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1. Introducéo Geral

1.1. Metabdlitos secundarios

As vias metabdlicas dos organismos vivos trabalham prioritariamente em processos que
sintetizem compostos organicos, essenciais a sua sobrevivéncia e reprodu¢do, como carboidratos,
proteinas, gorduras e &cidos nucleicos. Esses processos demonstram a unidade fundamental de
toda a vida e sdo coletivamente descritos como metabolismo primério (Dewick, 2002). Exemplos
de rotas pertencentes ao metabolismo primario é a fotossintese, a respiracdo celular, a mitose, a
meiose, a sintese proteica, etc. Tais substancias sdo amplamente distribuidas e com alto grau de
conservagao entre 0s 0rganismos Vivos.

Em contraste, nas plantas o metabolismo secundario envolve componentes que tem
distribuicdo mais restrita e menos conservada entre os organismos. Tais substancias sdo
conhecidas como metabolitos secundarios, produtos secundarios ou, popularmente, produtos
naturais (Dewick, 2002). A biossintese desses produtos ocorre em varias organelas celulares,
porém estocados em estruturas secretoras especializadas — como ductos, vacutolos, parede celular.
Possivelmente a estocagem em tais estruturas seria uma forma de proteger 0s processos
metabolicos da planta produtora caso estes tenham efeitos autotdxico (Souza-Filho & Alves,
2002 c). Em decorréncia desse aparecimento descontinuo e diversificado no reino vegetal esses
metabdlitos podem servir para caracterizacdo de grupos taxonémicos (Taiz & Zeiger, 2004).

Os produtos naturais vinham sendo considerados como residuos ou subprodutos de rotas
metabolicas ou metabdlitos classicos, e por muito tempo ndo vinham recebendo a devida atengdo
na ciéncia. Entretanto, nas Gltimas trés décadas tem se tornado cada vez mais importante o papel
que tais substancias exercem para 0s organismos vivos. O estudo dos metabodlitos secundarios
deu-se pela sua importancia como precursores de drogas medicinais, venenos, aromatizantes e
materiais industriais (Taiz & Zeiger, 2004).

As plantas possuem como caracteristica geral serem sedentarias, estando no mesmo
lugar onde ocorreu a germinacdo, limitando-as de escaparem quando estdo sob ameaca. No
entanto essa limitagdo tem sido, em parte, compensada por outros mecanismos de defesa. Tais
mecanismos podem ser mecanicos, fenoldgicos e quimicos. Nas defesas mecanicas encontram-
se a formacdo de espinhos, maior dureza das folhas e a presenca de tricomas. Entre o0s
mecanismos de defesa fenoldgicos pode-se citar o ajuste do ciclo bioldgico para evitar situacoes

de estresse ambiental ou quando os herbivoros estiverem mais ativos. Por Gltimo, a defesa



quimica esta representada pelos compostos de origem secundaria que atuam em resposta a
estresses ocasionados as plantas. Tais compostos sdo responsaveis pela transmissdo de
informagao das plantas com seu entorno (Oliveros-Bastida, 2008).

Nesse contexto, os produtos estdo envolvidos em diversos processos como a defesa
contra herbivoros, fungos, bactérias, virus; como sinalizadores para atracdo para polinizadores e
dispersores de sementes; sinalizadores para comunicacdo entre plantas e organismos simbiontes
e ainda para prote¢do contra luz ultravioleta (UV) e estresses fisicos (Wink, 2010).

Como estimativa, cerca de 100.000 compostos tém sido identificados até o presente.
Anualmente 4.000 novos compostos de origem vegetal sdo relatados, com uma tendéncia de
crescimento para este valor. Entretanto o numero real estimado de produtos existentes na
natureza pode ser muito maior, pois somente 20-30% das plantas tém sido investigadas pela
fitogquimica até agora (Maraschin & Verpoorte, 1999; Wink, 2010).

Embora classificadas como sendo do metabolismo primario ou do secundario, as
reacOes bioquimicas ndo ocorrem independentemente uma da outra em um mesmo organismo
produtor e muitos metabdlitos secundarios sdo formados por sequéncias de reacdes analogas
aquelas do metabolismo priméario (Santos, 2003). A linha divisoria entre 0 metabolismo primario
e o secundario ¢ dificil de ser definida e, como exemplo disso, existem aminoacidos que sdo
considerados metabdlitos secundéarios, enquanto muitos esteroides tém um papel estrutural
essencial na maioria dos organismos e deveriam, desta maneira, ser considerados metabélitos
primarios (Alves et al, 2002a).

Contudo, as plantas fornecem uma grande variedade de substancias bioativas. Essa é a
razdo para que muitos produtos naturais sejam usados de varias maneiras na biotecnologia,

farmécia, medicina e agricultura (Wink, 2010).
1.1.1. Rotas dos metabdlitos secundarios

Apesar de sua enorme variedade estrutural, os produtos naturais sdo provenientes de um
namero restrito de rotas biossintéticas com precursores que normalmente derivam de rotas
metabdlicas primarias como a glicdlise, ciclo de Krebs ou a rota shiquimato (Wink, 2010). Os
mais importantes blocos de constru¢do empregados na sua biossintese séo derivados a partir da
acetil-coenzima A (acetil-CoA), do acido shiguimico, do &cido mevaldnico e do 5-fosfato-1-
desoxixilulose (Dewick, 2002).

A acetil-CoA ¢ formada por descarboxilacdo oxidativa do acido piravico, produto da via
glicolitica. Também ¢ produzida pela B-oxidacdo de &cidos graxos de forma eficaz invertendo o

processo pelo qual os acidos graxos sdo eles proprios sintetizados a partir de acetil-CoA.
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Importantes metabolitos secundarios produzidos a partir da rota do acetato incluem fenais,
juntamente com vérios acidos graxos (Dewick, 2002).

O 4cido shiquimico é produzido por uma combinacdo de um intermediario da via
glicolitica, o fosfoenolpiruvato, com o 4-fosfoeritrose, resultante da rota da pentose-fosfato. Sdo
derivados da rota shiquimato os aminoacidos aromaticos e fenilpropandides (Dewick, 2002).

O 4cido mevalbnico é formado a partir de trés moléculas de acetil-CoA e a
desoxixilulose surge a partir de dois intermediarios da via glicolitica, o &cido pirtvico e o
gliceraldeido-3-fosfato. O mevalonato e as vias de fosfato desoxixilulose juntos séo responsaveis
pela biossintese de uma vasta gama de terpendides e esteroides (Dewick, 2002).

E importante ressaltar que os metabélitos secundarios podem ser sintetizados através da
combinacdo de varios blocos de construcdo do mesmo tipo ou diferentes — um Unico produto
natural pode ser produzido a partir da combinacdo de elementos provenientes das rotas do
acetato, shiquimato e fosfato desoxixilulose - assim, expandindo-se a diversidade estrutural
(Dewick, 2002). Essa combinagdo de estruturas pode ter como consequéncia a dificuldade de
herbivoros e micrébios desenvolverem resisténcia para tais produtos complexos (Wink, 2010).

Além de acetil-CoA, acido shiquimico, acido mevalbnico e 5-fosfato-1-desoxixilulose
outros precursores intermediarios da via glicolitica e do ciclo de Krebs sdo empregados para a

sintese de produtos naturais (Dewick, 2002).

1.1.2. Principais grupos de metabdlitos secundarios

Dos diferentes modos de classificacdo dos metabdlitos secundarios neste trabalho
optou-se pela classificacdo em trés grandes grupos: terpenoides, compostos fendlicos e

compostos nitrogenados, seguindo Taiz & Zeiger, 2004 e Gleason & Chollet, 2012.

1.1.2.1. Terpendides

Os terpenos constituem o maior grupo de metabolitos secundarios, sdo formados por
unidades isoprénicas de cinco carbonos, o pirofosfato de isopentenila (IPP), ou seu isémero,
pirosfosfato de dimetilalila (DMAPP) (Figura 1) (Alves & Santos, 2002; Maraschin & Verpoorte,
1999).



PPO/\/J\

IPP

H
PPOA)\

DMAPP
Figura 1. IPP e DMAPP

Os terpenoides sdo formados a partir via rota do mevalonato e/ou desoxixilulose e seus
compostos sdo classificados de acordo com as combinagdes entre as unidades de cinco carbonos,
com suas varias formas de ciclizacdo (Alves & Santos, 2002; Di Stasi, 1996). Assim, estdo
classificados em monoterpenos (duas unidades de isopreno ou 10 unidades de carbono),
sesquiterpenos (trés unidades de isopreno ou 15 unidades de carbono), diterpenos (quatro
unidades de isopreno ou 20 unidades de carbono), sesteterpenos (cinco unidades de isopreno ou
25 unidades de carbono), triterpenos (seis unidades de isopreno ou 30 unidades de carbono) e
tetraterpenos (oito unidades de isopreno ou 40 unidades de carbono) (Di Stasi, 1996).

Devido a sua caracteristica ndo-polar e ao baixo ponto de ebulicdo dos monoterpenos, o
grupo tem sido caracterizado por ser constituido por substancias volateis. Também possuem
baixa solubilidade em agua, em comparagdo a outros produtos naturais mais polares (Alves &
Santos, 2002). Os monoterpenos sdo encontrados nos como Oleos essenciais e sdo muito
odoriferos sendo que a producdo de esséncias tem sido uma funcdo fisiologica vital para as
plantas. Servem de atrativo para polinizadores ou protecdo contra herbivoria (Gleason & Chollet,
2012 a). Entre as substancias popularmente conhecidas encontradas no grupo pode-se citar citral,
linalol (Figura 2) (Di Stasi, 1996).

OH
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Figura 2. Estrutura do citral e linalol

Quanto aos sesquiterpenos, ha uma grande quantidade de compostos devido ao maior
numero de carbonos e aumento de ciclizagbes e modificagdes nas moléculas (Di Stasi, 1996).
Juntamente com 0s monoterpenos 0s sesquiterpenos sdo as principais substancias que compdem

as misturas chamadas de 0Oleos voléateis (Santos, 2003).



Os triterpenos se caracterizam por sua abundancia e grande nimero de constituintes
ativos. Nesse grupo estdo incluidos metabdlitos de grande importancia biolégica como o
colesterol, a vitamina D e inUmeros esteroides (Di Stasi, 1996). Os terpenos de 40 unidades de
carbono representam uma subclasse que inclui a maioria dos carotenoides
( Figura 3) (Di Stasi, 1996).

Figura 3. B caroteno, carotenoide.

1.1.2.2. Compostos fendlicos

Os compostos fenolicos sdo produtos secundarios que contém um anel aromatico
com ao menos uma hidroxila em sua estrutura (Figura 4). Possuem mais de 10.000
compostos e, devido a sua diversidade quimica, apresentam uma variedade enorme de
funcdes nos vegetais, como compostos de defesa contra herbivoros e patdgenos, suporte
mecanico, atrativo para polinizadores, protecdo contra radiacdo ultravioleta ou reduzindo o
crescimento de plantas competidoras (Taiz & Zeiger, 2004). Dentro dos compostos

fenolicos destacam-se os flavonoides e o0s taninos.

OH

Figura 4. Anel aromético com hidroxila

1.1.2.2.1. Flavonoides

Os flavonoides compreendem uma série de compostos secundarios que ocorrem
exclusivamente em plantas superiores, tendo como compostos representativos as antocianinas,
que em muito contribuem para a coloracdo nas plantas (Di Stasi, 1996). Eles ainda funcionam,
para as plantas, como protetores da luz intensa e radiacdo UV e podem atuar como antioxidantes
(Gleason & Chollet, 2012 b). Possuem uma unidade basica de 15 carbonos (Figura 5).



Comercialmente flavonoides sdo usados na producao de aromas e sabores de alimentos e bebidas

de origem vegetal (Di Stasi, 1996).
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Figura 5. Isoflavona, exemplo de um flavonoide

1.1.2.2.2. Taninos

Os taninos compreendem dois grupos, os hidrolisdveis e os condensados, ambos
possuem sabor adstringente. Alguns taninos hidrolisaveis sdo misturas complexas de Varios
acidos fendlicos. Os taninos condensados sao encontrados em todas as classes de plantas e 0s
hidrolisaveis sdo encontrados apenas nas dicotiledoneas (Alves & Santos, 2002). Tanto o0s
taninos hidrolisaveis como os condensados sdo polifendis de elevado peso molecular cuja funcéo

no organismo produtor estd associado com a defesa contra herbivoria (Santos, 2003).
1.1.2.3. Alcaloides

Alcaloides sdo um grupo heterogéneo de aproximadamente 12 000 compostos
conhecidos. Sdo compostos de carater basico que ocorrem naturalmente, sobretudo no reino
vegetal, mas muitos podem ser encontrados em microorganismos, insetos e alguns outros
animais, particularmente marinhos (Di Stasi, 1996; Gleason & Chollet, 2012 c). Sdo compostos
nitrogenados, sintetizados principalmente a partir de aminoacidos aromaticos. Como exemplo

podemos citar a piridina que é um composto heterociclico precursor da nicotina (Figura 6).
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Figura 6. Piridina, composto heterociclico precursor da nicotina
O esqueleto de um alcaloide pode ser muito complexo, pois para a sua formacgéo

contribuem outros precursores, tais como terpenos ou esteroides, tornando dificil a sua

localizacdo dentro das principais rotas metabdlicas. Para facilitar, os alcaloides costumam ser



classificados de acordo com o sistema de anéis que constituem a principal parte das suas
estruturas, 0s quais, por sua vez, podem ser classificados de acordo com o aminoacido precursor
(Santos, 2003). Em decorréncia da sua complexidade, a sintese quimica nem sempre pode ser 0
modo mais econdmico para sua obtencdo, podendo assim ser vantajoso a obtencdo de alcaloides
pela extracdo em plantas (Gleason & Chollet, 2012 c).

Nas plantas alguns compostos nitrogenados atuam na defesa das plantas contra
herbivoria (Taiz & Zeiger, 2004). Por humanos, alguns alcaloides, s&o mundialmente usados

para reducéo da dor, é o caso da morfina e da codeina.

1.1.3. Usos dos metabdlitos secundarios

1.1.3.1. Alelopatia e Fitotoxicidade

Algumas espécies de plantas podem ter um efeito fitotoxico contra outras plantas devido
a producdo de metabdlitos secundarios. Esses efeitos podem proporcionar vantagens contra
plantas concorrentes, concedendo vantagens adaptativas a planta produtora. Dentro desse
contexto encontra-se a alelopatia que pode ser descrita, como “todos os processos envolvendo
metabolitos secundarios produzidos por plantas, algas, bactérias ou fungos que influenciam o
desenvolvimento natural e sistemas agriculturais” (Sociedade Internacional de Alelopatia, 2012).
A alelopatia € um fenbmeno puramente natural e ecol6gico sendo causado por compostos
secundarios que podem ser lancados ao ambiente por lixiviacdo, decomposicdo dos tecidos ou
volatilizacdo. Os aleloquimicos podem ser absorvidos por outras plantas, afetando seu padrdo de
crescimento e/ou diferenciacdo (Ferreira, 2004). Tais efeitos sdo manifestacdes secundarias de
efeitos anteriores ocorridos a nivel molecular e celular (Ferreira; Aquila, 2000).

Para designar a inibicdo do crescimento devido a produtos quimicos, o termo alelopatia
ndo deve ser utilizado até que haja dados disponiveis sobre (a) libertacdo natural de compostos a
partir da planta agressora, (b) a concentragao e persisténcia destes compostos no meio ambiente,
e (c) o envolvimento direto destes compostos com a inibi¢do da planta-alvo (Inderjit et al, 2001).
Resumidamente o estudo alelopético 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 dos inumeros modos de agcdo encontrados que podem depender de
cada receptor (Oliveros-Bastida, 2008). Embora um grande nimero de bioensaios laboratoriais

tenham sido propostos para demonstrar alelopatia, a maior parte deles ndo englobam os



requisitos supracitados tendo pouca ou nenhuma relevancia em termos de comportamento no
campo. Assim, para tais estudos a denominagdo deve ser “estudos fitotoxicos” (Blum, 2011;
Inderjit et al, 2001).

Para a fitotoxicidade extratos vegetais podem obtidos através de solventes organicos,
como metanol, acetato de etila e diclorometano, deixando assim de ser um processo que ocorre
naturalmente no meio ambiente e entdo ndo podendo ser chamado de alelopatia. Estudos com
extratos obtidos com solventes organicos tem se mostrado bastante eficazes e promissores na

descoberta de novas substancias com potencial fitotoxico.

1.1.3.2. Bioherbicidas

Herbicidas e agroquimicos baseados em produtos naturais sdo atrativos por uma
variedade de razdes. Os produtos naturais sdo frequentemente considerados como ndo danosos
ao meio ambiente, pois muitos desses sdo facilmente biodegradaveis e como sdo, pelo menos
parcialmente, sollveis em agua, facilitando sua absorcdo pelas plantas, ha a possibilidade de
serem usados em menores quantidades apresentando menor risco para a rotacdo de culturas
(Alves et al, 2002b, Vyvyan, 2002; Huang et al., 2010,).

