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Resumo

INVESTIGAQAO DO EFEITO ALELOPATICO DOS EXTRATOS DA
AROEIRA-PRETA Myracrodruon urundeuva Freire Allemdo NO
DESENVOLVIMENTO DAS SEMENTES DAS BRAQUIARIAS Urochloa
decumbens Stapf E Urochloa brizantha (Hochst. ex A. Rich) Stapf. As
braquiarias possuem grande importancia no setor pecuario, porém essas
gramineas sdo também consideradas invasoras agressivas, causando prejuizos a
produtividade de algumas culturas e degradacdo de areas de conservacao.
Observacdes de campo indicam que a espécie Myracrodruon urundeuva pode
apresentar interacGes alelopaticas com as espécies de Urochloa. No entanto, ndo
existem estudos na literatura descrevendo a acédo alelopatica dos diferentes
tecidos da aroeira-preta frente as braquiarias e as possiveis classes de compostos
envolvidas nessa interacdo. Neste trabalho, foi avaliado o potencial alelopatico
dos extratos brutos e fragGes preparadas a partir das folhas, ramos, caules e
raizes da aroeira-preta na germinacdo e desenvolvimento das sementes das
braquidrias U. brizantha, U. decumbens e Lactuca sativa. A composi¢do
quimica dessas amostras foi determinada via UHPLC-ESI-QTOF. Este foi o
primeiro estudo realizado com a aroeira-preta utilizando a plataforma Global
Natural Products Social Molecular Networking (GNPS) e a criacdo da rede
molecular via Feature-Based Molecular Networking (FBMN) como ferramentas
metaboldémicas para anotagcdo dos metabolitos secundérios. Foi anotado um total
de 55 metabolitos, distribuidos em 8 classes, sendo que 20 foram anotados pela
primeira vez para a espécie M. urundeuva. Os extratos avaliados inibiram
significativamente a germinagdo e o desenvolvimento das plantulas das
braquiarias, destacando-se a fracdo acetato de etila das raizes que inibiu a
germinacdo nas concentragdes de 100 e 50 mg/mL e o desenvolvimento das
radiculas nas concentragbes de 100, 50 e 25mg/mL. Essa fracdo apresentou

como componentes majoritarios as chalconas diméricas urundeuvinas.
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Abstract

ALLELOPATHIC ACTIVITIES OF Myracrodruon urundeuva Freire
Allemao EXTRACTS ON DEVELOPMENT OF BRACHIARIA GRASSES
Urochloa decumbens Stapf AND Urochloa brizantha (Hochst. ex A. Rich)
Stapf. SEEDS. Brachiaria grasses have great importance in the livestock sector,
however, these grasses are considered weeds that affect negatively the
productivity of many crops. Field observations indicate that Myracrodruon
urundeuva shows allelopathic effects on Urochloa species. However, there are
no data on literature describing the allelopathic effects for different tissues of
aroeira-preta, neither the classes of secondary metabolites involved on those
interactions. In this study, the allelopathic effect of the crude extracts and
fractions of leaves, branches, stems and roots of M. urundeuva was evaluated
into seeds germination and seedlings growing of U. brizantha, U. decumbens
and Lactuca sativa. Chemical composition of these extracts were analyzed by
UHPLC-ESI-QTOF. This was the first study of aroeira-preta using the Global
Natural Products Social Molecular Networking (GNPS) platform and Feature-
Based Molecular Networking (FBMN) as metabolomics tools for compounds
annotation. Fifty-five secondary metabolites, distributed in eight different
classes of compounds, were annotated, which twenty were annotated for the first
time for M. urundeuva. Crude extracts and fractions inhibited seeds germination
and development. The ethyl acetate fraction of roots showed a higher activity,
inhibiting seeds germination at concentrations of 100 and 50 mg/mL and roots
development in all tested concentrations, i.e., 100, 50 and 25 mg/mL. This
fraction was characterized by dimeric chalcones urundeuvines as their

majoritary compounds.
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1. Introducéo

A espécie Myracrodruon urundeuva Freire Allemdo, familia
Anacardiaceae, é uma planta popularmente conhecida como aroeira-preta, nativa
do Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste brasileiro?. Em areas de pastagens é
possivel observar uma dificuldade no crescimento das braquiarias sob a copa da
aroeira. Devido a altura de sua copa, a supressao da luz solar ndo deve ser
considerada um fator determinante que justifigue a observacdo anterior e,

portanto, suspeita-se da presenca de interacédo alelopatica entre as duas espécies.

Apesar das braquiarias Urochloa decumbens Stapf e Urochloa
brizantha (Hochst. ex A. Rich) Stapf serem amplamente empregadas na pecuaria
como pastagem devido ao seu rapido e facil cultivo, essas gramineas vém sendo
descritas como espécies exdticas altamente invasoras, prejudicando a
produtividade de algumas das principais cultivares (ex. trigo e milho)® e
dificultando a conservacdo de biomas naturais*®. Tendo em vista a potencial
atividade alelopatica da aroeira-pretal®®® e sua possivel interagdo com a
braquiaria, o estudo das interacOes alelopaticas entre essas espécies abre
possibilidades na busca de novos compostos para controle das espécies U.

decumbens e U. brizantha.
1.1. Introducdo da braquiaria no Brasil

As forrageiras tropicais nativas ndo produzem massa suficiente para
0 pastoreio em algumas épocas do ano. Assim, as gramineas exoéticas passaram a
ser utilizadas com a finalidade de aumentar a producdo de forragem em épocas

criticas de seca.

Algumas espécies africanas de braquiarias foram introduzidas no
Brasil ainda na época colonial, como € o caso da Urochloa mutica Stapf. Porém
foi apenas a partir da década de 1950 que as braquidrias passaram a ser

utilizadas como forrageira na pecuaria’*'®. Apesar de muitas outras espécies



exoticas de gramineas serem utilizadas no pais (ex. Panicum maximum cv.
centenario, Paspalum notatum, Andropogon gayanus, etc), atualmente as
braquiarias sdo os capins mais utilizados na pecuaria, com maiores destaques

Urochloa decumbens, U. brizantha e a U. humidicola®.

A importancia econdmica das braquiarias esta na sua utilizacdo no
setor pecuario, sendo utilizadas como pastagens durante varias décadas. A
utilizacdo das braquiarias como forrageira resultou em um impacto
revolucionario na produtividade de vastas areas que anteriormente estavam em

desuso devido a sua baixa fertilidade, como é o caso do Cerrado®.

Atualmente a pecudria brasileira representa cerca de 8,5% do PIB
nacional. Segundo dados do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(USDA), o Brasil encontra-se como o principal exportador e 0 segundo maior
produtor de carne bovina do mundo®®. De acordo com a Associacdo Brasileira
das Industrias Exportadores de Carne (ABIEC), o faturamento do agronegdécio

na Pecuéria foi de 618,50 bilhdes de reais em 2019,
1.2. Urochloa brizantha e Urochloa decumbens

Pertencente a familia Poaceae, 0 género Brachiaria abrange cerca
de 100 espécies distribuidas entre os tropicos, especialmente na Africa. Crescem
em uma grande variedade de habitats, desde pantanos a semidesertos, sendo
tipicamente encontrados em savanas. Algumas espécies anteriormente
pertencentes ao género Brachiaria encontram-se atualmente no género
Urochloa#18,

As cinco principais espécies introduzidas na América tropical
pertencem atualmente ao género Urochloa, sdo elas: U. brizantha, U.
decumbens, U. dictyoneura, U. humidicola e U. ruzinensis. Urochloa também é
um género paleotropical e inclui 12 espécies provenientes principalmente da

savana africana®®. Devido a essa mudanca de classificacdo, em referéncias mais
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antigas, € comum as braquiarias Urochloa decumbens e U. brizantha serem

descritas com o nome Brachiaria decumbens e B. brizantha respectivamente?s.

O principal interesse econdmico das braquiarias estd no seu bom
desempenho como forrageira’®. U. brizhantha e U. decumbens (FIGURA 1.1)
sdo as espécies mais utilizadas na producéo de carne no Brasil. Ambas toleram
razoavelmente bem a escassez de luz e a falta de agua e sdo capazes de se
adaptarem rapidamente aos solos de baixa fertilidade das savanas sul-
americanas®.

FIGURA 1.1 - Espécies de braquiaria: (a) campim-braquiaria (Urochloa decumbens) e (b)

braquiardo (Urochloa brizantha). Fonte: Bayer Brasil Silvicultor. Disponivel
em:<https://www.environmentalscience.bayer.com.br/floresta/o-que-controlar#filter=.>

Urochloa decumbens cv. Basilisk (ou U. decumbens; FIGURA
1.1.a), também conhecida como capim-braquiaria, € uma cultivar bem adaptada
a solos acidos inférteis. Essa espécie forma um pasto agressivo, altamente
produtivo e capaz de suportar pisoteio e pastagem pesada*?!. Apesar de muito
utilizada na pecuaria, estudos mostram que quando utilizada para alimentacéo
do gado, o capim-braquiaria pode ser responsavel por causar fotossensibilidade

nos ruminantes?223,

Urochloa brizantha cv. Marandu (ou U. brizantha; FIGURA 1.1.b),
também conhecido como braquiardo, possui valor nutritivo similar a U.
decumbens cv. Basilisk. Seu principal atrativo esta em sua resisténcia as

cigarrinhas-das-pastagens. Apesar dessa resisténcia, o cultivar ndo é tolerante a



solos com pouca drenagem e requer melhores condicdes de fertilidade quando

comparado ao capim-braquiaria*?*.

A utilizacdo dessas braquiarias se estende ha mais de quatro
décadas e contribuiu para um impacto positivo no crescimento do setor pecuario.
Apesar de ser uma importante forrageira, devido ao manejo inadequado das
braquiarias aliado a fertilizacdo descontrolada das vastas areas de Cerrado
destinadas para pastagens, a utilizacdo dessas gramas exoticas resultou em
milnGes de hectares severamente degradados?. Além disso, atualmente as
braquidrias sdo consideradas invasoras agressivas e vem prejudicando a
produtividade de algumas producdes agricolas. As cultivares mais afetadas pelas
gramineas invasoras sao trigo, soja, arroz, milho, algodéo e batata, com reducées
de produtividade em 23, 37, 37, 40, 36 e 30%, respectivamente?.

As espécies exoticas possuem grande potencial para se tornarem
plantas invasoras. Isso acontece porque quando introduzidas em um novo
ecossistema, a planta € inserida em um ambiente com intera¢Oes distintas
daquelas que se encontraria em seu ecossistema de origem e, dessa forma, pode
encontrar condicdes mais favoraveis para sua reproducdo e estabelecimento®,
Esta observacdo nem sempre é capaz de explicar por si sO a razdo pela qual a
espécie exodtica torna-se uma invasora agressiva e outras caracteristicas e

mecanismos de invasdo devem ser levados em consideracéo.

De acordo com Radosevich e Holt (1984)%, existem 12 aspectos
principais que caracterizam uma planta invasora (TABELA 1.1). As braquiarias
cumprem 11 caracteristicas dentre aquelas descritas, com excecdo da

caracteristica numero 4.

As braquiarias sdo plantas do tipo C4 e consideradas invasoras
agressivas devido as caracteristicas que incluem: alta capacidade fotossintética;
alocacédo da biomassa para producéo das folhas; reproducao vegetativa e sexual;

uso eficiente dos nutrientes disponiveis no solo; capacidade de resistir aos solos
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acidos, a baixa fertilidade e escassez de agua; alta producéo e facil disperséo das
sementes e alta taxa de germinagdo*>2°. Além disso, as sementes das braquiarias
apresentam dorméncia inicial, resultando em uma germinacdo irregular e

viabilidade das sementes por até oito anos no solo®.

TABELA 1.1 - Principais caracteristicas de plantas invasoras. Adaptado de
RADOSEVICH, S.R. & HOLT, J. S.%
Os requisitos de germinacdo cumpridos em muitos ambientes;
Germinacdo descontinua e grande longevidade das sementes;
Rapido crescimento;
Producdo continua de sementes enquanto as condi¢fes de cultivo permitem;
Autocompatibilidade, mas ndo autogamia completa ou apomixia;
Polinizacgéo cruzada, quando ocorre, por visitantes ndo especializados ou vento;
Alta producéo de sementes em condicBes favoraveis e circunstancias
ambientais;
8. | Producéo de sementes em uma ampla gama de condi¢Ges ambientais; tolerancia
e plasticidade;

9. | Adaptacdes para disperséo a curta distancia e longa distancia;
10. | Perenes: reproducéo vegetativa vigorosa ou regeneracao de fragmentos;
11. | Fragilidade para ndo serem retiradas do chéo facilmente;
12. | Capacidade de competir interespecificamente por meios especiais.

NoOkwdpE

A capacidade das braquiarias em produzir uma densa camada no
solo também pode ser considerada uma vantagem competitiva em relacdo as
demais especies. Tal comportamento resulta em uma reducdo significativa da
incidéncia de luz na superficie do solo, dificultando a germinacdo de sementes
de outras espécies que podem estar presentes no solo®. Alguns estudos
mostraram que as braquiarias produzem compostos alelopaticos que inibem o
estabelecimento e crescimento de outras espécies, aumentando ainda mais o
sucesso de sua invasdo?2°, A liberagdo de aleloquimicos pela espécie exoética
contribui ainda mais para 0 sucesso de sua predominancia, uma vez que as
plantas nativas da regido geralmente ndo estdo adaptadas as fitotoxinas

produzidas pelas espécies introduzidas?.

Estudos mostraram que a densidade de Urochloa decumbens no

solo influencia diretamente na riqueza de espécies nativas da regido’. Além



disso, a presenca de U. decumbens tem efeito excludente sobre as espécies de
gramas nativas. Pivello e colaboradores (1999)° demonstraram que um dos
principais fatores que levam ao empobrecimento de espécies nativas no Cerrado
de Emas da-se devido a expansdo de gramas exdticas como U. decumbens.
Ainda no mesmo trabalho, a Rhynchospora exaltata, uma grama nativa da
familia Cyperaceae, mostrou-se dominante em areas de cerrado sensu stricto,

exceto em trechos em que U. decumbens esteve presente®.

Um estudo realizado na Floresta Nacional de Carajas por Ferreira e
colaboradores (2016)° mostra que a presenca de U. decumbens possui efeito
negativo na riqueza de especies e na regeneracao natural da regido estudada. Das
40 espécies de arvores presentes nos lotes avaliados, apenas duas espécies (5%
do total) crescem em lotes onde U. decumbens esteve presente; dentre as 26
especies de lianas (ex. cipés e trepadeiras), apenas uma espécie (4% do total)
crescia na presenca de U. decumbens e as trés especies de palmeiras encontradas

ocorreram exclusivamente em areas isentas da braquiaria.

Devido a agressividade da espécie, a dispersdo das braquiarias vem
acontecendo com tamanha magnitude que podem ser encontradas em
praticamente todo fragmento de Cerrado, competindo com espécies nativas®®. E
possivel que com o tempo a espécie invasora perca a dominancia. Porém o que
foi observado no Cerrado de Emas por Pivello e colaboradores (1999)° é que,
enguanto Melinis minutiflora (espécie africana da familia Poaceae) foi perdendo
forca de dominancia com o passar do tempo, U. decumbens foi capaz de

substitui-la e com uma dominancia ainda maior.

A presenca dessas plantas invasoras altera também a quantidade de
massa seca no ambiente. Apesar da ocorréncia de queimas naturais serem
essenciais para o equilibrio do ecossistema no cerrado, 0 aumento de massa seca

pela presenca dessas gramineas exoticas modifica drasticamente o



comportamento do fogo, comprometendo a regeneracdo natural das plantas

nativas deste bioma®.

A fim de se estudar a influéncia do fogo na predominancia das
espécies invasoras Melinis minutiflora e Urochloa brizantha no cerrado,
Damasceno & Fidelis (2020)* observaram que enquanto a biomassa de M.
minutiflora diminui com o fogo, a biomassa de U. brizantha néo foi afetada pela
queimada. Apesar das duas espécies pertencerem a familia Poaceae, o fogo pode
ser utilizado como ferramenta de controle da M. minutiflora mas néo de U.
brizantha. Essa diferenca de comportamento pode ser explicada pelas
caracteristicas de U. brizantha que incluem a rapida reproducdo e propagacao
por propagulos, resisténcia das sementes ao fogo e alta capacidade de rebrota

apos disturbios®.

Atualmente a presenca das braquiarias em areas de conservacao
representa um problema a diversidade da flora local que vem sendo discutido
desde os anos 90°. A degradacdo do terreno estd intimamente relacionada a
presenca de espécies invasoras’3°, uma vez que altera as caracteristicas do solo,
a disponibilidade de luz e, de forma mais geral, a dindmica original do
ecossistema. Portanto, a restauracdo dos ecossistemas pode ser considerada um

passo fundamental para garantir a conservacao da biodiversidade.
1.3. Myracrodruon urundeuva Freire Alleméao

Myracrodruon urundeuva Freire Allemd (anteriormente
classificado como Astronium urundeuva Engl.), popularmente conhecida como
aroeira-preta ou aroeira-do-sertdo (FIGURA 1.2), é uma planta arborea
pertencente a familia Anacardiaceae presente nos biomas Cerrado, Caatinga e
Mata Atlantica®. E uma planta nativa do Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste
(FIGURA 1.3, p. 9), mas ndo endémica do Brasil, e esta presente no continente

americano desde o México até a Argentinal?.



FIGURA 1.2 - Myracrodruon urundeuva Freire Allemao. Foto: Gerda Nickel Maia,
do livro “Espécies nativas da flora brasileira de valor econdmico atual ou potencial”

Devido a grande resisténcia mecénica de sua madeira, a aroeira-
preta tem um alto valor econémico, sendo utilizada para construcédo de cercas,
tacos para assoalho e vigas. Sua madeira é resistente a insetos e microrganismos,
possui baixa permeabilidade a umidade e produtos quimicos, sendo considerada
praticamente imputrescivel>®, Tais caracteristicas levaram a extracdo
descontrolada da madeira e, atualmente, a aroeira-preta estd incluida na lista
oficial das espécies da flora brasileira ameacadas de extin¢do pelo Ministério do

Meio Ambiente® e pelo Centro Nacional de Conservacéo da Flora®.

