhol Jodo da Nova, que teria descoberto
Trindade em 1501. Contudo, outros historiadores afirmam que o portugués
Estévdo da Gama, durante uma viagem as indias, teria descoberto Trindade
em 1502. Nessa ocasido, a ilha foi batizada, com o nome que conserva até
hoje, em homenagem a Santissima Trindade, em funcdo das trés elevagbes
gue se avistam de longe (Figura 4) (Gusméao, 2005).

Figura 4. Perfil da llha da Trindade (Fonte: Bruno Rabelo)

A llha da Trindade é uma ilha oceéanica Brasileira, que fica a 1.200
quildmetros de Vitoria, capital do Estado do Espirito Santo, sendo administrada
pela Marinha do Brasil (Silva & Alves, 2011). H& estimativas de que a llha
tenha emergido ha cerca de trés milhdes de anos, em decorréncia do
vulcanismo bésico e misto a qual deu origem a cadeia submarina Vitoria-
Trindade (Alves, 1998; Duarte & Horta, 2012). A Ultima atividade vulcanica
ocorreu a aproximadamente cinco mil anos, resultando em um relevo
extremamente acidentado, com encostas ingremes e vales profundos,
distribuidos por uma extensdo de aproximadamente 10 Km? (Duarte & Horta,
2012). As profundidades oceanicas ao redor da ilha atingem 5800 m, e a parte
emersa da ilha atinge 620 m (Alves, 1998).

O clima de Trindade é oceanico tropical, sendo amenizado pelos

ventos alisios do Leste e do Sudeste. A ilha possui uma temperatura média
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anual de 25°C, sendo fevereiro o0 més mais quente do ano, atingindo médias de
27°C e o de setembro o mais frio, sendo que a temperatura minima chega a
21°C. Quase todos os dias ocorrem chuvas rapidas, principalmente no veréo,
gue recebem o nome de Pirajas. Entre os meses de abril e outubro, a llha sofre
influéncia periodica de frentes frias, com intervalo médio de uma semana, que
provocam alteragcdes nas condi¢bes do mar (Gusmao, 2005).

A alta frequéncia de chuvas se deve a altitude dos picos da llha da
Trindade. A altitude maxima da ilha estd em torno de 600 metros acima do
nivel do mar, e dessa forma cria-se uma forte barreira para as nuvens
carregadas, que precipitam apdés atingirem o paredao do pico da ilha. Essas
chuvas mantém trés grandes fontes de &gua potavel: uma na Enseada da
Cachoeira, a mais abundante, outra na Praia do Principe e a terceira na
Enseada dos Portugueses, que € utilizada pela populacdo da ilha (Gusmao,
2005).

Em 1700, durante uma viagem pelo Atlantico Sul, Edmund Halley levou
cabras, porcos e aves para a ilha esperando que estes servissem como
recursos de sobrevivéncia para possiveis naufragos e ocupantes da ilha.
Burros, gatos e ovelhas também foram introduzidos durante ocupacfes
posteriores pelos britanicos (Silva & Alves, 2011). Esses animais foram
responsaveis por significativa degradacdo do ambiente nativo, principalmente
as cabras, obrigando a posterior retirada dos mesmos e foi finalizada em 2005.
Apés a retirada das cabras, resultados positivos passaram a ser observados
pelos cientistas, com destaque para a recuperacdo da vegetacao local e os
fluxos de agua doce tem retomado os seus volumes iniciais (Martins & Alves,
2007; Alves et al., 2011; Duarte & Horta, 2012).

Dentre as espécies que tiveram sua populacdo reestabelecida apés a
retirada das cabras, podemos citar a espécie Guilandina bonduc L. As plantas
de G. bonduc possivelmente vinham servindo de alimento para as cabras, que
assim controlavam as populacdes, impedindo sua expansdo. Apés a
eliminacdo desses animais as populacdes de G. bonduc parecem estar se
proliferando e agindo de forma negativa no estabelecimento de Cyperus
atlanticus Hemsl, espécie endémica da ilha, descrita pela primeira vez por
Hemsley em 1884, (Alves, 1998).
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1.5. Métodos gerais para obtencado de agentes fitotoxicos de plantas
As buscas de uma avaliacdo mais realista do potencial alelopatico das

plantas tém dado origem a varios estudos com exsudado radiculares, as
substancias presentes nos mesmos, e sua associagdo com os efeitos
bioldgicos. Metabolitos secundarios produzidos por exsudados de raizes ja
foram identificados de diferentes espécies de plantas com propriedades
alelopaticas, como sorgoleone (Uddin et al., 2014), momilactona B (Kong et al.,
2004; Kato-Noguchi et al. 2002), acido caféico (Mandal, 2001), acido malico e
fumarico (Kamilova et al., 2006). Muitos estudos tém demonstrado que as
acOes fitotoxicas correlacionam-se com o0s niveis de algumas dessas
substancias presentes nos exsudados. Essas evidéncias mostram que o0s
exsudados podem ser responsaveis por esses efeitos alelopaticos no campo, o
que corrobora com a hipétese de que a fitotoxina liberada para o ambiente é
absorvida por uma espécie receptora sendo esses 0s requisitos basicos na
demonstracao da existéncia do fendmeno da alelopatia.

Sabendo da necessidade de se conhecer o potencial dos exsudatos
radiculares e os aleloquimicos presentes, esses, tem sido alvo de estudo nos
altimos anos. Metodologias para os estudos do potencial dos exsudados tém
sido desenvolvidos para avaliar a atividade fitotoxica de espécies doadoras e
receptoras, e que permite a analise do conteudo de alguns compostos
presentes nele.

Existem variacBes nas metodologias utilizadas para analisar exsudatos.
Em geral, meios de hidroponia sdo utilizados para manter as plantas e seus
exsudados, onde podem ser analisados diretamente na solugdo de cultura
(Mandal, 2001; Stermitz et al., 2003; Kong et al., 2004, Ponce, et al. 2004,
Zhang, et al., 2014). Em alguns casos utilizam um suporte sélido (Seal at al.,
2004); como esferas de vidro (Sandnes et al., 2005), vermiculita (Park et al.,
2004), areia (Thelen et al., 2005) ou agar (Parvez, et al. 2003) para manter as

culturas das plantas estudadas.

Melhorar o foco do trabalho
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2. Objetivos
Os objetivos deste trabalho s@o analisar a atividade fitotdxica das

substancias presentes nos tecidos e no exsudado da raiz de G. bonduc, bem

como identificar metabdlitos secundarios envolvidos nessa interacao.

2.1. Objetivos Especificos
e Extrair metabolitos presentes nos tecidos radiculares e no

exsudado das raizes de Guilandina bonduc;

e Identificar extratos ativas atraves de bioensaios utilizando
espécies alvo padréo;

e |dentificar a natureza quimica das moléculas presentes nos
extratos;

e Analisar o efeito dos extratos das raizes de Guilandina bonduc em
solo da ilha de Trindade e do solo com auséncia e presenca de
microbiota sobre espécies alvo padrao;

e Analisar o efeito do solo sobre espécies alvo padrdao coletado
abaixo das populacdes de Cyperus atlanticus, Guilandina bonduc
e na formacgao do halo desprovido de vegetacéo;

e Estimar a producdo de exsudado de raizes em condicbes de

campo.

3. Metodologia
O estudo foi desenvolvido no laboratério de Alelopatia Alfredo Gui

Ferreira e no laboratorio de Termobiologia L.G. Labouriau, ambos pertencentes
ao Instituto de Biologia, localizados no Campus Darcy Ribeiro, Universidade de
Brasilia.

Raizes de trés populacdes de Guilandina bonduc foram coletadas na
llha da Trindade durante expedi¢des realizadas em outubro de 2013 e abril de
2014. As matrizes foram georreferenciadas, possuindo coordenadas
20°31°05,7”S/29°18°07,5"W, 20°51,6’31,57S/29°30,9'29,9"W;
20°31°13,2"S/29°186,7"W. As raizes foram secas a 50 + 2°C por 48 horas e
trituradas em moinho de rotor tipo ciclone (TECNAL TE-625) para o posterior

preparo dos extratos.
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3.1. Obtencao do exsudado daraiz
Para obter o exsudado de raiz, sementes de G. bonduc foram coletadas

na llha da Trindade durante expedicdo realizada em outubro de 2013. As
sementes foram escarificadas e colocadas para germinar previamente em
camara de germinacéo tipo B.O.D. a 25 °C e fotoperiodo de 12 horas. Apos
emissdao da radicula as sementes foram acondicionadas nas tampas
perfuradas dos potes, que por sua vez serviram cOmo sSuporte para as
plantulas. Em cada pote plastico foi adicionado 750 ml de agua destilada com
um sistema para oxigenacdo constante. Foi colocada uma semente para cada
pote plastico, totalizando 10 potes, conforme Figura 5. As plantas foram
mantidas em sala de crescimento com fotoperiodo de 12 horas e temperatura
média de 25°C. Apds 42 dias, a solucdo contendo os exsudados radiculares de
todos os potes foram congelados e liofilizados (Liofilizador de bancada Terroni
Enterprize) para obtencdo dos produtos liberados pelas raizes. Foi realizada a
medida da parte aérea e parte radicular das plantulas e apds secas em estufa a
60°C por 48 horas e entdo pesadas para obtencdo da biomassa seca das

plantulas de G. bonduc.