Outro atrativo é a possibilidade de se aumentar o nimero de sitios de acdo de herbicidas
(Dias & Dias, 2007). Esta abordagem ndo tem sido enfatizada pela industria agroquimica,
embora a possibilidade de descoberta de novos sitios de acdo pode ser promissora, uma vez que
o0s produtos naturais tendem a ter modos de ac&o diferentes dos herbicidas sintéticos (Dayan et al,
2000). Os sitios de acdo conhecidos de alguns aleloquimicos incluem a divisdo e alongamento
celular, germinacdo de polen, absorcdo de nutrientes, balanco hormonal, permeabilidade da
membrana, fotossintese e respiracdo (Souza-Filho & Alves, 2002b; Ferguson &
Rathinasabapathi, 2003).

O estudo de mecanismos de acdo de fitotoxinas naturais fornece uma via para
identificacdo de mecanismos de agéo que se desenvolveram como resultado de interagOes entre
varios organismos e plantas por um longo periodo de tempo (Dayan et al, 2000). Tal estudo ¢ de
grande importancia, pois com isso havera a oportunidade de combater/controlar espécies de
plantas invasoras que manifestem resisténcia, ou tolerancia aos produtos que hoje estdo
disponiveis no mercado (Alves et al, 2002b).

Obviamente, quaisquer que sejam 0s novos produtos a serem disponibilizados para o

controle de plantas invasoras, devem levar em conta dois aspectos: 1. Ter a mesma eficiéncia dos



atuais produtos sintéticos disponiveis no mercado; 2. N&o produzir os mesmos problemas
ambientais e de salde que os atuais produtos provocam (Alves et al, 2002b). No entanto, mesmo
sendo produtos naturais ¢ importante a identificagdo do movimento dos aleloquimicos no solo,
seu transporte, absorcdo, modo de acdo, sua interacdo com outros produtos quimicos, meia vida
no solo e sua biodegradacédo (Bhadoria, 2011).

Os aleloquimicos representam numerosos grupos quimicos e ja foram isolados em mais
de 30 familias de plantas terrestres e aquéaticas (Alves et al, 2002b). Na Tabela 1 podem-se

observar algumas substancias isoladas de plantas e sua acao:



Tabela 1. Espécie estudada, substancia ativa isolada, mecanismo de agéo e caracteristicas principais. Fonte: (Alves et
al, 2001b).

Espécie Substancia Observagdes

Artemisia spp. 1,8 cineol Suprime o Muito volatil
crescimento de

espécies invasoras.

Agrostemma Agrostemina Suprime o Largamente
githago crescimento de utilizada em paises

espécies invasoras. do Leste Europeu

Ailanthus Ailantona Suprime o Mais efetiva em uso
altissima crescimento de poés-emergéncia.

espécies invasoras.

Azadirachta indica Nimbina, Inseticidae -
Nimbinina, nematicida.
Azadiraquitinas,
Azadironas, Nimo-
e-nim-bocinolideos,

Salaninas, etc.

Datura Hiosciamina Herbicida Toxica para girassol
stramonium e varios cereais
Coffee arabica e Cafeina Herbicida  -—---

Canellia sinensis

Secale cereale Benzoxazinona Herbicida Quando
transformada por
microorganismos do
solo a uma
diazoperoxido tem
atividade aumentada

de oito a dez vezes.

Os estudos alelopaticos juntamente com a identificagdo de aleloquimicos, além de
oferecer potencial para o desenvolvimento de modelos de herbicidas, pode prover uma fonte de
germoplasma que poderia ser manipulada para aumentar a supressdo de ervas daninhas de uma

forma ambientalmente correta (Weston, 1996). Assim, compostos isolados das plantas podem ser
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usados diretamente ou como modelos moleculares para a sintese de novos agroquimicos, ou
ainda, podem ser feitas incorporacdes de caracteristicas alelopaticas de plantas silvestres ou
cultivadas em outras plantas através de melhoramento genético tradicional ou métodos de
engenharia genética que também podem aumentar a sintese e liberacdo de aleloquimicos por
parte da planta de interesse (Ferguson & Rathinasabapathi, 2003; Dias & Dias, 2007).

Embora ndo se possa descartar o uso de herbicidas sintéticos completamente, um
manejo utilizando potencialidades fitotoxicas, pode reduzir seu uso até um ponto que nao
prejudique a producdo agricola e traga menos danos ao meio ambiente (Bhadoria, 2011). Para
isso uma solucdo viavel é a aplicacdo de compostos alelopaticos antes, concomitantemente, ou
apos os herbicidas comerciais podendo assim aumentar o efeito geral de ambos os materiais
(Ferguson & Rathinasabapathi, 2003).

O estudo de produtos naturais como bioherbicidas torna-se cada ver mais promissor,
pois mesmo que 0 aumento do uso de agrotdxicos tenha proporcionado muitas facilidades ao
produtor, isto ndo pode ser sustentavel, especialmente porque a matéria prima ndo é renovavel,
além do que, os impactos dos agroquimicos no meio ambiente e na salde humana em longo
prazo ainda sdo desconhecidos (Soares & Porto, 2007).

Os efeitos toxicos dos herbicidas comerciais conhecidos na saude humana vao desde
nauseas e vomitos até alguns tipos de canceres. Quanto ao meio ambiente, podem acumular-se
na biota ou contaminar a agua e o solo, podendo levar ao desequilibrio ecol6gico (Soares &
Porto, 2007). A tais problemas acrescenta-se o fato de que alguns individuos-alvo adquirem
resisténcia aos herbicidas, o que faz com que as pragas nao sejam completamente dizimadas,
restando individuos com gendétipo mais forte (Soares & Porto, 2007).

Com isso, reforcam-se as razdes para explorar a alelopatia [ou potencial fitotdxico das
plantas] como uma opcao alternativa de controle de plantas daninhas (Alves et al, 2002b; Macias
et al., 2007).

1.2. Métodos gerais para obtencéo de agentes fitotdxicos de plantas

Os estudos quimicos de plantas (fitoquimica) estdo diretamente relacionados ao
desenvolvimento de técnicas rapidas e precisas, que permitam o isolamento de compostos de
interesse, normalmente presente em pequenas quantidades (Ferri,1996). Pesquisadores tém
adaptado os protocolos e desenvolvido suas proprias abordagens levando aos seus objetivos

mais efetivamente (Dayan et al, 2000).
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1.2.1. Coleta

Na etapa que determina o estudo fitoquimico, escolhe-se a parte da planta que sera
investigada (raiz, cascas do caule, caule, galhos, folhas, flores, frutos) e a quantidade de
material que sera coletado (Maciel et al, 2002). Muito importante é o registro da época de
coleta e condicBes climaticas que estejam ocorrendo, pois esses podem exercer grande
influéncia sobre a producéo de metabdlitos vegetais (Falkenberg et al, 2003).

Apo0s a coleta, o material deve ser transportado para o laboratdrio e ser seco o quanto
antes possivel a 40-60°C, com ventilagdo forcada (Ferri,1996). A secagem tem a finalidade de
retirar a agua do material de estudo, com isso impedindo a hidrolise e o crescimento
microbiano (Falkenberg et al, 2003). Se o material ndo for usado imediatamente seu
armazenamento deve ser feito em baixa umidade e temperatura (Maciel et al, 2002).

Antes da extracdo o material deve ser triturado, pois 0 aumento da area de contato entre
0 material sélido e o liquido torna mais eficiente a operacdo, ainda, quanto mais rigido forem

os tecidos vegetais, maior serd o grau de divisdo necessario (Ferri,1996; Falkenberg et al, 2003).

1.2.2. Extracéo

A extracdo de aleloquimicos é uma parte muito importante dos bioensaios, a escolha do
método de extracdo vai depender da textura do material, do contetdo de dgua presente e do tipo
de substancias que se deseja isolar (Inderjit & Dakshini, 1995; Ferri,1996).

Entre os métodos comuns de extracdo tem-se a extracdo feita pelo sistema de Soxhlet
onde o solvente € renovado e o extrato fica submetido a temperaturas elevadas. Ha, ainda, a
percolacdo, um método de extracdo a frio, que requerer maior volume de solvente, porém tem o
beneficio de apresentar menor risco de rea¢cdes quimicas por ndo envolver altas temperaturas
gue podem degradar ou desnaturar algum produto ativo (Ferri,1996; Maciel et al, 2002).

Para uma Unica extracdo (a frio ou a quente) usa-se geralmente um solvente polar
(metanol ou etanol); para mais de uma extracdo utiliza-se pelo menos trés tipos de solventes:
apolar (hexano ou éter de petroleo), de polaridade moderada (cloroférmio ou diclorometano) e
polar (metanol ou etanol) (Maciel et al, 2002). Uma das razdes para que se faga a extragdo com
mais de um tipo de solvente é que as plantas produzem um sem-numero de metabolitos com
diferentes polaridades e que podem ter atividade fitotoxica, alguns podem ser baixa polaridade,

outras de média e, finalmente, metabdlitos de alta polaridade (Souza-Filho et al, 2010).
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Quanto ao tempo de extracdo, pode variar em funcgéo da rigidez dos tecidos do material
vegetal e do seu estado de divisdo, da natureza das substancias a extrair, do solvente e do
emprego — ou ndo — de temperatura e/ou agitacdo (Falkenberg et al, 2003). Para prevenir
qualquer perda de material, todos 0s extratos devem ser estocados em baixa temperatura
(Ferri,1996).

1.2.3. Métodos de separacao, isolamento e identificacéo.

A identificacdo dos aleloquimicos ndo é uma tarefa simples, pois geralmente o0s
metabdlitos ativos sdo encontrados em extratos de plantas e exudados de raizes. Além disso, 0s
perfis de metabdlitos secundarios diferem em qualidade e quantidade, dependendo de varios
fatores, incluindo as condi¢cBes metereoldgicas, a idade da planta e os métodos de extracao e
analise (Macias et al., 2007).

A separacdo e a purificacdo dos constituintes quimicos de plantas sdo efetuadas
utilizando uma ou mais técnicas cromatograficas. Quando dois ou mais compostos estdo em
misturas e devem ser separados fisicamente utilizam-se técnicas de duas fases: (a) uma fase
estaciondria, que pode ser um sélido ou um liquido suportado sobre um sélido; (b) uma fase
moével, um géas ou um liquido que flui continuamente pela fase estacionaria. A separacdo
depende primeiramente das diferentes afinidades com a fase estacionaria, resultando em
migracdes diferenciais dos componentes individuais (Ferri,1996). SeparacGes cromatograficas
em que a fase movel é apolar e a fase estacionaria é polar sdo denominadas separagdes de fase
normal, enquanto sistemas com fase movel polar e fase estacionaria apolar constituem
separacOes em fase reversa (Falkenberg et al, 2003).

A cromatografia liquida em coluna € uma das técnicas mais utilizadas para a separagédo
ou isolamento dos constituintes de extratos vegetais, sendo bastante versatil podendo-se usar
colunas de diferentes tipos e dimensbes, bem como diversas combinacdes de fases moveis e
estacionarias (Falkenberg et al, 2003).

Na cromatografia em papel a fase movel depende da natureza das substancias a serem
separadas. Apos o desenvolvimento, o solvente é evaporado e 0s compostos separados s@o
detectados por meios de métodos quimicos e fisicos. O papel é imerso ou borrifado com um
reagente quimico que em reagdo com o0s produtos presentes pode produzir cor, e a partir de tais
coloragOes pode ser possivel & identificagdo dos grupos quimicos a que o0s produtos pertencem.

Para este fim existe uma série de reagentes de revelacdo para diversas classes de compostos. A
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revelacdo dos componentes quimicos presentes em misturas pode-se efetuar por meio da
utilizacdo de radiagéo ultravioleta (Ferri,1996).

A cromatografia em camada delgada (CCD) é uma técnica amplamente utilizada para
fins de andlise, tanto de extratos vegetais brutos quanto para avaliar o resultado de um processo
de separacdo (Falkenberg et al, 2003). A separacdo de componentes de uma mistura acontece
através de migracgéo diferencial sobre uma camada adsorvente retido sobre uma superficie plana,
geralmente vidro, aluminio ou plastico. Como na CCD os adsorventes sdo quimicamente
inertes, podem-se utilizar reveladores altamente reativos e a revelacdo pode ser por
aquecimento, diferenciando da cromatografia em papel (Ferri,1996). Semelhante a
cromatografia em coluna, pode-se escolher entre dezenas de tipos de suportes, tanto na fase
normal como na reversa, dependendo da polaridade dos componentes da amostra a analisar
(Falkenberg et al, 2003).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é uma técnica cromatografica muito
poderosa e versatil para a separacdo de produtos naturais, necessitando um tempo relativamente
curto para seu desenvolvimento e apresentando alta resolucéo (Ferri,1996; Wolfender, 2009). A
CLAE utiliza colunas com fase estacionaria formada por particulas extremamente finas (3 a 10
um), esféricas ou irregulares, homogéneas e densamente compactadas, oferecendo grande
resisténcia ao fluxo da fase movel o que requer alta presséo (Falkenberg et al, 2003).

A cromatografia gasosa (CG) utiliza reacBes quimicas com derivados de silano, por
meio da coluna, e € possivel seu acoplamento a um sistema de espectrdmetro de massa
combinando as vantagens da cromatografia (alta seletividade e eficiéncia de separacdo) com as
vantagens da espectrometria de massas (obtencdo de informacgdo estrutural, massa molar e
aumento adicional da seletividade). A CG-EM ¢ aplicavel a compostos volateis e termicamente
estaveis nas temperaturas relativamente elevadas empregadas durante o processo de separagdo
cromatografica (Falkenberg et al, 2003; Chiaradia et al, 2008).

O espectro de massas de uma substancia pode fornecer importantes informacoes
relacionadas com a sua estrutura, como a massa molecular e padrdes de fragmentacdo. A massa
molecular permite estabelecer a formula molecular da substancia, enquanto o padrdo de
fragmentacédo pode ajudar a caracterizar a presenca e a localizagdo de certos grupos funcionais
(Falkenberg et al, 2003).

1.2.4. Testes de bioatividade

Os bioensaios de bioatividade devem ser rapidos, de facil operagéo, ter aplicagcdo ampla
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para numerosas espécies-alvo, ser reproduziveis e estatisticamente validos (Wu et al 2001). Os
testes de bioatividade devem ser biodirecionados e sé@o recomendados desde a obtencdo do
extrato bruto, sendo repetido com as fragdes obtidas da cromatografia e com os produtos
isolados, constatando-se assim se o efeito é causado por sinergismo ou por um Unico agente
fitotoxico. A germinacdo é menos sensivel aos aleloquimicos do que o crescimento, por isso
recomenda-se que se fagam bioensaios separadamente, avaliando os efeitos tanto na
germinacdo como no desenvolvimento das plantulas (Ferreira, 2004).

Os testes de germinacdo sdo simples, no entanto ha uma serie de cuidados que devem
ser tomados para que se possam ter respostas reproduziveis (Ferreira, 2004). Habitualmente os
experimentos sdo conduzidos em camaras de germinagdo, em condi¢Ges controladas de
temperatura e luz, com duragdo de tempo variavel, normalmente entre sete e 10 dias, em
determinados casos, a temperatura é continua e, em outros, alternada com tempo de duragédo
para claro/escuro bem variado, dependendo das exigéncias da espécie receptora (Souza-Filho et
al, 2010). Normalmente sdo avaliados o indice de velocidade de germinacdo e a
germinabilidade das espécies-alvo. A germinacdo deve ser verificada diariamente ou em
intervalos menores para contabilizar as sementes germinadas. O critério pode ser o
aparecimento da curvatura geotropica da radicula ou o seu tamanho ser no minimo 50% do
tamanho da semente para evitar a falsa germinacao por expansao do embrido com a embebicéo
(Ferreira, 2004).

Em testes de desenvolvimento inicial preferencialmente as sementes devem ser
colocadas para germinar previamente as em agua destilada, apds a constatacdo da germinacéo
as plantulas séo transferidas para a solugéo-teste (Souza-Filho et al, 2010). Quando se deseja
que o bioensaio seja rapido, implica-se que as espécies vegetais selecionadas devam germinar
facilmente e uniformemente e ainda crescer de forma relativamente rapida. A espécie mais
utilizada como planta indicadora ¢ a alface (Lactuca sativa) (Dayan et al, 2000; Souza-Filho et
al, 2010). Isso se da ao pequeno periodo requerido para a sua germinacao (24 a 48 horas) e para
seu crescimento (Ferreira, 2004). Por outro lado, ela € extremamente sensivel aos efeitos tanto
de extratos brutos como de aleloquimico podendo superestimar a atividade fitotoxica. Esse
problema é especialmente crucial quando se tem na alface a Unica espécie receptora (Souza-
Filho et al, 2010).

Inderjit & Weston (2000), aconselham que se evite o0 uso de espécies-alvo sensiveis e
que os extratos sejam testados em mais de uma espécie. O uso de mais de uma espécie permite
melhor dimensionamento das reais potencialidades fitotdxicas das espécies doadoras além de

possibilitar inferéncias mais amplas e mais proximas da realidade (Souza-Filho et al, 2010).
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E interessante que mais de uma concentracido do extrato seja testada, sendo
recomendado estabelecer uma dose-resposta de pelo menos trés niveis de concentragdo, para
que se obtenha dados confidveis (Inderjit; Weston, 2000). E que ainda, a concentragdo ndo seja
demasiadamente elevada, o que levaria a um potencial fitotoxico da planta doadora que na

realidade ndo existe ou € inexpressiva (Souza-Filho et al, 2010).