A aroeira-preta apresenta diversas atividades farmacoldgicas sendo
amplamente utilizada na medicina popular para o tratamento de infecgdo nos
rins, gastrite, diarreia, alergias, Ulceras, como cicatrizante, expectorante e anti-

inflamatério334,

Estudos envolvendo M. urundeuva sdo relativamente recentes. A
procura pelos termos “Astronium urundeuva” ou “Myracrodruon urunveuva’” no
banco de dados Scopus, o0 primeiro artigo encontrado data de 1986 e relata a

atividade antitlcera da aroeira®®.



FIGURA 1.3 - Mapa de ocorréncia da aroeira-preta (Myracrodruon urundeuva Fr.
All.) no Brasil. Adaptado de Centro Nacional de Conservacdo da Flora. Disponivel
em: http://cncflora.jbrj.gov.br/portal/pt-br/profile/Myracrodruon urundeuva.
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A partir de 1986, muitos outros estudos sobre atividades
farmacologicas da aroeira foram realizados. De acordo com o estudo realizado
por Aquino et al.*, o extrato da decocgdo das folhas de M. urundeuva apresenta
atividade anti-inflamatoria e é composto por aminoacidos ndo proteicos,
polifenois derivados de acidos carboxilicos, flavonoides glicosilados e ndo
glicosilados, galotaninos e megastigmanos. As atividades antioxidativa,
gastroprotetiva e anti-inflamatoria atribuidas a aroeira-preta estdo relacionadas
principalmente com a presenca de flavonoides como a quercetina e seus
derivados. Esses compostos auxiliam o sistema digestivo estimulando a secrecéo
do muco gastrico. Além disso, a quercetina e derivados tém demonstrado
atividade anti-inflamatdéria inibindo o metabolismo e producdo de mediadores

inflamatorios36-2°,

Os troncos de M. urundeuva contém peptideos ativos contra larvas

de Aedes aegypti, indicando potencial uso da espécie para controle da dengue.



Tal atividade esta atribuida a presenca de lectinas que interferem diretamente no
processo metabolico do inseto, levando a morte da larva por privacéo
nutricional®. Ainda sobre sua atividade contra o A. aegypti, 0 m-
pentadecadienilfenol isolado das sementes da aroeira mostrou-se eficiente contra

estagios imaturos do vetor da dengue®.

Extratos preparados a partir das folhas e dos caules de M.
urundeuva apresentaram efeito ovicida contra o nematoide Haemonchus
contortus. Tal atividade é dependente da concentracdo, sendo 0s extratos das
folnas mais efetivo com 97,73% de inibicdo da eclosdo dos ovos na
concentracdo de 1,25 mg/mL. A atividade anti-helmintica do extrato esta
provavelmente relacionada aos taninos presentes, uma vez que a adicdo de
polivinilpolipirrolidona (PVPP, um inibidor de taninos) provocou reducdo
substancial da atividade observada*. Estudo realizado por Soares et al.®
mostrou que os inibidores de proteases, chitinases e lipases exudados pelas
sementes de M. urundeuva interferem negativamente no ciclo de vida do

nematoide H. contortus.

Trentin e colaboradores* propuseram que 0s taninos presentes nas
cascas da aroeira-preta foram responsaveis pela inibicdo da formacdo de
biofilme e por danificar a membrana da bactéria Pseudomonas aeruginosa.
Sabe-se que a atividade anti-adesiva e antibiofilme esta intimamente relacionada
a propriedade antimicrobiana. A atividade bacteriostatica encontrada justifica
alguns usos da planta na medicina popular que incluem tratamento de doencas
infecciosas como tosse, bronquite e infecgdes urinarias*. O 6leo obtido a partir
da hidrodestilacdo das folhas da aroeira-preta apresentou atividade
antibacteriana contra as cepas de Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella entertidis.

A atividade foi menos pronunciada nas bactérias gram-negativas (E. coli, P.

10



aeruginosa e S. enteritidis), provavelmente devido a complexidade de sua

parede celular®.

Além de suas propriedades mecanicas e fitoterapicas, a espécie é
ainda recomendada para recuperacdo de solos degradados®?4®. Devido a sua
ocorréncia em sitios de mineracdo, Asensio e colaboradores*” investigaram o
poder fitorremediador de M. urundeuva. Quando submetida ao solo
contaminado artificialmente com sulfato de cobre, a aroeira-preta apresentou
comportamento hiperacumulador de cobre >300mg/kg de Cu em seu tecido,
extraindo quantidade considerdvel de cobre do solo em apenas dois meses.
Apesar da necessidade de testes em campo para confirmar sua aplicabilidade na
pratica, a espécie mostra-se promissora para recuperacao de solos contaminados

com cobre?®’.
1.3.1. Estudos alelopaticos envolvendo a aroeira-preta

Em areas de pastagem observa-se uma dificuldade no crescimento
das braquiarias préximo a aroeira-preta. Uma vez que a copa dessa espécie
arborea é alta, a supressdo da luz solar ndo é um fator determinante que
justifique a inibicdo do desenvolvimento da forragem. A partir disso, suspeita-se

da interacéo alelopatica entre essas espécies vegetais.

Alguns trabalhos investigam o potencial alelopatico dos extratos da
aroeira-preta. Vieira e colaboradores!! avaliaram o potencial alelopatico de
extratos hexanicos e metandlicos de caules e folhas da aroeira-preta nos estagios
iniciais de crescimento das sementes de alface (Lactuca sativa L.), repolho
(Brassica oleracea L.) e tomate (Solanum lycopersicum L.). Apesar dos extratos
ndo interferirem significativamente na taxa de germinacdo, 0S extratos
metanolicos diminuiram o crescimento das raizes da alface e de repolho. Alem
disso, as sementes de repolho na presenca do extrato desenvolveram plantulas

com anomalias que incluiam extremidade da raiz primaria necrosada, auséncia
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de epicétilo e sementes intumescidas. Os extratos apresentaram efeitos
estimulatérios no crescimento das plantulas de tomate, indicando que o efeito

alelopatico varia conforme a espécie receptora.

Resultado similar foi encontrado por Silva? que analisou potencial
alelopatico de extratos aquosos da casca da aroeira na germinacdo e
desenvolvimento de repolho (B. oleracea L.), tomate (S. lycopersicum L.),
cebola (Allium ceppa), capim-braquiaria (Urochloa decumbens) e picdo-preto
(Bidens pilosa). Os bioensaios apresentaram diminuicdo significativa na
germinacdo das sementes de tomate e picdo-preto, enquanto que O
desenvolvimento da radicula foi negativamente afetado nas espécies estudadas

exceto para o repolho.

Quando testados com sementes de cebolinha (Allium fistulosum L.),
0S extratos aquosos da aroeira-preta nao alteraram significativamente a
germinacdo das sementes, mas foi observada uma influéncia sobre o

comprimento e massa seca da parte aérea da plantula®®.

No caso especifico de U. decumbens, apesar de ndo se observar
diminuicdo no percentual de germinacdo na presenca do extrato aquoso das
cascas da aroeira-preta, foi verificado efeito negativo significativo na velocidade

de germinacédo e desenvolvimento da radicula e hipocétilo*2,

Apesar dos trabalhos citados, que buscaram estudar a interacdo
alelopatica de M. urundeuva sobre outras espécies!®*2, até o presente momento
nenhum estudo foi realizado referente ao possivel potencial alelopatico dos
extratos preparados a partir das raizes da aroeira-preta. Também ndo se tem
conhecimento de quais compostos sd0 responsaveis por tais atividades. E
interessante identificar os compostos responsaveis pelo efeito negativo no
crescimento de uma planta, pois além da possibilidade de se conhecer novos

mecanismos de inibicdo, abre a possibilidade de formulacdo de um novo
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herbicida, seja ele produzido a partir do produto natural ou analogo sintético

(estrutura basica da molécula original, porém com pequenas derivatizacoes).
1.4. Alelopatia

As plantas sdo potencialmente capazes de produzir compostos
quimicos para se defender de inimigos naturais e aumentar a probabilidade de
sucesso de crescimento®®. A observacdo mais antiga sobre esse tipo de interacéo
quimica entre plantas data de 300 a.C., onde Theophratus, conhecido como “o
pai da botanica”, escreveu em um de seus estudos que a “exaustdo” do solo
causada pelo cultivo de grdo-de-bico levou ao exterminio das plantas invasoras
na area destinada ao cultivo®. Apesar da interacdo planta-planta ser conhecida
ha séculos, o termo “alelopatia” surgiu apenas em 1937. O termo “alelopatia”,
introduzido por Molish em 1937, refere-se as intera¢cdes quimicas entre plantas
e/ou planta-microrganismo e engloba efeitos tanto inibitérios quanto
estimulatérios®. Em 1992, foram incluidas ao termo alelopatia as interagdes
entre planta-inseto e animal-plantas superiores®. Atualmente, a Associacéo
Internacional de Alelopatia define alelopatia como sendo o processo envolvendo
metabdlitos secundarios produzidos por plantas, algas, bactérias e fungos que
influenciam o crescimento e desenvolvimento de sistemas de agricultura e

sistemas bioldgicos?.

Neste contexto € importante ressaltar a diferenca entre competicao e
alelopatia entre plantas. Enquanto que a competicdo envolve a remocdo ou
reducdo de fatores ambientais necessarios para 0 desenvolvimento da planta
(ex.: luz, agua, nutrientes, etc), a alelopatia é uma interacdo quimica mediada
por metabolitos secundarios produzidos por um organismo e liberados no meio.
Apobs a liberacdo desses compostos, eles sdo reconhecidos por um segundo
organismo e essa interacdo quimica entre as especies influencia diretamente no

comportamento/crescimento da espécie receptora?*>2,
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Algumas observacGes de campo dao indicios da ocorréncia da
alelopatia. Espécies de plantas que sdo particularmente agressivas em interacao
com outras espécies podem muitas vezes apresentar acdo alelopatica. Outro
indicio de alelopatia € a auséncia de vegetacao ou vegetacdo esparsa ao redor de
uma espécie®. Um bom exemplo disso é a dificuldade observada no crescimento
de espécies de plantas ao redor da nogueira-preta (Juglans nigra L.)**; tal
observacéo levou a descoberta do aleloquimico juglona (FIGURA 1.4.a.)%.

FIGURA 1.4 - Estruturas quimicas dos compostos: (a) juglona, aleloquimico isolado

da nogueira-preta Juglans nigra L., (b) sorgoleona, aleloguimico produzido pelo

sorgo Sorghum ssp e (c) plastoquinona.
o}

(a)
OH o)
o)
HsCO
(b)
OH
0
o CH,
HsC = H

(c)

HsC

o}

A juglona € um dos primeiros exemplos de aleloquimico descritos
na literatura. A degradacdo do composto pelas bactérias do solo € incompleta e,
consequentemente, a substancia acumula-se no solo em concentracdes altas o
suficiente para causar efeito toxico quando absorvida por uma segunda espécie
de planta®®. Quando a juglona foi testada contra espécies invasoras de
plantacdes de trigo e cevada, o composto mostrou-se prejudicial as espécies

invasoras testadas Sinapis arvensis L., Cirsium arvense (L.) Scop., Papaver
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rhoeas L. e Lamium amplexicaule L., porém ndo apresentou efeito negativo no
crescimento do trigo e da cevada. A partir desse resultado, os autores do
trabalho propuseram que a juglona afeta diferentemente monocotiledoneas (trigo

e cevada) e dicotiledneas (espécies invasoras testadas)®.

Outro exemplo facilmente observado em campo € a dificuldade de
crescimento de espécies quando plantadas em campos anteriormente utilizados
no cultivo de outras espécies®. Esse tipo de situacdo pode ser exemplificado
pela dificuldade de crescimento observada em sistemas de rotacdo de culturas
utilizando o sorgo (Sorghum ssp). O plantio do sorgo afeta negativamente o
crescimento de uma segunda cultura em sistemas de rotacdo. Isso se deve
principalmente a sorgoleona, substancia produzida e secretada por uma glandula
especializada presente em suas raizes. A sorgoleona é um analogo da
plastoquinona (FIGURA 1.4) e compete pelo mesmo sitio ativo no fotossistema
I1 (PSII). Devido ao seu carater hidrofébico, a substéancia é fortemente absorvida
pelo solo e permanece em niveis detectaveis por até sete semanas ap0s sua

incorporagdon®-’,

1.4.1. Alelopatia e a busca por produtos naturais com potencial

atividade herbicida

Um dos maiores desafios na restauracdo ecoldgica esta no controle
de espeécies invasoras. Estudos mostram que a aplicacdo do herbicida glifosato
foi eficaz na diminuicdo da cobertura de Urochloa decumbens no solo, porém
mostrou-se necessaria a aplicacdo repetida do herbicida para evitar o

restabelecimento da espécie invasora’.

O uso de herbicidas sintéticos comerciais na restauracdo de
ecossistemas tem sido questionado devido aos impactos causados na fauna e na
flora nativa das regides protegidas para conservacdo®. Além disso, 0 uso

continuo e irrestrito de herbicidas sintéticos pode levar ao desenvolvimento de
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resisténcia pelas plantas invasoras®. Nesse sentido, bioherbicidas e agroquimicos
baseados em produtos naturais vém despertado interesse por serem
minimamente prejudiciais ao meio ambiente e facilmente degradados pela biota

do solo ou por processos fisicos®,

A diversidade de metabdlitos secundarios produzidos na interacéo
quimica entre os seres vivos representa uma rica fonte de diversidade estrutural
e atividades bioldgicas. Diferentes tipos de compostos organicos foram
identificados como aleloguimicos produzidos por microrganismos e plantas

superiores. Esses compostos sdo classificados como®®:

Acidos organicos soliveis em &gua, alcoois de cadeia linear,

aldeidos alifaticos e cetonas;
e  Lactonas insaturadas;
e Acidos graxos de cadeias longas e poliacetilenos;
e Naftoquinonas, antraguinonas e complexos de quinonas;
e  Fendis simples, acidos benzoicos e derivados;
e Acido cinamico e derivados
e  Cumarinas;
e  Flavonoides;
e  Taninos hidrolisaveis e condensados;
e  Terpenoides e esteroides;
e  Aminodcidos e polipeptideos;
e Alcaloides e cianoidrinas;

e  Purinas e nucleotideos.

Um dos principais argumentos que vai contra a viabilidade da
utilizacdo de produtos naturais como herbicidas esta na baixa quantidade isolada
a partir de fontes naturais e na dificuldade de sintese desses compostos devido a

sua complexidade estrutural. Por outro lado, a principal vantagem no estudo de
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compostos alelopaticos esta na possibilidade de se descobrir novos mecanismos
de acdo herbicida. Atualmente, cerca de 270 herbicidas estdo disponiveis no
mercado e possuem 17 modos de acdo. Apesar desses 17 modos de acdo, quase
metade dos herbicidas disponiveis agem em trés sitios ativos: fotossistema 11

(PSII), acetolactato sintase (ALS) e inibicdo protox?.

Ao longo dos anos, a planta é capaz de se adaptar e contornar 0s
efeitos fitotoxicos de um agente herbicida. A substituicdo de um herbicida com
0 mesmo mecanismo de acdo € muitas vezes ineficiente e por isso ha a
necessidade de varios modos de agdo. Além disso, a utilizacdo de dois ou mais
modos de acdo herbicida simultaneamente dificulta o desenvolvimento de

resisténcia pelas plantas ao longo do tempo.

Existem duas estratégias principais para descoberta de produtos
naturais com potencial atividade herbicida: (1) testar compostos ja isolados para
outros propositos, (por exemplo, testar a atividade herbicida de compostos
isolados para testes farmacoldgicos) e (2) realizar o isolamento direcionado por

bioensaios a partir de uma matriz promissora®®’.

A primeira estratégia para a descoberta de produtos naturais com
potencial atividade herbicida ¢ explicada pela “economia de recursos” durante a
sintese de metabdlitos secundarios pela planta. A sintese de um produto quimico
por um organismo Vvivo é um investimento de energia e recurso. Portanto, um
metabolito de defesa € mais “barato” em termos de recursos (ex: carbono,
energia, etc.) se puder exercer mais de uma funcéo. Por esse motivo é comum
observar uma variedade de atividades biologicas relacionadas ao mesmo

composto?,

O isolamento guiado por ensaios bioldgicos é a abordagem mais
comum entre 0s quimicos que trabalham com alelopatia. Porém, deve-se ter em
mente que nem todos os compostos resultantes deste tipo de estudo sdo de fato

agentes alelopéaticos, uma vez que tais substancias podem néo ser liberadas no
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solo em concentragdes 6timas ou sofrerem modificacdes quimicas em condicbes
naturais?*®’. Em alguns casos, o efeito alelopatico pode estar relacionado ao
sinergismo de dois ou mais compostos liberados pela planta doadora, o que pode
dificultar o processo de isolamento e determina¢do dos compostos responsaveis

pela atividade®,

A escolha da espécie a ser utilizada para isolamento de um novo
composto com potencial alelopatico pode ser feita com base em conhecimentos
em ecologia quimica, estudos etnobiolégicos e observacbes de campo. A
descoberta da sorgoleona é exemplo de estudos de interacdo planta-planta que

levaram a descoberta de uma potente fitotoxina®"62.