Bomba
de ar

Figura 5. Sistema de hidroponia com sistema de oxigenag@o constante para coleta
dos exsudados radiculares de Guilandina bonduc.

3.2. Estimativa da concentracao dos exsudados liberados em campo
A estimativa da liberacdo de exsudado de raiz de G. bonduc em

condigbes de campo foram feitas a partir da comparagcdo da quantidade de
exsudado da raiz em condi¢cdes de laboratério (conforme item 3.1 acima) e a
biomassa radicular produzida no campo. Para calcular a biomassa total das

plantas de G. bonduc, cinco halos foram escolhidos aleatoriamente em
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diferentes pontos da Illha de Trindade. Em cada halo foram demarcados dois
quadrantes de 1m? cada (Figura 6). Toda a parte aérea foi retirada para
determinar a biomassa da mesma, e para determinar a biomassa radicular o
solo foi escavado em uma profundidade de 15 cm, ndo sendo necessario ser

mais profundo pois a maior parte das raizes estéo localizadas nessa regiao.

Figura 6. Area de 1m? demarcada para obtencdo da biomassa da parte aérea e
radicular de Guilandina bonduc em populagdo de ocorréncia natural na llha de
Trindade.

Em campo, com auxilio de balanca digital portatil, a massa fresca das
raizes, dos ramos e folhas foi mensurada. Posteriormente esse material foi
levado para o laboratério de Termobiologia, onde foram colocadas em estufa
por 48h/50°C, e posteriormente mensurada a massa seca e o teor de agua dos
tecidos foi verificado. Solo também foi coletado para determinar a capacidade
de campo.

Apés obter a biomassa das plantas em condicbes de campo e um
paralelo obtido com os resultados de laboratorio, pode-se estimar a
concentracdo possivel de exsudados liberados no solo em campo para cada
um dos halos analisados. Para esse calculo, fez-se a relagdo entre a biomassa
média de raizes produzidas em condicdes de laboratério e a sua producéo de
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exsudados conforme. A capacidade de campo do solo da llha também foi
analisado e estd em torno de 50%, ou seja, com o volume de 0,15 m?
(1x1x0,15m) de solo, era retido 0,075 m® de &gua. Sendo assim, para cada
biomassa de raiz presente no campo, foi possivel fazer uma estimativa da
concentracdo de exsudados que podera ser liberado no solo pelas raizes.Para
realizar o célculo da estimativa da concentracdo dos exsudados liberados em

campo foi utilizado a seguinte formula:

BPRC x MEL

BCE = (Zimamr) /VA

Onde:

ECE - Estimativa da concentracdo dos exsudados produzidos

BPRC — Biomassa da parte radicular em campo

MEL — Média Exsudados produzidos em laboratério

MBPRL — Média da biomassa da parte radicular cultivado em laboratoério

VA —Volume de agua da solo

3.3. Preparo dos extratos
3.3.1. Extrato agquoso

As raizes foram secas e trituradas e submetidas a extracdo aquosa.
Para a extracdo foram usadas 100 g de raiz para 1000 mL de agua destilada
(10% pl/v). A extracdo foi realizada com o auxilio de aparelho ultra-sénico
SoniClean durante 25 minutos (Wang et al., 2011). Os extratos foram filtrados
a vacuo em funil de Buchner com papel filtro. O procedimento de extracéo foi
repetido por 3 vezes com o mesmo material, e realizadas 3 repeticbes. Apos
obtencdo dos extratos filtrados, os mesmos foram congelados e entdo

liofilizados (Liofilizador de bancada Terroni Enterprize).
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3.3.2. Extrato metanalico
Para a extracdo foram utilizados 50 g de raiz triturada e 500 mL de

Metanol (J.T. Baker). A extracdo seguiu a mesma metodologia para a extracao
aguosa. O extrato obtido foi filtrado a vacuo em funil de Biichner, usando papel

de filtro e em seguida foi seco em evaporador rotativo (Marconi — MA-120)

3.4. Bioensaios
3.4.1. Exsudado de raiz

O exsudado de 5 plantas de G. Bonduc obtidas através do experimento
descrito no item 3.1, foram selecionados aleatoriamente, do meio hidropénico
de crescimento, onde foi coletada e realizado o bioensaio. Utilizaram-se placas
de Petri com 55 cm de diametro, forradas com papel filtro onde foram
aplicadas 1,5 mL de cada solucdo. As solucfes foram utilizadas em bioensaios
de crescimento inicial. Foram utilizadas 10 sementes por replicata (placa), e 4
replicatas por tratamento. Apds a colocacdo das sementes nas placas, as
mesmas foram fechadas com Parafim®. As espécies-alvo utilizadas foram o
alface (Lactuca sativa) (Marca Sakata, variedade crespra Lote: 83.245;
Germinabilidade 99,9%) e rabanete (Raphanus sativus) ( Marca Sakata,
variedade Crunchy Royale Lote: 94.319; Germinabilidade: 99,9%) obtida
comercialmente. As placas foram mantidas em camara de germinacdo a 25 °C

por 4 dias para rabanete e 5 dias para alface.

Passados os 4 e 5 dias de crescimento de rabanete e alface
respectivamente, as plantulas tiveram as partes aéreas e radiculares
mensuradas com auxilio do programa ImageJ® e com tais valores foi calculada

a porcentagem de inibicdo em relagdo ao controle positivo (agua destilada).

Para o célculo de porcentagem de inibicdo do crescimento inicial utilizou-

se a formula:

% inibicdo = (XT * 100/ XC) -100
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Onde XT é a média de crescimento das plantulas tratadas e XC a média

de crescimento das plantulas controle.

Para o célculo da concentracdo dos exsudados 3 aliquotas de 10 mL
foram retiradas de cada pote e entdo liofilizados. Sabendo-se que 1 ppm é
igual a 1pg/mL, foi possivel calcular qual a concentracdo do exsudado a partir

do po obtido a partir da liofilizacao.

3.4.2. Extrato aquoso da raiz
O material obtido da liofilizacdo do extrato aquoso foi ressuspenso em

agua destilada nas concentracfes de 2000, 1000, 500, 250 e 125 ppm. As
solugbes foram utilizadas em bioensaios de crescimento inicial conforme

metodologia descrita no item 3.4.1.

3.4.3. Extrato metandlico de raiz
Os extratos metandlicos foram ressuspensos em metanol nas

concentracfes 2000, 1000, 500, 250 e 125 ppm. Utilizaram-se placas de Petri
com 5,5 cm de diametro, forradas com papel filtro onde foram aplicadas 1,5mL
de cada solugdo. As placas foram colocadas em estufa a 35°C para
evaporacao total do solvente, entdo foi adicionada &agua destilada em
guantidade que se mantivesse a concentracdo estipulada. As solucées foram
utilizadas em bioensaios de crescimento inicial conforme metodologia descrita

no item 3.4.1.

3.4.4. Bioensaio com solo dailha

3.4.4.1 Coleta de Solo

Solo da llha de Trindade foi coletado em 3 pontos de diferentes halos
(Coordenadas: 20°31°05,7”S/29°18°07,5"W; 20°51,6°31,5"S/29°30,9'29,9"W;
20°31’13,2”S/29°186,7"W) e em 3 pontos por halo. Foi coletado solo de dentro
da populacdo de G. bonduc (solo 1), no solo descoberto, na formacao do halo
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(solo 2), e dentro da populacdo de C. atlanticus (solo 3) (Figura 7), obtendo-se
assim solos submetidos a trés condi¢des diferentes. As amostras de solo
foram coletadas na profundidade de 10 cm a partir da superficie e peneiradas
em malha de aco. Cada solo foi homogeneizado apés a coleta, e as amostras
foram armazenadas por, no maximo 30 dias a *4 °C para manutencdo da

microbiota e ent&o utilizado como substrato nos recipientes de crescimento.

Figura 7. Pontos de coleta dos solos da Ilha de Trindade utilizados no bioensaio.
Solo 1 - Populacgéo de Guilandina bonduc; Solo 2- Solo descoberto; Solo 3 —
Populacéo de Cyperus atlanticus.