1.3. Bioma Cerrado e as especies em estudo.

1.3.1. O Bioma Cerrado

O Cerrado caracteriza-se pela presenca de invernos secos e verdes chuvosos, um clima
classificado predominantemente como Aw de Koppen (tropical chuvoso). Possui média anual
de precipitacdo na ordem de 1.500 mm, sendo que as chuvas sdo praticamente concentradas de
outubro a margo. A temperatura media do més mais frio é superior a 18°C (Ribeiro & Walter,
2008). De maneira geral, os solos das diferentes fitofisionomias do Cerrado séo &licos (com
altos teores de Al). O tipo de solo predominante do Bioma sdo os Latossolos, abrangendo
aproximadamente 48% do territdrio. Esse tipo de solo é caracterizado por ser profundo,
distrofico e &cido, de baixa a média capacidade de troca catidnica, sendo assim, tem escassez de
nutrientes (Reatto et al, 2008). As condi¢des ambientais do bioma Cerrado, que sofre com seca,
com solo pobre em nutrientes e rico em aluminio, sdo considerados como estimulantes para a
producdo dos metabdlitos secundarios pelas plantas, elevando a diversidade quimica do cerrado
(Espindola-Darvenne, 2007).

1.3.2. Pouteria torta (Mart.) Radlk (Sapotaceae)

A espécie ocorre no cerrado sentido restrito, campos e cerraddo, no DF e estados BA,
GO, MA, MG, MT, MS, PA, Pl e RO. Constitui-se de uma espécie arbdrea semidecidua e tem
nome popular grdo-de-galo (Silva-Junior, 2005). As plantas desse género tém sido utilizadas na
construcdo civil, na alimentacdo e também na medicina popular. Algumas atividades sdo
reportadas as especies desse género, tais como, antioxidante, anti-inflamatoria, antibacteriana e
antifungica (Silva et al, 2009).

Ao observar-se a P. torta (Figura 7) no Cerrado, constata-se uma grande quantidade de
liteira abaixo da copa, e muito poucas herbaceas estabelecem-se no solo abaixo destas arvores,

podendo indicar potencial alelopatico da espécie. Testando sua fitotoxicidade, extratos aquosos
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de P. torta inibiram o crescimento inicial de gergelim e alface e extratos etandlicos de P.
caimito e P. ramiflora apresentaram atividade fitotoxica na germinabilidade de sementes de
Lactuca sativa e Lycopersicum esculentum (Nascimento et al, 2007; Guimarées et al, 2008;
Condessa, 2011). Em testes de atividade microbiana, extratos hexanico e etandlico da folha de
P. torta apresentaram atividade contra Staphylococcus aureus e além desse, 0 extrato aquoso
mostrou-se ativo contra Pseudomonas aeruginosa (Lopez, 2005). Estudos quimicos de alguns
extratos oriundos do caule, folhas e cascas de P. venosa mostraram resultados preliminares
positivos frente a ensaios antimalaricos in vivo e com larvas de Aedes aegypti, aléem do
isolamento de quatro triterpenos (taraxerol, acido ursolico, acido 3,19a,23-triidroxiurs-12-en-
28-0ico e acido 20,3a,19a,23-tetraidroxiurs-12-en-28-6ico) e um fitoesterdide (espinasterol)
(Montenegro et al, 2006).

Quanto a identificacdo de metabolitos secundarios no género, triterpenos e flavonoides
tém sido encontrados como principais componentes. Normalmente, os triterpenos isolados tém

sido ésteres de cadeia longa ou acetato (Silva et al, 2009).

Figura 7. Arvore e folhas em destaque de Pouteria torta (Mart.) Radlk.

1.3.3. Sesamum indicum L. (Pedaliaceae)

O gergelim é uma espécie-alvo comumente usada em estudos alelopaticos e fitotoxicos
por possuir alta velocidade de germinacgdo, ser de fécil aquisicdo e possuir amplo espectro
germinativo quanto a temperatura (Figura 8) (Carvalho et al, 2001).

Figura 8. Semente de gergelim, Sesamum indicum L. ndo germinadas e germinadas.
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1.3.4. Urochloa decumbens (Stapf) R.D. Webster (Poaceae)

No Brasil, véarias especies de gramineas de origem africana foram introduzidas
acidentalmente ou para fins forrageiros, tornando-se invasoras de ecossistemas naturais,
principalmente dos ambientes abertos, como campos e cerrados. Uma vez introduzidas no
Brasil, essas gramineas encontraram no cerrado condi¢des ecoldgicas semelhantes as de seus
habitats de origem, as savanas africanas, o que facilitou sua disseminagéo (Freitas & Pivello,
2005).

A braquidria é uma dessas espécies que escapou ao cultivo e passou a infestar lavouras
anuais e perenes, além disto, esta invasora promove severa dificuldade de regeneracdo natural
da vegetacdo nativa, pelo fato de dificultar muito a germinacdo de espécies nativas (Figura 9)
(Instituto Horus, 2005; Lorenzi, 2000). Vérios estudos tém mostrado que a invasdo por espécies
exoticas pode afetar a estrutura das comunidades de plantas e animais, a ciclagem de nutrientes,
a produtividade, a hidrologia e o regime de fogo. As gramineas exoticas invasoras Sao
extremamente agressivas e competem com sucesso com a flora nativa. Sdo capazes de invadir
areas naturais com sucesso e de descaracterizar em poucos anos a fisionomia da vegetacdo
original (Martins et al, 2007).

Figura 9. Sementes, folha e espigueta de braquiaria, Urochloa decumbens (Stapf) R.D. Webster.
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1.5. Objetivos

1.5.1. Objetivo geral

e Realizar estudos de fitotoxicidade de tecidos foliares de Pouteria torta e buscar
moléculas que apresentem bioatividade contra o desenvolvimento e diferenciagdo de

Sesamum indicum (gergelim) e Urochloa decumbens (braquiaria).
1.5.2. Objetivos especificos
e Testar diferentes métodos de extracdo de principios ativos dos tecidos foliares de P.
torta.

o Verificar se ha efeito sazonal na quantidade e atividade de moléculas bioativas nos

tecidos foliares de P. torta.

e Fracionar extratos foliares por grau de polaridade e identificar fracGes ativas por meio
de bioensaios monitorados com Sesamum indicum (gergelim) e Urochloa decumbens

(braquiaria);

e Identificar os grupos funcionais dos quais pertencem as moléculas predominantes nas

fracdes ativas.

e Contribuir no estudo fitoquimico de P. torta.
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2. Capitulo 1.
Epoca de coleta e do procedimento de

extracao na atividade fitotoxica de
extratos foliares de Pouteria torta (Mart.)
Radlk (Sapotaceae) sob a germinacao e
crescimento de gergelim e braquiaria.
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2.1. Resumo

Muitos metabolitos secundarios podem ser sintetizados desde os primeiros estagios da
planta, no entanto outros podem ter sua producdo desencadeada ou aumentada em resposta a
algum estimulo ambiental, o que pode afetar seu potencial fitotoxico. O metodo de extracéo e o
tipo de solvente utilizado para tal podem interferir na estrutura de produtos e na quantidade a
ser extraida. O objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial fitotoxico de extratos aquosos de
folhas de P. torta coletadas na estagdo chuvosa e na estacdo seca no Cerrado, e obtidos por
extracdo a quente e a frio, nas espécies alvo Sesamum indicum (gergelim) e Urochloa
decumbens (braquiaria). Ainda, comparar a atividade dos extratos aquosos com extratos obtidos
por acetato de etila. Os extratos foram testados em cinco concentragées, 200, 400, 800, 1600 e
3200 ppm. Foram realizados experimentos de germinagdo e crescimento inicial em placa de
petri que foram mantidas em camara de germinacdo por sete dias, a 30°C, com fotoperiodo de
12h. Né&o houve diferenca na atividade em relacdo a época de coleta ou ao método de extracgéo.
Em relacdo ao extrato obtido por acetato de etila, a extracdo aguosa mostrou-se mais indicada
para obtencdo de fitoquimicos na espécie estudada, por ter maior efeito inibitorio sob as
espécies-alvo, além de ter baixo custo. A germinabilidade e o tempo médio de germinacéo ndo
foram alterados em nenhuma das espécies, no entanto, o crescimento inicial foi inibido. O
crescimento radicular foi mais sensivel aos efeitos dos fitoquimicos que o crescimento aéreo. O

gergelim mostrou-se mais sensivel aos tratamentos do que a braquidria.

Palavras chave: Potencial fitotoxico, época de coleta, método de extracao.
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2.2. Abstract

Many secondary metabolites can be synthesized since the earliest stages of plants life,
however, others may have their production initiated or increased in response to an
environmental stress, which can affect their phytotoxic potential. The method of extraction
and the solvent used may interfere with the structure of products and quantity to be extracted.
The aim of this study is to evaluate phytotoxic potential of aqueous extracts from leaves of P.
Torta, collected during the rainy and the dry season in Cerrado, obtained by hot and cold
extractions, using as the target species Sesamum indicum and Urochloa decumbens. Also, to
compare the activity of aqueous extracts with the extracts obtained by ethyl acetate. The
extracts were tested at five different concentrations: 200, 400, 800, 1600 and 3200 ppm.
Germination and early growth experiments were tested in Petri dish, which were kept in
growth chamber for seven days, at 30°C, with a 12h photoperiod .There was no difference in
the activity concerning to time of collection or method of extraction. Regarding the extract
obtained by ethyl acetate, the aqueous extraction was more suitable for obtaining
phytochemicals from the studied specie, because of greater inhibitory effect on target species
and low cost. Germinability and the mean time to germination were not altered in any target
species, however, early growth was inhibited. Root growth was more sensitive to effects of
phytochemical than to aerial growth. The sesame was more sensitive to the treatments than

brachiaria.

Key words: phytotoxic potential, method of extraction, time of collection
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2.3. Introducéo

Alguns fatores ecoldgicos podem influenciar direta ou indiretamente a producdo de
metabdlitos secundarios, entre eles o efeito da radiacdo UV, luz infravermelha, deficiéncia de
minerais, estresse hidrico e temperaturas extremas. Ainda, estresses ambientais podem ser
provenientes de patdgenos, herbivoria, pesticidas ou acdo de diferentes poluentes (Alves et al,
2002; Einhelling, 2004). Muitas dessas substancias sdo sintetizadas desde os primeiros estagios
de crescimento das plantas, ou sua producdo pode ser desencadeada por algum estimulo externo,
assim, a época ou estacdo do ano gerando condicGes ambientais diferentes, podem afetar a
producdo de metabdlitos secundarios (Alves et al, 2002; Einhelling, 2004; Oliveros-Bastida,
2008).

A extracdo de aleloquimicos é uma parte muito importante dos bioensaios, a escolha do
método de extracdo vai depender da textura do material, do contetido de agua presente e do tipo
de substancias que se deseja isolar (Ferri,1996; Inderjit & Dakshini, 1995). Deve-se ter cuidado
na escolha do solvente e do método de extracdo, pois é gracas a essa seletividade que podera se
extrair apenas as substancias desejadas ou estas em maior quantidade (Falkenberg et al, 2003;
Inderjit & Dakshini, 1995). O aumento da temperatura, para extragcdo, pode ser um agente
facilitador pois provoca um aumento da solubilidade em qualquer substancia, entretanto pode
provocar reacdes quimicas, j& que muitas substancias sdo instaveis em altas temperaturas.
(Falkenberg et al, 2003)

A 4gua é utilizada na extracdo de substancias hidrofilicas, como aminoacidos, agucares,
alcaloides na forma de sal, saponinas e mucilagens sendo um dos liquidos extratores mais
importantes (Sonaglio et al, 2003). Essa metodologia € encontrada em diversos estudos no
Brasil (Jacobi & Ferreira, 1991; Santos et al, 2002; Oliveira et al, 2004; Periotto et al, 2004;
Maraschin-Silva & Aquila, 2006; Carmo et al, 2007; Sartor et al, 2009) e no exterior (Barnes
&Putnam, 1986; Chou &Kuo, 1986; Yu et al, 2003; Morgan & Overholt, 2005;).

Os solos do Cerrado sdo pobres em nutrientes, em conjunto uma longa estacdo seca e
queimadas frequentes sdo fatores de estresse podem exigir adaptacOes para facilitar a vida das
plantas nesse bioma (Haridasan, 2000; Marquis et al, 2002;). Como exemplos das adaptacfes
adquiridas pelas espécies do cerrado estdo as folhas coriaceas e a elevada produgdo de
compostos fendlicos e nitrogenados (Marquis et al, 2002).

Pouteria torta (Mart.) Radlk, pertencente a familia Sapotaceae, constitui-se de uma
espécie arbdrea semidecidua e ocorre no cerrado sentido restrito, campos e cerraddo, no DF e
estados BA, GO, MA, MG, MT, MS, PA, Pl e RO (Silva-Junior, 2005). Ao observar-se a P.
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torta no Cerrado, constata-se uma grande quantidade de liteira abaixo da copa, e muitas poucas
herbaceas estabelecem-se no solo abaixo destas arvores, podendo indicar potencial alelopatico
da espécie.

A fitotoxicidade de P. torta tem sido estudada, no entanto tais estudos nao englobam
pesquisas relativas a sazonalidade e método de extracdo, sendo tais dados imprescindiveis para
o direcionamento no estudo fitotoxico da espécie (Nascimento et al, 2007; Guimaraes et al,
2008; Condessa, 2011).

O objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial fitotoxico de extratos aquosos de folhas
de P. torta, verificando o efeito da sazonalidade e dos métodos de extracdo a quente e a frio,
nas espécies alvo Sesamum indicum (gergelim) e Urochloa decumbens (braquiéria). Ainda,
comparar a atividade dos extratos aquosos com extratos obtidos por acetato de etila.

2.4. Metodologia

O estudo foi desenvolvido no laboratério de Alelopatia Alfredo Gui Ferreira e no
laboratério de Termobiologia L.G. Labouriau, ambos pertencentes ao Instituto de Ciéncias
Biologicas, localizado no Campus Darcy Ribeiro, Universidade de Brasilia.

Folhas jovens (acima do segundo né) de P. torta foram coletadas de trés matrizes na
reserva de cerrado sentido restrito presente no Campus Darcy Ribeiro, da Universidade de
Brasilia. As matrizes foram georreferenciadas possuindo coordenadas S 15°46°12,0”, W
47°52°06,17; S 15°46°19,3”, W 47°52°04,6” ¢ S 15°46°28,1”, W 47°52°03,5”, altitude 1040 m.
A primeira coleta foi feita no més de julho de 2011 (19/07/2011) ap6s um més e meio sem
chuvas e a segunda coleta foi feita em fevereiro de 2012 (06/02/2012). As folhas foram secas a
50° C/24h e trituradas para o posterior preparo dos extratos.

As folhas secas e trituradas foram submetidas a extracdo a quente e a frio. Para a
extracdo a quente foram usadas 55g de folhas coletadas em fevereiro para 550 mL de agua
destilada (10% p/v), e 100g de folhas coletadas em julho para 1000 mL de &gua destilada (10%
p/v). A &gua foi aquecida a 100 °C e entdo as folhas foram colocadas em solucéo e assim
permaneceram até que esta estivesse em temperatura ambiente. Para extracdo a frio foram
usados 0os mesmo pesos e volumes da extracao por infusdo. As folhas foram adicionadas a agua
em temperatura ambiente e a solugdo permaneceu na geladeira (£6°C) por 24h. As solucbes
resultantes das extracfes foram filtradas a vacuo em funil de Bichner com papel filtro,

congeladas e liofilizadas.

O extrato de acetato de etila foi obtido apenas das folhas coletadas em fevereiro de 2012.
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A extracdo foi feita com auxilio do ultrassom e foram utilizados solventes em polaridade
crescente: hexano, diclorometano e acetato de etila. A extracdo com hexano e diclorometano
foi conduzida por duas vezes por 1 hora cada, com renovagdo do solvente, ja para o acetato de
etila, sendo o extrato de interesse, o procedimento foi conduzido trés vezes. O material obtido
foi filtrado a vacuo em funil de Bilchner, usando papel de filtro e apds foi seco em evaporador

rotativo.
Bioensaios com gergelim e braquiéria

Os extratos aquosos e de acetato de etila foram ressuspensos em agua destilada nas
concentragdes 3200, 1600, 800, 400 e 200 ppm. Utilizaram-se placas de petri com 5,5 cm de
didmetro, forradas com papel filtro onde foram aplicadas 1 mL de cada solucdo. As solugdes
foram utilizadas em bioensaios de germinacéo e crescimento. Foram utilizadas 10 sementes por
replicata (placa), e 4 replicatas por tratamento. Apés a colocacdo das sementes nas placas, as
mesmas foram fechadas com Parafilm®. As placas foram mantidas em camara de germinacéo a
30 °C por 7 dias. As espécies-alvo utilizadas foram o gergelim (lote de 2006 — germinabilidade
100%) obtido por plantio no Laboratério de Termobiologia e braquiaria (Agrocosmos Ltda. -

lote de 2011 — germinabilidade 70%) obtida comercialmente.