Ensaios de campo s@o de dificil execucdo e compreensdo devido
aos diversos parametros que podem influenciar a conducdo do experimento.
Assim, 0s bioensaios laboratoriais (ensaios in vitro) permitem eliminar possiveis
interferéncias através do controle e manipulacdo desses parametros. Os
bioensaios tém como proposito (a) demonstrar o potencial alelopatico dos
extratos ou substancias isoladas das plantas e (b) determinar a concentragdo
ativa do composto. A germinacdo de sementes € um dos parametros amplamente
utilizados para estudos desse tipo. Sabe-se, porém, que a germinacao nao € o
unico fendmeno que pode ser afetado nas interacdes alelopéaticas. Outros fatores
como o desenvolvimento das radiculas e das plantulas podem ser monitorados
nos ensaios in vitro. Alguns trabalhos indicam a analise de massa seca da
radicula®?, o comprimento e peso das raizes frescas como sendo estatisticamente

mais precisos®%4,

O isolamento guiado por bioensaios € Util para encontrar as fracbes
ativas e 0s compostos responsaveis pela atividade de interesse. Tal estratégia
muitas vezes leva a redescoberta de compostos ja conhecidos. O uso da
bioinformatica pode eliminar a redescoberta de compostos com perfis de
atividades ja conhecidas e acelerar o processo de isolamento de novos
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compostos. Porém, tal ferramenta deve ser utilizada com cautela, evitando que
compostos muito similares as substancias ja conhecidas sejam ignorados durante

esse processo®’.

1.5. Processamento de dados utilizando o molecular networking

(MN) e feature-based molecular networking (FBMN)

A rede molecular (MN, molecular networking) como ferramenta
para a andlise de espectros de massas em tandem foi introduzida em 2012°.
Desde entéo, tal ferramenta vem facilitando significativamente a visualizacéo,
organizacdo e derreplicacdo de milhares de espectros de MS? obtidos nas
analises de uma amostra complexa. O processamento de dados parte da
observacdo fundamental de que moléculas estruturalmente relacionadas
compartilham padrbes de fragmentacdo similares quando sujeitas aos metodos
de fragmentacdo de MS? como é o caso da dissociacdo induzida por coliséo
(CID). Dessa forma, compostos estruturalmente relacionados tendem a se

agrupar em uma rede formando um cluster®>-%7,

A Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS;
http://gnps. ucsd.edu) é uma plataforma de armazenamento, analise e
visualizacdo de dados de espectrometria de massas. A infraestrutura do GNPS
permite ainda a comparacao dos dados com a biblioteca, derreplicacdo online da

amostra e criacdo da rede molecular®°,

A rede molecular permite ndo sé identificar compostos conhecidos
atraveés da utilizacdo de padrbes ou por comparacdo espectral com o banco de
dados, mas também permite fazer uma anotacdo dos compostos analogos
desconhecidos com maior eficiéncia®. Vale lembrar que todas as anotacdes de
compostos feitas através de comparacdes espectrais sdo anotagcdes putativas até

que sejam caracterizadas experimentalmente®®.
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A anotacdo dos compostos feita pela plataforma do GNPS pode ser
classificada como ouro, prata ou bronze de acordo com a qualidade do espectro
de referéncia. A referéncia de classificacdo ouro pode ser submetida apenas por
usuarios aprovados na plataforma e os dados espectrais devem ser provenientes
de compostos com caracterizacdo completa, sejam eles compostos isolados ou
sintéticos. Uma classificacdo prata significa que o espectro foi submetido com
uma publicacdo associada. As referéncias remanescentes, como é o caso das

anotacdes putativas ou parciais, incluem-se na classificacéo bronze®*€,

Para a construgcdo da rede molecular, inicialmente séo obtidos os
espectros de MS? das espécies ionizadas da amostra. Os dados sdo enviados para
a plataforma do GNPS e submetidos a um alinhamento dos espectros de MS?
para formar o conjunto de dados para cada espécie encontrada. Na etapa
subsequente é feito um alinhamento espectral entre os agrupamentos, buscando
encontrar similaridade entre os espectros de MS? de diferentes ions. Cada ion
(molecula desprotonada no modo negativo ou protonada no modo positivo de
ionizacdo) é representado por nodos que se conectam devido a similaridade no
padrdo de fragmentacdo, formando a rede molecular®. A FIGURA 1.5 (p. 22)
apresenta um esquema do processo de criacdo da rede molecular para melhor

entendimento.

Inicialmente a rede molecular (MN classico) foi desenvolvida para
utilizacdo na protedmica. Baseada na premissa de que, em cromatografia
liquida, peptideos isobaricos raramente eluem em tempos de retencdo (tr)
diferentes, o algoritmo do MS-Cluster implementado na plataforma GNPS néo
leva em consideracdo a informacao sobre tempo de retencgéo para o agrupamento
de MS?2. Porém, na metabolomica a separacdo dos isdmeros durante sua eluicéo
na coluna cromatografica é bastante comum. Por esse motivo, quando os dados

das analises de pequenas moléculas séo processados via rede molecular classica,
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um grupo de isémeros inevitavelmente formardo um mesmo nodo, mesmo

possuindo tempos de retencéo diferentes®® (FIGURA 1.6, p. 23).

Diante desse problema foi desenvolvido o método de feature-based
molecular networking (FBMN) para a criacdo da rede molecular. FBMN nada
mais € do que um MN “aprimorado”. No método de FBMN ¢ incorporada uma
etapa adicional de pré-processamento dos dados adquiridos via LC-MS/MS que
consiste em diferenciar isdmeros com tempos de retencdo distintos. Durante o
pré-processamento, cada banda cromatografica passa por uma deconvolucao
levando em consideracdo a abundancia do sinal de MS! %70 Dessa forma, o
processamento de dados por FBMN consiste em duas etapas principais: (1)
deteccdo e alinhamento de dados com base na abundancia de MS! em um
software de pré-processamento (ex. MZmine, MS-Dial, XCMS, OpenMs,
Progenesis QI ou MetaboScape) e (2) alinhamento dos dados espectrais de MS?

para a criacdo da rede molecular na plataforma do GNPS™ (FIGURA 1.6, p. 23).

A construcdo de uma rede molecular é fortemente influenciada pela
qualidade dos dados de MS? adquiridos. Por isso, as condicOes experimentais
das analises no espectrometro de massas devem estar devidamente otimizadas
para a obtencéo de uma rede molecular significativa e representativa da amostra.
Os parametros instrumentais importantes que requerem atencédo sdo: janela de
deteccdo de MS! e MS?, resolucdo de massa e energia de colisdo. Vale ressaltar
que o0 espectrobmetro de massas deve ser devidamente calibrado antes da

obtencédo dos dados®>®”,
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FIGURA 1.5 - Representacdo esquematica do processo de criacdo da rede molecular
através do MN Cléassico. Adaptado de ARON, A. T.; et al. (2020)%
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FIGURA 1.6 - Métodos para a construcdo da rede molecular a partir de dados de
espectrometria de massas non-target utilizando a plataforma do GNPS. Adaptado de
Nothias, L. F.; et al. (2020)"
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2.  Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Avaliar o potencial alelopatico dos extratos dos diferentes tecidos
da aroeira-preta Myracrodruon urundeuva Freire Allemdo no desenvolvimento
in vitro das sementes de braquiarias Urochloa decumbens Stapf e Urochloa
brizantha (Hochst. ex A. Rich) Stapf bem como analisar a composicdo quimica

dos extratos utilizando processamento de dados por FBMN.
2.2. Objetivos Especificos

e Avaliar o potencial alelopdtico dos extratos brutos de
Myracrodruon urundeuva e suas respectivas fracOes no
desenvolvimento das gramineas Urochloa decumbens e U.
brizantha;

e  Analisar o perfil quimico dos diferentes extratos de M. urundeuva;

e Analisar as diferencas de composicdo quimica das fracdes ativas;

e Associar o efeito alelopatico observado a composicdo dos extratos e

fracoes.
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3. Materiais
3.1. Solventes

e Solventes destilados: metanol, acetona, acetato de etila, etanol,
diclorometano, cloroférmio, hexano;

e Solventes grau HPLC (Merck, Tedia, Panreac): metanol,
acetonitrila e isopropanol,

e Solventes grau LC/MS (LiChrosolv LC-MS Grade): metanol,
acetonitrila, isopropanol, agua;

e Agua ultrapura obtida em Ultra purificador Master System MS
2000 (Gehaka)®.

3.2. Colunas

e  Coluna analitica Phenomenex — Gemini® Cyg (150 x 4,6 mm; 5,0
Hm);

e Coluna analitica Phenomenex — Gemini® Cig (250 x 4,6 mm; 5,0
um);

e  Coluna analitica Zorbax® Eclipe Plus C1g Rapid Resolution HD (50
x 2,1 mm; 1,8 um).

3.3. Filtros

e  Papel de filtro qualitativo 80 g e diametro 18,5cm, Unifil®;

e  Filtro de seringa PVDF com tamanho de poro 0,20 pm.
3.4. Cartuchos para extracdo em fase solida (SPE)

e  Cartucho SPE Purifica-X® com volume interno de 6 mL, 100 mg de
resina Cyg, tamanho de particula 25-53 um e capacidade de carga de
25-100 mg;
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e  Cartucho SPE Cyg Supelclean®, Supelco, com volume interno de 60
mL, 10 g de resina Cyg, tamanho de particula 45 um e capacidade

de cargade 0,5-1 g.
3.5. Micropipetas

e  Micropipeta automatica Eppendorf® 500-5000 pL;
e  Micropipeta automatica Axygen® 50-100 pL;
e  Micropipeta automatica Axygen® 100-500 pL.

3.6. Papel de germinacéao

e  Papel filtro qualitativo para substrato mata borréo 10,5 x 10,5 cm, J.
Prolab.

3.7. Equipamentos
3.7.1. Evaporadores rotativos

e Evaporadores rotativos BUCHI® R-200 e BUCHI® R-205com
banho de aquecimento BUCHI® B-490, bomba de vécuo
Vacuubrand® MZ 2C NT e refrigerador de recirculacdo Neslab®
CFT-25;

3.7.2. Balancas analiticas

e Balanca analitica Shimadzu® modelo AY220 (e = 1mg / d = 0,1

mg);

e Balanca semi-analitica Ohaus® Adventure Pro modelo AV8101P (e
=19/d=0,19);

e Balanca analitica Shimadzu® modelo AUX220 (e = 1mg / d =
0,1mg).
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3.7.3.

3.7.4.

3.7.5.

3.7.6.

Cromatografos

Cromatografo liquido de alta eficiéncia acoplado a detector PDA:
Shimadzu® Corporation modelo LC-20AR Prominence®, equipado
com degaseificador DGU-20A5R, bomba quaternaria LC-20AR
Prominence®, moédulo de comunicacdo CBM-20A, amostrador
automatico SIL-10AF e coletor de fraces FRC-10A, e detector de
arranjo de fotodiodo SPD-M20A;

Cromatografo liquido de alta eficiéncia acoplado a detector de UV:
Agilent Technologies® modelo 1200, equipado com bomba
quaterndria G1311A, degaseificador G1322A, amostrador
automatico G1329A e forno de coluna G1316A, acoplado a detector
de ultravioleta de comprimento de onda variavel (VWD) G1314B;
Cromatografo liquido de ultra eficiéncia acoplado a detector QTOF:
Agilent Technologies® modelo 1260 Infinity® 1l equipado com
bomba quaternaria G7104A, amostrador automatico G7167B,
termostato de amostra G7167-60101 e forno de coluna G7116B,
acoplado a espectrometro de massas QTOF G6545B.

Camara de germinacao

Camara de germinagédo Conviron® modelo G1000, equipada com
controlador CMP6010, sistema de refrigeracdo R-134a e
compressor R.L.A. 6.7A.

Liofilizador

Liofilizador de bancada Liobras® modelo Liotop® L 108.

Ultrassom

Banho ultrassonico Ultrasonic® cleaner TDR FORCE:;

29



e  Banho ultrassonico Thornton® modelo T50.
3.8. Material vegetal

3.8.1.  Myracrodruon urundeuva — amostra coletada

Os ramos e folhas da aroeira-preta foram coletados na Fazenda
Nova Serrana (FIGURA 3.1) no municipio de Sdo Jodo da Ponte — MG
(15°49°07.32°’S e 43°52°18.23°’W).

FIGURA 3.1 - Imagem de satélite da Fazenda Nova Serrana. Em amarelo a posi¢édo
exata da localizagéo da aroeira-preta coletada.

3.8.2.  Myracrodruon urundeuva — amostra cultivada

Foram adquiridas 20 mudas da aroeira-preta no estabelecimento
Verde Flora e mantidas em casa de vegetacdo até o0 momento do preparo dos
extratos (FIGURA 3.2). As mudas cultivadas apresentaram cerca de 1,50 m de

altura.
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FIGURA 3.2 — Mudas cultivadas da aroeira-preta utilizadas na obtencdo das

3.8.3.  Acesso ao Patrimonio Genético e Conhecimento

Tradicional Associado

As amostras de aroeira preta (Myracrodruon urundeuva) utilizadas
nesse estudo fazem parte do projeto guarda-chuva denominado “Caracterizagao
quimica micromolecular de espécies naturais potencialmente ativas no controle
de pragas da agropecuaria ¢ com propriedades nutrac€uticas” e foram
cadastradas junto ao Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado — SisGen em 17/09/2018, no. AFE8151,

finalidade da autorizacdo: pesquisa cientifica.
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3.8.4. Sementes utilizadas nos ensaios biolégicos

e Urochloa brizantha cv. Marandu, safra 2020, 100 sementes =~ 1,0 g,
obtido do banco de germoplasma da Embrapa;

e Urochloa decumbens cv. Basilisk, pureza 90%, Tz 85%,
germinacdo 60% SGM Seeds Unipasto®;

e  Sementes de alface (Lactuca sativa) var. americana, 1105 sementes
~ 1,0 g, Grandes Lagos Americana (cédigo 043), lote: 135574-021-
S2, germinacgéo: 98%, pureza: 99,8%, validade: 08/22, safra: 2017.
Isla Sementes Ltda (Porto Alegre — RS).
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4. Metodologia

A metodologia foi dividida em trés partes principais: (1) preparo
dos extratos e analises iniciais; (2) avaliacdo do efeito alelopatico dos extratos
da aroeira-preta sob as espécies Urochloa brizantha e Urochloa decumbens e (3)

analise de metabdlitos secundarios.
4.1. Preparo dos extratos e analises iniciais

A primeira parte do trabalho € composta por trés etapas: (a) preparo
dos extratos da aroeira-preta; (b) analise do perfil cromatografico dos extratos

por LC-PDA e (c) fracionamento por extracdo em fase solida
4.1.1. Preparo dos extratos da aroeira-preta

O material vegetal de Myracrodruon urundeuva foi separado em
ramos e folhas para o material coletado e em caules, folhas e raizes para o
material cultivado. Entende-se como “caules” todo material remanescente apos
remocao das folhas e das raizes da planta. As amostras das raizes foram lavadas

com agua corrente em abundancia e secas com papel toalha.

Os ramos, folhas e caules foram secos em estufa com circulagéo
forcada de ar a 50 °C. As raizes foram cortadas em pedacos menores, congeladas
em nitrogénio liquido e liofilizadas por 101 horas a temperatura de -65 °C e

pressao de 20 pHg.

Apos a secagem do material, as folhas foram moidas em moinho
analitico; os ramos, caules e as raizes foram moidos em um liquidificador
industrial. A FIGURA 4.1 representa as etapas de separa¢do, moagem e extracao

do material vegetal cultivado.
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FIGURA 4.1 - Etapas do preparo da amostra vegetal cultivada para o preparo de
extratos.
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Os materiais vegetais moidos foram extraidos por maceracdo
estatica a frio com uma mistura de acetona:metanol na proporcdo 1:1 v/v. A
cada trés dias, a mistura foi filtrada a vacuo em papel de filtro. Foram realizadas
trés extracbes consecutivas para cada matriz utilizando a mesma mistura de
solventes. As solucgdes resultantes de cada extracdo foram evaporadas em
evaporador rotativo e transferidas para um frasco de vidro previamente pesado e
etiquetado. Ao final obteve-se um total de cinco extratos brutos (TABELA 4.1).
Os extratos foram armazenados tampados e mantidos sob refrigeragdo em

geladeira.

TABELA 4.1 - Codigo dos extratos obtidos e suas respectivas descri¢coes

Caodigo Matriz Coletada ou cultivada
ARM Ramos Coletada
AFO Folhas Coletada
ACA Caules Cultivada
AFL Folhas Cultivada
ARZ Raizes Cultivada
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4.1.2.  Analise do perfil quimico dos extratos da aroeira-preta
por LC-PDA

Cada extrato ARM, AFO, ACA, AFL e ARZ (FIGURA 4.2) foi
analisado em um cromatdgrafo LC-20AR Prominence® Shimadzu® com detector

PDA de modo a investigar o perfil cromatografico da amostra.

FIGURA 4.2 - Vials contendo os extratos brutos diluidos, submetidos a analise
preliminar do perfil quimico. Da esquerda para direita: ARM, AFO, ACA, AFL e

ARZ.
T .
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O modo reverso de eluicdo foi escolhido utilizando solvente (A)

H,0O + 0,1% acido férmico v/v e (B) acetonitrila + 0,1% acido férmico viv. A
separacdo foi feita em eluicdo gradiente de 5% a 100% de B em 45 min.,
seguido de 5 minutos em eluicdo isocratica com 100% de B para limpeza e 10
min. no modo isocratico com 5% de B para acondicionamento da coluna
(TABELA 4.2); fluxo de 0,700 mL/min., volume de injecdo de 15 pL e
concentracdo das amostras de 10 mg/mL. As amostras foram filtradas em um
filtro de seringa PVDF 0,20 pum antes da injecdo. Utilizou-se 0 mesmo gradiente
para a analise inicial dos cinco extratos. A coluna utilizada para essa separacéo
foi a Phenomenex — Gemini® Cyg (150 X 4,6 mm; 5 pum).

TABELA 4.2 - Gradiente exploratorio utilizado na analise preliminar do perfil
quimico dos extratos.