3.4.4.2 Bioensaio influéncia do extrato aquoso e microbiota do solo
Para testar o efeito do extrato aquoso (item 3.3.1) da raiz de G. bonduc

no crescimento inicial de alface e rabanete foi utilizado o solo coletado na
populacao de C. atlanticus. Para o experimento com inativacéo da microbiota, o
solo foi autoclavado em trés ciclos de 120°C por 30 minutos (Trevors, 1996).
Foram utilizados entdo, solo autoclavado (sem a presenca de microbiota) e
solo ndo autoclavado (com a presenca da microbiota). Foram utilizadas 5
diferentes concentracdes do extrato aquoso de raiz: 2000, 1000, 500, 250 e
125 ppm e agua como controle.

Foram utilizadas bandejas de células com formato cénico com 6 cm de
altura sendo o diametro superior célula (boca) de 3,7 cm, diametro inferior
célula (fundo) de 1,1 cm , e um furo de 8mm por célula. Em cada célula com
capacidade de 40g de solo, foi adicionado um volume do extrato
correspondente a 75% da capacidade de campo (15 mL). Em cada recipiente,
foram adicionadas uma semente pré-germinada das espécies alvo (Lactuca
sativa e Raphanus sativus) (Figura 8).
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Figura 8. Bandejas de células para crescimento das plantulas em bioensaio com solo

3.4.4.3 Bioensaio tipos de solo
A fim de avaliar os efeitos de possiveis compostos quimicos presentes

em amostras de solos coletados o solo coletado de dentro da populagéo de G.
bonduc (solo 1), no solo descoberto, na formacédo do halo(solo 2), e dentro da
populacdo de C. atlanticus (solo 3) foi utilizado no bioensaio. Os solos foram
irrigados com agua (15mL), podendo assim testar a atividade do solo nas
espécies alvo.

Para os bioensaios descritos no item 3.4.4.2 e 3.4.4.3, foram realizadas
10 réplicas para cada tratamento, onde cada repeticdo era uma plantula em
cada célula da bandeja de crescimento (Figura 8). As bandejas com as
plantulas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura média
diaria de 25°C e fotoperiodo de 12 horas. As bandejas receberam irrigacéo
diariamente, mantendo-se sempre a umidade do solo a capacidade de campo.

ApoOs 5 dias para rabanete e 7 dias para alface as plantulas foram
retiradas das células das bandejas e lavadas para a retirada do solo, e entdo
medida a parte aérea e radicular das plantulas.
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3.5. Isolamento e purificagcdo das substancias
3.5.1. HPLC

Para comparacdo dos extratos aquoso, metandlico e exsudados
radiculares de G. bonduc foi utilizado o sistema de HPLC LaChrom Elite
(Hitachi, Tokyo, Japan), equipado com bomba L2130, amostrador automatico;
L2200, forno da coluna (L2300) a 25°C e detector DAD L2455 (Hitachi, Tokyo,
Japan). A separacao foi realizada utilizando coluna de fase reversa C18
(Purospher Star 5 pm, 150 mm X4,6 mm) em combinagdo com pré-coluna
(4X4;de particula tamanho 5um — Merck-Germany). Os eluentes utilizados
foram: Solucdo aquosa de acido fosférico (1%) (Solvente A) e acetonitrila
(solvente B). O gradiente utilizado foi de 90% do solvente A e 10% do solvente
B durante 0 min, 70% de A e a 30% de B durante 40 min, 50% de A e 50% de
B durante 50 min, 90% de A e 10% de B durante 55 min com um fluxo de
0,6mL por minuto. A aquisicdo de dados foi realizada através do software
EZChrom Elite (versdo 3.3.2 SP1 — Scientific Software Inc.). As substancias
presentes nas amostras foram comparados com a biblioteca existente de
padrdes comerciais (ChromaDex®), e entre as amostras de acordo com seus

espectros de UV-Vis e tempos de retencao.

3.5.2. Cromatografia liquida em coluna
Primeiramente foi realizado o fracionamento liquido-liquido do extrato

metandlico da raiz de G. bonduc. Foram utilizados 5 gramas de extrato seco, e
esse foi dissolvido em 200 mL de agua e colocado em um funil de separacédo
de 1000mL. Em seguida foram adicionados 200 mL de acetato de etila que foi
levemente agitado para evitar a formacdo de emulsdes durante o processo de
fracionamento. A mistura foi deixada em um suporte para separagéo das fases,
e entdo o solvente organico foi retirado e reservado. Essa operacéo foi repetida
por 5 vezes, onde o critério utilizado para o numero de repeticdes do processo
de fracionamento se deu até que solvente adicionado ao extrato saisse limpido.
Apds esse procedimento, o solvente foi removido da fracdo através da
evaporacao com o auxilio de um rotavapor.

Apés o fracionamento liquido-liquido, a fracdo obtida do extrato
metanalico foi subfracionado por cromatografia em coluna de silica gel (60 cm
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altura e 3 cm de diametro). Foram utilizados os eluentes hexano:acetato de
etila em ordem crescente de polaridade (0 a 100%). A quantidade de solvente
aplicado foi determinada pela capacidade de arraste em cada concentracao.
Foram coletadas subfragdes que posteriormente foram agrupadas com base na
cromatografia em camada delgada (CCD) de acordo com a semelhanca e
pureza dos componentes revelados. A cromatografia por camada delgada foi
realizada em placas (Alugram Sil G/ UV254) de tamanho 4x5 cm, com eluente
acetato de etila: hexano, reveladas com Oleum (acido sulfarico, agua e acido
acético, na proporcao 1:4:20) e queimadas a aproximadamente 150° C.

O composto isolado foi agrupado e seco em evaporador rotativo e entao
diluido em metanol nas concentracbes de 10, 30, 100, 300 e 1000uM para

testar a sua atividade em bioensaio conforme descrito no item 3.4.3.

3.5.3 Identificacdo do produto por Ressonancia Magnética Nuclear
A partir da separacdo através da cromatografia de coluna foi possivel

isolar uma substancia. Para a identificacdo deste produto, 20 mg da amostra foi
solubilizada em cloroféormio deuterado, e entdo foi submetida a analise de
Ressonancia Magnética Nucelar (RMN). Os espectros de Ressonancia
Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN de'H) e de carbono (RMN de *C)
foram adquiridos no aparelho Varian Mercury Plus 300 MHz, 7,05 T.
Deslocamentos quimicos () foram reportados em partes por milhdo (ppm),
tendo como referéncia interna o tetrametilsilano (0,00 ppm para o RMN *H) e o
cloroférmio deuterado (7,26 ppm para 0 RMN 1H e 77,0 ppm para o *3C).

O assinalamento dos hidrogénios e carbonos foi confirmado por
experimentos uni e bidimensionais (COSY, DEPT e HMQC).

3.6. Analise estatistica
Para a analise da inibicdo ou estimulo causado nas partes aéreas e

radiculares das espécies-alvo em relagdo ao controle, as analises estatisticas
foram baseadas em testes paramétricos. Os dados foram submetidos a analise
de normalidade e transformados quando necessario para atingir a normalidade.
Os dados foram submetidos a andlise da variancia (ANOVA) comparando-se

as médias usando o teste de Tukey a 5% de significancia. As analises foram
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realizadas utilizando o software SPSS® (Statistical Package for the Social
Sciences).

Os resultados séo apresentados como diferencas percentuais em
relacdo ao controle. Zero representa o controle, os valores positivos
representam o estimulo de crescimento e valores negativos representam

inibicdo do crescimento das espécies alvo.

4. Resultados e discusséo
4.1. Exsudados radiculares

Para andlise dos exsudados radiculares das plantas de G. bonduc
cultivadas em laboratorio, primeiramente uma aliquota foi utilizada para
determinar a concentracdo obtida através do meio hidroponico. De acordo com
Tabela 2 pode-se observar que a concentracdo de substancias exsudadas no

periodo de 42 dias variou de 9,5 a 70 ppm.

Tabela 2. Concentracéo dos exsudados radiculares de Guilandina bonduc liberados
no periodo de 42 dias em meio hidropbnico (750 mL), comprimento da parte aérea
(PA) e radicular (PR) (em centimetros) e biomassa seca da parte aérea (PA), radicular
(PR) e cotilédones das plantas cultivadas.

Repeticio Concentragdo Comprimento Comprimento Biomassa Biomassa Biomassa  Biomassa

(ppm) PA (cm) PR (cm) (PA)(9) (PR)(g) cotilédones(g) total(g)
R1 19 9,20 274  0,3429 0,0895 0,7343 1,1667
R2 9,5 7,30 9,64  0,2408 0,0900 0,9880 1,3188
R3 9.5 6,96 712 0,403 0,015 0,7893 1,2938
R4 28,5 7.29 478 03143 01027 0,8255 1,2425
R5 70,0 8,55 282  0,3093 0,0710 0,7399 1,1202
Média 27.3 7.86 542  0,3220 0,0909 0,8154 1,2284
Desvio 2514 0,96 296  0,0588 0,0128 0,1035 0,0839
padrédo

Pode-se observar que houve uma correlacdo negativa entre a produgao
de exsudados pela planta em relacdo a sua biomassa total (Figura 9). Foram
avaliadas também, as correlacdes entre a producdo de esxudados e a parte

aérea e radicular e todas apresentaram correlagdes negativas.