Na avaliacdo dos efeitos dos extratos na germinacdo, foram calculadas a

germinabilidade e tempo médio de germinacéo.

Para obtencdo da germinabilidade usou-se a férmula:
%G= (In;* N * 100

Onde, Y'n; € 0 numero total de sementes germinadas em relagdo ao total de sementes

dispostas para germinar (N) (Borghetti & Ferreira, 2004).
Para o calculo do Tempo Médio de Germinacado a formula usada foi:
Tmed=)n;* t;/ ) n;

Onde, >'n; é 0 nimero total de sementes germinadas dentro de determinado intervalo de
tempo t; Essa informacdo é expressa em horas (Borghetti & Ferreira, 2004). Para este calculo o
bioensaio foi acompanhado diariamente com intervalos de 24h e as sementes germinadas foram
contadas, entretanto, ndo retiradas das placas para que se avaliassem também os efeitos dos
extratos no crescimento inicial das plantas.

Passados os sete dias as plantulas tiveram as partes aéreas e radiculares mensuradas com
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auxilio de um paquimetro digital (Mitutoyo, precisdo de 0,05 mm) e com tais valores foi

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

Para o calculo de porcentagem de inibicao utilizou-se a formula:
% inibicdo = (XT * 100/ XC) -100

Onde XT é a média de crescimento das plantulas tratadas e XC a média de crescimento

das plantulas controle.

Andlises estatisticas

Para analise da inibicdo ou estimulo causado nas partes aéreas e radiculares das
espécies-alvo em relacdo ao controle positivo as analises estatisticas foram baseadas em testes
paramétricos e ndo-paramétricos, dependendo dos resultados obtidos. Para dados paramétricos
utilizou-se a analise da variancia (ANOVA) comparando-se as médias usando o teste de Tukey
a 5%. Apos tentativa de normalizacdo dos dados onde ndo se obteve sucesso foi aplicado o
teste de Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade comparando-se as médias com o teste de Dunn
também a 5% de probabilidade, utilizado para dados ndo paramétricos.

Para determinacdo da interacdo dos fatores época de coleta, tipo de extracdo e
concentracdo aplicou-se o teste de andlise de variancia fatorial, com trés fatores. A depender
dos resultados das analises, se pode tratar os dados como independentes e novamente aplicar
ANOVA, Kruskal-Wallis, Tukey e Dunn para a verificacdo da influéncia da época de coleta e
do método de extracgdo.

Para verificar a diferenca estatistica na germinabilidade, ulilizou-se intervalos de
confianca (IC), o IC fornece um intervalo de valores plausiveis para o parametro baseado nos
dados amostrais. Para determinar o IC de um n de 40 sementes utilizaram-se as tabelas
cientificas de p, com um IC de 95%. (Geigy 1965).
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Resultados e discussao
Extratos

Primeiramente foi calculado o rendimento do extrato obtido em relacdo ao peso das
folhas secas de P. torta coletadas na estacdo seca (julho) e estacdo chuvosa (fevereiro) com

dois métodos diferentes para a extracdo (Figura 10).

5

Julho

B Fevereiro

% de rendimento

Quente Frio

Figura 10. Rendimento dos extratos aquosos de folhas coletadas em julho e fevereiro, em relagdo ao peso seco das folhas de
Pouteria torta (Mart.) Radlk, obtidos por extra¢do a quente e a frio.

Em relagdo as duas épocas de coleta, das folhas coletadas em fevereiro obteve-se um
maior rendimento em comparacdo as folhas coletadas em julho. O maior rendimento foi obtido
pela extracdo a quente para as folhas das duas épocas de coleta.

Corroborando com os dados obtidos nesse estudo, Murakami e colaboradores (2009)
constataram que o extrato proveniente das folhas coletadas em agosto (inverno) teve o menor
rendimento, comparando com extratos obtidos de folhas coletadas nas outras trés estacdes. Os
autores justificaram esse resultado por estas folhas possuirem maior quantidade de compostos
insollveis, como componentes de paredes celulares.

De acordo com Falkenberg e colaboradores (2003), a extracdo a quente pode ser mais
rapida e extrair maior quantidade de compostos, sendo assim mais efetiva, entretanto algumas
substancias podem reagir quimicamente em decorréncia das altas temperaturas, podendo

ocasionar mudancas em produtos que poderiam ser ativos.
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Efeitos na germinacéo

A germinabilidade de gergelim n&o foi alterada por nenhum dos extratos. O maior
indice de germinabilidade (100%) foi obtido em todos os extratos, porém em nem todas as
concentragdes, e controle; o menor foi 92,5% (Fevereiro frio a 400 ppm). Observando o
Intervalo de Confianca do controle em relacdo com os demais tratamentos, eles se sobrepdem,
assim, ndo apresentando diferenca significativa entre os indices de germinabilidade (Figura 11).

Em relacdo ao tempo médio de germinagdo das sementes de gergelim o controle
germinou com 26,4 horas. A maior diferenca foi resultado da atividade do extrato proveniente
de fevereiro com extracdo a frio a 1600 ppm, 28,5 horas (anexos, Tabela 8), causando um
atraso de um pouco mais de 2 horas na germinacdo em relacdo ao controle, porém, esta

diferenca em condi¢des naturais, ndo é significante no estabelecimento da espécie.

100.00 r T .—“ T T r T

95.00 - . . F . |

90.00 - — — — ——

- (I 1 ‘1l

- 1 1 f @ B
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Fev.Frio Fev.Quente Julho frio Julho quente Controle

Figura 11. Porcentagem de germinacdo de sementes de Sesamum indicum L. (gergelim) sob influéncia dos extratos aquosos
obtidos das folhas de Pouteria torta (Mart.) Radlk coletadas em julho de 2011 e fevereiro 2012, em comparag¢éo com o controle
positivo (agua destilada). Barras de intervalo de confianca ndo indicam diferenca significa em relagéo ao controle, p<0,05

Em braquiaria a porcentragem de germinag&o no controle foi 77,5%. O maior indice de
germinabilidade foi 92,5%, resultante da agdo do extrato das folhas de fevereiro a frio a 800
ppm. O menor indice de germinabilidade, 62,5%, foi efeito do extrato a frio das folhas de julho

(3200 e 800 ppm) e o extrato a quente também das folhas de julho (200 ppm). Visto que 0s
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valores de IC, do menor e do maior indice se sobrepdem ao do controle, contata-se que ndo ha
diferenca significativa destes em relacéo ao controle (Figura 12).

Ao analisarmos o tempo médio de germinacgdo da braquiaria, o controle germinou em
44,9 horas, a maior variagcdo apresentou um atraso um pouco superior a 12 horas, em resultado
ao extrato quente das folhas coletadas em fevereiro a 200 ppm, onde a germinacao ocorreu em
56,7 horas (anexo, Tabela 9). Novamente ao analisarmos esses dados em condic¢des naturais o
estabelecimento da espécie ndo ird ser afetado por esse pequeno atraso.

100.00
95.00
90.00
85.00
80.00 200 ppm
400 ppm
75.00
800 ppm
70.00 W 1600ppm
65.00 H3200ppm
60.00
55.00
50.00

Fev.Frio Fev.Quente Julho frio  Julho quente Controle

Figura 12. Porcentagem de germinacdo de sementes de Urochloa decumbens (Stapf) R.D. Webster (braquiaria) sob influéncia
dos extratos aquosos obtidos das folhas de Pouteria torta (Mart.) Radlk coletadas em julho de 2011 e fevereiro de 2012, em
comparagdo com o controle positivo (agua destilada). * Barras de intervalo de confianca ndo indicam diferenca significa em
relacdo ao controle, p<0,05

Em relacdo a germinacdo, as duas espécies apresentaram-se pouco Sensiveis aos
efeitos dos extratos de P. torta, considerando que nem a germinabilidade nem o tempo médio
de germinacdo sofreram efeitos notaveis. Ferreira, 2004 afirma que a germinacdo é menos
sensivel aos aleloquimicos. Os dados obtidos corroboram com outros experimentos com
extratos de arbdreas nativas do Cerrado onde ndo foi constatado efeito sobre a germinacéo de

espécies-alvo (Pina et al, 2009, Formagio et al, 2010).

Efeitos no crescimento inicial

Ao analisarmos o efeito no crescimento inicial no hipocotilo de gergelim pode-se

observar que a maior inibicdo, 15,7%, foi causada pelo extrato obtido a frio das folhas
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coletadas em fevereiro na concentracdo de 800 ppm (Figura 13). Deve-se ressaltar que em
todos os extratos na concentracdo de 3200 ppm houve diminui¢cdo no crescimento radicular,
mesmo que discreto.

Todos os extratos, em uma ou mais concentraces, causaram efeito estimulatorio,
especialmente nas concentracdes de 400 e 1600 ppm, o estimulo mais significativo foi

resultado do extrato das folhas de julho obtido por infusdo a 1600 ppm (18,5%).
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Figura 13. Porcentagem de inibicdo do crescimento da parte aérea das plantulas de Sesamum indicum L.(gergelim) germinadas
e crescidas durante sete dias sob influéncia dos extratos aquosos obtidos das folhas de Pouteria torta (Mart.) Radlk coletadas
em julho de 2011 e fevereiro de 2012, em comparagdo com o controle positivo (agua destilada). *Indica diferenca significativa
em relacdo ao controle, p<0,05

Considerando a ac¢do dos extratos no crescimento radicular de S. indicum verificam-se
inibi¢bes bastante significativas desde a concentracdo de 200 ppm em todos os extratos (Figura
14). A partir da concentracdo de 800 até 3200 ppm em todos os extratos pode-se observar o
padrdo dose-resposta. Os efeitos mais significativos sdo resposta dos extratos mais
concentrados, chegando a 78% com o extrato a frio de folhas coletadas em julho na
concentragéo de 3200 ppm.

Mesmo apresentando inibicdes bastante significativas (superiores a 40%) os extratos a
frio de folhas de fevereiro, a 200 e 400 ppm, ndo apresentaram diferenca estatistica em relacéo
ao controle, tal resposta se deve ao alto desvio padrdo encontrado nas médias (anexos, tabela
6).
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Figura 14. Porcentagem de inibicdo do crescimento da parte radicular das plantulas de Sesamum indicum L. (gergelim)
germinadas e crescidas durante sete dias sob influéncia dos extratos aquosos obtidos das folhas de Pouteria torta (Mart.) Radlk
coletadas em julho de 2011 e fevereiro de 2012, em comparagdo com o controle positivo (4gua destilada). *Indica diferenca
significativa em relacéo ao controle, p<0,05

O crescimento aéreo de braquiaria mostrou-se sensivel aos agentes fitotoxicos
presentes nos extratos, houve inibicdo em todas as concentragcbes de todos os tratamentos
(Figura 15). O extrato frio obtido das folhas de julho (800 ppm) foi o mais efetivo, com uma
inibicdo do crescimento de 43,5% em relacdo ao controle, seguido do extrato a quente das
folhas coletadas em fevereiro a 800 e 3200 ppm que causou 41% de inibicao.

N&o se pode deixar de observar que em trés dos quatro extratos (Julho Frio, Julho
Quente e Fevereiro Frio) a maior inibig&o foi encontrada na concentragdo de 800 ppm.
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Figura 15. Porcentagem de inibicdo do crescimento da parte aérea das plantulas de Urochloa decumbens (Stapf) R.D. Webster
(braquiaria) germinadas e crescidas durante sete dias sob influéncia dos extratos aquosos obtidos das folhas de Pouteria torta
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(Mart.) Radlk coletadas em julho de 2011 e fevereiro de 2012, em comparagdo com o controle positivo (agua destilada).
*Indica diferenca significativa em relagéo ao controle, p<0,05.

A inibicdo mais significativa no crescimento radicular de braquiaria, foi resultado da
acdo do extrato obtido a quente, na concentracdo de 3200 ppm, tanto para as folhas coletadas
em julho (60,2%), como para aquelas coletadas em fevereiro (59,8%). Os maiores indices de
inibicdo, em todos os tratamentos, foram a 3200 ppm. O crescimento radicular da braquiéria
mostrou-se menos sensivel aos agentes fitotoxicos quando em compara¢do com o crescimento

radicular de plantulas de gergelim (Figura 16).
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Figura 16. Porcentagem de inibicdo do crescimento da parte radicular das plantulas de Urochloa decumbens (Stapf) R.D.
Webster (braquiaria) germinadas e crescidas durante sete dias sob influéncia dos extratos aquosos obtidos das folhas de
Pouteria torta (Mart.) Radlk coletadas em julho de 2011 e fevereiro de 2012, em comparagdo com o controle positivo (dgua
destilada). *Indica diferenca significativa em relagdo ao controle, p<0,05.

Os extratos aquosos mostraram-se bastante ativos no crescimento inicial das duas
espécies-alvo. Em outros trabalhos, extratos de P. torta tém sido efetivos na inibicdo do
crescimento de espécies-alvo. Nascimento e colaboradores (2007) testaram o potencial
fitotoxico de extratos aquosos de folhas verdes e senescentes de P. torta em sementes de alface.
Apenas os extratos de folhas verdes tiveram atividade diminuindo a germinagdo de sementes de
alface. Em relagdo ao crescimento inicial das plantulas, tanto os extratos de folhas verdes como
extratos de folhas senescentes foram inibitorios apresentando inibi¢6es superiores a 70%.
Condessa (2011) testou extratos foliares aquosos e hexanicos de P. torta em alface e tomate.
Com ambas as especies-alvo a inibigdo foi mais significativa com extratos aquosos, chegando

ao indice de inibicdo 74% no alongamento radicular de tomate.
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Nas duas espécies-alvo o crescimento radicular foi mais sensivel aos extratos de P. torta
do que o hipocétilo. Da mesma maneira Guimardes e colaboradores (2008), testando extrato
aquoso de folhas frescas ou secas trituradas de P. torta, encontraram inibigéo significativa no
crescimento radicular de plantulas de gergelim (>50%), porém nao houve inibicado significativa
do crescimento do hipocétilo em relacdo ao controle. Tal resultado corrobora com o que é
normalmente encontrado em estudos de fitotoxicidade (Correia et al, 2005; Giotto et al, 2007;
Viecelli & Cruz-Silva, 2009; Oliveira, 2009; Allem, 2010; Pelegrini & Cruz-Silva, 2012),

A maior inibicdo do crescimento radicular pode ser devido ao seu contato mais direto
com o papel filtro assim a absor¢do e, consequentemente, a concentracdo de fitotoxinas nos
tecidos radiculares foi favorecida. A capacidade de translocacdo do aleloquimico da raiz para a
parte aérea e 0 mecanismo de acdo do mesmo também devem ser considerados, assim certas
substancias podem causar inibicdes em um érgdo e pequenos incrementos em outro, variando
os efeitos conforme o 6rgao da planta onde eles atuam (Chung et al, 2001; Correia et al, 2005;
Maraschin-Silva & Aquila, 2006)

O crescimento aéreo de gergelim foi estimulado quando em contato com os extratos
Maraschin-Silva & Aquila (2006), testaram os efeitos fitotoxicos de extratos de Erythroxylum
argentinum, Luehea divaricata, Myrsine guianensis sob o crescimento de alface e também

contataram estimulos no hipocdétilo.

Relacdo da atividade fitotoxica com a época de coleta e tipo de extracgao.

Para identificar se acdo dos extratos nas plantulas de gergelim e braquiaria é
influenciada pela época de coleta das folhas ou pelo método de extracdo precisa-se
primeiramente verificar se tais variaveis tem interacdo entre si. Para tal aplicou-se o teste de
andlise de variancia fatorial, incluindo trés fatores (época de coleta, tipo de extracdo e
concentragdo). Sendo que nenhum dos valores para p foi menor do que 0,05, conclui-se que as
uma variavel ndo interfere significativamente na outra, assim pode-se tratad-las como fatores

independentes (Tabela 2 e Tabela 3).

Tabela 2. Resultados da andlise de variancia fatorial de interagdo entre os fatores época de coleta, tipo de extracdo e
concentragdo dos extratos de Pouteria torta (Mart.) Radlk para parte aérea (PA) e parte radicular (PR) de Sesamum indicum L.
(gergelim). Valores de p menores que 0,05 demonstram interagdo significativa entre as variaveis.

PA PR
Epoca de coleta x Concentragdo 0.1998 0.8649
Epoca de coleta x Tipo de extragio 0.091 0.5389
Concentracao x Tipo de extracao 0.613 0.713
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Tabela 3. Interagdo entre os fatores época de coleta, tipo de extragdo e concentragdo dos extratos de Pouteria torta (Mart.)

Radlk para parte aérea (PA) e parte radicular (PR) de Urochloa decumbens (Stapf) R.D. Webster (braquiéria). Valores de p
menores que 0,05 demonstram interacdo significativa entre as varidveis

PA PR
Epoca de coleta x Concentragdo 0.6744 0.611
Epoca de coleta x Tipo de extragdo  0.6056 0.347
Concentracao x Tipo de extragao 0.8756  0.5011

Epoca de coleta

Para as avaliacGes de diferenca estatistica em relagdo a época de coleta, utilizaram-se
apenas as concentracfes de 3200 ppm de todos os extratos, por ter sido a mais efetiva na maior
parte dos bioensaios de crescimento inicial nas espécies alvo.