Tempo (min) Solvente A (%) Solvente B (%)
00,00 95 5
45,00 0 100
50,00 0 100
50,01 95 5
60,00 95 5

Solvente A = agua + 0,1% 4acido férmico (v/v)
Solvente B = acetonitrila + 0,1% &cido férmico (v/v)
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Os dados de LC-PDA foram obtidos utilizando o software Lab

Solution Shimadzu®.
4.1.3. Fracionamento por extracéo em fase solida (SPE)

Para os extratos ACA, AFL e ARZ foram feitos fracionamentos
para obtencdo de fracbes menos complexas, com o intuito de melhorar a
deteccdo dos compostos presentes nas analises posteriores por LC-MS/MS. O
fracionamento foi realizado aplicando cerca de 1g de extrato bruto em cartucho
de extracdo em fase sdlida (SPE) Cig Supelclean® (Supelco®), com volume
interno de 60 mL e capacidade de carga de 0,5-1 g (FIGURA 4.3).

FIGURA 4.3 - Sistema de extracdo em fase solida e as fracBes coletadas no
fracionamento do extrato das folhas da aroeira-preta cultivada (AFL).
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Antes da aplicacdo da amostra, foi feita a limpeza e ativacdo do
cartucho SPE eluindo-se 40 mL de acetonitrila. O acondicionamento foi feito
utilizando 80 mL da mistura de solventes da primeira fracdo a ser coletada (5%
ou 10% de ACN + 0,1% é&cido formico v/iv a depender do extrato). Para a
aplicacdo da amostra, cerca de 1 g do extrato foi dissolvido em 40mL da mistura
de solventes da primeira fase movel. A escolha das fases moveis utilizadas na
eluicdo foi feita com base nas informagdes obtidas no cromatograma
exploratério de cada extrato bruto e estdo descritas na TABELA 4.3. Apos a
coleta das fracdes, foi feita a limpeza do cartucho utilizando 80 mL de uma

mistura de MeOH:DCM 1:1 v/v.
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TABELA 4.3 - Fases moveis utilizadas no fracionamento dos extratos brutos ACA,
AFL e ARZ em cartuchos de SPE. As fases moveis foram escolhidas levando em
consideragdo os cromatogramas exploratorios para cada extratos.

FracOes Fase mdvel para eluicdo

coletadas ACA AFL ARZ
FO 5% B 10% B 10% B
F1 17% B 20% B 20% B
F2 28% B 30% B 45% B
F3 100% B 45% B 100% B
F4 e 100%B -

B = ACN + 0,1% de &cido formico (v/v)
Para cada fracdo coletada foi utilizado 40 mL do eluente descrito.

Apbs o fracionamento, cada fracdo foi analisada utilizando o
gradiente de eluicdo descrito na TABELA 4.2 em um sistema de LC-UV
(Agilent® 1200), coluna Phenomenex — Gemini® Cig (150 X 4,6 mm; 5 um), A =

250 nm para avaliar a eficiéncia de cada fracionamento.

Os dados de LC-UV foram obtidos utilizando o software OpenLAB

Control.

4.2. Investigacdo do efeito alelopéatico de Myracrodruon
urundeuva sob as espécies Urochloa brizantha e Urochloa

decumbens.

Para a investigacdo do efeito alelopatico de Myracrodruon
urundeuva, 0s extratos brutos preparados (seccdo 4.1.1) foram submetidos aos
ensaios bioldgicos in vitro frente as sementes de trés espécies diferentes:
Urochloa brizantha, U. decumbens e Lactuca sativa. Posteriormente, 0s extratos
brutos remanescentes foram fracionados por filtracdo flash e novamente

submetidos ao ensaio biologico in vitro a fim de se determinar as fracGes ativas.
4.2.1. Fracionamento do extrato bruto por filtracédo flash

Os extratos brutos ARM, AFO, ACA e ARZ foram fracionados por

cromatografia flash para obtencdo das fragdes utilizadas nos ensaios bioldgicos
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in vitro. Foi preparado um leito de silica gel 60 mesh (63-200 um) em um funil
de placa sinterizada de 11,5 cm de didmetro. Apés aplicacdo da amostra, a
eluicdo foi realizada com solventes em ordem crescente de polaridade: hexano,
diclorometano, metanol e agua para as amostras ARM e AFO e hexano, acetato
de etila, metanol e agua para as amostras ACA e ARZ. As fracdes resultantes
desse fracionamento foram evaporadas para obtencéo das fracGes concentradas.
As fragOes acetato de etila e metanol foram submetidas ao ensaio biologico
conforme descrito na secdo 4.2.2. A massa dos extratos brutos utilizados e a
proporcédo de silica utilizada para o fracionamento estdo descritas na TABELA
4.4,

TABELA 4.4 — Condigdes utilizadas no fracionamento por filtracdo flash dos
extratos brutos.

Massada Proporgcdo Alturado

Amostra amostra (g)  desilica leito (cm)
ARM 20,6 1:15 5,0
AFO 22,6 1:15 5,0
ACA 5,34 1:40 4,0
ARZ 25,74 1:15 7,8

4.2.2. Ensaio bioldgico

Para os bioensaios de alelopatia com os extratos e as fragdes da
aroeira-preta foram realizados testes de germinacdo das sementes e
desenvolvimento da plantula acompanhando o crescimento da radicula e do
hipocotilo com base no protocolo do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento’*. Foram preparadas solucdes diluidas dos extratos brutos e
solugBes diluidas das suas respectivas fragdes para os testes: 100, 50, 25, 12,5 e
6,25 mg/mL para os extratos ARM e AFO e solugdes de 100mg/mL para suas
respectivas fracoes; e solugdes de 100, 50 e 25 mg/mL para os extratos ACA e
ARZ e suas respectivas fracdes. O solvente utilizado no preparo de cada solucéo
teste esta descrito na TABELA 4.5. Acetona, metanol e a mistura MeOH:CHCl;
(75:25 v/v) foram utilizados como controle negativo e &gua como branco.
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A unidade experimental utilizada nos ensaios biol6gicos consistiu
de uma caixa gerbox de acrilico transparente com tampa (11,0 x 11,0 x 3,5 cm)
contendo dois papéis mata-borrdo (10,5 x 10,5 cm), ambos previamente
esterilizados. As caixas e tampas foram esterilizadas com etanol 70% e 0s papéis
mata-borrdo foram envoltos em um papel aluminio e autoclavados a 120 °C
durante 40 minutos. Apos a esterilizacdo, aplicou-se 3,0 mL da solucdo a ser
testada (TABELA 4.5) sobre as folhas de papel mata-borrao que foram mantidas
abertas e cobertas por papel pardo durante 12 horas para evaporacgédo do solvente
a temperatura ambiente.

TABELA 4.5 — Amostras preparadas para os testes de germinacao das sementes das

braquiérias e desenvolvimento das plantulas.
Concentrag0es testadas

Matriz Amostra Solvente”
(mg/mL)
Ramos Extrato bruto 100; 50; 25; 12,5 e 6,25 Metanol:cloroférmio
coletados  Fragcdo DCM 100 Acetona
(ARM)  Fracdo MeOH 100 Metanol:cloroférmio
Folhas Extrato bruto 100; 50; 25; 12,5e 6,25 Acetona
coletadas  Fracdo DCM 100 Acetona
(AFO) Fracdo MeOH 100 Metanol:cloroférmio
Caules Extrato bruto 100; 50 e 25 Metanol
cultivados Fracdo AcOEt 100; 50 e 25 Metanol
(ACA) Fracdo MeOH 100; 50 e 25 Metanol
Raizes Extrato bruto 100; 50 e 25 Metanol
cultivadas  Fracdo AcOEt 100; 50 e 25 Metanol:cloroférmio
(ARZ) Fracdo MeOH 100; 50 e 25 Metanol

“Solventes utilizados na solubilizagdo e dilui¢do dos extratos brutos e fragdes.

Apbés a evaporacdo do solvente, aplicou-se 15 mL de agua
deionizada em cada gerbox contendo os papéis de germinacdo previamente
tratados com as solucdes dos extratos e foram distribuidas 50 sementes em cada
unidade experimental. As sementes utilizadas foram: Lactuca sativa, Urochloa
brizantha e Urochloa decumbens. Os gerbox foram tampados e levados para a
camara de germinacdo por um periodo de 7 dias para L. sativa e 14 dias para as
espécies U. brizantha e U. decumbens. O experimento foi conduzido em
condi¢6es controladas de temperatura (35 °C na luz e 20 °C no escuro), umidade

relativa (90-100%) e foto periodo (8L:16D h).
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Os papéis de germinacdo foram umedecidos diariamente com agua
deionizada e as posicdes dos gerbox, dentro da cAmara de germinacdo, foram

alternadas a fim de se obter uma incidéncia de luz de forma homogénea.

No quarto dia de incubacdo das sementes, foi feita a primeira
avaliacdo da germinacdo dos tratamentos com alface. No sétimo dia de
incubacéo, os tratamentos contendo alface foram avaliados quanto a germinacéo
(%) e comprimento (mm) da radicula e hipocotilo. Para os tratamentos com as
braquiarias, a germinacdo foi avaliada a partir do quarto dia de incubacdo. No
décimo quarto dia de incubacdo, os tratamentos com as braquiarias foram
avaliados quanto a germinacdo (%) e o crescimento (mm) da radicula e
hipocoétilo. Durante a contagem das sementes germinadas e avaliacdo do
crescimento das plantulas, os gerbox permaneceram expostos a luz artificial do

laboratério.

Para a avaliacdo do crescimento da radicula e hipocdtilo, para cada
unidade experimental, foi calculada a média dos comprimentos da radicula e
hipocotilo utilizando 10 plantulas escolhidas aleatoriamente. Para os tratamentos
com um namero de sementes germinadas inferior que 10, foram utilizadas todas
as sementes germinadas, tanto na medicdo do comprimento da radicula e

hipocdtilo, quanto para o calculo das medias.

Ao final dos ensaios bioldgicos, os dados de taxa de germinacdo,
crescimento do hipocaétilo e da radicula foram submetidos a anélise de variancia
e as médias das varidveis dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Scott-
Knott (p<0,05) com base no procedimento PROC-GLM (SAS, 2010).

4.3. Analise dos metabolitos secundarios e sua distribui¢cdo nos

tecidos da planta

A anadlise do perfil metabolémico da aroeira-preta foi realizada

através da ferramenta do GNPS. Para isso, a terceira parte da metodologia foi
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dividida em duas etapas: (a) aquisicdo de dados via LC-MS/MS e (b) pre-

processamento dos dados e construcao da rede molecular.
4.3.1. Aquisicdo de dados de MS2 por UHPLC-ESI-QTOF

Os extratos brutos foram submetidos a um pré-tratamento em um
cartucho de extragdo em fase sélida Purifica-X® com volume interno de 6,0 mL,
100 mg de resina C,g, tamanho de particula 25-53um e capacidade de carga de
25-100 mg. Apoés ativagdo e acondicionamento do cartucho com 8,0 mL de
acetonitrila, aplicou-se aproximadamente 100 mg do extrato bruto dissolvido em
4,0 mL de acetonitrila. Apods a eluicdo da amostra no cartucho, o solvente da
amostra resultante foi evaporado em um evaporador rotativo. Esse procedimento
foi repetido para os cinco extratos brutos: ARM, AFO, ACA, AFL e ARZ.

Para analise da composic¢do quimica dos extratos brutos no sistema
UHPLC-ESI-QTOF, foram preparadas solugdes de 0,1 mg/mL utilizando os
extratos brutos submetidos ao tratamento em SPE e as fragGes obtidas no
fracionamento descrito na seccdo 4.1.3. Ao todo foram obtidas 17 amostras:
ARM, AFO, ACA, ACA F0O, ACA F1, AFL F2, ACA F3, AFL, AFL F1, AFL
F2, AFL F3, AFL F4, ARZ, ARZ FO, AFL F1, AFL F2 e AFL F3.

As amostras preparadas foram analisadas em cromatégrafo liquido
de ultra-eficiéncia Agilent® 1290 Infinity® Il acoplado a espectrometro de
massas equipado com fonte de ionizacdo Electrospray (ESI) e analisador
quadrupolo por tempo-de-voo, QTOF Agilent® G6545B. A separacéo
cromatografica foi realizada em coluna Zorbax Eclipe® Plus Ci3 Rapid
Resolution HD (2,1 x 50 mm; 1,8 pum), Agilent.

As analises foram realizadas no modo reverso de elui¢do utilizando
solvente A (agua + 0,1% de &cido formico v/v) e solvente B (acetonitrila + 0,1%
de &cido formico v/v). A separacéo foi feita no modo gradiente de 5% a 100%

de B de 0 a 17 min., mantido em 100% de B até 20 min. e retornando a condicao
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inicial de 5% de B, que foi mantida até 25 min. para recondicionamento da
coluna (TABELA 4.6); fluxo de 0,300 mL/min., volume de injecdo de 3,0 pL e

temperatura da coluna 30 °C.

TABELA 4.6 - Gradiente exploratério utilizado para analise no sistema UHPLC-
ESI-QTOF.

Tempo (min) Solvente A (%) Solvente B (%)
00,00 95 5
17,00 0 100
20,00 0 100
20,50 95 5
25,00 95 5

Solvente A = agua + 0,1% &cido férmico (v/v)
Solvente B = acetonitrila + 0,1% &cido férmico (v/v)

A analise cromatografica foi realizada seis vezes para cada amostra,
permitindo a aquisicdo de dados de espectros de massas nos modos positivo e
negativo de ionizacdo, em trés niveis de energias de fragmentacéo (alto, medio e

baixo) para cada modo.

A deteccéo no espectrometro de massas foi feita nos modos positivo
e negativo utilizando o método de aquisicdo autoMS/MS. Os ions foram
monitorados no intervalo de m/z 150 a m/z 1500 para 0 MS* e m/z 70 a m/z 1500
para MS2, Os parametros utilizados na ionizagdo foram: temperatura do gas de
secagem de 320 °C, fluxo de gas de secagem 12 L/min., nebulizador 35 psi,
temperatura do sheath gas 300 °C e fluxo do sheath gas de 10 L/min.
Parametros da fonte: voltagem do capilar 3000 V, voltagem do nozzle 1500 V e
a energia da camara de dissociacdo de 20 a 60 eV, de acordo com a massa do ion
precursor (TABELA 4.7).

Os dados obtidos nos modos positivo e negativo, em alta energia de
fragmentacdo, foram utilizados para a construcdo da rede molecular do tipo
feature-based molecular networking (FBMN) e anotacdo dos compostos. Cada

ion anotado durante a analise da rede molecular foi verificado cuidadosamente
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utilizando os perfis de fragmentacdo obtidos nas trés energias de fragmentacgéo

(alta, média e baixa).

Os dados de LC-MS/MS foram obtidos pelo software Mass Hunter
Acquisition® B.08.00 e analisados no software MassHunter Qualitative
Navigator® B.08.00 Agilent® Technologies.

TABELA 4.7 - Energia de colisdo utilizada na camara de dissociacdo para a
formagéo das fragmentacoes

Alta energia Média energia Baixa energia
Massa Energia (eV) Massa Energia (eV) Massa Energia (eV)
150 20 150 10 150 5
500 30 500 15 500 10
1000 50 1000 30 1000 20
1500 60 1500 50 1500 40

O mesmo procedimento foi repetido para a aquisi¢do dos dados de
LC-MS/MS para as amostras obtidas por filtracdo flash (secdo 4.2.1), a fim de

analisar a distribuicdo dos metabolitos secundarios nas fragdes ativas.

4.3.2. Pré-processamento dos dados por MSDial, anotagéo dos
compostos por MSFinder e construcao da rede molecular
por FBMN

O processamento de dados para a construcdo da rede molecular do
tipo feature-based molecular networking (FBMN) foi feito a partir dos dados

adquiridos em alta energia de colisdo, nos modos negativo e positivo.

Os dados adquiridos durante as analises via UHPLC-ESI-QTOF,
com alta energia de colisdo (seccdo 4.3.1), foram originalmente obtidos na
extensdo “.d”. Os arquivos foram convertidos para o formato “.mzML” no
programa MSConvertGUI (disponivel em:
http://proteowizard.sourceforge.net/download.html) utilizando o filtro Peak
Picking e niveis de MS1-2.
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Apols conversdo dos dados brutos, os arquivos em formato
“.mzML” foram pré-processados no programa MSDial versdo 4.24 (disponivel
em http://prime.psc.riken.jp/compms/msdial/main.html). Os dados foram
convertidos para centroide tanto para os ions precursores (MS?') quanto para os
ions fragmentos (MS?). A tolerancia de massa escolhida foi de 0,02 Da para MS!
e 0,06 Da para MS2. A intensidade minima para deteccdo foi ajustada para
10000 de amplitude e a amplitude da abundancia de cutoff do MS/MS para 30.
Os parametros de alinhamento foram ajustados para 0,5 minutos de tolerancia

em relacdo ao tempo de retencéo e 0,02 Da de tolerancia para o0 MS?.

As informacdes de alinhamento dos espectros obtidos no software
MSDial foram extraidos no formato “.msp” para posterior processamento no

MSFinder filtrando-se apenas os fons com MS? adquiridos.

As anotacdes dos ions foram feitas no programa MSFinder versdo
3.44 (disponivel em http://prime.psc.riken.jp/compms/msfinder/main.html). A
tolerancia de massa foi ajustada para 5 ppm para MS* e 15 ppm para MS?. Os
bancos de dados selecionados para a busca foram: LipidMAPS, DrugBank,
FooDB, PlantCyc, ChEBI, T3DB, STOFF, KNApSAcK, NANPDB, PubChem e
UNPD.

Para submeter os dados na plataforma GNPS para a montagem da
rede molecular (https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/static/gnps-splash.jsp), os
dados alinhados no programa MSDial foram exportados no formato “.mgf”
utilizando os filtros “MS/MS included matrix” ¢ “GNPS export™.