45



80
70 *

E 60 y = -243.74X + 326.71
R2 = 0.662

(
g

N
o

Concentracéao (p
w
o
*

N
o
*

10 \&o

1.10 1.15 1.20 1.25 1.30 1.35
Biomassa total (g)

Figura 9. Correlacdo da producdo de exsudados radiculares em relacdo a biomassa
total da planta de Guilandina bonduc cultivadas em meio hidropénico durante 42 dias

As plantas realizam a fotossintese para poder converter energia
luminosa em energia quimica na forma de carboidratos, e estes, em seguida,
sao alocados para o crescimento e desenvolvimento, ou investido em defesas
para a planta, onde esse investimento vai depender da situacdo em que as
plantas se encontram (Huot et al., 2014). A producdo de produtos quimicos
para defesa é acompanhado por um custo de materiais ou energia, resultando
em uma taxa de crescimento mais lento (Gulmon e Mooney, 1986).

Trade-offs - ou correlagdes negativas - entre as taxas de crescimento e
de investimento em defesa foi previsto pela teoria do ciclo de vida, porque
defesa pode apresentar um alto custo para as plantas (Bazzaz, et al., 1987,
Iwasa, 2000). Uma planta que n&o investe em defesa pode crescer mais
rapidamente, mas quando é atacada por herbivoros, por exemplo, sofre mais
danos. Por outro lado, se uma planta investe em metabdlitos de defesa,
consequentemente deve crescer mais lentamente, mas sofre menos danos
quando esta sob ameaca (Paul-Victor et al, 2010).

Em estudos realizados por Zist e colaboradores (2011) também
demonstraram que ha uma correlacdo negativa entre as taxas de
glucosinolatos e o crescimento de Arabidopsis, onde a planta investiu em

producdo de compostos para defesas e consequentemente a planta teve a taxa
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de crescimento reduzido. Este estudo suporta a hipétese de que investir em
producdo de compostos de defesa tem um custo elevado para a planta,

interferindo no seu crescimento.

4.2 Estimativa de producéo de exsudados radiculares em campo
Para estimar a producao de exsudados de raiz em condi¢bes de campo,

na Tabela 3, encontram-se os dados da biomassa da parte aérea, parte
radicular e biomassa total das plantas de G. bonduc, numa area de 1 m?
localizadas na llha de Trindade, onde a partir desses dados foi possivel
calcular a estimativa da quantidade de substancias liberadas pelas raizes em

condicbes de campo.

Tabela 3. Biomassa da parte aérea (PA), parte radicular (PR) e biomassa total das
amostras (1m?) de cinco diferentes populacdes de Guilandina bonduc que formam
halos de solo nu localizados em pontos diferentes da Ilha da Trindade, e estimativa de
concentracdo de exsudados liberados pelas raizes.

Estimativa de

Biomassa PA Biomassa PR Biomassa Total concentracao

(@) @) (9) dos exsudados
(ppm)
Halo 1 3181.72 500.87 3682.59 2004.80
Halo 2 1109.00 234.37 1343.37 938.08
Halo 3 1941.41 205.74 2147.15 823.50
Halo 4 1800.31 591.09 2391.40 2365.92
Halo 5 2178.75 160.74 2339.49 643.36
Média 2042.24 338.56 2380.80 1355.13
Desv. Padréo 751.11 193.80 840.73 775.71

Através dos dados obtidos foi possivel observar que as concentracées
variaram de 643,36 ppm até 2365,92 ppm. Portanto as concentracfes
utilizadas nos bioensaio de laboratério condizem com as concentracdes que
possam estar sendo liberadas em campo.

A estimativa das concentracdes dos aleloquimicos liberados para o meio
ndo € simples, pois 0s mesmos estdo sujeitos a diferentes interagbes que
podem ocorrer no meio ambiente (Barto e Cipollini, 2009), como a
decomposicdo dos compostos liberados e a interagdo com a rizosfera.

As taxas de exsudacdo também podem variar de acordo com o grau de

desenvolvimento da planta e entre genétipos dentro de uma Unica espécie. As
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mudas das plantas produzem quantidades menores de exsudados radiculares;
aumentando a producéo gradualmente até a floracdo e diminuindo novamente
na maturidade (Aulakh et al., 2001). Garcia et al. (2001) demonstraram que a
exsudacao radicular é positivamente correlacionada com o crescimento das
raizes; isso significa que os sistemas de raizes que crescem ativamente
secretam mais exsudados. Da mesma forma, eles observaram variacées nos
padrbes de exsudacdo entre genoétipos da mesma espécie de plantas. Por
exemplo, os ecotipos Arabidopsis thaliana, Col-0 e Ler, diferem nos niveis de
malato presentes em seus exsudados radiculares (Hoekenga et al., 2003).

O que se pode concluir € que G. bonduc pode liberar exsudados de
forma significativa, e esses exsudados podem interferir nas relagbes planta-

planta no local onde ela ocorre

4.3. Bioensaio Exsudados radiculares
O resultado do bioensaio com o exsudado da raiz de G. bonduc,

cultivada em hidroponia nas condicbes de laboratério e coletados
aleatoriamente (Tabela 2) pode ser visto na Figura 10. O crescimento inicial de
alface e rabanete foi afetado pelos exsudados radiculares testados, causando
principalmente estimulos consideraveis no tamanho das raizes (Figura 10 A e
B), em relac&o ao controle.

No bioensaio utilizando alface como espécie alvo, pode-se notar que nas
concentracbes de 28,5 e 70ppm o0 crescimento radicular foram diferentes
estatisticamente do controle sendo que sofreram um estimulo de 42,68% e
80,71% respectivamente (Figura 10 A). J& o crescimento do hipocaétilo néo

diferiu estatisticamente do controle em nenhuma das repetigdes.
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Figura 10. Porcentagem de inibicao/estimulo no crescimento inicial da parte aérea
(PA) e radicular (PR) das plantulas de alface (Lactuca sativa) (A) e plantulas de
rabanete (Raphanus sativus) (B) sob influéncia dos exsudados radiculares de
Guilandina bonduc. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os
tratamentos e * indica diferenca estatistica em relagao ao controle. p<0,05.

No bioensaio utilizando rabanete como espécie alvo, pode-se notar que
em todas os tratametos o crescimento radicular foi diferente estatisticamente,

sendo que todos tiveram um estimulo maior que 70% (Figura 10 B). Diferente
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de alface, que nédo houve diferenca estatistica em relacdo ao controle, no
crescimento dos hipocétilos das plantulas e entre os tratamentos, para
rabanete houve diferenga estatistica na concentracdo de 70 ppm, com um
estimulo de 22,56%.

Em geral, as raizes sdo mais sensiveis as substancias presentes nos
extratos comparativamente as demais estruturas da plantula. Esta ocorréncia
deve-se ao fato das raizes estarem em contato mais direto e prolongado com o
extrato e aos aleloquimicos, em relacéo as demais estruturas da plantula (Belel
& Rahimatu, 2012; Chon et al.; 2000, Chung et al. 2001; Zahedi & Ansari,
2011).

Reigosa et al. (1999) relataram que os efeitos dos aleloquimicos nos
diferentes processos fisioldgicos de uma planta sdo dependentes da
concentracdo, ou a0 menos se espera que sejam, promovendo ativagdes em
baixas concentracdes e inibicbes em altas concentragbes, sendo que podemos
perceber esse resultado nesse trabalho, j& que os extratos utilizados possuem
baixas concentracbes. Esse fenomeno € conhecido por hormesis sendo um
fendbmeno de dose-resposta que se caracteriza por uma estimulacdo em doses
baixas e de inibicdo em doses elevadas (Calabrese & Blain, 2011).

O estimulo no crescimento de plantulas vem sendo rotineiramente
descrito em trabalhos relacionados a alelopatia e possivelmente, este processo
esteja relacionado a influéncia do extrato sobre a producdo fitormonal da
espécie alvo ou aumento na sensibilidade de seus tecidos (Borella et al., 2012;
Rice 1984).

Estimulo de crescimento das espécies alvo sob influéncia de exsudados
radiculares é ja foi relatado na literatura, como por exemplo, o trabalho
realizado por Zhang e Fu (2010), onde os exsudados radiculares das plantas
jovens de Eucalyptus citriodora e Eucalyptus camaldulensis exerceram efeitos
estimulatérios sobre a radicula de rabanete e feijdo, nas menores
concentracbes e, em concentracfes altas, exerceram efeitos toxicos com
reducdo do comprimento da radicula das plantas testadas.