Assim, compararam-se 0S mesmos métodos de extragcdo, na mesma concentracao nas
diferentes épocas de coleta, resultando em comparacdes entre o extrato de Julho Quente 3200
ppm e Fevereiro Quente a 3200 ppm, e Julho frio a 3200 ppm e Fevereiro Frio independente para
parte aérea e radicular de cada espécie.

Para gergelim ndo se verifica diferenca estatistica em nenhuma das quatro comparacdes.
Assim, ndo é mostrado efeito da sazonalidade no crescimento inicial de gergelim (

Tabela 4).

Tabela 4. Andlise dos efeitos da sazonalidade de extratos dasolhas de Pouteria torta (Mart.) Radlk em plantulas de
Sesamum indicum L. (gergelim). Comparagdo do tamanho (cm) entre partes aéreas (PA) e partes radiculares (PR)
separadamente sob o efeito de extratos obtidos pela mesma técnica de extracdo e em diferentes épocas de coleta. *
indica diferenga significativa com p<0,05.

Quente Frio
PA PR PA PR
Epoca de Julho 1,96 1,59 1,71 1,15
extracao Fevereiro 1,55 1,05 1,53 1,05

O mesmo padrdo encontrado em gergelim € encontrado em braquidria, para as quatro
comparac0es realizadas, ndo se verifica diferenca estatistica para a época de coleta para o efeito
dos extratos no crescimento inicial da espécie (Tabela 5).

Tabela 5. Analise dos efeitos da sazonalidade de extratos das folhas de Pouteria torta (Mart.) Radlk em plantulas de
Urochloa decumbens (Stapf) R.D. Webster (braquiaria). Comparagdo do tamanho (cm) entre partes aéreas (PA) e

partes radiculares (PR) separadamente sob o efeito de extratos obtidos pela mesma técnica de extracdo e em
diferentes épocas de coleta. * indica diferenca significativa com p<0,05.

Quente Frio
PA PR PA PR
Epoca de Julho 2,87 3.20 2,35 3,42
extracao Fevereiro 2,09 3.05 2,30 4,48
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Tanto para a parte aérea como para a parte radicular das duas espécies-alvo ndo houve
diferenca estatistica dependente da sazonalidade. Jacobi & Ferreira (1991), testando extratos de
folhas de Mimosa bimucronata coletadas nas quatro estagdes do ano, verificaram que as folhas
jovens (primavera) ndo tiveram efeito na germinacg&o, porém folhas mais velhas (verdo, outono e
inverno) inibiram a germinacdo das espécies sensiveis (alface, cenoura, chicoria e tomate).
Entretanto, corroborando com o encontrado nesse estudo, o crescimento foi afetado pelos
extratos das folhas coletadas em qualquer época do ano, mesmo nas espécies em que a
germinagdo nado foi havia sido inibida (arroz, couve, pepino e repolho).

Em estudo sobre a influéncia de extratos de folhas de Solanum lycocarpum, Solanum
subumbellatum, Solanum granuloso-leprosum coletadas em duas estacdes (seca e chuvosa)
encontrou-se efeito da época de coleta e justifica-se tal resultado ao estresse causado no periodo
da seca que influenciou diretamente a presenca de aleloquimicos nas folhas das espécies
estudadas reduzindo o crescimento da espécie alvo, o gergelim (Oliveira, 2009).

Murakami e colaboradores (2009), em bioensaios com Aloe arborescens, observaram
maior variacdo sazonal no efeito fitotoxico de extratos etandlicos sobre o crescimento das
plantulas de alface, sendo mais pronunciado nos meses de verdo e outono. Por outro lado, o
efeito fitotdxico de extratos cloroférmicos mostrou-se pouco influenciado pelo periodo de coleta.

Viecelli & Cruz-Silva (2009), testaram diferentes métodos de extracdo e diferentes
épocas de coleta de folhas de Salvia officinalis sobre o desenvolvimento de sementes e plantulas
de alface e observaram variacdo na atividade em funcdo época de coleta das folhas, com maior
atividade nas radiculas da planta alvo. Da mesma forma, Pelegrini e Cruz-Silva (2012), testaram
extratos de Coleus barbatus, coletadas nas quatro estacdes do ano, 0s extratos apresentaram
efeito alelopéatico sobre a germinacgdo e o crescimento de alface, sendo que estes variaram em
fungéo da sazonalidade da coleta.

Diferentes metodologias de extracdo podem extrair diferentes substancias que podem, ou
ndo, ter efeito no desenvolvimento de espécies alvo. Ainda, algumas substancias podem ter
modificacbes na sua producdo dependendo da época do ano e de eventuais estresses a que
possam ser submetidas. Contudo, a variacdo da atividade em decorréncia da época de coleta

pode ser nula ou expressa, dependendo de varios fatores.

Metodo de extracao
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Da mesma forma utilizada para as avaliacGes relacionadas a época de coleta, utilizaram-
se apenas as concentragdes de 3200 ppm de todos 0s extratos, no entanto as comparagdes foram
das mesmas épocas de coleta das folhas, na mesma concentracdo, com os dois diferentes
métodos de extracdo. As comparacoes resultantes foram entre os extratos de Julho Quente 3200
ppm com Julho frio a 3200 ppm, e Fevereiro Quente 3200 ppm com Fevereiro Frio 3200 ppm,
independente para parte aérea e radicular de cada espécie.

Para gergelim ndo houve diferenga para os dois diferentes métodos de extragdo. Assim,
tanto a extracdo a frio como a quente mostram-se efetivas na obtencéo de substancias fitotdxicas
(Tabela 6).

Tabela 6. Analise dos efeitos dos diferentes métodos extracéo das folhas de Pouteria torta (Mart.) Radlk em plantulas
de Sesamum indicum L. (gergelim). Comparacdo do tamanho (cm) entre partes aéreas (PA) e partes radiculares (PR)
separadamente sob o efeito de extratos de folhas coletadas na mesma época e obtidos com diferentes métodos de
extragdo. * Indica diferenca significativa com p<0,05.

Julho Fevereiro
PA PR PA PR
Extracio Qgente 1.96 1.59 1.55 1.05
Frio 1.71 1.15 1.53 1.05

Entretanto, para braquiéria houve diferenca significativa no crescimento da parte aérea,
entre os as duas metodologias de extracdo. O extrato obtido por infusdo de folhas coletadas em
fevereiro foi significativamente mais efetivo que o extrato a frio. Para as folhas coletadas em

julho ndo houve diferenca nas metodologias de extracdo (Tabela 7).

Tabela 7. Anélise dos efeitos dos diferentes métodos extracdo das folhas de Pouteria torta (Mart.) Radlk em plantulas
de Urochloa decumbens (Stapf) R.D. Webster (braquiaria). Comparagdo do tamanho (cm) entre partes aéreas (PA) e
partes radiculares (PR) separadamente sob o efeito de extratos de folhas coletadas na mesma época e obtidos com
diferentes métodos de extracéo. * Indica diferenca significativa com p<0,05.

Julho Fevereiro
PA PR PA PR
Extracao Qgente 2.87 3.20 2.09 3.05
Frio 2.35 3.42 2.30 4.48*

Na maior parte dos resultados analisados os diferentes métodos de extracdo ndo
apresentaram diferenca nos efeitos dos extratos nas espécies-alvo.

Em bioensaios realizados com extratos foliares obtidos com extracdo aquosa a frio e a
quente, de Erythroxylum argentinum, Luehea divaricata, Myrsine guianensis e Ocotea puberula
comparou-se os efeitos dos extratos sobre as raizes de alface. Observaram-se diferencas
significativas causadas por extratos de mesma concentracdo apenas nos bioensaios com E.

argentinum e L. divaricata, sendo o extrato preparado a quente mais efetivo. Porém, os efeitos
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causados pelos extratos de obtidos por diferentes metodologias de M. guianensis e O. puberula
néo diferiram entre si, indicando que nem sempre um extrato preparado com altas temperaturas
apresentara efeito mais acentuado em relagdo a um extrato preparado a frio (Maraschin-Silva &
Aquila, 2006).

Oliveira e colaboradores (2012) avaliaram o potencial alelopéatico de diversos érgédos de
juca (Caesalpinea ferrea) sobre a germinacdo de sementes e desenvolvimento de plantulas de
alface, para isto os extratos foram obtidos por infusdo e com &gua em temperatura ambiente.
Como resultado, todas as caracteristicas apresentaram menor valor médio quando as sementes
foram submetidas ao extrato obtido a 100°C.

Diferentemente, Giotto e colaboradores (2007) avaliando os efeitos de extratos de
Eugenia dysenterica, obtidos por diferentes metodologias, no crescimento de alface verificaram
que parte radicular é a mais sensivel e a parte aérea teve influéncia em relacdo aos tipos de
extracdo. Na extracdo com agua fria, houve reducao significativa no crescimento das plantulas ao
contrario da extracdo com agua quente que estimulou o crescimento da parte aérea em algumas
concentragoes.

Dessa forma pode-se concluir que a temperatura da extracdo pode ou nao influenciar nas
substancias fitotdxicas extraidas, tal efeito pode ser diferentemente expressado se considerarmos,
além da técnica de extracédo, a espécie, a época de coleta, os diferentes 6rgao das plantas e ainda

a idade desses 6rgaos.
Comparacdo do efeito do Extrato Aquoso com o Extrato de Acetato de Etila
Para nivel de comparacdo entre a atividade fitotoxica de um extrato de polaridade
intermediaria (obtido com o solvente organico acetato de etila) em relacdo aos extratos aquosos,

foram testados nas mesmas concentracdes o extrato de AcoEt em gergelim e braquiaria (Figura

17 e Figura 18).
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Figura 17. Porcentagem de inibicdo do crescimento da parte aérea e radicular das plantulas de Sesamum indicum L. (gergelim)
germinadas e crescidas durante sete dias sob influéncia dos extratos de acetato de etila obtidos das folhas de Pouteria torta
(Mart.) Radlk, em comparagéo com o controle positivo (agua destilada). *Indica diferenca significativa em relacdo ao controle,
p<0,05
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Figura 18. Porcentagem de inibicdo do crescimento da parte aérea e radicular das plantulas de Urochloa decumbens (Stapf)
R.D. Webster (braquiaria) germinadas e crescidas durante sete dias sob influéncia dos extratos de acetato de etila obtidos das
folhas de Pouteria torta (Mart.) Radlk, em comparacdo com o controle positivo (agua destilada). *Indica diferenga significativa
em relacéo ao controle, p<0,05

A maior discrepancia em comparacao ao extrato aquoso com o extrato de AcoEt foi no
bioensaio com gergelim. Neste, a maior inibicdo do extrato obtido com o solvente organico foi
44,6% a 3200 ppm, na radicula, enquanto que com o0s extratos aquosos independente do método
de extracdo ou época de coleta tiverem a 3200 ppm uma inibigdo em torno de 75%. No entanto,
ndo podemos deixar de observar que os hipocétilos das plantulas de gergelim em sua maioria,

tiveram inibicdo no seu crescimento, ao contrario da resposta em relacdo aos extratos aquosos.
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Os resultados em relacdo a braquidria também mostraram 0s extratos aquosos mais
efetivos em relagcdo aos extratos obtidos com o solvente orgénico. A maior inibi¢do foi na
radicula da graminea na concentracdo de 3200 ppm (57,5%), enquanto nos extratos aquosos a
inibicdo da radicula esteve em torno de 60% a 3200 ppm para folhas coletadas em julho e
fevereiro com extracdo a quente.

Tais resultados corroboram com os resultados conseguidos por Condessa (2011),
supracitados, onde extragdes que visam substancias mais polares sdo mais efetivas quanto a acéo
fitotoxica.

De acordo com Falkenberg e colabradores (2003), deve-se levar deve-se avaliar a
eficiéncia, a disponibilidade dos meios e o custo do processo de extracdo escolhido, nesse estudo
a extracdo aquosa é mais rapida e com menor custo, além de ser a mais efetiva, justificando ser a

indicada para a obtencdo de compostos com acdo fitotoxica para a espécie estudada.
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3. Capitulo 2.
Avaliacao fitotoxica de extratos foliares

de Pouteria torta (Mart.) Radlk
(Sapotaceae) em Sesamum indicum
(gergelim) e Urochloa decumbens
(braquiaria) e contribuicao para a
fitoquimica da espécie.
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3.1. Resumo

Vérias espécies do Cerrado tem tido seu potencial alelopético e fitotdxico estudado na sua
maioria tem sido efetivas na inibicdo do crescimento das espécies alvo testadas. Uma delas é a
Pouteria torta que também tem sido visada farmacologicamente como antioxidante, anti-
inflamatdria, antibacteriana e antifingica (Silva et al, 2009). O objetivo desse trabalho foi
verificar a bioatividade de extratos foliares de P. torta obtidos com o solvente organico acetato
de etila, na germinacdo e crescimento inicial de Sesamum indicum (gergelim) e Urochloa
decumbens (braquiaria). Além disto, identificar produtos bioativos presentes nas fracdes. Os
extratos foram obtidos de folhas jovens coletadas de individuos adultos, que foram secas e
trituradas para preparo dos extratos. Foram utilizados os solventes hexano, diclorometano,
acetato de etila, acetona, metanol em ordem crescente de polaridade. Os extratos foram filtrados,
Secos em rotavapor e ressuspensos em agua nas concentragcfes 800, 400 e 200 ppm. A atividade
bioldgica de tais extratos foi testada no crescimento inicial de Sesamum indicum, o gergelim. O
extrato mais ativo, proveniente de acetato de etila, foi fracionado, por grau de polaridade em
cromatografia liquida em coluna e as fragdes tiveram sua atividade avaliada na germinacéao e
crescimento de gergelim e braquiéria. Buscou-se a identificacdo de substancias nas fragdes com
auxilio de reacdes colorimétricas em cromatografia em camada delgada e cromatografia gasosa
acoplada a espectrometro de massa (CG-EM). As espécies-alvo foram mais sensiveis ao extrato
de acetato de etila antes do seu fracionamento, apontando um efeito sinérgico das substancias.
Compostos fendlicos foram identificados em todas as fragdes e na fracdo um (F1) puderam ser

identificados dois triterpenos, a e B-amirina.

Palavras chave: amirina, bioatividade, solventes organicos, cromatografia
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3.2. Abstract

A lot of species of Cerrado has had their alleopathic and phytotoxic potential studied
and most species has been effective in inhibiting the growth of target species tested. One is
Pouteria torta, which has also been pharmacologically targeted as antioxidant, anti-
inflammatory, antibacterial and antifungal (Silva et al, 2009). The aim of this study is to
verify bioactivity of leaf extracts of P. torta, obtained with the organic solvent ethyl
acetate, in germination and early growth of Sesamum indicum and Urochloa decumbens.
Moreover, to identify bioactive products present in fractions, extracts were taken from
young leaves of adult individuals. Leaves were dried and crushed in order to prepare
extracts. The extracts were obtained using solvents hexane, dichloromethane, ethyl acetate,
acetone, methanol in order of increasing polarity. The extracts were filtered, dried in rotary
evaporator and resuspended in water at the concentrations 800, 400, and 200 ppm.
Biological activity of these extracts was tested in initial growth of Sesamum indicum. The
most active extract from ethyl acetate was fractionated by degree of polarity in liquid
column chromatography and the activity of the fractions was evaluated on germination and
growth of sesame and brachiaria. We sought to identify substances in the fractions with the
aid of colorimetric reactions in thin layer chromatography and gas chromatography
coupled to mass spectrometry (GC-MS). The target species were more sensitive to the
ethyl acetate extract prior fractionation, indicating a synergistic effect of substances.
Phenolic compounds were identified in all fractions and one fraction (F1) could be

identified two triterpenes, a and -amyrin.

Key words: amyrin, bioactivity, organic solvents, chromatography
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3.3. Introducéo

Todos os organismos precisam transformar, consumir e/ou interconverter um vasto
nmero de compostos organicos, necessarios a sua sobrevivéncia e reproducgdo. Tais compostos
fornecem energia sob a forma de ATP, e precursores para construir seus proprios tecidos. Uma
rede integrada de enzimas € utilizada para esta finalidade, estabelecendo as conhecidas vias
metabdlicas que, por sua vez, constituem o denominado metabolismo vegetal (Dewick, 2002).

Apesar da variedade de caracteristicas de vida dos organismos as vias metabdlicas
trabalham primeiramente para modificar e sintetizar carboidratos, proteinas, gorduras e acidos
nucleicos. Esses processos demonstram a unidade fundamental de toda a vida e sdo
coletivamente descritos como metabolismo primario (Dewick, 2002).

Em contraste com as rotas de metabolismo priméario, o metabolismo secundario
caracteriza-se por rotas que geram componentes que tem uma distribuicdo mais limitada e
menos conservada entre 0s organismos. Tais substancias sdo conhecidas como metabolitos
secundarios, produtos secundarios ou, popularmente, produtos naturais (Dewick, 2002). Em
decorréncia desse aparecimento descontinuo e diversificado no reino vegetal esses metabdlitos
podem servir para caracterizacdo de grupos taxonodmicos (Taiz & Zeiger, 2004).