Os parametros para a criacdo da rede molecular foram ajustados
para tolerancia de massa de 0,02 Da para o ion precursor e 0,06 Da para 0 ion
fragmento; minimo de pares cossenos de 0,7 e 4 para fragmentos semelhantes. A
rede molecular gerada foi importada e analisada no software Cytoscape® verséo
3.8.1.
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O resumo das etapas, desde o preparo dos extratos até a construgdo
da rede molecular, esta representado na FIGURA 4.4,
FIGURA 4.4 - Fluxograma das etapas de (1) preparo de amostra, (2) aquisicdo de

dados por LC-MS/MS, (3) pre-processamento, (4 e 5) processamento dos dados e (6)
construgéo da rede molecular
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Ao todo, foram criadas trés redes moleculares, sendo: (1) uma rede
molecular obtida a partir dos dados adquiridos no modo negativo de ionizagéo
em alta energia, (2) uma rede molecular obtida a partir dos dados adquiridos no
modo positivo de ionizacdo em alta energia e (3) uma rede molecular criada
utilizando apenas os dados dos extratos brutos e brancos da amostra adquiridos
no modo negativo de ionizacdo em alta energia. As redes moleculares 1 e 2
foram utilizadas para anotacdo dos compostos, enquanto que a rede molecular 3
foi utilizada para analise da distribuicdo dos metabdlitos secundarios pelos

tecidos da planta.

Adicionalmente, os dados de LC-MS/MS adquiridos para as fragdes
ativas foram processadas no MS-Dial, utilizando os mesmos parametros ja
descritos, para a comparacdo da distribuicdo dos metabolitos secundarios entre

as fracOes ativas.
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5. Resultados e Discussdes

5.1. Avaliacéo do efeito alelopatico dos extratos da aroeira-preta

Os experimentos para avaliacdo do potencial alelopatico foram
conduzidos em duas etapas: (1) ensaios com os extratos brutos e as fracdes das
amostras coletadas (ARM e AFO) e (2) ensaios com 0s extratos brutos das

amostras cultivadas (ACA e ARZ) e suas respectivas fracoes.
5.1.1. Ensaio com as amostras coletadas (ARM, AFO) e subfragdes

Os extratos das folhas e ramos coletados (AFO e ARM) foram
avaliados nos ensaios biologicos in vitro nas concentrac6es de 100, 50, 25, 12,5
e 6,25 mg/mL. Os extratos brutos remanescentes foram fracionados por
cromatografia flash como descrito na secdo 4.2.1 e as fracdes diclorometano e
metanol das amostras ARM e AFO foram submetidas a novos ensaios
bioldgicos. Os resultados desta secdo estdo apresentados na forma de grafico e
os valores de cada ensaio biolégico utilizados na elaboracdo dos graficos estao
descritos nas TABELAS Al a A10 do Apéndice.

a) Ensaios com a braquiaria Urochloa brizantha

A partir dos resultados obtidos durante os testes com Urochloa
brizantha (FIGURA 5.1), observou-se uma inibicdo na taxa de germinagdo dessa
espécie quando tratadas com solugcbes dos extratos das folhas e ramos na
concentracdo de 100 mg/mL (FIGURA 5.1.a). Além da influéncia negativa
sobre a germinacdo das sementes de U. brizantha, os extratos das folhas e dos
ramos também apresentaram inibicdo significativa no desenvolvimento do
hipocotilo nas concentracbes de 100, 50 e 25 mg/mL (FIGURA 5.1.b) e no
desenvolvimento da radicula nas concentragdes de 100, 50 e 25 mg/mL para o

extrato das folhas e 100 e 50 mg/mL para o extrato dos ramos (FIGURA 5.1.c).
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FIGURA 5.1 - Influéncia dos extratos das folhas e ramos de Myracrodruon
urundeuva, nas concentracdes de 100, 50, 25, 12,5 e 6,25 mg/mL, na (a) taxa de
germinacdo, (b) comprimento do hipocoétilo e (¢) comprimento da radicula de
Urochloa brizantha ap6s 14 dias de incubacdo das sementes.
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*Os valores entre colchetes [100], [50], [25], [12,5] e [6,25] indicam as concentracdes em mg/mL
testadas.

A é4gua foi utilizada como branco e a acetona (ACE) e metanol:cloroférmio (MCL) como controle
negativo.

“*Os tratamentos seguidos por letras minusculas distintas diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(P<0,05). Em vermelho estdo destacados os resultados que apresentaram efeito inibitorio em relagdo aos
controles.

“**Para cada replicata, a média dos comprimentos da radicula e hipocétilo foi calculada a partir de 10
plantulas escolhidas aleatoriamente
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Ambos o0s extratos brutos das folhas e ramos apresentaram
atividade inibitéria a 100 mg/mL para os trés parametros analisados. Apds o
fracionamento desses extratos, a atividade inibitéria concentrou-se

principalmente nas fragdes metanolicas como observado na FIGURA 5.2.

A inibicdo da germinacdo foi observada apenas na fracéo
metandlica das folhas e dos ramos (FIGURA 5.2.a). O comprimento do
hipocotilo foi influenciado com maior intensidade pela fragdo metandlica das
folhas e ramos e em menor intensidade pela fracdo diclorometano dos ramos
(FIGURA 5.2.b). O crescimento da radicula foi significativamente inibido pela
fracdo metanolica das folhas e ramos, enquanto que a fracdo diclorometano das
folhas apresentou um efeito estimulante no crescimento da radicula (FIGURA
5.2.c). Todas as fracGes foram avaliadas apenas na concentracdo de 100 mg/mL
devido a falta de material suficiente para o preparo das fracdes nas demais

concentracoes.

49



FIGURA 5.2 - Influéncia das fragdes diclorometano (DCM) e metanol (MeOH) dos
extratos das folhas e ramos de Myracrodruon urundeuva a 100 mg/mL na (a) taxa de
germinacdo, (b) comprimento do hipocétilo e (c) comprimento da radicula de
Urochloa brizantha ap6s 14 dias de incubacdo das sementes.
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A agua foi utilizada como branco e a acetona (ACE) e metanol:cloroférmio (MCL) como controle
negativo.

*Os tratamentos seguidos por letras minusculas distintas diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(P<0,05). Em vermelho estdo destacados os tratamentos que apresentaram efeito inibitério em relacéo
aos controles e em verde estdo destacados os tratamentos que apresentaram efeito estimulante.

“**Para cada replicata, a média dos comprimentos da radicula e hipocétilo foi calculada a partir de 10
plantulas escolhidas aleatoriamente
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b) Ensaios com a braquiaria Urochloa decumbens

Quando testados com as sementes de U. decumbens, os extratos das
folhas e ramos apresentaram efeito negativo no desenvolvimento das sementes

nos trés parametros analisados (FIGURA 5.3).

O extrato bruto das folhas inibiu a germinacdo das sementes de U.
decumbens na concentracdo de 100 mg/mL e o desenvolvimento do hipocotilo e
das radiculas nas concentracdes de 100 e 50 mg/mL (FIGURA 5.3).

O extrato bruto dos ramos inibiu a germinagdo nas concentragdes de
100 e 50 mg/mL. A inibicdo do crescimento do hipocétilo foi observada apenas
nas concentragbes mais baixas de 12,6 e 6,25 mg/mL. O extrato dos ramos
também inibiu o crescimento das radiculas nas concentragfes de 100 e 50
mg/mL (FIGURA 5.3).
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FIGURA 5.3 - Influéncia dos extratos das folhas e ramos de Myracrodruon
urundeuva, nas concentragdes de 100, 50, 25, 12,5 e 6,25 mg/mL na (a) taxa de
germinacgdo, (b) comprimento do hipocétilo e (c) comprimento da radicula de
Urochloa decumbens apds 14 dias de incubacdo das sementes.
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Os valores entre colchetes indicam as concentragfes em mg/mL testados.

A agua foi utilizada como branco e a acetona (ACE) e metanol:cloroférmio (MCL) como controle
negativo.

“™Os tratamentos seguidos por letras minUsculas distintas diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(P<0,05). Em vermelho estdo destacados 0s tratamentos que apresentaram efeito inibitorio em relacéo
aos controles.

“Para cada replicata, a média dos comprimentos da radicula e hipocétilo foi calculada a partir de 10
plantulas escolhidas aleatoriamente

A inibigdo da germinacdo, observada anteriormente para o extrato
dos ramos em 100 e 50 mg/mL, foi também observada na fracdo metandlica

apos o fracionamento do extrato bruto (FIGURA 5.4). Por outro lado, as fracdes
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diclorometano e metanol do extrato das folhas néo inibiram a germinacéo das
sementes de Urochloa decumbens. Provavelmente, a inibicdo da germinacéo
observada para o extrato bruto das folhas a 100 mg/mL € resultante de um efeito
sinérgico dos metabdlitos secundarios presentes na amostra, o qual foi perdido

apods o fracionamento®®72,

Em relacdo ao comprimento do hipocétilo (FIGURA 5.4), a acédo
inibitéria foi observada para as fracbes diclorometano das folhas e

diclorometano e metanol dos ramos.

Os extratos brutos das folhas e dos ramos inibiram
significativamente o desenvolvimento da radicula e, apos o fracionamento
cromatografico, a atividade inibitoria concentrou-se nas respectivas fracGes
metandlicas (FIGURA 5.4).
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FIGURA 5.4 - Influéncia das fragdes diclorometano (DCM) e metanol (MeOH) dos
extratos das folhas e ramos de Myracrodruon urundeuva al00 mg/mL na (a) taxa de
germinacdo, (b) comprimento do hipocétilo e (c) comprimento da radicula de
Urochloa decumbens apds 14 dias de incubacdo das sementes.
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*A agua foi utilizada como branco e a acetona (ACE) e metanol:cloroférmio (MCL) como controle
negativo.

"Os tratamentos seguidos por letras minusculas distintas diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(P<0,05). Em vermelho estdo destacados os tratamentos que apresentaram efeito inibitério em relacdo

aos controles.
™ Para cada replicata, a média dos comprimentos da radicula e hipocétilo foi calculada a partir de 10
plantulas escolhidas aleatoriamente
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¢) Ensaios com a alface Lactuca sativa

As sementes de alface (Lactuca sativa) foram testadas como
comparativo aos resultados observados frente as espécies de braquiarias e 0s

resultados desses ensaios biologicos estdo apresentados na FIGURA 5.5.

Os extratos das folhas e ramos ndo afetaram a taxa de germinacao
das sementes da alface em nenhuma das concentragcOes testadas (FIGURA
5.5.a). Por outro lado, o extrato das folhas inibiu o crescimento do hipoco6tilo em
todas as concentracgdes avaliadas (100, 50, 25 e 12,5 mg/mL) e o crescimento da
radicula nas concentracdes de 100, 50 e 25 mg/mL (FIGURA 5.5).

O extrato dos ramos inibiu o crescimento do hipocétilo nas
concentracdes de 100, 50 e 6,25 mg/mL e o crescimento das radiculas nas
concentracgdes 100 e 50 mg/mL (FIGURA 5.5).
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FIGURA 55 - Influéncia dos extratos das folhas e ramos de Myracrodruon
urundeuva, nas concentrac@es de 100, 50, 25, 12,5 e 6,25 mg/mL, na (a) taxa de
germinacdo, (b) comprimento do hipocétilo e (c) comprimento da radicula da
Lactuca sativa apés 7 dias de incubagéo das sementes.
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*Os valores entre colchetes indicam as concentragdes em mg/mL testados.

A égua foi utilizada como branco e a acetona (Ace) e metanol:cloroférmio (MCL) como controle
negativo.

*Os tratamentos seguidos por letras minusculas distintas diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(P<0,05). Em vermelho estdo destacados os tratamentos que apresentaram efeito inibitério em relacdo
aos controles.

“**Para cada replicata, a média dos comprimentos da radicula e hipocétilo foi calculada a partir de 10
plantulas escolhidas aleatoriamente
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Apesar dos extratos brutos ndo apresentarem efeito na germinacéo
das sementes, porém, apds o fracionamento cromatografico, observou-se
inibicdo significativa para a fracdo metanodlica das folhas e diclorometano dos
ramos (FIGURA 5.6).

A atividade inibitéria do desenvolvimento do hipocétilo, observada
para 0 extrato bruto das folhas, também esteve presente em ambas as fragdes
obtidas no fracionamento cromatografico. Por outro lado, somente a fracéo
diclorometano do extrato bruto dos ramos apresentou atividade inibitoria
(FIGURA 5.6.).

Os extratos brutos das folhas e ramos inibiram o crescimento da
radicula e, apds o fracionamento cromatografico, esta atividade presente apenas

nas fracOes metanolicas (FIGURA 5.6).
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FIGURA 5.6 - Influéncia das fragdes diclorometano (DCM) e metanol (MeOH) dos
extratos das folhas e ramos de Myracrodruon urundeuva a 100 mg/mL na (a) taxa de
germinacao, (b) comprimento do hipocétilo e (c) comprimento da radicula da alface
(Lactuca sativa) apos 7 dias de incubacdo das sementes.
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A agua foi utilizada como branco e a acetona (ACE) e metanol:cloroférmio (MCL) como controle
negativo.

*Os tratamentos seguidos por letras minusculas distintas diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(P<0,05). Em vermelho estdo destacados os tratamentos que apresentaram efeito inibitério em relacéo

aos controles.
“**Para cada replicata, a média dos comprimentos da radicula e hipocétilo foi calculada a partir de 10

plantulas escolhidas aleatoriamente
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5.1.2. Ensaio com as amostras cultivadas (ACA, ARZ) e subfragoes

Os extratos dos caules e raizes cultivados (ACA e ARZ) foram
avaliados nas concentracdes de 100, 50 e 25mg/mL. Os extratos brutos
remanescentes foram fracionados por cromatografia flash, como descrito na
secdo 4.2.1, e apenas as fracOes acetato de etila e metanol das raizes e fracdo
metanolica dos caules foram obtidas em quantidade suficiente para a realizacéo

dos bioensaios.
a) Ensaios com a braquiaria Urochloa brizantha

Quando avaliada a influéncia dos extratos brutos dos caules e das
raizes na germinacdo das sementes de U. brizantha, nenhum dos tratamentos
influenciou significativamente a taxa de germinacdo das sementes e o0
crescimento do hipocaétilo das plantulas. Entretanto, o comprimento da radicula
foi afetado negativamente (FIGURA 5.7).

Para o extrato dos caules, a reducdo do comprimento da radicula foi
observada nas concentraces de 100 e 50 mg/mL, porém o extrato das raizes

inibiu o crescimento da radicula nas trés concentragdes avaliadas (FIGURA 5.7).
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FIGURA 5.7 - Influéncia dos extratos dos caules e raizes de Myracrodruon
urundeuva, nas concentragdes de 100, 50 e 25 mg/mL, na (a) taxa de germinacéo, (b)
comprimento do hipocétilo e (c) comprimento da radicula de Urochloa brizantha
apos 14 dias de incubacao das sementes.
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*Os valores entre colchetes indicam as concentragfes em mg/mL testados.

A agua foi utilizada como branco e o metanol (MeOH) e metanol:cloroférmio (MCL) como controle
negativo.

™Os tratamentos seguidos por letras minudsculas distintas diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(P<0,05). Em vermelho estdo destacados 0s tratamentos que apresentaram efeito inibitorio em relacdo aos
controles.

“Para cada replicata, a média dos comprimentos da radicula e hipocétilo foi calculada a partir de 10
plantulas escolhidas aleatoriamente
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Quando as fragbes dos extratos brutos foram testadas, nenhuma
semente tratada com a fracdo acetato de etila das raizes a 100mg/mL germinou.
Além disso, a germinacdo também foi significativamente inibida pela fracdo
acetato de etila das raizes a 50 mg/mL e pela fracdo metandlica dos caules a 100
mg/mL (FIGURA 5.8).

Os extratos brutos dos caules e raizes ndo afetaram o crescimento
do hipocotilo de U. brizantha (FIGURA 5.7), porém ap0s o fracionamento
cromatografico, observou-se um efeito negativo no comprimento do hipocotilo
nos tratamentos contendo a fracdo acetato das raizes a 50 e 25 mg/mL (FIGURA
5.8).

Além disso, o efeito inibitdrio no crescimento da radicula foi mais
intenso para a fracdo acetato de etila das raizes, quando comparado ao Seu
extrato bruto (FIGURA 5.8). As fracdes metanolicas das raizes e dos caules a
100 mg/mL também inibiram o desenvolvimento radicular, porém essa inibicdo
foi menos intensa quando comparada com os tratamentos utilizando a fracéo
acetato de etila (FIGURA 5.8).
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FIGURA 5.8 - Influéncia das fracBes dos extratos dos caules e raizes de
Myracrodruon urundeuva, nas concentracdes de 100, 50 e 25 mg/mL, na (a) taxa de
germinacdo, (b) comprimento do hipocétilo e (c) comprimento da radicula de
Urochloa brizantha ap6s 14 dias de incubacdo das sementes.
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*Os valores entre colchetes indicam as concentragdes em mg/mL testados.

A égua foi utilizada como branco e o metanol (MeOH) e metanol:cloroférmio (MCL) como controle
negativo.

“Os tratamentos seguidos por letras minusculas distintas diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(P<0,05). Em vermelho estdo destacados os tratamentos que apresentaram efeito inibitério em relacéo
aos controles

“**A fracdo AcOEt dos caules ndo foram testadas devido a quantidade insuficiente de amostra.

“***Para cada replicata, a média dos comprimentos da radicula e hipocétilo foi calculada a partir de 10
plantulas escolhidas aleatoriamente

Obs: Os tratamentos com a fracdo AcOEt a 100 mg/mL ndo aparecem na avaliacdo do comprimento do
hipocotilo e da radicula devido a inibicdo total da germinacéo.
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b) Ensaios com a braquiaria Urochloa decumbens

Durante a avaliacdo da influéncia dos extratos brutos em U.
decumbens (FIGURA 5.9), observou-se uma diminuicdo da germinacdo das
sementes nos tratamentos com extrato dos caules a 100 e 25 mg/mL e do extrato
das raizes a 100 mg/mL. Em relacdo ao desenvolvimento do hipocotilo,
observou-se uma influéncia estimulante nos tratamentos, como é o caso do
extrato dos caules a 50 e 25mg/mL e o extrato das raizes nas trés concentracées
testadas de 100, 50 e 25mg/mL (FIGURA 5.9).