O que se pode verificar € que os exsudados produzidos por G. bonduc
durante o periodo de crescimento em hidroponia causam o0 estimulo de

crescimento das espécies alvo testadas.
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4.4. Bioensaio extrato aguoso de raiz
Os bioensaios com extrato aquoso das raizes de G. bonduc podem ser

vistos na Figura 11. O crescimento da parte aérea e parte radicular apresentou
estimulo quando as plantulas de rabanete cresceram na presenca dos extratos
aquosos da raiz de G. bonduc, sendo que a parte aérea em todas as
concentragfes diferiram estatisticamente do controle, porém a parte radicular
apresentou estimulo do crescimento mas somente nas concentragfes mais
altas de 500 ppm, 1000 ppm e 2000 ppm que diferiram estatisticamente do
controle (Figura 11 A).
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Figura 11. Porcentagem de inibigdo/estimulo no crescimento inicial da parte aérea
(PA) e radicular (PR) das plantulas de rabanete (Raphanus sativus) (A) e plantulas
de alface (Lactuca sativa) (B sob influéncia de extrato aquoso radicular de
Guilandina bonduc. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os
tratamentos e * indica diferenga estatistica em relagao ao controle. p<0,05

No bioensaio utilizando alface como espécie alvo também se observou

estimulo de crescimento em relacdo ao controle e o maior estimulo ocorreu na
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parte radicular nas concentracbes de 1000 ppm (26,87%) e 2000 ppm
(46,81%), sendo que a parte aérea também teve estimulo de crescimento nas
concentragcbes 125 ppm (2,66%) e 1000 ppm (16,09%), mas né&o diferiu
estatisticamente do controle. Nas demais concentracdes houve inibicdo do
crescimento da parte aérea das plantulas, mas ndo houve diferenca estatistica
em relacdo ao controle (Figura 11B).

Segundo Rice (1984), estimulos e inibicbes no desenvolvimento das
plantas na presenca de extratos de outras plantas sdo comumente encontrados
quando se trabalha com substancias alelopaticas. Este fato se deve a
concentracdo na qual estas substancias se encontram, pois estas podem
estimular ou inibir o crescimento das plantas em concentra¢des apropriadas.
Este fato pode ser observado quando o extrato ndao afetou significativamente o
crescimento da parte aérea em 125, 250 e 500 ppm ppm e estimulou em torno
de 26% em 1000ppm e 46% em 2000ppm (Figura 12A e B).

Carpanezzi & Gualtieri (2014) também obtiveram esse efeito em relagao
a dose quando testado os efeitos do extrato de Pittosporum undulatum Vent.
sobre a germinacdo e crescimento inicial de Echinoclhoa crus-galli (L.) P.
Beauv.

Como também foi observado para o exsudado radicular, o extrato
aquoso das raizes de G. bonduc, nas concentracfes utilizadas no bioensaio,
também estimulam crescimento das espécies alvo. Outros trabalhos também
identificaram estimulo no crescimento das plantas alvo na presenca de
extratos, como por exemplo, o uso de extrato de Euphorbia serpens Kunth que
estimulou a parte aérea e radicular de Lactuca sativa (Dana & Domingo, 2006)
e extratos de Phytolacca americana L. também estimulou o crescimento da

parte aérea e radicular de Cassia mimosoides L.(Kim et al. 2005).

4.5. Bioensaio extrato metandlico

O extrato metandlico da raiz de G. bonduc provocou uma reducao no
crescimento da radicula de plantulas de alface, sendo os efeitos inibitdrios
crescentes com o0 aumento da concentracdo dos extratos utilizados. As
concentracbes de 500, 1000 e 2000 ppm apresentaram um efeito inibitorio
estatisticamente significativo em relagcdo ao controle. A resposta de

crescimento do hipocotilo de alface variou de acordo com as concentra¢des do
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extrato, mas também apresentaram inibicdo do crescimento em todas as
concentracOes testadas (Figura 12 B).

A resposta de crescimento da parte aérea das plantulas de rabanete
também foi dose-dependente, onde a porcentagem de inibicdo foi crescente,
conforme aumentava a concentracdo do extrato. Apesar de apresentar inibicdo
de crescimento em quase todas as concentracdes testadas, apenas em
2000ppm apresentou efeito estatisticamente significativo em relagdo ao
controle, tanto da parte aérea quanto da parte radicular da espécie alvo (Figura
12 A).
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Figura 12. Porcentagem de inibicdo/estimulo no crescimento inicial da parte aérea (PA) e
radicular (PR) das plantulas de rabanete (Raphanus sativus) (A) e plantulas de alface
(Lactuca sativa) (B) sob influéncia de extrato metandlico radicular de Guilandina bonduc.
Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os tratamentos e * indica diferenca
estatistica em relagdo ao controle. p<0,05

Novamente o efeito mais pronunciado foi nas raizes das espécies alvo.

Abdelgaleil

e Hashinaga (2007)

também encontraram efeitos mais

pronunciados no crescimento radicular das espécies alvo (alface, rabanete,
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cebola, e trigo) quando crescidas sob influéncia de compostos extraidos a partir
do extrato de Magnolia grandiflora.

Souza Filho & Duarte (2007) afirmam que as inibigcbes produzidas no
desenvolvimento da raiz sdo um dos principais fatores que indicam
sensibilidade da planta aos efeitos das fitotoxinas alelopaticas. Correia e
colaboradores (2005) afirmam que em experimentos em placas de Petri, o
efeito nas raizes ocorre com mais frequéncia em comparacdo com a parte
aérea, pois a absorcado dos aleloquimicos pelas raizes séo favorecidos pelo
contato fisico com o papel filtro. Aléem disso, as superficies das raizes primarias
sdo mais permeaveis a fitotoxinas em comparacdo as superficies dos
hipocétilos, devido a presenca de uma camada de cuticula protetora menos
pronunciada sobre a raiz primaria, o que pode resultar numa maior penetracao
e concentracao destes compostos dentro dos tecidos da raiz (Yoshimura et al.,
2011).

As substancias alelopaticas quando em contato com a raiz, podem
influenciar diretamente no seu crescimento, pois interferem na divisdo celular,
na permeabilidade das membranas, e na atividade de enzimas (Singh et al.,
2006; Teerarak et al., 2012).

Os resultados encontrados no bioensaio no qual as espeécies alvo
cresceram na presenca de extrato metandlico diferem quando comparado com
os resultados encontrados no crescimento das espécies alvo sob influéncia do
extrato aquoso e exsudados radiculares, sendo que 0 extrato aquoso e
exsudados apresentaram estimulo de crescimento e o extrato metandlico
apresenta inibicdo de crescimento das espécies alvo. Isso pode ser explicado
pela diferenca dos solventes utilizados para extracdo, pois segundo Inderjit e
Dakshini (1995) existem diferencas qualitativas e quantitativas entre solventes
organicos e os que ocorrem em condi¢cdes naturais. Portanto, a diferenca dos
resultados encontrados, possivelmente se deve a essa diferenca na extragao e
consequentemente a presenca dos compostos.

As espécies alvo escolhidas sdo as mais utilizadas em estudos de
fitotoxicidade. As diferentes respostas encontradas para as espécies podem
estar relacionadasa caracteristicas distintas entre elas quanto a morfologia da
semente. Em estudos realizados por Pellissier (2013), foram avaliadas as

respostas de acordo com a biometria das sementes de duas espécies alvo
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(alface e rabanete) sob influéncia de aleloquimicos. O primeiro passo consistiu
na medicdo do volume, massa, forma das sementes e area de contato das
sementes com o papel filtro na placa de Petri. Os resultados mostraram que
rabanete foi mais afetado quando a quantidade de composto era calculado de
acordo com os parametros biométricos que representava a area de tegumento
das sementes diretamente em contato com o papel filtro impregnado BOA na
placa de Petri.

Abdelgaleil e Hashinaga (2007) extrairam e isolaram duas lactonas
sesquiterpénicas, costunolideo e parthenolideo a partir do extrato de
diclorometano de folhas Magnolia grandiflora e testaram o efeito das duais
substancias na germinacdo e crescimento inicial de alface e rabanete. Os
autores relataram que houve uma maior sensibilidade de alface na germinacéao
e crescimento inicial em comparacdo com rabanete quando ambas as
sementes foram expostas a 500 pg/ml de parthenolideo. Estes autores
obtiveram resultados opostos com 500 pg/ml de costunolideo, sendo rabanete
mais sensivel que alface tanto na germinacdo quanto no crescimento da parte
aérea e radicular das espécies. Este efeito pode ser encontrado quando
comparamos os efeitos do extrato aguoso com o extrato metandlico onde
alface foi mais sensivel aos compostos presentes no extrato metandlico e
rabanete mais sensivel aos compostos presente no extrato aquoso da raiz de
G. bonduc.