As plantas produzem metabdlitos secundarios que variam em qualidade e quantidade de
espécie para espécie. A quantidade dos produtos secundarios ainda pode variar conforme o
local de ocorréncia da espécie e/ou seu ciclo de vida, pois muitos deles tém sua sintese
desencadeada por eventuais vicissitudes a que as plantas estdo exposta (Espindola-Darvenne,
2007).

As plantas utilizam essas substancias em um fenémeno denominado alelopatia que pode
ser descrita, como todos os processos envolvendo metabdlitos secundarios produzidos por
plantas, algas, bactérias ou fungos que influenciam o desenvolvimento natural e sistemas
agriculturais (Sociedade Internacional de Alelopatia, 2012). Sendo um fenbmeno puramente
natural e ecologico tais efeitos podem proporcionar vantagens contra plantas concorrentes,
concedendo vantagens adaptativas a planta produtora.

Uma éarea de estudo muito confundida com a alelopatia € a fitotoxicidade, que se
diferencia da primeira, pois esta pode ndo ser um fenémeno natural. O estudo pode visar a
busca de substancias que atuem no desenvolvimento vegetal, independentemente das interacGes
em seu ambiente natural. Para a fitotoxicidade os extratos vegetais podem obtidos por meio de
solventes orgénicos, como metanol, acetato de etila e diclorometano e os bioensaios podem ser

feitos em condigBes de laboratdério, podendo ignorar as varidveis encontradas em campo
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(Inderjit et al, 2001; Blum, 2011).

O Cerrado caracteriza-se pela presenca de invernos secos e verdes chuvosos, um clima
classificado predominantemente como Aw de Koppen (tropical chuvoso). O tipo de solo
predominante do Bioma sdo os Latossolos abrangendo aproximadamente 48% do territorio,
esse tipo de solo é caracterizado por ser profundo, distrofico, acido e de baixa a media
capacidade de troca catidnica, e escasso de nutrientes (Reatto et al, 2008). As condicOes
ambientais do bioma cerrado, que sofre com seca, com solo pobre em nutrientes e rico em
aluminio, podem estimular a producdo dos metabolitos secundarios, elevando a diversidade
quimica das espécies ali ocorrentes (Espindola-Darvenne, 2007).

Vérias espécies do Cerrado tem tido seu potencial alelopético e fitotoxico pesquisado
Adiantum serratodentatum, Adiantum tetraphyllum, Pityrogramma calomelanos (Peres et al,
2004), Pouteria torta (Nascimento et al, 2007), Pterodon emarginatus (Hernandez-Terrones et
al, 2007), Sapindus saponaria (Grisi et al, 2012), Solanum lycocarpum (Oliveira et al, 2004),
Solanum palinacanthum (Oliveira & Campos, 2006), Pouteria ramiflora, Stryphnodendron
adstringens, Styrax ferrugineus, Vochysia tucanorum, Machaerium villosum, Kielmeyera
variabilis, Didymopanax vilosum (Silva et al, 2006).

Pouteria torta (Mart.) Radlk (Sapotaceae) ocorre no cerrado sentido restrito, campos e
cerraddo, no DF e estados BA, GO, MA, MG, MT, MS, PA, Pl e RO. Constitui-se de uma
espécie arbdrea semidecidua e tem nome popular de grdo-de-galo (Silva-Janior, 2005). As
plantas desse género tém sido utilizadas na construcao civil, na alimentacdo e também na
medicina popular. Algumas atividades medicinais sdo reportadas as espécies desse género, tais
como, antioxidante, anti-inflamatoria, antibacteriana e antifingica (Silva et al, 2009).

Considerando que hé relatos na literatura de atividade fitotoxica de P. torta e de outras
espécies do género e ha a necessidade de investigar os compostos secundarios responsaveis por
tal efeito. Dessa forma o objetivo desse trabalho foi verificar a bioatividade de extratos foliares
de Pouteria torta, obtidos com o solvente organico acetato de etila, na germinacdo e
crescimento inicial de Sesamum indicum (gergelim) e Urochloa decumbens (braquiaria) e ainda

contribuir no estudo fitoquimico da espécie identificando produtos presentes nas fracdes.

3.4. Metodologia

Local de estudo.

O estudo foi desenvolvido no laboratério de Alelopatia Alfredo Gui Ferreira e no
laboratério de Termobiologia L.G. Labouriau, ambos pertencentes ao Instituto de Ciéncias

Biologicas, localizado no Campus Darcy Ribeiro, Universidade de Brasilia.
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Preparo dos extratos

Em estudos preliminares de Allem e colaboradores (2009), extratos brutos obtidos com
solventes organicos hexano, diclorometano, acetato de etila, acetona e metanol foram testados
no crescimento inicial de gergelim, os resultados indicaram o extrato de acetato de etila como
mais efeitvo.

A partir destes resultados, para novos bioensaios, foram feitas duas coletas de folhas
jovens (acima do segundo nd) de P. torta de trés matrizes, cujas coordenadas sdo S 15°46°12,0”,
WO 47°52°06,17; S 15°46°19,3”, WO 47°52°04,6” ¢ S 15°46°28,1”, WO 47°52°03,5”, altitude
1040 m, na reserva de cerrado sentido restrito presente no Campus Darcy Ribeiro, da
Universidade de Brasilia. A primeira coleta foi feita no més de julho de 2011 (19/07/2011) apds
um més e meio sem chuvas. Para essas folhas utilizou-se 0 método de extracdo com auxilio de
soxhlet. A segunda coleta foi feita em fevereiro de 2012 (06/02/2012), ja& o extrato obtido
dessas folhas foi preparado com auxilio do ultrassom. Para ambos os casos as folhas foram
secas a 50° C/24h e trituradas para o posterior preparo dos extratos. Para extragdo com soxhlet
e ultrassom foram utilizadas, respectivamente 80 e 400 g de folhas. Tanto para 0 método com
sohxlet como para a extracdo com auxilio do ultrassom foram utilizados solventes em
polaridade crescente para preparo dos extratos: hexano, diclorometano e acetato de etila. O
material obtido foi filtrado a vacuo a vacuo em funil de Buichner, usando papel de filtro e apds
foi seco em evaporador rotativo. Apos foi calculado o rendimento do extrato em relacdo ao
peso seco das folhas utilizadas para a extracao.

Com o método de extracdo pelo ultrassom, a extracdo com hexano e diclorometano foi
conduzida por duas vezes no sonicador por 1 hora cada, com renovacgdo do solvente, ja para o
acetato de etila, sendo o extrato de interesse, o procedimento foi conduzido trés vezes.

Para extragdo com soxhlet cada solvente foi mantido no sistema fechado por
aproximadamente dois dias, até que ao passar pelas folhas, para extracdo, o solvente se
mantivesse incolor, indicando que as substancias que a serem extraidas pelo solvente ja ndo

estavam presentes nos tecidos foliares.

Cromatografia em coluna da fragéo bioativa
Sendo o extrato de acetato de etila o mais efetivo este foi subfracionado por
cromatografia em coluna de silica gel (60 cm altura e 3 cm de didmetro). Foram utilizados os

eluentes acetato de etila: hexano em ordem crescente de polaridade (10 a 100%), acetona e
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metanol, a quantidade de solvente aplicado foi determinada pela capacidade de arraste em cada
concentragdo. 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
(&cido sulfurico, agua e acido acético, na proporcao 1:4:20) e queimadas a aproximadamente
150° C. As subfracdes foram agrupadas e secas em evaporador rotativo e diluidas com acetato

de etila nas concentracdes de 800, 400 e 200 ppm para serem testadas em bioensaios.

Bioensaios com gergelim e braquiaria

As espécie-alvo utilizadas foram o gergelim (lote de 2006 — germinabilidade 100%)
obtido por plantio no Laboratério de Termobiologia e braquiéria (Agrocosmos Ltda. - lote de
2011 — germinabilidade 70%) obtida comercialmente.

Utilizaram-se placas de petri com 5,5 cm de diametro, forradas com papel filtro. Foram
aplicadas 1 mL de cada solucdo (extrato das subfracfes mais acetato de etila) apos, deixou-se
as placas em capela de exaustdo por pelo menos 20 horas para que o0 solvente evaporasse, entéo
foi adicionada agua destilada em quantidade que se mantivesse a concentracdo estipulada. As
solucgdes foram utilizadas em bioensaios de germinacéo e crescimento inicial.

Para bioensaios de germinacdo foram usadas sementes ndo germinadas e para
bioensaios de crescimento as sementes de gergelim foram previamente germinadas por 24h e as
sementes de baquiaria por 48h em &gua destilada, antes da aplicacdo dos tratamentos. Apds a
colocacéo das sementes nas placas, as mesmas foram fechadas com Parafilm®. As placas foram
mantidas em camara de germinacdo a 30 °C por 7 dias nos experimentos de germinacéo e por 5
dias nos experimentos de crescimento inicial. Como controle positivo foi usado dgua destilada.
Foram utilizadas 10 sementes por replicagédo (placa), e 4 replicagdes por tratamento.

No experimento de germinacdo, foi obtida a germinabilidade e tempo médio de
germinacdo, para isso o bioensaio foi acompanhado diariamente com intervalos de 24h e as

sementes germinadas foram contadas, mas nao retiradas das placas.

Para obtencao da germinabilidade usou-se a formula:
%G= (Tn;* N * 100

Onde, >'n; é 0 nimero total de sementes germinadas em relagdo ao total de sementes

dispostas para germinar (N) (Borghetti & Ferreira, 2004).
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Para o calculo do Tempo Médio de Germinacao a formula usada foi:
Tmed= Y n;* tj/ ) n;

Onde, > n; € 0 numero total de sementes germinadas dentro de determinado intervalo de
tempo t; Essa informacdo é expressa em horas (Borghetti & Ferreira, 2004).

No experimento de crescimento as plantulas tiveram as partes aéreas e radiculares
medidas com auxilio de um paquimetro digital (Mitutoyo, precisdo de 0,05 mm) e com tais
valores foi calculada a porcentagem de inibicdo do crescimento em relagcdo ao controle positivo
(dgua destilada).

As plantulas dos bioensaios de germinacdo (sementes ndo previamente germinadas em
agua) também tiveram suas as partes aéreas e radiculares medidas e calculado o percentual de
inibicdo do crescimento para comparacdo com O bioensaio de crescimento (sementes

previamente germinadas em agua).

Para o calculo de porcentagem de inibicao utilizou-se a formula:
% inibi¢do = (XT * 100/ XC) -100

Onde XT é a média de crescimento das plantulas tratadas e XC a média de crescimento

das plantulas controle.
Detecc¢do de produtos por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A adicdo de reagentes que interagem com grupos quimicos, gerando um padrdo de
coloracdo conhecido, € um processo de deteccdo que permite identificar a presenca de grupos
quimicos de substancias, sendo caracterizado por ser simples, de rapida execucdo e baixo custo.
Esse procedimento muitas vezes é feito apds a CCD, o solvente é evaporado e 0s compostos
separados sdo detectados por meio de métodos quimicos e fisicos. Quando as substancias ndo
sdo coloridas, é borrifado ou feita a imersdo em um reagente quimico capaz de produzir cor
com os componentes (Ferri, 1996).

Para este fim, foram usados os reagentes: (Wagner & Bladt, 1996)

e Solucdo de Anisoaldeido, sendo um revelador geral, para quando ndo se sabe a classe

dos compostos;

e Revelador NP/PEG, deteccdo de flavonoides e outros compostos fendlicos;
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Identificacédo de produtos por CG-EM.

Para aplicagdo das fracbes em CG-EM as fragBes foram diluidas a concentracéo
utilizada de 0,25 mg/mL em acetato de etila para HPLC (J T Baker). Os extratos foram
analisados em cromatografo a gas acoplado a espectrébmetro de massa (CG-EM) da marca
Shimadzu QP2010 Plus usando coluna capilar (30 metros e 100% dimetil polisiloxano) e hélio
como gas de arraste. A temperatura do injetor foi de 250 °C. A temperatura inicial da coluna foi
de 100 °C por 10 minutos, aumentando 10 °C por minuto até atingir 300 °C que permaneceu
por 10 minutos. O detector de massas operou no intervalo de varredura de 40 a 600 Da. Para
identificacdo dos produtos analisou-se o padrdo de fragmentacdo dos produtos e comparou-se

com a biblioteca do equipamento e referéncias na literatura.

Andlises estatisticas

Analisou-se a inibicdo ou estimulo causados nas partes aéreas e radiculares das
espécies-alvo, além de diferencas na germinabilidade e tempo médio de germinacdo em relacédo
ao controle positivo.

As andlises estatisticas foram baseadas em testes paramétricos e ndo-paramétricos,
dependendo dos resultados. Para dados paramétricos utilizou-se a analise da variancia
(ANOVA) comparando-se as médias usando o teste de Tukey a 5%. Ja para os dados néo-
paramétricos foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis comparando-se as médias usando o teste de
Dunn a 5% de probabilidade. Os dados foram considerados ndo paramétricos apés tentativa de
normalizagdo dos mesmos sem sucesso.

Para verificar a diferenca estatistica na germinabilidade, ulilizou-se intervalos de
confianca (IC), o IC fornece um intervalo de valores plausiveis para o parametro baseado nos
dados amostrais. Para determinar o IC de um n de 40 sementes utilizaram-se as tabelas
cientificas de p, com um IC de 95%. (Geigy 1965).

57



3.5. Resultados e Discussdo

Os resultados do bioensaio preliminar dos extratos de folhas de P. torta, obtidos pelos
solventes organicos, podem ser visualizados na Figura 19 (parte aérea) e Figura 20 (parte

radicular).
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Figura 19. Bioensaio preliminar: porcentagem de inibicdo do crescimento da parte aérea das plantulas de Sesamum indicum L.
(gergelim) crescidas durante sete dias em solugdes obtidas a partir dos extratos brutos de folhas de Pouteria torta (Mart.) Radlk
preparados com solventes de diferentes polaridades em sistema de Ultrassom, em comparagdo com o controle positivo (dgua
destilada). *Indica diferenca significativa em relacdo ao controle, p<0,05. (Dados Allem et al, 2009)
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Figura 20. Bioensaio preliminar: porcentagem de inibi¢do do crescimento da parte radicular das plantulas de Sesamum indicum
L. (gergelim) crescidas durante sete dias em solucdes obtidas a partir dos extratos brutos de folhas de Pouteria torta (Mart.)
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Radlk preparados com solventes de diferentes polaridades em sistema de Ultrassom, em comparagdo com o controle positivo
(Agua destilada). *Indica diferenca significativa em relacéo ao controle, p<0,05. (Dados Allem et al, 2009)

O extrato que apresentou maior atividade foi o extrato obtido pelo solvente acetato de
etila. No crescimento da parte aérea esse efeito ndo foi diferente significativamente do controle,
ja em relacdo ao crescimento radicular constatou-se diferenca estatistica do controle nas
concentracdes de 200 e 800 ppm do extrato de acetato de etila e a 400 e 800 ppm do extrato de
acetona. Olguin e colaboradores (2005) analisando o potencial fitotoxico de extratos de
Vernonia tweediana provenientes dos solventes organicos hexano, acetato de etila, constataram
a inibicdo no crescimento da radicula e hipocétilo de plantulas de alface, sendo o extrato de
acetato de etila o mais ativo.

A partir de tais resultados fizeram-se duas novas coletas e extracGes para o
fracionamento do extrato de acetato de etila.

O rendimento obtido com cada solvente durante o processo de extracdo com o método
de Soxhlet e com o método de extracdo exaustiva com Ultrassom pode ser visualizado na

Figura 21, para as extracdes foram utilizadas 80 e 400 g de folhas respectivamente.
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Figura 21. Rendimento dos extratos brutos de hexano, diclometano e acetato de etila pelos métodos de extragdo com Sohxlet e
Ultrassom a partir de folhas de Pouteria torta (Mart.) Radlk.

Com ambos os métodos de extracdo o maior rendimento foi o do extrato obtido de
hexano. Esse solvente extrai compostos apolares como as ceras e lipideos (Falkenberg et al,
2003, Ferri, 1996). Conforme Cechinel Filho & Yunes (1998) esse solvente também pode
extrair esteroides e terpendides. O extrato obtido por diclorometano foi o segundo com maior
rendimento pelo método de extragdo com o Ultrassom e o com menor rendimento com o

método de Soxhlet. Quando observado o extrato obtido por ultrassom em CCD pode-se

59



verificar que alguns produtos contidos no extrato de hexano ainda persistem no extrato de
diclorometano, o que € menos recorrente com o extrato obtido por Soxhlet. Isso pode ter
acontecido em decorréncia da renovacdo do solvente que € obtida pelo sistema de Soxhlet, que
aumenta a eficiéncia da extracdo. Sendo que a primeira extragdo, com hexano, foi mais efetiva
pelo método de Soxhlet, justifica-se assim o maior rendimento do extrato de diclorometano na
extracdo com Ultrassom.