Apesar do efeito estimulante no crescimento do hipocotilo, o
mesmo nado foi observado para o desenvolvimento da radicula, onde o extrato
dos caules apresentou atividade inibitoria nas concentrac6es de 100 e 50 mg/mL.
Por outro lado, os tratamentos com o0s extratos das raizes apresentaram
comportamento inibitorio sobre o desenvolvimento radicular nas trés
concentracgdes avaliadas, sendo os tratamentos de concentracdo 100 e 50 mg/mL

aqueles com efeito inibitorio mais intenso (FIGURA 5.9.c).

Quando testadas as fragGes dos extratos brutos, a fragdo acetato de
etila das raizes nas concentracdes de 100 e 50 mg/mL apresentaram efeito
inibitorio na germinacdo de U. decumbens. O mesmo efeito foi observado para a

fracdo metandlica dos caules na concentracdo de 100mg/mL (FIGURA 5.10.a).

Diferente das plantulas de U. brizantha, que apresentaram um
menor crescimento do hipocotilo no tratamento com a fracdo acetato de etila das
raizes, as plantulas de U. decumbens ndo foram afetadas quando tratadas com a
mesma fracao e apresentaram um estimulo no crescimento do hipocotilo quando
tratadas com a fracdo metandlica das raizes nas concentracfes de 100 e 50
mg/mL (FIGURA 5.10.b).

Novamente, a fracdo acetato de etila das raizes apresentou maior

inibicdo no crescimento da radicula em comparagdo com os demais tratamentos,
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porém os tratamentos com as fracbes metandlicas das raizes e dos caules

também apresentaram inibicdo significativa (FIGURA 5.10.c).

FIGURA 5.9 - Influéncia dos extratos dos caules e raizes de Myracrodruon
urundeuva, nas concentracdes de 100, 50 e 25 mg/mL, na (a) taxa de germinacao,
(b) comprimento do hipocétilo e (c¢) comprimento da radicula de Urochloa
decumbens ap6s 14 dias de incubacdo das sementes. (
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*Os valores entre colchetes indicam as concentragdes em mg/mL testados.

A égua foi utilizada como branco e o metanol (MeOH) e metanol:cloroférmio (MCL) como controle
negativo.

*Os tratamentos seguidos por letras mindsculas distintas diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(P<0,05). Em vermelho estdo destacados os tratamentos que apresentaram efeito inibitério em relacdo
aos controles e em verde estdo destacados os tratamentos que apresentaram efeito estimulante.
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FIGURA 5.10 - Influéncia das fracbes dos extratos dos caules e raizes de
Myracrodruon urundeuva, nas concentracdes de 100, 50 e 25 mg/mL, na (a) taxa de
germinacdo, (b) comprimento do hipocétilo e (c) comprimento da radicula de
Urochloa decumbens apds 14 dias de incubacdo das sementes.
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“Os valores entre colchetes indicam as concentragdes em mg/mL testados.

™A é&gua foi utilizada como branco e o metanol (MeOH) e metanol:cloroférmio (MCL) como controle
negativo.

™ QOs tratamentos seguidos por letras mintsculas distintas diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
Em vermelho estdo destacados os tratamentos que apresentaram efeito inibitério em relacdo aos controles e
em verde estdo destacados os tratamentos que apresentaram efeito estimulante.

A fracdo AcOEt dos caules ndo foram testadas devido a quantidade insuficiente de amostra.

“***Para cada replicata, a média dos comprimentos da radicula e hipocétilo foi calculada a partir de 10
plantulas escolhidas aleatoriamente
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¢) Ensaios com a alface Lactuca sativa

As sementes de alface (Lactuca sativa) foram testadas como
comparativo dos resultados obtidos para as espécies de braquiarias, porém néo
foi possivel avaliar a influéncia dos extratos da aroeira-preta cultivada e suas

respectivas fracoes.

Durante a ultima parte dos ensaios biolégicos in vitro, as sementes
da L. sativa apresentaram sérios problemas na germinacdo: dentre as 2250
sementes (50 sementes em cada um dos 45 gerbox) colocadas para germinar,
apenas 95 sementes (4% do total) apresentaram algum sinal de germinacao.
Além disso, das poucas sementes germinadas, nenhuma foi capaz de se
desenvolver nos dias seguintes a germinacéo, inclusive nos tratamentos com 0s
controles dos solventes. Também néo foi possivel repetir o experimento devido

a falta de extrato.

Apesar de ndo ser possivel avaliar a influéncia dos extratos brutos
coletados e suas respectivas fracbes no desenvolvimento das sementes de L.
sativa, foi observado uma contaminacdo diferenciada entre os diferentes
tratamentos. Enquanto alguns tratamentos apresentaram uma contaminagdo
generalizada das sementes, outros mantiveram-se praticamente sem
contaminacéo durante os dias de incubacdo das sementes. Nos tratamentos com
contaminacdo, foram observados fungos esporulantes e/ou micelares de

coloracdo esbranquicada, amarelada, esverdeada e preta (FIGURA 5.11).

A evolucdo da contaminacdo das sementes presentes nas trés
replicatas foi monitorada diariamente durante o periodo de incubagdo. A
evolucdo do nimero de sementes contaminadas, presentes em cada gerbox, ao
longo do tempo estd representada nos graficos da FIGURA 5.12 (p. 69). A
FIGURA 5.13 (p. 70) ilustra a contaminacdo por fungos observada nos

tratamentos com o0s extratos das raizes e suas respectivas fragoes.
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FIGURA 5.11 - Contaminagdo das sementes de alface (Lactuca sativa) por fungos
durante o ensaio bioldgico com os extratos da aroeira-preta.

Nos tratamentos com o extrato bruto das raizes nas concentracdes
de 100, 50 e 25 mg/mL (FIGURA 5.12.a), a contaminacgéo foi mais intensa nos

tratamentos com a menor concentracao do extrato.

Provavelmente o extrato bruto apresenta metabdlitos secundarios
que podem ser utilizados pelos fungos como nutrientes, entretanto também estéo
presentes metabolitos que inibem o desenvolvimento do fungo, o que explicaria
a pequena contaminacdo observada nos tratamentos a 100 mg/mL. A medida
que a concentracdo diminui, menor € o efeito inibitério e, portanto, maior a

contaminacéo das sementes.

Para os tratamentos com a fracdo acetato de etila das raizes
(FIGURA 5.12.b), a contaminacdo foi nula nas concentragdes de 100 e 50

mg/mL e uma pequena contaminacao foi observada no tratamento a 25 mg/mL.
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Com o fracionamento cromatografico do extrato bruto das raizes, os
possiveis metabdlitos secundarios, capazes de inibir o desenvolvimento desses
fungos, podem estar concentrados na fracdo acetato de etila, tendo em vista a
pequena contaminacdo observada para esta fracdo. Mesmo na concentragdo mais
baixa (25mg/mL) para a fracdo acetato de etila das raizes, apenas seis sementes

foram contaminadas.

Nos tratamentos com a fracdo metandlica do extrato bruto das
raizes (FIGURA 5.12.c) é possivel observar que a contaminacdo cresce com 0
aumento da concentracdo da amostra. A atividade inibitoria desse extrato foi
menor quando comparada com a fracdo acetato de etila e, provavelmente, a
fracdo metanolica € majoritariamente composta por metabdlitos secundarios que

servem como nutrientes para os fungos durante o seu desenvolvimento.

Buscando investigar a atividade desses compostos como trabalho futuro,
foi feita uma amostragem dos halos de crescimento desses fungos e essas
amostras foram enviados para o Laboratério de Microbiologia do Departamento
de Patologia Basica da Universidade Federal do Parana, para a identificacéo e
plagueamento desses fungos. Devido a indisponibilidade de massa do extrato
bruto das raizes, as amostras de cada gerbox contendo a fracdo acetato de etila
foram extraidas com 100% de etanol. Posteriormente, esse extrato etandlico sera
purificado utilizando diferentes técnicas cromatograficas, buscando-se isolar e
identificar os compostos presentes no extrato.

Uma vez isolados e identificados, a acdo antifungica de cada um dos
compostos serd avaliada frente aos fungos isolados a partir das amostras
contaminadas no estudo. Este trabalho visa testar, futuramente, a hipotese
levantada de que os compostos presentes na fracdo acetato de etila das raizes de
M. urundeuva foram responsaveis por evitar a contaminacdo pelos fungos,

observada em outras amostras.
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FIGURA 5.12 — Evolucéo da contaminacdo das sementes de alface (Lactuca sativa)
por fungos durante o ensaio bioldgico com (a) extratos brutos das raizes, (b) fracdo
acetato de etila das raizes e (c) fracdo metanolica das raizes de Myracrodruon
urundeuva. No grafico (b), as curvas de 100 e 50mg/mL estdo sobrepostas.
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FIGURA 5.13 - Contaminacdo por fungos observada nos tratamentos com o0s
extratos das raizes e suas respectivas fragoes.
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5.1.3. Resumo dos resultados obtidos nos ensaios bioldgicos

Os resultados da avaliacdo da influéncia dos extratos na taxa de
germinacdo, comprimento do hipocotilo e comprimento da radicula estdo
compilados na TABELA 5.1, TABELA 5.2 e TABELA 5.3, respectivamente,

facilitando a visualizacao geral das atividades observadas para cada amostra.

Quando analisada a taxa de germinacdo das sementes (TABELA
5.1), os tratamentos com 0 extrato bruto das folhas, extrato bruto dos ramos,
fracdo metandlica dos ramos, fracdo metandlica dos caules e fracdo acetato das
raizes foram aquelas que apresentaram atividades de inibicdo satisfatoria, uma
vez que foram capazes de inibir significativamente ambas as espécies de
braquidrias estudadas. Dentre as amostras que apresentaram atividade

satisfatoria, a fracdo acetato de etila das raizes apresentou maior acdo inibitdria,
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sendo ativa nas concentracdes de 100 e 50mg/mL contra as duas espécies de

braquiéria.

TABELA 5.1 - Atividades observadas na germinacdo das sementes de Urochloa
brizantha, U. decumbens e Lactuca sativa quando tratadas com os extratos brutos da

aroeira-preta e suas respectivas fragoes.

Concentracao ativa (germinacao)

M AIOETE U. brizantha U. decumbens L. sativa
Extrato bruto =~ 100 mg/mL 100 mg/mL n. d.
Folhas .
coletadas Fracdo DCM n. d. n. d. n. d.
Fracdo MeOH = 100 mg/mL n. d. 100 mg/mL
100 e 50
Extrato bruto =~ 100 mg/mL n. d.
Ramos mg/mL
coletados Fracdo DCM n. d. n. d. 100 mg/mL
Fracdo MeOH = 100 mg/mL 100 mg/mL n. d.
Caules = Extrato bruto n. d. e -
cultivados INginE
Fracdo MeOH = 100 mg/mL 100 mg/mL -
Extrato bruto n. d. 100 mg/mL -
Raizes < 100 e 50 100 e 50
cultivados 718640 ACOE mg/mL mg/mL )
Fracao MeOH n. d. n. d. -

*Os tratamentos que apresentaram atividade inibitoria estdo destacados em laranja e aqueles que
apresentaram atividade estimulante em verde.

“*As matrizes coletadas foram testadas frente as sementes de U. brizantha, U. decumbens e L. sativa,
enquanto que as matrizes cultivadas foram testadas apenas para as espécies de braquiarias.

n.d. = ndo apresentou diferenca significativa entre os tratamentos controle e branco.

Em relacdo ao desenvolvimento do hipocotilo (TABELA 5.2), o
extrato bruto das folhas, extrato bruto dos ramos, a fragdo DCM dos ramos e a
fracdo metandlica dos ramos apresentaram atividade inibitoria significativa em
ambas as espécies de braquiarias. Alguns extratos apresentaram atividade
estimulante, como foi 0 caso do extrato bruto dos caules, extrato bruto das raizes

e fragdo metanolica das raizes.

Apesar de ndo ser o efeito de interesse neste trabalho, a estimulago
no crescimento da planta também pode acontecer em uma interacdo alelopética.
De acordo com Rice (1987)%, a alelopatia inclui qualquer efeito inibitorio ou
estimulante, direto ou indireto, de uma planta (ou microrganismo) sobre a outra

através de producdo de compostos quimicos e sua liberacdo no meio. Os efeitos
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estimulantes, assim como os efeitos de inibicdo, dependem da concentragéo
aplicada e nem sempre seguem um padréo légico. Mandal (2001)® observou um
efeito estimulante dos exsudados das raizes da erva-macaé (Leonourus sibiricus
L.) quando testados no crescimento do hipocotilo do arroz e o efeito observado
se intensificou com o aumento da concentragdo. Por outro lado, no estudo feito
por Ribeiro, et. al (2019)™, o extrato bruto aquoso das folhas in natura da erva-
de-garrafa (Callistemon viminalis) apresentou efeito estimulante na
concentracdo mais baixa de 20%, enquanto que nas concentracbes mais altas, o

extrato apresentou efeitos negativos no crescimento do picdo-preto (Bidens

pilosa L.).

TABELA 5.2 - Atividades observadas no crescimento do hipoco6tilo das plantulas de
Urochloa brizantha, U. decumbens e Lactuca sativa quando tratadas com os extratos

brutos da aroeira-preta e suas respectivas fracoes.

Concentracdao ativa (hipocotilo)

SETTE SOETE U. brizantha U. decumbens L. sativa
Extrato bruto 100,50e25 100,50e6,25 100,50,25¢e
Folhas mg/mL mg/mL 12,5 mg/mL
coletadas Fracdao DCM n. d. 100 mg/mL 100 mg/mL
Fracdo MeOH = 100 mg/mL n. d. 100 mg/mL
Extrato bruto 100,50e25 255e6,25 100,50e€ 6,25
Ramos mg/mL mg/mL mg/mL
coletados Fracdo DCM = 100 mg/mL 100 mg/mL 100 mg/mL
Fracdo MeOH = 100 mg/mL 100 mg/mL n. d.
Caules = Extrato bruto n. d. SE A2 -
cultivados nni
Fracdo MeOH n. d. n. d. -
Extrato bruto n. d. i des -
mg/mL
Raizes < 100?50 e 25
cultivados Fragdo AcOEt mg/mL n. d. -
Fracdo MeOH n. d. 150 -
mg/mL

@ Tratamento em que ndo houve germinacgdo das sementes e, consequentemente ndo foi observado
crescimento do hipocétilo.
*Os tratamentos que apresentaram atividade inibitoria estdo destacados em laranja e aqueles que
apresentaram atividade estimulante em verde.
“*As matrizes coletadas foram testadas frente as sementes de U. brizantha, U. decumbens e L. sativa,
enquanto que as matrizes cultivadas foram testadas apenas para as espécies de braquidarias.

n.d. = ndo apresentou diferenca significativa entre os tratamentos controle e branco.
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O desenvolvimento da radicula (TABELA 5.3) foi o mais afetado
entre os trés parametros analisados nos ensaios bioldgicos in vitro. Entre as onze
amostras testadas, nove apresentaram atividade significativa frente as duas
espécies de braquiarias. Apenas as fracdes diclorometano das folhas e ramos néao

apresentaram inibicdo nas sementes testadas.

TABELA 5.3 - Atividades observadas no crescimento da radicula das plantulas de
Urochloa brizantha, U. decumbens e Lactuca sativa quando tratadas com o0s extratos

brutos da aroeira-preta e suas respectivas fracoes.

Matriz

Amostra

Concentracdo ativa (radicula)

U. brizantha U. decumbens L. sativa
Extrato bruto 100, 50 e 25 100 e 50 100, 50 e 25
Folhas mg/mL mg/mL mg/mL
coletadas Fracdo DCM = 100 mg/mL n. d. n. d.
Fracao MeOH = 100 mg/mL 100 mg/mL 100 mg/mL
Extrato bruto 100 e 50 100 e 50 100 e 50
Ramos mg/mL mg/mL mg/mL
coletados Fracdo DCM n. d. n. d. n. d.
Fracao MeOH = 100mg/mL 100 mg/mL 100 mg/mL
Caules = Extrato bruto HE e f00E 50 -
cultivados U Ll
Fracdo MeOH = 100mg/mL 100mg/mL -
100,50e25 100, 50 e 25
Extrato bruto -
Raizes mg/mL mg/mL
. « 100%,50e 25 100, 50 e 25
cultivados Fracdo AcOEt -
mg/mL mg/mL
Fracdo MeOH = 100mg/mL 100mg/mL -

@ Tratamento em que ndo houve germinagdo das sementes e, consequentemente ndo foi observado
crescimento da radicula.
*Os tratamentos que apresentaram atividade inibitoria estdo destacados em laranja e aqueles que
apresentaram atividade estimulante em verde.
**As matrizes coletadas foram testadas frente as sementes de U. brizantha, U. decumbens e L. sativa,
enguanto que as matrizes cultivadas foram testadas apenas para as espécies de braquiarias.

n.d. = ndo apresentou diferenca significativa entre os tratamentos controle e branco.

Além disso, é importante destacar que o0 extrato bruto das raizes e a
fracdo acetato de etila das raizes foram aqueles que apresentaram efeito
inibitério mais acentuado, tendo em vista que estas amostras foram ativas nas

trés concentracgdes testadas, inclusive na concentracdo mais baixa de 25 mg/mL.
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A inibicdo do crescimento do hipoc6tilo ndo parece ser o
mecanismo de acgéo principal que confere a atividade alelopatica da aroeira-preta
sobre as espécies de Urochloa. Apesar de apresentar pouca influéncia negativa
no crescimento do hipocotilo, os extratos apresentam potencial inibitério na taxa
de germinacéo e, principalmente, no desenvolvimento do sistema radicular. Vale
ressaltar que o extrato das raizes foi aquele que apresentou a atividade inibitéria
mais acentuada, sendo possivel observar o efeito negativo no crescimento da
radicula mesmo na concentracdo mais baixa avaliada (FIGURA 5.7.c, p. 60 e
FIGURA 5.9.c, p. 64).