Abdelgaleil & Hashinaga (2007) sugerem que o efeito observado
depende da quimica do extrato, bem como as espécies alvo, mas ndo apontam
para biometria das sementes como um possivel fator. Ja Pellissier (2013)
aponta que as caracteristicas biométricas das sementes € um fator a ser
considerado, pois isso pode contribuir para melhorar a comparabilidade das
dos resultados de diferentes espécies de plantas suscetiveis aos
aleloguimicos, portanto, os resultados encontrados nos bioensaio deste
trabalho, onde 0 mesmo extrato apresenta estimulo de crescimento em uma
espécie alvo e inibicdo na outra espécie alvo pode estar relacionada as
caracteristicas biométricas de cada semente utilizada como espécie alvo nos

bioensaios.
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4.6. Bioensaio em solo
4.6.1 Efeito do extrato aquoso no crescimento das espécies alvo

Em bioensaio realizado com a adicdo de extrato agquoso das raizes de
G. bonduc no solo da ilha, foi possivel verificar que o extrato aquoso teve efeito
inibitério apenas no crescimento da raiz, na concentracdo de 250 ppm em
ambas espécies alvo (Figura 13 A e B) , sendo que para alface (Figura 13 B) a
inibicdo foi de 33,72% e rabanete teve uma inibicdo de crescimento de 13,
83%. Nas outras concentracfes testadas, verificou-se que ocorreram estimulos
e inibicbes do crescimento, mas nao diferiram estatisticamente do controle,
possivelmente tal resposta se deve ao alto desvio padrdo encontrado nas

médias.
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Figura 13. Porcentagem de inibicdo/estimulo no crescimento inicial em relacdo
ao controle, da parte aérea (PA) e radicular (PR) das plantulas de rabanete
(Raphanus sativus) (A) e plantulas de alface (Lactuca sativa) (B), sob influéncia
do extrato metandlico radicular de Guilandina bonduc. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica entre os tratamentos e * indica diferenca estatistica em
relacdo ao controle. p<0,05.

59



De acordo com essa afirmacao, pode-se verificar com esse resultado
gue guando o extrato aquoso das raizes de G. bonduc foi adicionado ao solo,
independente da concentracdo, é diferente ao que foi encontrado utilizando
placa de Petri e papel filtro como substrato, sendo que esse ocorreu estimulo
de crescimento das espécies alvo.

Em estudos envolvendo interacdes alelopéticas, o solo ganha particular
importancia, por tratar-se do substrato em que parte significativa das interacdes
entre as plantas ocorre. (Badri & Vivanco, 2009; Chen 1992).

Segundo Reigosa e colaboradores (2013) o substrato utilizado em
experimentos de fitotoxicidade devem ser representativos do lugar onde as plantas em
estudo coexistam, ou pelo menos da regido onde elas ocorrem. Experimentos
utilizando papel filtro, vermiculita ou outros tipos de substratos, acabam excluindo os
efeitos bidticos e abioticos do substrato sobre a bioatividade das substancias.

A maior parte dos trabalhos, foca no fato de que todas as plantas
produzem compostos secundarios que, em concentracdes suficientemente
elevadas séo fitotoxicos em bioensaios de laboratorio na auséncia de solo.
Assim pode-se mostrar que qualquer planta pode produzir compostos com
capacidade fitotéxica (Duke,2010). Usar substratos artificiais para o0s
bioensaios em vez de utilizar substrato natural acaba se tornando uma
desvantagem, pois estes sistemas, portanto, ndo podem apresentar uma
imagem verdadeira da liberacdo dos aleloquimicos, a adsor¢cdo do solo e
absorcdo pelas plantas, sendo esse um complexo sistema de interacao
rizosfera-aleloquimios-planta (Duke, 2010). Assim, os resultados obtidos a
partir de estudos alelopaticos laboratoriais usando papel filtro e os resultados
utilizando solo como substrato, podem ser diferentes (Inderjit &Callway, 2003),
0 que corrobora com os resultados encontrados, ja que extrato em papel filtro
estimulou o crescimento das espécies alvo, e no solo ndo teve efeito

significativo sobre as espécies.
4.6.2. Efeito da microbiota do solo

Sabendo-se que 0s microrganismos presentes no solo podem influenciar

guantitativamente e qualitativamente os compostos presentes no solo, esse
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experimento foi realizado para verificar a atividade desses microrganismos
presentes no solo na ilha.

Para o crescimento da parte aérea, as duas espécies tiveram um
crescimento estatisticamente maior no solo com a presenca da microbiota,
apenas na concentracdo de 250ppm de extrato aquoso da raiz de G. bonduc
(Figura 14 A e C), do que no solo sem a presenca de microbiota.

Para o crescimento da parte radicular observa-se que para rabanete
(Figura 14 B), novamente o solo que a microbiota foi mantida estimulou o
crescimento da espécie alvo. A diferenca estatistica apontou para um
crescimento maior de rabanete, tanto no controle quanto com a adicao de
extrato aquoso na concentracdo de 125 ppm. Novamente, o solo com a
presenca da microbiota apresentou um crescimento estatisticamente maior da
parte radicular de alface como espécie alvo na concentracdo de 500 ppm
(Figura 14 D).
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Figura 14. Média do comprimento da parte aérea (PA) e radicular (PR) de plantulas de rabanete
(Raphanus sativus) (A e B) e alface (Lactuca sativa) (C e D) submetidas a diferentes
concentracoes do extrato aquoso radicular de Guilandina bonduc, utilizando solo como substrato
com presenca da microbiota (ndo autoclavado) e auséncia de microbiota (Autoclavado). * indica
diferenca estatistica em relagdo aos tratamentos. p<0,05.
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Nesse experimento, pode-se observar que sendo que a variagdo na concentracao
do extrato adicionado ao solo, e a auclavagem do solo em nada mudou o crescimento das
plantulas.

De acordo Inderjit (2005), os microrganismos do solo podem atuar alterando ou
degradando moléculas organicas, modificando a concentracdo e/ou atividade de tais
substancias, afetando seus efeitos sobre as espécies receptoras. Assim, a concentracao
e/ou atividade bioldgica dos aleloquimicos pode sofrer acdo da biota do solo antes que as
substancias sejam absorvidas pela planta receptora, consequentemente afetando a
interacdo alelopética entre as espécies envolvidas (Inderjit & Weston, 2000). Sabendo-se
da importancia que os microrganismos do solo possuem sobre as substancias liberadas
no solo, este trabalho mostrou que eles néao tiveram influéncia sobre o extrato adicionado
ao solo.

Lankau (2010) avaliando a inibicdo dos compostos liberados por Alliaria petiolata,
espécie invasiva dos sub-bosques do nordeste da América do Norte usando solo como
substrato, com presenca e auséncia de microbiota, a inibicdo era menor quando a espécie
em estudo crescia no solo sem a presenca de microbiota. Lankau (2010) reporta esse
efeito a microbiota do solo, pois esses podem reduzir os efeitos alelopaticos, por quebrar
as moléculas em novos produtos aleloquimicos com maior ou menor toxicidade, ou até
mesmo a decomposicao desses produtos (Inderjit, 2005).

Mesmo sabendo que a microbiota pode interferir na composicdo quimica dos
metabdlitos adicionados ao solo, na forma de exsudacdao, lixiviacdo ou decomposicao, foi
possivel observar nesse experimento que o extrato adicionado ao solo, independente de

ter microbiota ou ndo, nao interferiu significativamente no crescimento das espécies alvo.

4.6.3. Efeito do tipo de solo nas espécies alvo

Avaliando-se o efeito do solo coletado em diferentes pontos e abaixo da vegetacao
das espécies que estao interagindo na ilha pode-se observar que as espécies alvo
tiveram crescimento semelhante da parte aérea e radicular em ambos os tratamentos.
Apenas para alface como espécie alvo pode-se observar que houve diferenca no
crescimento da parte radicular onde diferiu no solo coletado abaixo da populagéo de C.

atlanticus (solo 3) e no solo descoberto (solo2) (Figura 15).
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Figura 15. Média do comprimento da parte aérea (PA) e radicular (PR) de
plantulas de rabanete (Raphanus sativus) (A) e alface (Lactuca sativa) (B)
cultivadas em solo coletado em 3 diferentes pontos da ilha: abaixo da populacéo
de Guilandina bonduc italico (1), solo na formagdo do halo desprovido de
vegetacao (2), abaixo da populacdo de Cyperus atlanticus (3). Letras diferentes
indicam diferenca estatistica entre os tratamentos. p<0,05.
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As substancias liberadas por meio de exsudacéao radicular e de tecidos radiculares
estdo envolvidos na inibicdo da germinacdo e crescimento de espécies de plantas
vizinhas em ecossistemas naturais e cultiviveis. Apesar de ndo testar os compostos
sobre C. atlanticus, o presente estudo indica que quando testados 0s extratos e
portanto, o fendmeno que se encontra na llha da Trindade possivelmente ndo possa ser
reportado a alelopatia das substéncias liberadas pelas raizes.