Produtos como lignanas, flavonoides, sesquiterpenos, triterpenos, lactonas e cumarinas
podem ser obtidos do extrato de diclorometano (Cechinel Filho & Yunes; 1998).

Com a extracdo por Soxhlet, o extrato de acetato de etila foi 0 segundo com maior
rendimento e o obtido por ultrassom foi o de menor rendimento. Podem ser encontrados
flavonoides, cumarinas, taninos, xantonas, acidos terpénicos e saponinas nesses extratos
(Cechinel Filho & Yunes, 1998; Falkenberg et al, 2003).

O extrato proveniente do solvente acetato de etila foi fracionado com auxilio de coluna
de silica. Da extracdo por Soxhlet e ultrassom foram obtidas respectivamente 232 e 242
amostras, que apos serem analisadas por CCD foram agrupadas em 9 e 8 fracgdes,
respectivamente. Constatou-se, ap0s observacdo das placas de CCD, que os produtos obtidos
pelos diferentes métodos de extracdo tém pouca similaridade, assim as fracbes obtidas pelo

método de Soxhlet e Ultrassom ndo s&o equivalentes.

Bioensaios com as fracfes obtidas com a técnica de soxhlet

Primeiramente, foram realizados bioensaios de crescimento inicial com plantulas
previamente germinadas em agua destilada sob o efeito das nove fraces obtidas pela extracdo
com o sistema de Soxhlet. Como pode ser visto nas Figura 22 e Figura 23 nenhuma das fragdes
apresentou potencial fitotoxico significativo, por vezes tais fracbes até mesmo estimularam o
crescimento inicial aéreo e especialmente o radicular. A fracdo que mais inibiu o crescimento
aéreo foi a F7 a 200 ppm, com inibicdo de 21,5%, a mesma fracdo a 800 ppm causou a maior

inibicdo no crescimento radicular, 19,03%.
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Figura 22. Porcentagem de inibicdo do crescimento da parte aérea das plantulas de Sesamim indicum L. (gergelim) crescidas
durante cinco dias sob influéncia das fragfes do extrato de acetato de etila, obtido das folhas de Pouteria torta (Mart.) Radlk,
com método de extracdo de Soxhlet: fragcdo 1 (F1), fracdo 2 (F2), fracdo 3 (F3), fracdo 4 (F4), fragdo 5 (F5), fracdo 6 (F6),
fracdo 7 (F7), fracdo 8 (F8), fracdo 9(F9) em comparacdo com o controle positivo (agua destilada). *Indica diferenga
significativa em relagdo ao controle, p<0,05
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Figura 23. Porcentagem de inibigdo do crescimento da parte radicular das plantulas de Sesamum. indicum L.(gergelim)
crescidas durante cinco dias sob influéncia das fracbes do extrato de acetato de etila, obtido das folhas de Pouteria torta (Mart.)
Radlk, com método de extragdo de Soxhlet: fragdo 1 (F1), fracdo 2 (F2), fracdo 3 (F3), fracdo 4 (F4), fracdo 5 (F5), fragdo 6
(F6), fracdo 7 (F7), fracdo 8 (F8), fragdo 9(F9) em comparacdo com o controle positivo (dgua destilada). *Indica diferenca
significativa em relagdo ao controle, p<0,05

Pode-se relacionar a pouca atividade das fracbes com seu método de extragdo por o
extrato obtido ficar por varios dias sob altas temperaturas no sistema de Soxhlet. Métodos de
extragdo com temperaturas elevadas podem apresentar risco de reagdes quimicas, degradando
ou modificando produtos que poderiam ter atividade fitotoxica (Ferri, 1996, Maciel et al,
2002).
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Bioensaios com fracfes obtidas com a técnica de ultrassom

Considerando que as fracdes resultantes da extracdo por Soxhlet ndo tiveram efeito
significativo sobre o crescimento inicial de gergelim partiu-se para bioensaios com as fragdes
do extrato bruto de acetato de etila obtido por extragdo com Ultrassom. Com tais fragdes foram
realizados tanto bioensaios de germinacdo como de crescimento com as espécies S. indicum e

U. decumbens.

Efeitos na germinacéo e no crescimento inicial em um mesmo experimento

A germinabilidade de gergelim ndo foi afetada nem pelo extrato bruto nem pelas
fracdes, sendo que o maior indice de germinabilidade foi 100% obtido em quase todas as
fracdes (mas ndo em todas as concentracdes) e controle, a menor germinabilidade foi 92,5%
nas sementes sob o efeito do EB a 800 ppm. Analisando os intervalos de confianga do controle
e dos tratamentos vé-se que os valores se sobrepde, assim, ndo mostrando diferenca estatistica
significativa (Figura 24).

Em relacdo ao tempo médio de germinacdo das sementes de gergelim, o controle
germinou em 33,6 horas, o EB a 800 ppm causou o0 maior efeito, germinando em 46,7 horas,
atrasando a germinagdo em pouco mais de 13 horas, em relagdo ao controle (anexos, Tabela
12). Ao analisarmos esse atraso em condi¢fes naturais, no campo, podemos concluir que tal

efeito ndo é significante no estabelecimento da espécie.

100 ~
95 -
90 -
85 -
80 -
75 A
70 A
65 -
60 -
55 1
50 -

M 200 ppm
H 400 ppm
H 800ppm

Figura 24. Porcentagem de germinacdo de sementes de Sesamum indicum (gergelim) sob influéncia do Extrato Bruto (EB) e
das fracOes do extrato de acetato de etila obtido com método de extragdo com Ultrassom: fracdo 1 (F1), fracdo 2 (F2), fragdo 3
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(F3), fracdo 4 (F4), fracdo 5 (F5), fracdo 6 (F6), fracdo 7 (F7), fracdo 8 (F8), controle (agua destilada). Barras de intervalo de
confianca ndo indicam diferenca significa em relacéo ao controle, p<0,05

Em braquiaria a germinabilidade do controle foi 70%, o maior indice de
germinabilidade foi 82,5% foi resultado da acéo da fracdo 5 (F5) a 200 ppm e 0 menor indice
62,5% (F5 a 400 ppm). Sendo que todos os valores de IC se sobrepdem, ndo ha diferenca
estatistica a 95% de probabilidade (Figura 25).

O tempo médio de germinacdo da braquiaria foi ainda menos influenciado do que o do
gergelim, o controle germinou em 47,1 horas, a maior variagdo em relagdo ao controle foi de
pouco mais de 6 horas em F5 a 800 ppm (53,3 horas) e F8 a400 ppm(53,4 horas) (anexos,
Tabela 13).
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Figura 25. Porcentagem de germinagdo de sementes Urochloa decumbens (Stapf) R.D. Webster (braquiaria) sob influéncia do
Extrato Bruto (EB) e das fragBes do extrato de acetato de etila obtido com método de extragdo com Ultrassom: fracdo 1 (F1),
fracdo 2 (F2), fracdo 3 (F3), fragdo 4 (F4), fracdo 5 (F5), fracdo 6 (F6), fracdo 7 (F7), fracdo 8 (F8), controle (Agua destilada).

Barras de intervalo de confianga ndo indicam diferenca significa em relacdo ao controle, p<0,05

Mais comumente os efeitos dos aleloquimicos sdo apresentados como inibicdo do
crescimento das plantulas, pois a germinacdo € menos sensivel a tais substancias (Ferreira,
2004). Qutros experimentos com extratos de arboreas nativas do Cerrado ndo obtiveram efeito
sobre a germinacgdo de espécies-alvo, Pina e colaboradores (2009), aplicando extratos foliares
de Eugenia dysenterica ndo encontraram efeito na germinagcdo de sementes de gergelim.
Extratos metandlicos de folhas e caule de Annona crassiflora e Annona coriacea também ndo
apresentaram efeitos sobre a germinacdo de alface, assim como extratos aquosos de

Aspidosperma tomentosum (Formagio et al, 2010).

63



Mesmo sem efeitos dos alelogquimicos na germinacdo das espécies-alvo ndo se pode
deixar de observar que o uso de gergelim torna os resultados aparentemente mais uniformes,
enquanto que o uso da espécie invasora (braquiaria) resulta em respostas mais irregulares.

Sementes do género Urochloa apresentam limitagdes na germinacéo, estando dormentes
apos a sua dispersdo sendo os principais fatores que contribuem para esta ocorréncia, as causas
fisicas e fisiologicas. Esta caracteristica evita que a semente germine logo depois de dispersa,
sendo uma estratégia para conquistar novos territorios, caracterizando uma espécie invasora
(Herrera, 1994; Hessel et al, 2012).

Analisando a Figura 26 pode-se observar que o EB causou maior efeito sob o hipocétilo
das plantulas de gergelim. Apontaram-se diferencas estatisticas em relacdo ao controle todas as
concentracdes do EB, sendo que a 400 e 800 ppm houve a maior atividade inibitéria, 28,18 e
28,13%. A fracdo 5 que a 800 ppm provocou inibicdo de 20,54% também diferiu
estatisticamente do controle. Os extratos F1 e F2 a 400 ppm causaram um pequeno estimulo no

crescimento do hipocdtilo.
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Figura 26. Porcentagem de inibicdo do crescimento da parte aérea das plantulas de Sesamum indicum (gergelim) germinadas e
crescidas durante sete dias sob influéncia das fragfes do extrato de acetato de etila, obtido das folhas de Pouteria torta (Mart.)
Radlk, com método de extragcdo com Ultrassom: fragdo 1 (F1), fracdo 2 (F2), fracdo 3 (F3), fracdo 4 (F4), fracdo 5 (F5), fracdo
6 (F6), fracdo 7 (F7), fragdo 8 (F8) em comparacdo com o controle positivo (dgua destilada). *Indica diferenca significativa em
relacdo ao controle, p<0,05

Como o ocorrido no hipocotilo, o EB e F5 causaram as maiores inibigdes na parte
radicular. Apenas F5 a 800 ppm que inibiu 30,75% teve diferenca significativa em relagdo ao
controle, o EB a 800 ppm inibiu 30,23%. A fracdo 3 a 400 ppm e F7 a 200 ppm causaram

ligeiros estimulos a radicula, em ambos os casos menores que 10% (Figura 27).
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Figura 27. Porcentagem de inibicdo do crescimento da parte radicular das plantulas de Sesamum indicum (gergelim)
germinadas e crescidas durante sete dias sob influéncia das fragBes do extrato de acetato de etila, obtido das folhas de Pouteria
torta (Mart.) Radlk, com método de extragdo com Ultrassom: fracdo 1 (F1), fracdo 2 (F2), fragdo 3 (F3), fracdo 4 (F4), fracdo 5
(F5), fracdo 6 (F6), fracdo 7 (F7), fracdo 8 (F8) em comparacdo com o controle positivo (dgua destilada). *Indica diferenca
significativa em relagdo ao controle, p<0,05

Diferentemente das respostas do gergelim no bioensaio com a braquiaria pode-se
destacar a baixa atividade do EB, que chega até a causar um pequeno estimulo a 400 ppm e
também a atividade da F1 que estimulou o crescimento aéreo das plantulas em até 19,31% a
400 ppm. As inibicbes mais estatisticamente significativas ficaram por conta F8 a 800 ppm
34,41%, F5 400 e 800 ppm, 26,32 e 27,57% respectivamente, além de F3 a 400 ppm que
causou uma inibicdo de 25,31%. Mesmo que F6 e F7 em algumas concentracBes tenham
alcancado boa atividade seu desvio padrdo foi alto, justificando assim ndo diferirem
estatisticamente do controle (Figura 28).
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Figura 28. Porcentagem de inibicdo do crescimento da parte aérea das plantulas de Urochloa decumbens (Stapf) R.D. Webster
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(braquiaria) germinadas e crescidas durante sete dias sob influéncia das fragGes do extrato de acetato de etila, obtido das folhas
de Pouteria torta (Mart.) Radlk, com método de extragdo com Ultrassom: fragdo 1 (F1), fragdo 2 (F2), fracdo 3 (F3), fracéo 4
(F4), fragdo 5 (F5), fracdo 6 (F6), fracdo 7 (F7), fragdo 8 (F8) em comparagdo com o controle positivo (agua destilada). *Indica
diferenca significativa em relagéo ao controle, p<0,05

Os resultados obtidos na parte radicular de braquiaria estdo proximos do que foi
encontrado na parte radicular de gergelim. Como tal, o maior efeito inibitorio, mesmo tendo
diferenca estatistica do controle, deu-se pelo EB a 800 ppm, 30,09%, seguido de F5 a 800 ppm,
22,11%. F1 a 400 ppm manteve sua atividade estimulatoria, aqui com um percentual de 8,74%
(Figura 29).
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Figura 29. Porcentagem de inibicdo do crescimento da parte radicular das plantulas de Urochloa decumbens (Stapf) R.D.
Webster (braquiaria) germinadas e crescidas durante sete dias sob influéncia das fragfes do extrato de acetato de etila, obtido
das folhas de Pouteria torta (Mart.) Radlk, com método de extracdo com Ultrassom: fracdo 1 (F1), fracdo 2 (F2), fragdo 3 (F3),
fracdo 4 (F4), fracdo 5 (F5), fracdo 6 (F6), fracdo 7 (F7), fragdo 8 (F8) em comparag¢do com o controle positivo (agua destilada).
*Indica diferenca significativa em relagéo ao controle, p<0,05

Efeitos na germinacdo e no crescimento inicial em experimentos separados

Com o propdsito de separar as respostas fisiologicas da germinacdo e do crescimento
inicial, os bioensaios com gergelim e braquiaria foram repetidos, entretanto para 0s bioensaios
de crescimento inicial foram utilizadas sementes previamente germinadas em agua destilada.
Quanto aos efeitos no crescimento inicial de sementes de gergelim, na Figura 30 (parte
aerea) observa-se que apenas F6 causou estimulo nas trés concentracdes testadas, sendo a maior
a 400 ppm (13,14%), para a radicula. O EB a 800 ppm continua apresentando maior atividade,
no hipocotilo, 32,73%, seguido de F4 a 400 ppm, 20,30% e F8 a 800 ppm 19,81%. Além dos
extratos com maior atividade F5 a 400 ppm e F4 a 800 ppm também diferiram estatisticamente

do controle.
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Figura 30. Porcentagem de inibicdo do crescimento da parte aérea das plantulas de Sesamum indicum L. (gergelim) crescidas
durante cinco dias sob influéncia das fragfes do extrato de acetato de etila, obtido das folhas de Pouteria torta (Mart.) Radlk,
com método de extracdo com Ultrassom: fracdo 1 (F1), fracdo 2 (F2), fracdo 3 (F3), fragdo 4 (F4), fragdo 5 (F5), fragdo 6 (F6),
fracdo 7 (F7), fragdo 8 (F8) em comparagdo com o controle positivo (dgua destilada). *Indica diferenca significativa em relagédo
ao controle, p<0,05

Na radicula o EB mostra-se mais efetivo, a 800 ppm inibiu 30,10%, 400 ppm, 25,76%,
e a 200 ppm, 28,96% (Figura 31). Além do EB, F8 a 400 ppm (26,86%) e F4 a 800 ppm
(15,06%) mostraram-se diferentes estatisticamente do controle. F7 mesmo apresentando

inibicdo perto de 20% nao apresentou diferenca estatistica por ter um alto desvio padrao.
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Figura 31. Porcentagem de inibicdo do crescimento da parte radicular das plantulas de Sesamum indicum (gergelim) crescidas
durante cinco dias sob influéncia das fragbes do extrato de acetato de etila, obtido das folhas de Pouteria torta (Mart.) Radlk,
com método de extracdo com Ultrassom: fracdo 1 (F1), fracdo 2 (F2), fracdo 3 (F3), fragdo 4 (F4), fracdo 5 (F5), fragdo 6 (F6),
fracdo 7 (F7), fragdo 8 (F8) em comparagdo com o controle positivo (dgua destilada). *Indica diferenca significativa em relagédo
ao controle, p<0,05
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Vé-se na Figura 32 onde sdo apresentados os efeitos na parte aérea de braquiaria, que o
EB a 800 ppm provocou uma inibigdo de 33,30%, a 400 ppm, 27,84% e a 200 ppm 24,89%.