Nos tratamentos com as amostras das raizes, principalmente o
extrato bruto e fracdo acetato de etila, observou-se uma inibi¢do acentuada no
desenvolvimento da radicula. Alem disso, a fracdo acetato de etila das raizes na
concentracdo de 100 mg/mL apresentou inibicdo completa da germinacédo das
sementes de U. brizantha. Em tratamentos com a fracdo acetato de etila das
raizes o crescimento das radiculas entre as sementes germinadas foi minimo
(entre 0,33 e 4,30mm para U. decumbens e entre 1,00 e 13,80mm para U.
brizantha, enquanto que nos tratamentos com a agua, o crescimento da radicula
ficou entre 43,60 e 45,00mm para U. brizantha e entre 26,50 e 33,30mm para U.
decumbens). Mesmo que essas sementes germinem, a inibicdo no
desenvolvimento do sistema radicular compromete a absorcdo de nutrientes do

solo e, consequentemente, prejudicando a sobrevivéncia das plantulas.

E importante ressaltar que os experimentos aqui conduzidos apenas
indicam o potencial alelopéatico da aroeira-preta sobre as espécies de Urochloa,
porém n&o provam que ela acontece em condigdes naturais. 1sso acontece devido
as condicbes em que esses experimentos sdo conduzidos. No caso deste
trabalho, os experimentos foram conduzidos com a utilizagdo de extratos brutos
que podem maximizar o efeito da fitotoxina. Além disso, em condi¢des naturais,

0s metabolitos secundarios liberados pelas plantas no solo podem sofrer
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modificacbes promovidas pela microbiota e somente apos essa transformacao
atuar como um aleloguimico. Para que um composto esteja ou ndo envolvido em
uma interacdo alelopatica entre duas plantas, depende-se de diversos fatores
como: nivel de fitotoxicidade no solo, quantidade produzida e liberada no meio
e disponibilidade e interacdo com os microrganismos presentes no solo”™, fatores

esses que ndo foram avaliados neste estudo.

Apesar disso, os resultados apresentados demonstram que um ou
mais metabolitos secundarios produzidos pela aroeira-preta sdo fitotoxicos em
condicdes laboratoriais e esta espécie é potencialmente alelopatica contra as
especies de Urochloa. Além disso, foi observada uma atividade significativa
principalmente da fracdo acetato de etila das raizes, o que desperta o interesse
em relacdo a sua composicéo quimica e a avaliacdo da agéo alelopatica de cada

um dos compostos separadamente.

5.2. Anotacéo dos metabdlitos secundarios de Myracrodruon

urundeuva

Para a escolha da proporcdo de fase mdvel utilizada para o
fracionamento em SPE, realizou-se uma anélise exploratdria via HPLC-PDA.
Os cromatogramas das amostras submetidas a esse fracionamento estéo
representados na FIGURA 5.14.

Os dados de LC-MS/MS dos extratos brutos (ARM, AFO, ACA,
AFL, ARZ) e suas respectivas fracdes obtidas a partir do fracionamento por SPE

foram utilizadas para a criacdo da rede molecular.

As redes moleculares, obtidas nos modos negativo e positivo de
ionizacdo, sdo formadas por nodos que representam cada ion precursor
detectado durante o processamento de dados. Cada nodo € representado por um
grafico de pizza que representa a distribuicdo do ion pelas amostras analisadas:
as tonalidades em rosa, verde e azul representam, respectivamente, as amostras
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referentes aos caules, folhas e raizes da aroeira-preta cultivada (ACA, AFL,
ARZ e suas respectivas subfracdes) e as cores bordd e ocre referem-se as
amostras de ramos e folhas coletadas (ARM e AFO). A fracdo em amarelo nos
graficos de pizza indica que o ion foi encontrado nas amostras do branco, sendo
esta uma evidéncia de um interferente. Na FIGURA 5.15 (p. 77) pode-se
observar um nodo de m/z 227,1626 com distribuicdo uniforme de cores,
indicando que este ion esteve presente em proporgdes iguais em todas as
amostras, sendo um possivel ion oriundo de um contaminante.

FIGURA 5.14 — Cromatogramas dos extratos brutos de (a) caules (b) folhas e (c)
raizes. A escolha da proporcdo de solvente utilizada para a eluicdo das amostras no
cartucho SPE foi feita levando em consideracdo as divisdes em tracejado vermelho

em cada cromatograma. As caixas em roxo, verde e azul indicam as fragfes obtidas
para cada fracionamento.
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FIGURA 5.15 — Representacdo de um nodo na rede molecular. Exemplo de um nodo
tipico de contaminacao dado pela presenca em todas as amostras, inclusive no branco.
A legenda indica as cores que representam cada amostra analisada por UHPLC-
QTOF-ESI

Legenda:
Caules cultivados  Raizes cultivdos
0.0 Bl ACA B ARZ

B ACAFO B ARZ FO
[ ACAFI Bl ARZ F1
[ ACAF2 [ ARZ F2

% 1 ACAF3 [] ARZ F3

2 2 7 . 1 6 2 6 Folhas cultivadas

Il AFL Il ARM (ramos coletados)
B AFL F1 Il AFO (folhas coletadas)
[ AFL F2
1 AFLF3
[1AFL F4 1 BRANCO

Os espectros de MS? adquiridos no modo negativo formaram uma
rede molecular com 365 ions precursores visualizados como nodos, que pode ser
encontrada na FIGURA Al nos apéndices. Um total de 45 substancias foi
anotado pela plataforma GNPS, permitindo uma ampla visualizagdo dos
compostos presentes nos extratos dos diferentes 6rgdos da espécie M.

urundeuva.

Os espectros de MS? adquiridos no modo positivo também foram
utilizados para a construcdo da rede molecular (FIGURA A2). Apesar da grande
quantidade de ions precursores observados no modo positivo (1380 ions),
apenas 8 compostos foram anotados pela plataforma do GNPS. Grande parte dos
ions formados no modo positivo de ionizacdo aparenta serem interferentes
indesejaveis, uma vez que também estavam presentes nas amostras do branco.
Dessa forma, a rede molecular no modo positivo foi utilizada de modo

complementar a analise da rede molecular no modo negativo.

As redes moleculares nos modos positivo e negativo permitiram a
anotacdo putativa de um total de 55 compostos, tais como taninos hidrolisaveis,
flavonoides, catequinas, acidos graxos, derivados do acido quinico, chalconas,
derivados do acido galico e &cidos anacardicos. Dessa forma, a composicado

quimica de Myracroduon urundeuva mostrou-se rica em derivados da rota do
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acido chiquimico. As anotaces dos compostos foram organizadas de acordo

com a classe de compostos e estdo descritas na TABELA 5.4 (p.79-84).

Entre os compostos apresentados na TABELA 5.4, 20 metabolitos
anotados foram atribuidos a espécie M. urundeuva pela primeira vez neste
trabalho, sendo: heptagaloil hexosideo, &cido 3-O-metilelagico ramnosideo,
kaempferol-3-O-arabinosideo, miricetina, miricetina-3-O-glucosideo,
isoramnetina-3-O-glucosideo, diidromiricetina, taxifolina, dois derivados do
acido 9,12,13-triidroxioctadecaenoico, acido 5-O-cafeoilquinico, chalcona
eriodictiol, galato de etila, uma espécie formada por duas unidades de acido
galico e um metil digalato ligados entre si, uma espécie formada por trés
unidades de &cido galico ligados entre si e cinco &cidos anacardicos com

tamanho de cadeia alifatica e grau de insaturacéo variados.

E importante ressaltar que apesar da analise minuciosa dos dados
realizados para as anotac0es dos compostos, as atribuigfes aqui feitas sao
anotacdes putativas e para uma caracterizacdo inequivoca dos compostos séo
necessarias andlises adicionais que incluem comparagfes com padrdes e/ou
analises estruturais por RMN. Os metabolitos foram anotados levando em
consideracdo as informacdes obtidas a partir da rede molecular, anotagbes do
GNPS e MSFinder, bem como informacg0es obtidas a partir dos espectros de

MS2 e comparagdes com dados da literatura.

As referéncias utilizadas nas comparacdes com os perfis de
fragmentacdo dos ions analisados estdo descritas na TABELA 5.4. Os clusters
analisados foram numerados de N1 a N12 para aqueles obtidos no modo
negativo de ionizacdo e de P1 a P4 para aqueles obtidos no modo positivo de
ionizacdo. Os espectros de cada composto citado podem ser encontrados nos

apéndices no final deste trabalho.
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TABELA 5.4 - Anotacgéo putativa dos compostos encontrados nos caules, folhas e raizes de Myracrodruon urundeuva utilizando a

técnica de LC-MS/MS

fons caracteristicos (m/z)

tr Formula x
N° (min) molecular MS Erro MS/MS Anotacao GNPS Ref.2
(ppm)
Taninos hidrolisaveis — Cluster N1

1 58 CsuHO0x% 939.1081 -2.56 769.08; 617.07; Pentagaloil hexosideo Bronze 36,37,76
[M-H] 447.05; 169.01 *

2  6.22 CaHzs030 1091.1188 -2.38 939.10; 769.08; Hexagaloil hexosideo - 36,37.76
[M-H] 447,05; 617.07 *

3 6.53 CssHaoOszs 1243.1293 -2.57 939.10; 769.08; Heptagaloil hexosideo - -
[M-H] 617.07; 447,05

Flavonoides e acidos elagicos — Clusters N2, N3, N4, P1 e P2

4 518 CxuH20013 479.0823 -0.63 359.04,; 317.03; 316.02; Miricetina-3-O-glucosideo - "
[M-H] 271.02

5 554 CxuHx010 431.0978 -0.19 341.06; 323,05; Apigenina-6-C-glucosideo Bronze 36,78
[M-H] 311.06; 283.06 (isovitexina) *

6 560 CisHi00s 319.0450 1.38 290.03; 263.05; 245.04; Miricetina - s
[M+H]* 165.02; 153.02; 137.02;

7 565 CauH200:, 463.0875 -0.43 316.02; 301.03; 300.02; Quercetina-3-O-glucosideo Bronze &
[M-H] 271.02; 255.03; 151.00 (isoquercitrina) *

8 570 CuHeOg  300.9985  0.33 283.99; 257,01; 245,01; Acido elagico Bronze 80
[M-H] 229.01; 185,02; 173.02 *

9 570 CxuHig013 479.0822  0.92 303.05; 153.02 Quercetina-3-O-glucuronideo - &
[l\/l"'H]+ *

10 6.01 CyH1sO11 433.0775 0.92 301.03; 300.03; 271.02; Quercetina 3-O-arabinosideo Bronze 76
[M-H] 255.03; 179.00; 151.00 (guajavarina) *

11  6.17 CxH20011 447.0925 -0.67 301,03; 300,02; 285.04 Quercetina-3-O-ramnosideo Bronze 37,81
[M-H] 284.03; 255.02; 151.00 (quercitrina) *

(continua)

TABELA 5.4 - Anotag&o putativa dos compostos encontrados nos €8ules, folhas e raizes de Myracrodruon urundeuva utilizando a



técnica de LC-MS/MS

(continuacao)

tr

Férmula

lons caracteristicos (m/z)

" (min.) molecular MS (Eprprr?]) MS/MS Anotagao GNPS Ret#
12 6.27 CxuHis01, 461.0716 -0.87 342.64; 315.01; 300,99; Acido 3-O-metil elagico - £
[M-H] 257.04; 232.00; 200.00; ramnosideo
169.01; 153.05
13  6.42 CyHi8010 417.0818 -0.96 285.04; 284.03; 255.03,; Kaempferol-3-O-arabinosideo Bronze "
[M-H] 227.03
14 6.68 CoHxpO10 431.0978 -0.19 285,05; 284.03; 255.03; Kaempferol-3-O-ramnosideo Bronze 31,18
[M-H] 227.03 (afzelina) *
15 7.05 C2H24015 599.1030 -1.17 447.09; 301.03; 151.00; Quercetina 3-0O- 36,76
[M-H] 121,03 (2-galoil)-a-L-ramnopiranosideo Gold *
16 7.20 CxH20:2 479.1187  0.67 317.06; 301.02 Isoramnetina-3-O-glucosideo - "
[M+H]"
17 7.72 CisHi007  303.0505  0.07 285.00; 274.05; 257.04; Quercetina Bronze 36,77.79
[M+H]* 229,05; 165,02; 153.01 *
Catequinas e derivados — Clusters N5 e P3
18 0.82e CisH1407 305.0659 -0.66 219.06; 203,04; 179.03; (Epi)galocatequina - 76,82-84
1.55 [M-H] 167.03; 137.02; 125.02 *
19 508 CisHi20s 319.0451  -0.94 193.01; 179.00; Diidromiricetina - 8
[M-H] 151.00; 125.02
20 427 CisHuuOs 289.0711 -0.35 245.08; 203,07; 187.04; Epicatequina Bronze 82,86
[M-H] 151.04; 125.02; 109.03 *
21 495 CxHis011  459.0925  0.65 307.08; 289.07, (Epi)galocatequina-3-O-galato - 76,87
[M+H]* 153.02; 139.04 *
22 583 CxHigO10 443.0975  0.86 291.09; 139.04 (Epi)catequina-3-O-galato - 80,86
[M+H]" *
(continua)
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(continuacao)

tr Formula lons caracteristicos (m/z)
N° : Erro Anotacao GNPS Ref.2
(min.) molecular ps (opm) MS/MS
23 6.06 CisH1207 303.0508 0.99 285.04; 217.05; 151.00; Taxifolina Bronze 78,88
[M-H] 125.02
Acidos graxos — Cluster N6

24 824  CyigH30s 327.2169 -0.61 229.14;211.13; 171.10 Derivado co composto 25 com - -

[M-H] uma insaturagao
25 871 CigHaOs 329.2324  -1.21 229.14;211.13;171.10 Acido 9,12,13- - 81,76
[M-H] triidroxioctadecaenoico *
26 10.11 CioH30s 343.2479  -1.46 211.13; 171.10 Derivado do composto 25 com - -
[M-H] alongamento de cadeia
Acido quinico e derivados — Clusters N7 e P4
27 0.77e CuHis010 343.0658 -2.04 191.06; 169.01; 125.02 Teogalina - 76,83
1.68 [M-H] (isbmeros) *
28 425 CiHis09 353.0869 -1.13 191.06; 179.03; 173.04; Acido 5-O-cafeoilquinico Bronze 83
[M-H] 135.04
29 425e CyH120¢ 191.0556  0.00  173.05; 127.04; 93.03; Acido quinico (isdmeros) Bronze ~ 36767986
4.72 [M-H] 85,03 *
30 472 CiHigO9 353.0869  -1.13 191.06; 161.02 Acido clorogénico Bronze 76,78
[M-H]' *
31 4.87 CiHis0s 337.0923 0.00 191.06; 163.04; 119.05; Acido 5-O-coumaroilquinico Bronze 76,83
[M-H] 93.03 *

(continua)
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(continuacgao)

lons caracteristicos (m/z)

o IR Férmula x a
N (min) molecular g Erro MS/MS Anotacao GNPS Ref.
(ppm) ]
32 539 Ci7Ho0s 369.1172  3.82 117.05; 163.04; 145.03; Acido 5-O-feruloilquinico - &
[M+H]* 117.03; 89.04 *

Chalconas — Clusters N8 e N9
33 6.79 CspH3014 687.1694 -291 525.12;507.10; 415.08; Urundeuvina A, J ou matosina - -

[M-H] 389.10; 371.09; 353.08; hexosideo
321.04; 253.09; 135.01;
109.03
34 719 CzH2O10 541.1127 -1.48 523.10; 479.10; 413.06; Urundeuvina C ou - 79,8089,90
[M-H] 387.08; 369.08; 345.07; urundeuvina G *
251.07; 135.01; 109.03
35 7.62 CisHi20s 287.0556 0.00 259.06; 163.00; 151.00; Chalcona eriodictiol - o
[M-H] 135.04; 125.02
36 7.7, CasoH200¢ 523.1022 -1.34 413.06; 387.08; 369.07; Urundeuvina B, D ou F (isomeros) - 87,76,79.90
9.75¢e [M-H] 293.04; 251.07; 135.01; *
8.74 91.02
37 7.86 CzH2010 539.0967 -2.04 429.06; 403.08; 385.07; Urundeuvina E ou H - 80,90
[M-H]" 293.04; 267.06: 135.01 *
38 8.04e CsH209 525.1182 -0.76 415.08;389.10;371.09;  Urundeuvina A, J ou matosina - 76,79,89.90
8.61 [M-H] 353.08; 253.09; 135.01; *
109.03; 91.02

(continua)
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(continuacgao)

) lons caracteristicos (m/z)
tr Formula

0 a a
N (min) molecular s Erro MS/MS Anotacao GNPS Ref.

m
39 8.14 CaoHsg026 1051.2396 (31?38) 525.12; 507.10; 415.08; Urundeuvina A, J ou matosina - -
[M-H] 389.10; 371.09; 321.04; dimérica
252.09; 135.01; 109.03
40 9.07 CxHis0s 387.0866 -0.78  251.07; 135.01; 91.02 Urundeuvina | - %
[M-H] *
Acido galico e derivados — Clusters N10 e N11
41 087 Cs/HeOs  169.0138 0.59  125.02; 107.01; 97.03; Acido galico Bronze 36,79,80
1,68¢e [M-H] 79.02 *
4,30
42 43 CsHsOs  183.0293  0.00  168.00; 124.02; 78.01 Galato de metila (isdbmeros) - 36,37
575¢e [M-H] *
6.22
43 431 CuH1009 321.0244 -0.93  169.01; 125.02; 79,02 Acido digalico - 36,76
[M-H] *
44 555  CoHiOs 197.0451 051  169.00; 124.02; 78,01 Galato de etila - 80
[M-H]
45 539 CxuHuO13 473.0349 -1.48 247.01; 169.01; 125.02; Trimero do &cido gélico - -
[M-H]