As plantas competem por uma grande variedade de recursos no solo, incluindo
agua e nutrientes essenciais que diferem em dimensdo molecular, valéncia, estado
oxidativo e mobilidade (Marschner, 1995) provavelmente o efeito observado na llha de
Trindade pode ser causado por competicado por recursos. As mudancas na densidade da
populacdo de certas espécies também podem afetar a disponibilidade de varios recursos
(dgua, luz e nutrientes) que podem influenciar no crescimento de outras espécies
indiretamente, com isso, o papel da competicdo € reforcado na formacédo da estrutura e
dindmica das comunidades vegetais (Callaway & Walker 1997; Gurevitch et al, 2009;
Tilman, 1986).

De acordo com a literatura, ndo existem relatos de que G. bonduc apresente o
efeito encontrado na Ilha em outros locais em que ela ocorre. Possivelmente esse
fendbmeno é encontrado na llha pelo fato de que C. atlanticus é uma espécie endémica e
nao coexiste no local de origem de G. bonduc, a qual pode estar se comportando como
“Novel weapons” levando ao seu sucesso no estabelecimento na Ilha da Trindade.

Nesse estudo apenas o potencial fitotbxico sobre as espécies alvo alface e
rabanete foi estudado, ndo levando em conta o papel da competicdo por recursos. De
acordo com os resultados obtidos foi possivel observar que alelopatia de raizes no solo

nao € o principal responsavel pela formacao dos halos formados na llha da Trindade.

4.7. Comparacdo dos perfis cromatograficos dos extratos e exsudados radiculares
Os perfis cromatograficos das amostras foram analisados em dois comprimentos

de onda 280 nm e 354nm. Com base nos perfis cromatograficos e os espectros de
absorcdo dos picos, a analise comparativa mostrou que o exsudado radicular, o extrato
metandlico e o extrato aquoso sao diferentes quanto a sua composi¢ao quimica (Figura 16

e Figura 17).
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Figura 16. Perfis cromatograficos registrado em 280 nm de exsudado radicular (A), extrato
aquoso (B) e extrato metandlico bruto (C) de raizes de Guilandina bonduc obtido a partir de HPLC.
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Skoog e colaboradores (2002) afirmam que se a amostra ndo produz um pico no
mesmo tempo de reten¢do que uma determinada substancia, usando condi¢des idénticas,
pode-se considerar que a substancia em questdo esta ausente, ou a sua presenga ocorre
em niveis de concentracdo abaixo do limite de deteccédo do equipamento.

O uso de agua ou solventes organicos / inorganicos, para extracao de metabdlitos
secundérios deve ser avaliado, pois existem diferencas qualitativas e quantitativas entre
os aleloquimicos extraidos nos diferentes tipos de solvente, devido ao grau de polaridade
dos solventes utilizados (Inderjit & Dakshini, 1995). Apesar de agua e metanol serem
considerados solventes polares, o indice de polaridade dos dois sédo distintos, 9 e 5,1
respectivamente. Isso pode justificar a diferenca quantitativa e qualitativa dos extratos.

Diversos trabalhos envolvendo estudos alelopéticos utilizam solventes organicos
para extrair as substancias presentes nos tecidos das plantas para testar a sua atividade
em espécies alvo. A extracdo com solventes organicos € criticada ja que € um processo
gue nao ocorre naturalmente no meio ambiente e entdo ndo pode ser considerado um
estudo de alelopatia. J& 0 uso de agua para a extragcdo € considerado um processo
positivo, pois € um procedimento que se aproxima do que ocorre em condi¢cfes naturais,
como a lixiviacdo das folhas durante um processo de precipitacdo. Embora, a maioria dos
tecidos das plantas contenham substancias com potencial alelopatico, apenas aquelas
substancias que sao liberadas pelas plantas para o ambiente estdo disponiveis para
exercer um efeito alelopatico em outro organismo (Putnan & Tang, 1986). Alguns estudos
mostraram que as substancias que estavam presentes nos tecidos das raizes de trigo,
ndo eram liberadas para o meio através da exsudacéo radicular (Pérez & Ormefio-Nufies,
1991; Wu et al., 2001). Portanto, substancias que estédo presentes nos tecidos das plantas
guando extraidos com solventes organicos ou agua, podem mostrar um efeito inibitorio ou
estimulatério sobre as espécies alvo em estudo, mas pode ser que essas mesmas
substancias ndo sejam lixiviados ou exsudados pelas plantas em condi¢cdes naturais (Li et
al., 2010).

Portanto, mesmo utilizando agua como solvente para a extracdo dos compostos
aleloquimicos ndo garante que os compostos extraidos sdo os mesmos que séao liberados
de forma natural pelas plantas. Os cromatogramas gerados a partir dos extratos aquosos,
metandlico e exsudados radiculares, mostraram que cada um apresenta compostos
guantitativamente e qualitativamente distintos. Isso mostra o porqué os resultados dos

bioensaios foram tao diferentes para os 3 tipos de extratos analisados.
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4.8. Identificacdo por RMN
Uma analise dos espectros gerados através da Ressonancia Magnética Nuclear

pelas analises 1H, 13C, COSY e DEPT levou a elucidacdo da estrutura (Figura 18), sendo
esse composto identificado como Caesaldekarin C, pertencente a classe cassane
furanoditerpeno. O composto possui massa molecular de 346, e sua formula molecular é

C21H3004. A estrutura molecular esta representada na Figura 18.
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Figura 18. Estrutura molecular de Caesaldekarin C isolado a partir do fracionamento liquido-
liquido e coluna cromatografica do extrato metandlico da raiz de Guilandina bonduc L

As plantas que pertencem ao género Caesalpinia (Fabaceae), tém provado ser
uma fonte rica de cassane furanoditerpenos havendo inumeros relatos na literatura da
ocorréncia desse compostos dentro do género estudado (Balmain et al., 1967; Balmain et
al., 1970; Kinoshita et al., 1996, Kitagawa et al., 1996; Lyder et al., 1998; Ogawa et al.,
1992; Pascoe et al., 1986, , Peters et al., 1997; e Peter et al., 1998). Essas substancias
exibem atividades biolégicas interessantes, tais como antivirais (Jiang et al.,, 2001),
antimalarico, (Banskota et al., 2003; Kalanui et al., 2006) atividade antibacteriana e
antioxidante (Dickson et al., 2007).

A estrutura molecular deste tipo de diterpendide é construido a partir da fusdo de
trés anéis de ciclo-hexano e um anel de furano (Jiang et al., 2001). Na maioria dos casos
a determinacao estrutural foi baseada em métodos espectroscépicos.

Este composto também ja foi isolado das raizes de Caesalpinia major (Kitagawa et
al, 1996) e Caesalpinia bonducella (Peter et al., 1998), sinonimia de G. bonduc,
Vouacapoua americana, Vouacapoua macropétala e Caesalpinia benthamiana (Dickson
et al., 2007), sendo todas as espécies pertencentes a familia Fabaceae. Alguns dos
extratos de plantas do género Caesalpinia apresentam atividades biologicas
interessantes, como: extratos das folhas de Guilandina bonduc ajudam na contragcédo do
musculo liso uterino (Datte et al., 1998), extrato aquoso e etandlico de sementes de G.

bonduc apresentam atividade hipoglicémica, hipolipidica e anti-hiperglicémica, podendo
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ser utilizadas no controle da diabetes e colesterol (Ahamed, 2013; Sharma et al, 1997), o
extrato etandlico da casca de Caesalpinia pyramidalis (Santos et al., 2011). Em estudos
referentes ao composto Caesaldekarin C, Dickson e colaboradores (2007), encontraram
atividade antioxidante e antibactericida, podendo ser utilizado como medicamento de uso
topico. Nao ha nenhum relato de atividade fitotoxica de Caesaldekarin C sobre outras

espécies.

4.9. Bioatividade do produto isolado
O produto isolado a partir do extrato metandlico das raizes de G. bonduc,

Caesaldekarin C, apresentou estimulo e inibicAo do crescimento da parte aérea e
radicular para rabanete como espécie alvo (Figura 19 A). A parte aérea apresentou
estimulo de crescimento estatisticamente significativo nas concentra¢des de 10, 30, e 300
MM, e na concentracdo de 1000 uM ocorreu inibicdo do crescimento da parte aérea da
espécie alvo. Para o crescimento da parte radicular, apenas nas concentracdes de 30 e
100 uM apresentou estimulo de crescimento e em 1000 uM o crescimento da raiz foi
inibido (Figura 19 A)

O produto Caesaldekarin C provocou uma redugcédo no comprimento da radicula de
plantulas de alface, sendo os efeitos inibitérios crescentes com o0 aumento da
concentracdo dos extratos utilizados. (Figura 19 B)As concentracfes de 300uM e 1000uM
apresentaram um efeito inibitério estatisticamente significativo em relacdo ao controle. A
resposta de crescimento do hipocoétilo de alface apresentou inibicdo do crescimento
estatisticamente significativo em todas as concentracdes testadas com excecdo de 10uM
gue apresentou estimulo do crescimento mas néo foi estatisticamente significativo (Figura
19 B).
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Figura 19. Porcentagem de inibicdo/estimulo no crescimento inicial, da parte aérea (PA) e
radicular (PR) das plantulas de rabanete (Raphanus sativus) (A) dias e plantulas de alface
(Lactuca sativa) (B), sob influéncia de Caesaldekarin C isolado do extrato metandlico radicular de
Guilandina bonduc. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os tratamentos e * indica
diferenca estatistica em relagdo ao controle. p<0,05.