Ainda, F4 800 ppm esteve entre as maiores inibi¢oes 20,67%.
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Figura 32. Porcentagem de inibicdo do crescimento da parte aérea das plantulas de Urochloa decumbens (Stapf) R.D. Webster
(braquiéria) crescidas durante cinco dias sob influéncia das fracfes do extrato de acetato de etila, obtido das folhas de Pouteria
torta (Mart.) Radlk, com método de extragdo com Ultrassom: fracdo 1 (F1), fracdo 2 (F2), fragdo 3 (F3), fracdo 4 (F4), fracdo 5
(F5), fracdo 6 (F6), fracdo 7 (F7), fracdo 8 (F8) em comparagdo com o controle positivo (dgua destilada). *Indica diferenca
significativa em relacéo ao controle, p<0,05
Na radicula a inibicdo mais efetiva foi com o EB a 400 ppm inibindo 50,45%, a 800
ppm 48,75%, e a 200 ppm, 34,99% (Figura 33). Outras fragdes mostraram-se com boa
atividade na radicula como F2 400 ppm (31,72%) e F1 a 200 e 400 ppm (31,55 e 30,88%),
todas essas fracOes tiveram diferenca estatistica em relacdo ao controle. F4 a 400 ppm mesmo

apresentando uma das maiores inibicdes, 40,69%, ndo foi significativamente diferente do

controle por ter alto desvio padréo.
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Figura 33. Porcentagem de inibicdo do crescimento da parte radicular das plantulas de Urochloa decumbens (Stapf) R.D.
Webster (braquidria) crescidas durante cinco dias sob influéncia das fragdes do extrato de acetato de etila, obtido das folhas de
Pouteria torta (Mart.) Radlk, com método de extracdo com Ultrassom: fracdo 1 (F1), fracdo 2 (F2), fracdo 3 (F3), fragdo 4 (F4),
fracdo 5 (F5), fracdo 6 (F6), fracdo 7 (F7), fracdo 8 (F8) em comparagdo com o controle positivo (agua destilada). *Indica
diferenca significativa em relagéo ao controle, p<0,05

O EB foi que teve maior atividade em praticamente todos os bioensaios, apenas ndo
teve maior destaque no hipocotilo de braquiaria do bioensaio em que se analisou o0 crescimento
juntamente com a germinagéo.

Sendo o EB uma juncdo de todas as fracOes, tal resultado aponta para um efeito
sinérgico, onde os produtos, uma vez separados, apresentam-se menos ativos. Sinergismo
denomina-se o efeito aditivo, multiplicativo ou até exponencial que a presenca de duas ou mais
substancias tem, quando agem sobre um fendbmeno de maneira combinada. A acdo de uma das
substancias € potencializada pela presenca de outra (Ferreira, 2005). Mesmo sendo mais
comum a maior atividade de substancias isoladas, o sinergismo tem ocorrido frequentemente
em trabalhos envolvendo alelopatia, fitotoxicidade ou estudos medicinais. Rezende e
colaboradores (2011), analisando a fitotoxicidade de extratos de Caryocar brasiliense,
encontraram maior efeito do extrato bruto metandlico do caule quando comparado as fragdes
obtidas do mesmo extrato. Santos e colaboradores (2008) testaram a atividade de duas
substancias isoladas de Brachiaria brizantha cv. Mandacaru na germinacdo e no crescimento
de Mimosa pudica e Senna obtusifolia, os autores verificaram um efeito sinérgico das duas
substancias, sendo que tanto na germinagdo como no crescimento das espécies-alvo quando
testadas isoladamente tiveram efeito diminuido em relacdo ao efeito das substancias em

conjunto.
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Ainda, entre os bioensaios com as sementes ndo previamente germinadas destaca-se a
atividade de F5, que apenas ndo apresentou uma boa atividade inibitdria do crescimento aéreo
de braquiaria.

Nos bioensaios em que se analisou 0 crescimento separadamente da germinacdo além
do EB, F4 teve uma atividade representativa, ndo tendo uma das maiores inibi¢cGes apenas na
radicula de gergelim.

N&o houve diferenca representativa nas inibicbes do crescimento de gergelim e
braquiaria, nos bioensaios de crescimento juntamente com a germinagdo, nao apontando que
uma espécie seja mais sensivel que a outra. J& no bioensaio onde se analisou separadamente o
crescimento pode-se observar uma maior inibicdo na braquidria, especialmente na radicula,
onde todas as fracOes tiveram um efeito mais consistente.

Ao analisarmos as espécies entre si nos dois bioensaios, vemos que o percentual de
inibicdo, tanto da parte aérea como radicular, de gergelim manteve-se proximo, ndo apontando
que a espécie seja mais sensivel antes ou apds a germinacao. Ja os efeitos em braquiaria foram
mais discretos, quando se aplicaram o0s produtos em sementes ndo previamente germinadas,
apontando que quando em contato, ap0s a germinacdo, com agentes fitotoxicos a espécie torna-
se mais sensivel a seus efeitos.

Assim, para gergelim verifica-se que ndo ha diferenca se a metodologia do bioensaio
empregar sementes previamente germinadas ou ndo, ja para braquiaria, o resultado foi mais
bem expresso com sementes pré-germinadas. Pode-se concluir que diferentes espécies-alvo,
podem ter diferentes padrbes de resposta aos agentes fitotdxicos, o que requer testes
preliminares para se determinar a melhor metodologia a ser aplicada.

Diferentemente do encontrado nesse trabalho, outros autores conseguiram resultados
mais significativos com extratos de P. torta. Guimardes e colaboradores, 2008, testaram
extratos aquosos de folhas trituradas da espécie e independentemente de serem frescas ou secas,
encontraram inibi¢do significante no crescimento radicular de gergelim (>50%), porém nao
houve inibicdo significativa no crescimento do hipocétilo. Ainda, Nascimento et al (2007)
testaram o potencial fitotoxico de extratos aquosos de folhas verdes e senescentes de P. torta.
Apenas os extratos de folhas verdes tiveram atividade diminuindo a germinagdo de sementes de
alface. Em relacdo ao crescimento inicial das plantulas, tanto os extratos de folhas verdes como
extratos de folhas senescentes foram inibitdrios. Ainda, foram testadas solugdes com cinzas de
folhas verdes e senescentes de P. torta, a solu¢cdo com cinzas das folhas verdes estimularam o
crescimento de alface. Nesse trabalho a porcentagem de inibi¢do do crescimento inicial das

plantulas chegou a 72.1%. Condessa (2011) testou extratos foliares aquosos e hexanicos de P.
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torta em alface e tomate. Com ambas as espécies-alvo a inibicdo foi mais significativa com
extratos aquosos, chegando a 74% no elongamento radicular de tomate. O extrato hexanico
teve a inibicdo méxima de 35% na radicula de alface, em tomate as inibicGes ndo foram
significantes.

O que pode ter ocasionado resultados mais promissores nos trabalhos de Guimardes et
al (2008) e Nascimento et al (2007) € a metodologia de obtencdo dos extratos, em ambos 0s
extratos sdo aquosos, enquanto que no presente trabalho os extratos séo obtidos pelo solvente
organico acetato de etila. Tal hipotese pode ser reforcada pelos dados encontrados por
Condessa (2011), onde inibicdo mais consistente foi obtida com extratos aquosos, ainda, as
porcentagens de inibicdo encontradas por extragdo com o solvente orgénico hexano sé&o
proximas &s encontradas nesse estudo.

Metodologias distintas podem extrair compostos diferentes ou em diferentes
quantidades, ocasionando a discrepancia de dados obtidos mesmo que os estudos sejam com a
mesma espécie e com a mesma parte da mesma, no caso as folhas. Contudo, mesmo havendo
produtos que causem inibicdes significativas nos extratos testados nesse estudo aponta-se que
as substancias com maior atividade fitotoxica sdo mais polares e podem ser extraidas com

solventes de maior polaridade e a 4gua.

Identificacédo dos produtos.

Na analise de CCD por técnica colorimétrica em resposta aos reagentes anisoaldeido e
NP/PEG, pode-se observar compostos fenolicos originados do acido clorogénico em todas as
fracdes, pois quando observadas em luz ultravioleta (365 nm) apareceram manchas que
emitiram fluorescéncia verde-azulada caracteristica.

Vindo a encontro com os resultados obtidos, foram identificados derivados de &cido
clorogénico em extratos foliares das espécies llex paraguariensis, llex theezans, llex dumosa,
Campomanesia xantocarpa, Capsicodendrum dinissi e Prunus sellowii analisados em CCD
(Valduga et al, 1997).

Acidos fendlicos e flavonoides estdo amplamente distribuidos nos tecidos vegetais e
freqiientemente sdo associados a fendmenos alelopaticos. Acidos fenélicos sd0 mencionados
como responsaveis pela reducdo de absorcdo de micro e macronutrientes em diversas espécies,
como exemplo, o &cido clorogénico que pode alterar o balanco de nutrientes nas plantas
(Santos & Rezende, 2008).
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Santos & Rezende (2008) testaram o efeito dos &cidos fendlicos, acido clorogénico,
acido cafeico, acido ferulico, &cido p-anisico e de uma mistura de todos eles na germinacéo de
Cassia tora (mata-pasto), Mimosa pudica (malicia) e Cassia occidentalis (fedegoso). O acido
clorogénico inibiu cerca de 40% da germinacdo de malicia e mata pasto, porém a maior
atividade na germinacdo foi alcancada pela mistura dos acidos, chegando a quase 70% em
malicia apontando um efeito sineérgico como o encontrado neste estudo.

Em estudo fitotdxico o crescimento de plantas de milho foi afetado pela presenca de
frutos maduros de erva-mate (llex paraguariensis) ou dos seus extratos, o acido clorogénico
que ja havia sido identificado na espécie e foi apontado como um possivel agente alelopatico
causador de tal efeito (Mird et al, 1998).

Os efeitos inibitérios verificados nos resultados desse trabalho podem ser justificados
pela presenca dos derivados do acido clorogénico sendo que tais produtos tém sido relatados
como inibidores do desenvolvimento de espécies vegetais.

Em relacdo a analise em CG-EM, na F1, nos tempos de retencdo 28,12 min. e 29,00
min. encontraram-se produtos onde analisando o0 espectro de massas mostra os sinais referentes
a fragmentacao de triterpenos do tipo amirina (Figura 34) (Vilegas et al, 2007).

A maioria dos triterpenos das séries oleanano e ursano caracteriza-se por apresentarem
um pico de base no fragmento m/z = 218. A a-amirina e a B-amirina sdo derivados da série
ursano e oleano, respectivamente. Analisando o padrao de fragmentacao, a diferenciacdo entre
0s esqueletos ursano e oleano pode ser observada na relacdo de intensidade entre os picos em
m/z 203 e m/z 189. Para os triterpenos derivados do esqueleto oleano o fragmento em m/z 203
é mais intenso que em m/z 189, enquanto que para os derivados do esqueleto ursano o que
ocorre é o contrario (Ogunkoya, 1981; Geise, 2005; Vilegas et al, 2007;). Além dos fragmentos
m/z 218 e 189, os fragmentos m/z 135 e 95 foram encontrados por Ercil e colaboradores (2004)
no espectro de B-amirina. Dessa forma podemos concluir que a Figura 35 apresenta o padréo

de fragmentagdo da B-amirina (Tr= 28,12 min.) e a Figura 36 a a-amirina (Tr= 29,00 min.).
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Figura 36. Espectro de massa correspondente ao Tg= 29,00 min

A o-amirina e -amirina ja foram anteriormente identificadas em folhas, frutos e flores de

P. torta e em extratos de folhas de Pouteria gardnerii (Figura 37) (David, 1993; Lopez, 2005;

Silva, 2007). A ocorréncia de a e B-amirina foi relatada em extratos de Hancornia speciosa,

Protium heptaphyllum, Calycorectes psidiiflorus e Eschweilera longipes (Carvalho et al, 1998;

Bandeira et al, 2007; Barros, 2008; Domingues et al, 2010;). A a-amirina foi identificada em

extratos de folhas de Solanum lycocarpum (Oliveira; 2009).
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Além dos triterpenos o e f-amirina, em P. torta ja foram encontrados acetato de a e f3-
amirina, o e B-fiedelinol, acetato de lupeol, &cido betulinico e acido ursolico (Che et al, 1980;
Lopez, 2005; Perfeito et al, 2005).

Os terpenoides sdo produtos toxicos para muitos insetos e mamiferos herbivoros, assim
estando relacionados com a defesa vegetal, estes podem ser sintetizados, por exemplo, em
resposta a invasdo de patdgenos (Taiz & Zeiger, 2004; Gleason & Chollet, 2012 a). Inderjit &
Duke (2003) apontam os terpendides e compostos fenolicos como 0s principais grupos
quimicos associados a alelopatia. Dessa forma, o efeito inibitorio encontrado nesse estudo pode
estar ligado a tais produtos.

Ainda, foram encontrados compostos de cadeia longa em todas as fracfes que se acredita
serem &cidos graxos ou seus derivados, sendo que estes estdo entre os lipideos mais comuns nas
plantas e tém funcdo de protecdo, constituintes das membranas celulares, reserva de energia e

ainda sdo precursores de outros metabolitos (Dewick, 2002).
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4. Anexos

Tabela 8. Tempo médio de germinacdo (em horas) das sementes de Sesamum indicum L. sob influéncia dos extratos
de folhas coletadas em Fevereiro e Julho, extraidos a quente e a frio.

Fev. Frio | Fev.Quente | Julhofrio | Julho quente | Controle

200 ppm 24,6 28,2 25,2 25,8 26,4
400 ppm 24,6 28,2 25,8 25,8 26,4
800 ppm 24,6 24,0 27,0 25,8 26,4
1600 ppm = 28,5 24,6 24,6 24,0 26,4
3200 ppm = 24,0 28,2 25,8 25,2 26,4

Tabela 9. Tempo médio de germinacdo (em horas) das sementes de Urochloa decumbens (Stapf) R.D. Webster sob
influéncia dos extratos de folhas coletadas em Fevereiro e Julho, extraidos a quente e a frio.

Fev. Frio Fev. Quente Julho frio Julho quente Controle

200 ppm 49,8 56,7 51,8 42,7 44,9
400 ppm 48,0 48,7 44,1 44,0 44,9
800 ppm 40,8 49,6 53,7 44,0 44,9
1600 ppm 38,2 42,0 45,2 40,2 44,9
3200 ppm 45,5 38,2 45,7 43,2 44,9

Tabela 10. Desvio padrédo do bioensaio de crescimento de Sesamum indicum L. sob influéncia dos extratos de folhas
coletadas em Fevereiro e Julho, extraidos a quente e a frio e do extrato de acetato de etila.

Julho Frio Julho Quente Fevereiro Fevereiro Extrato Bruto
Frio Quente
PA PR PA PR PA PR PA PR PA PR

200 ppm | 0,160 | 0,901 | 0,117 0,761 | 0,182 | 1,199 | 0,134 | 0,877 | 0,129 | 0,830
400 ppm | 0,115 0,740 | 0,131 1,003 | 0,111 1,103 0,130 0,833 | 0,161 0,957
800 ppm | 0,144 | 1,362 | 0,143 | 1,037 | 0,239 | 0,849 | 0,124 | 1,319 | 0,164 | 0,963
1600 ppm | 0,166 | 1,681 0,231 1,086 0,184 1,459 0,182 1,463 0,154 | 0,979
3200 ppm | 0,391 | 2,037 | 0,417 | 1,844 | 0,248 | 2,010 | 0,390 | 2,042 | 0,222 | 1,176

Tabela 11. Desvio padréo do bioensaio de crescimento de Urochloa decumbens (Stapf) R.D. Webster sob influéncia
dos extratos de folhas coletadas em Fevereiro e Julho, extraidos a quente e a frio e do extrato de acetato de etila.

Julho Frio Julho Quente Fevereiro Fevereiro Extrato Bruto
Frio Quente
PA PR PA PR PA PR PA PR PA PR

200 ppm | 0,580 | 1,244 | 0,496 | 1,693 | 0,620 | 0,983 | 0,267 | 0,824 | 0,388 | 1,044
400 ppm | 0,309 0,831 0,528 | 1,500 | 0,552 1,503 0,523 | 0,962 0,380 | 0,700
800 ppm | 0,971 | 2,014 | 0,721 | 1,530 |0,479 1,161 | 0,938 | 1,750 | 0,236 | 1,133
1600 ppm 0,647 | 1,860 | 0,594 | 1,504 | 0,847 | 1,890 0,603 | 1,358 | 0,569 | 2,146
3200 ppm | 0,765 | 2,389 | 0,612 | 2,560 | 0,719 1,832 0,817 | 2,528 | 0,854 | 2,493
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Tabela 12. Tempo médio de germinagdo (em horas) das sementes de Sesamum indicum L. sob influéncia da fragdo 1
(F1), fracéo 2 (F2), fragdo 3 (F3), fracdo 4 (F4), fracdo 5 (F5), fracéo 6 (F6), fracdo 7 (F7), fracdo 8 (F8), fragdo 9 (F9)
EB (extrato bruto de AcoEt) e Controle (dgua destilada).

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 EB Controle
200 ppm | 354 37,8 32,6 354 40,8 33,8 35,0 33,6 43,2 33,6
400 ppm | 384 37,8 39,0 41,4 44,4 37,8 37,2 34,8 41,8 33,6
800 ppm | 354 31,3 39,0 324 43,2 33,0 36,0 32,6 46,7 33,6
Tabela 13. Tempo médio de germinagdo (em horas) das sementes de Urochloa decumbens (Stapf) R.D. Webster sob
influéncia da fragdo 1 (F1), fracdo 2 (F2), fracdo 3 (F3), fracdo 4 (F4), fracdo 5 (F5), fracdo 6 (F6), fracdo 7 (F7),
fracdo 8 (F8), fracdo 9 (F9) EB (extrato bruto de AcoEt) e Controle (a4gua destilada).
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 EB Controle
200 ppm 45,6 45,2 48,8 51,6 46,5 52,5 47,2 45,6 42,0 47,1
400 ppm 52,1 51,7 46,4 48,0 48,9 50,7 49,5 53,4 42,4 47,1
800 ppm 52,2 49,6 49,6 51,0 53,3 50,3 52,8 50,3 46,1 47,1
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