Quando se verificou o estado das plantulas sob influéncia de Caesaldekarin C, foi
observado que as raizes na concentracdo de 1000uM apresentavam-se defeituosas,
oxidadas e escurecidas em ambas as espécies alvo Sabe-se que os aleloquimicos podem
causar efeitos sobre o sistema radicular da planta, como a redu¢cdo no numero de raizes,
inchaco ou necrose de pontas de raiz, falta de pélos radiculares, podendo reduzir assim a

capacidade de sobrevivéncia da plantula (Elisante et al, 2013). Diversos trabalhos
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encontraram tal efeito sobre as raizes, sendo esse um efeito comum quando se avalia 0
comportamento dos compostos sobre as espécies alvo (Bich &Kato-Noguchi, 2012;
Reigosa et al., 2013; Carvalho et al., 2014)

Os resultados obtidos neste estudo mostram que o0 extrato bruto metandlico das
raizes de G. bonduc e o composto puro apresentam perfis de atividade semelhantes no
crescimento das plantulas nos bioensaios. Portanto, pode-se considerar que este
composto € o aleloquimico que contribui consideravelmente com a atividade inibitéria
apresentada pelo extrato metandlico das raizes desta planta.

Rezende e colaboradores (2011), analisando a fitotoxicidade de extratos de
Caryocar brasiliense, encontraram um efeito maior do extrato bruto metanélico do caule
guando comparado as fracdes obtidas do mesmo extrato. Santos e colaboradores (2008)
testaram a atividade de duas substancias isoladas de Brachiaria brizantha cv. Mandacaru
na germinagdo e no crescimento de Mimosa pudica e Senna obtusifolia, os autores
verificaram um efeito sinérgico das duas substancias, sendo que tanto na germinacgdo
como no crescimento das espécies-alvo quando testadas isoladamente tiveram efeito
diminuido em relacdo ao efeito das substancias em conjunto. Pode-se notar esse efeito, ja
gue a inibicdo causada no extrato metandlico bruto é maior quando comparado com o
produto isolado.

A atividade fitotoxica deste produto sobre espécies alvo,foi avaliado pela primeira

vez neste trabalho, sendo que sua atividade s6 havia sido testada para fins farmacéuticos.

5. Conclusdes
A partir das andlises realizadas com exsudados, extrato aquoso e metandlico das
raizes de G. bonduc verificou-se que:

1. As raizes de G. bonduc exsudam maior quantidade de compostos em
plantas com menor biomassa;

2. A estimativa de exsudados liberados em campo,se aproxima das
concentracdes testadas nos bioensaio em laboratério;

3. Os exsudados liberados pela G. bonduc, em condi¢bes de laboratério, tem
causado efeito estimulatério no crescimento nas espécies alvo estudadas;

4. O extrato aquoso das raizes de G. bonduc também apresentou efeito

estimulatério nas espécies alvo estudadas;
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5. O extrato metanodlico promoveu inibicdo do crescimento, mostrando que a
extracao solvente organica tem produtos mais fitotoxicos;

6. As substancias presentes nos exsudados radiculares, extrato aquoso e
metandlico das raizes de G. bonduc s&o diferentes quantitativamente e
qualitativamente

7. O extrato aquoso adicionado ao solo ndo apresenta efeito sobre as espécies
alvo;

8. A microbiota presente no solo da llha de Trindade nao interfere nos
compostos adicionados ao solo ndo interferindo no crescimento das
espécies alvo;

9. O composto isolado do extrato metandlico foi um furanoditerpeno
(Caesaldekarin C)

10.Caesaldekarin C promoveu inibicdo do crescimento em alface e estimulo e
inibicdo em rabanete.

11.0 efeito da alelopatia possivelmente ndo é o responsavel pelo fenébmeno

gue ocorre na llha da Trindade
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Anexos

Tabela 4. Espectros de absor¢cdo em UV-Vis 280nm, tempo de retengdo, e pureza do pico obtidos
dos extratos aquoso e metandlico e exsudado radicular de Guilandina bonduc L.

Exsudado radicular Extrato aguoso Extrato metandlico
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Exsudado radicular

Extrato aguoso Extrato metandlico
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Exsudado radicular
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Exsudado radicular

Extrato aguoso

Extrato metanélico
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Tabela 5. . Espectros de absor¢gdo em UV-Vis 354nm, tempo de retengao, e pureza do pico
obtidos dos extratos aquoso e metandlico e exsudado radicular de Guilandina bonduc L
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Exsudado radicular
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Exsudado radicular
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Exsudado radicular

Extrato aguoso

Extrato metandlico
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Figura 20. Espectro de RMN *C de Caesaldekarin C isolado do extrato metandlico de raiz de
Guilandina bonduc L.

Tabela 6. Dados de RMN de **C (300 MHz, CDCI3)*

VerticalScaleFactor = 1

160

149,55

150

140

130 120
Chemical Shift (ppm)

C 1 2 3
1 32.4 32 30.7
2 18.7 18.7 18.4
3 32.1 31.8 315
4 49.1 49 48.8
5 77.1 76.6 76.1
6 27.9 28 28.8
7 24.8 24.6 25.4
8 34.6 35.3 40.5
9 37.6 43.9 43.7
10 41.7 41.8 40.8
11 22.5 22.8 37.6
12 149.5 152.4 201.5
13 122.3 118.7 132.4
14 31.4 142.5 160.3
15 109.5 106.2 29.3
16 140.3 141.4 62.3
17 17.5 103.9 17.9
18 24 23.9 23.6
19 177.4 177.4 177.1
20 15.1 15 15
OMe 51.6 51.6 51.7

42

77

1\-?‘6 57

80

—41.70

37.60

~34.81

31.43

—27.90

—24.74

* AtribuicBes foram baseadas em experimentos de carbono de HMQC e HMBC.

—22.47
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Figura 21. Espectro de RMN 'H de Caesaldekarin C isolado do extrato metandlico de raiz de
Guilandina bonduc L.

Tabela 7. Dados de RMN de 'H (300MHz, CDCly)

H 1 2 3
1a  1.43 (m)* 1.42 (m) 1.35 (m)
18 1.52 (m) 1.51 (m) 1.42 (m)
20 1.48 (m) 1.49 (m) 1.49 (m)
23 19(m) 1.91 (m) 1.89 (m)
3a  1.59 (m) 1.58 (m) 1.57 (m)
38 1.95(m) 1.93 (m) 1.95 (m)
6a 1.85(m) 1.87 (m) 1.86 (m)
2.40 (ddd, 14.8, 14.8, 2.49 (ddd, 14.5, 14.5,
66 2.3(m) 5.2) 5.3)
70 1.51 (m) 1.69 (m) 1.47 (m)
7B 1.8(m) 2.16 (m) 2.09 (m)
8 1.79 (m) 2.26 (m) 2.35 (m)
2.19 (ddd, 11.1, 11.1, 2.27 (dad, 10.5, 10.5,
9 2.20 (ddd,10.7, 10.7, 7.5) 5.6) 4.0)
11a 2.50 (dd, 16.1, 7.5) 2.63 (dd, 16.7, 5.6) 2.38 (dd, 15.8, 4.0)
118 2.33(dd, 16.1, 10.7) 2.45 (dd, 16.7, 11.1)
14  2.62 (m) 2.06 (dd, 15.8, 10.5)
15 6.19(d, 2.5) 6.44 (d, 2.1) 2.65 (dt, 15.8, 6.6)
2.55 (dt, 15.8, 6.6)
16  7.20(d, 2.5) 7.23 (d, 2.1) 3.62 (2H, t, 6.6)
17  1.02 (d, 6.6) 5.09 (d, 2.3) 1.95 (s)
4.89 (d, 2.3)
18 1.20(s) 1.21 (s) 1.18 (s)
20 0.82(s) 0.87 (s) 0.82 (s)
OMe 3.69 (s) 3.69 (s) 3.69 9)

*Multiplicidades e constantes de acomplamento (J) em Hz.
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