(continua)
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lons caracteristicos (m/z)

tr Formula x
N° (min.) molecular s Erro MS/MS Anotacao GNPS Ref.2
(ppm)
46 5.75e CisH1209 335.0403 0.00 183.03; 168.01; 124.01 Digalato de metila (isbmeros) - 36
6.22 [M-H] *

47 6.95 CxpHi1s013 487.0509 -0.82 335.04; 183.03; 124.02  Duas unidades de acido galico e - -

[M-HT um metil digalato ligados entre si
Acidos anacérdicos — Cluster N12

48 17.84 CxpHz03 317.2116 0.00 273.22;119.05; 106.04 Acido A'¥! anacardico - -
[M-H]

49 18.23 CxpH03 343.2275 0.58  299.24; 119.05; 106.04 Acido A'™™? anacérdico - -
[M-H]

50 18.52 CoHz403 369.2429  0.00 325.25; 119.05; 106.04 Acido AY anacérdico - &
[M-H] *

51 18.93 CzHz0s; 319.2274 031 275.24; 106.04 Acido A*? anacardico - -
[M-H]

52 19.09 CxHs:40s 345.2434 145  301.25; 119.05; 106.04 Acido A™? anacérdico - 7
[M-H]' *

53 19.31 CaH303 3712585 -0.27 327.27;119,05; 106.04 Acido A2 anacérdico - 7
[M-H] *

54 20.33 Cx»Hs3sO3 347.2589  0.86 303.27; 106.04; Acido A'™Panacardico - -
[M-H]

55 20.45 CaH3s0s3 373.2740 -0.54 329.28;119,05; 106.04 Acido A"*anacardico - -
[M-H]

@ composto quando previamente relatado na literatura para a espécie Myracrodruon urundeuva Fr. All. esta indicado com um (*)
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5.2.1. Taninos hidrolisaveis

O primeiro cluster analisado (cluster N1; FIGURA 5.16) ¢
constituido por 4 nodos que representam taninos hidrolisaveis. O ion de m/z
939,1073 foi anotado pela plataforma do GNPS como o f-penta-O-galoil-
glucose (um pentagaloil hexosideo). A comparacdo espectral do ion com a
literatura dada pelo GNPS, o mirror match, esta descrita na FIGURA A3
(Apéndices). Os espectros de MS? do ion sdo apresentados na FIGURA A4.

O ion de m/z 1091,1168 foi anotado como hexagaloil hexosideo
levando em consideracéo o perfil de fragmentacdo caracterizados principalmente
pela presenca de perdas neutras de 152,01 Da (FIGURA A5) e comparacdes
com dados da literatura para a espécie M. urundeuva®7, Além disso, o ion
apresentou uma diferenca de massa de 152,0095 Da em relacdo ao pentagaloil
hexosideo no cluster N1 (FIGURA 5.16), indicando que os ions se diferenciam

por uma unidade galoil.

O ion de m/z 1243,1267 foi anotado como heptagaloil hexosideo
devido a diferenca de massa de 152,0099 Da em comparacdo ao hexagaloil
hexosideo (m/z 1097,1168), indicando a diferenca de uma unidade galoil entre
os dois ions. O padrdo de fragmentacdo também apresenta sucessivas perdas
neutras de unidades galoil (FIGURA A®b).

A anotacdo pelo MSFinder indica que o ion de m/z 1113,0975
corresponde a um aduto de sodio formado pelo composto hexagaloil hexosideo,
[M-2H+Na]", atribuicéo reforgada pela diferenca de massa de 21,9807 Da entre
os nodos (FIGURA 5.16).

Ao todo foram anotados 3 taninos hidrolisaveis, sendo o hexagaloil
e 0 pentagaloil hexosideo ja relatados na literatura para a espécie®®®. O espectro
de massas de cada composto anotado foi comparado com dados da literatura e as
referéncias utilizadas citadas na TABELA 5.4 (p. 79-84).
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FIGURA 5.16 - Cluster dos taninos hidrolisaveis (N1) presente na rede molecular obtida a partir dos dados adquiridos no modo
negativo de ionizacdo. O grafico de pizza representa 0 nodo e indica a propor¢do em que o ion foi encontrado nas amostras
analisadas. Tonalidades de rosa, verde e azul representam as amostras dos caules, folhas e raizes da aroeira-preta cultivadas (ACA,
AFL e ARZ), respectivamente. As cores bordd e ocre representam as amostras de caules e folhas coletadas (ARM e AFO).
Metabolltos secundarios anotados pelo GNPS estdo acompanhados com o simbolo da plataforma
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5.2.2. Flavonoides

Para as amostras de aroeira-preta analisadas, foram encontrados 14
flavonoides, entre eles, nove compostos ja estdo relatados na literatura para a
espécie: quercetina, quercetina-3-O-arabinosideo, quercetina-3-O-glucosideo,
quercetina-3-O-ramnosideo, quercetina-3-O-glucoronideo, quercetina-3-O-(2”-
galoil)-a-L-ramnopiranosideo, kaempferol-3-O-ramnosideo, apigenina-6-C-
glucosideo e acido elagico®’®. Os flavonoides kaempferol-3-O-arabinosideo,
miricetina, miricetina-3-O-glucosideo, isoramnetina-3-O-glucosideo e acido 3-

O-metil &cido elagico ramnosideo foram relatados na espécie pela primeira vez.

O cluster N2 (FIGURA 5.17, p. 89), formado por sete nodos,
representa os flavonoides O-glicosilados. Além da rede molecular auxiliar a
anotacdo dos compostos, a analise dos flavonoides glicosilados baseou-se
principalmente nos espectros de MS? dos fons e na observacdo das perdas
neutras de 132,04; 146,06; 162,05 e 176,03 Da que resultam na formacao dos
ions fragmentos das agliconas, indicando a presenca de um residuo arabinosil,

ramnosil, glucosil e glucoronosil respectivamente®,

Os ions de m/z 433,0758, 463,0861 e 447,0912 apresentaram em
comum o ion fragmento de m/z 301,03 (FIGURA A7-A9), indicando que a
quercetina é a aglicona presente em suas estruturas. As perdas neutras que levam
ao fragmento da aglicona sdo 132,04, 162,05 e 146,06 Da, respectivamente.
Assim sendo, os ions de m/z 433,0758, 463,0861 e 447,0912 foram
putativamente identificados como quercetina-3-O-arabinosideo (guajavarina),
quercetina-3-O-glucosideo  (isoquercitrina) e  quercetina-3-O-ramnosideo

(quercitrina).

A atribuicdo das posicdes de glicosilacdo dos flavonoides foi feita
levando em consideracdo os levantamentos da literatura para a espécie. Além

disso, os trés ions foram anotados pela plataforma GNPS como guajavarina,
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isoguercitrina e quercitrina, 0s quais corroboram as observacgdes anteriores. O
mirror match para cada anotacdo feita pelo GNPS esta demonstrado nas
FIGURA A10-A12 dos Apéndices.

Analisando os espectros de MS? do fon m/z 417,0801 (FIGURA
A13) ¢ possivel observar a formacdo da aglicona kaempferol (m/z 285,04) com a
perda neutra de uma unidade de arabinosil (132,04 Da). Dessa forma, o ion foi
putativamente identificado como kaempferol-3-O-arabinosideo. Este ion foi
também anotado pela plataforma do GNPS como kaempferol-3-a-L-

arabinopiranosideo (mirror match na FIGURA Al4, Apéndices).

O ion m/z 479,0806 foi putativamente identificado como miricetina-
3-0-glucosideo devido a perda neutra de 162,05 Da que resulta no fragmento da
aglicona miricetina de m/z 317 (FIGURA Al5). A anotacdo levou em
consideracdo também a diferenca de massa de 15,9945 Da em relacdo a

quercetina-3-0O-glucosideo.

Os ions de m/z 431,10 (isbmeros de m/z 431,0964 e 431,0966)
foram observados em dois tempos de retencdo distintos, tr = 6,68 e 5,54 min.,
sendo o primeiro pertencente ao cluster N2 e o segundo observado como um
cluster de nodo unico (cluster N3; FIGURA 5.18, p. 90). Os ions correspondem
a um metabolito de formula molecular C,;H2001 formado a partir da afzelina ou

isovitexina.
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FIGURA 5.17 - Cluster dos flavonoides glicosilados (N2) presente na rede molecular obtida a partir dos dados adquiridos no modo
negativo de ionizagdo. O gréafico de pizza representa o nodo e indica a propor¢do em que o ion foi encontrado nas amostras analisadas.
Tonalidades de rosa, verde e azul representam as amostras dos caules, folhas e raizes da aroeira-preta cultivadas (ACA, AFL e ARZ),
respectivamente. As cores bordé e ocre representam as amostras de caules e folhas coletadas (ARM e AFO). Metabdlitos secundarios

anotados pelo GNPS estdo acompanhados com o simbolo da plataforma.
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FIGURA 5.18 - Cluster de nodo unico (N3) formado pelo ion de m/z 431,10,
observado na rede molecular obtida a partir dos dados adquiridos no modo negativo
de ionizagdo. O grafico de pizza representa o nodo e indica a propor¢cdo em que 0
fon foi encontrado nas amostras analisadas. Tonalidades de rosa, verde e azul
representam as amostras dos caules, folhas e raizes da aroeira-preta cultivadas
(ACA, AFL e ARZ), respectivamente. As cores bordd e ocre representam as
amostras de caules e folhas coletadas (ARM e AFO). Metabdlitos secundarios
anotados pelo GNPS estdo acompanhados com o simbolo da p!gtaforma.
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O espectro de MS? para o ion m/z 431,0964, tr = 6,68 min., presente
no cluster N2 (FIGURA A16) apresenta o ion fragmento de m/z 285,04
resultante da perda neutra de uma unidade ramnosil (146,06 Da), sendo entédo
anotado como kaempferol-3-O-ramnosideo (afzelina). Por outro lado, o ion m/z
431,0966, tr = 5,54 min. (FIGURA 5.18), foi putativamente identificado como
apigenina-6-C-glucosideo (isovitexina) devido ao seu ion fragmento mais
intenso m/z 311,05 (FIGURA ALl17), oriundo da quebra do anel da glicose C-
glicosilada a unidade de apigenina (FIGURA 5.19). A identificacdo putativa dos
fons m/z 431,10, nos tempos de retencdo 6,68 e 5,54 min., como afzelina e
isovitexina, respectivamente, condizem com a anotacdo dada pelo GNPS
(FIGURA A18 e A19).
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FIGURA 5.19 - Mecanismo proposto para a quebra do anel de glicose da isovitexina
levando ao ion fragmento m/z 311,05.

H -H
OH

O ion m/z 461,0709 (FIGURA 5.17) nos leva a propor num
primeiro momento, tratar-se do kaempferol-3-O-glucuronideo, levando em
consideracéo a diferenca de massa de 13,9797 Da em relacdo a quercetina-3-O-
ramnosideo. A atribuicdo possui um erro menor que 5 ppm, porém ao analisar o
espectro de massas é possivel observar a perda neutra de uma unidade de
ramnose (146,06), levando a formacao do fragmento m/z 315,01 e inviabilizando
a hipotese de se tratar do kaempferol-3-O-glucuronideo. O fragmento m/z
315,01 foi atribuido como sendo um acido 3-O-metil elagico (C,1H1501,) € dessa
forma o ion m/z 461,0709 foi anotado como sendo o &cido 3-O-metil elagico
ramnosideo (FIGURA A20).

De forma complementar as observacdes feitas na rede molecular no
modo negativo de ionizacdo, a rede molecular no modo positivo permitiu a
anotacdo de outros quatro flavonoides: quercetina (m/z 303,0486), miricetina
(m/z 319,0454), quercetina-3-O-glucuronideo (m/z 479,0971) e isoramnetina-3-
O-glucosideo (m/z 479,1171).

Os flavonoides quercetina e miricetina, ja relatados na literatura
para a espécie Myracroduron urundeuva®®’®, foram identificados no cluster P1
representado na FIGURA 5.20. O ion de m/z 303,0486, tr = 7,72 min. (FIGURA
A21), foi atribuida pelo GNPS como sendo a quercetina (mirror match na
FIGURA A22). Por consequéncia, 0 ion de m/z 319,0454 foi putativamente

identificado como miricetina levando em consideragdo seu padrdo de
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fragmentacédo (FIGURA A23) e a diferenca de massa de 15,9968 Da em relacéo
a quercetina (FIGURA 5.20).

FIGURA 5.20 - Cluster das agliconas quercetina e miricetina (P1) observado na rede
molecular obtida a partir dos dados adquiridos no modo positivo de ionizacdo. O
grafico de pizza representa o nodo e indica a propor¢do em que o ion foi encontrado
nas amostras analisadas. Tonalidades de rosa, verde e azul representam as amostras
dos caules, folhas e raizes da aroeira-preta cultivadas (ACA, AFL e ARZ),
respectivamente. As cores bord6 e ocre representam as amostras de caules e folhas
coletadas (ARM e AFO). Metabolitos secundarios anotados pelo GNPS estdo
acompanhados com o simbolo da plataforma.
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Varios dos flavonoides glicosilados identificados na rede molecular
no modo negativo também foram encontrados no cluster P2 da rede molecular
no modo positivo (FIGURA 5.21, p. 94). Neste cluster, além dos flavonoides
glicosilados anteriormente descritos, foi possivel observar outros dois

metabdlitos representados pelos ions de m/z 479,091 e 479,1171.

O espectro de MS? do fon m/z 479,0791, no modo positivo,
apresenta pico base de m/z 303 (FIGURA A24) relativo a alicona da quercetina.
Esse fragmento € resultante da perda neutra de 176,03 Da, caracteristica de um
residuo glucuronosil. Assim, o ion m/z 479,0791 foi putativamente identificado

como quercetina-3-0O-glucoronideo, ja relatada na literatura para a espécie’®.

Analisando o cluster P2 (FIGURA 5.21, p, 90), o ion m/z 479,1171
apresenta uma diferenca de massas de 14,0175 Da em relacdo a quercetina-3-O-

glucosideo, que pode corresponder a uma metilacdo na hidroxila da aglicona. Ao
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analisar o espectro de MS? do ion (FIGURA AZ25) foi possivel observar o pico
base em m/z 317,07, caracteristico da aglicona isoramnetina. A formacgédo da
aglicona é resultado da perda neutra de 162,05 Da, indicando a presenca de um
residuo glicosila. Levando essas informacdes em consideracéo, o ion foi anotado

como isoramnetina-3-O-glucosideo.

Com o processamento dos dados obtidos no modo negativo de
ionizacdo, a plataforma do GNPS apresentou ainda a anotacdo de mais dois
compostos: o acido elagico m/z 300,9980 com confiabilidade bronze (mirror
match FIGURA A26) e a quercetina-3-O-(2galoil)-a-L-ramnopiranosideo m/z
599,1013 com confiabilidade ouro (mirror match FIGURA A27). Ambos 0s
metabolitos secundarios foram encontrados no cluster N4 (FIGURA 5.22,
p. 95).

A quercetina-3-0-(2”galoil)-a-L-ramnopiranosideo ja foi relatada
para a espécie Myracrodruon urundeuva por Aquino et al.®. O espectro de
massas desse ion € caracterizada principalmente pela presenca do ion aglicona
m/z 301,03 (FIGURA A28). A perda neutra de 152,01 Da com formagédo do
fragmento m/z 447,09 e auséncia de um fragmento m/z 453,05 (perda neutra de
ramnosil 146,05 Da) indica que a unidade ramnosil esta ligada diretamente a

aglicona e a unidade galoil esta ligada ao ramnosideo.

No total foram anotados 14 flavonoides e as fragmentacdes
anotadas neste estudo foram comparadas com os dados descritos na literatura
(TABELA 5.4, p. 79-84).
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FIGURA 5.21 - Cluster dos flavonoides glicosilados (P2) obtido a partir da rede molecular no modo positivo de ionizacéo. Estdo
descritos em cinza os compostos ja anotados a partir da rede molecular no modo negativo. O grafico de pizza representa o nodo e
indica a proporcdo em que o ion foi encontrado nas amostras analisadas. Tonalidades de rosa, verde e azul representam as amostras
dos caules, folhas e raizes da aroeira-preta cultivadas (ACA, AFL e ARZ), respectivamente. As cores bord6 e ocre representam as
amostras de caules e folhas coletadas (ARM e AFO). Metabolitos secundarios anotados pelo GNPS estdo acompanhados com o

simbolo da plataforma.
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FIGURA 5.22 - Cluster do acido elagico (N4) presente na rede molecular obtida a
partir dos dados adquiridos no modo negativo de ionizagdo. O grafico de pizza
representa 0 nodo e indica a propor¢cdo em que o ion foi encontrado nas amostras
analisadas. Tonalidades de rosa, verde e azul representam as amostras dos caules,
folhas e raizes da aroeira-preta cultivadas (ACA, AFL e ARZ), respectivamente. As
cores bord6 e ocre representam as amostras de caules e folhas coletadas (ARM e
AFO). Metabdlitos secundarios anotados pelo GNPS estdo acompanhados com o
simbolo da plataforma.
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5.2.3. Catequinas e derivados

Formado por sete nodos, o cluster N5 que compreende as
catequinas e derivados (FIGURA 5.23, p. 97) apresentou isémeros de m/z
305,06, relativos a epigalocatequina e/ou galocatequina, ja relatados na literatura
para a espécie’®. Os espectros de massas dos fons isoméricos m/z 305,06
(FIGURA A30-A32) apresentaram perda neutra de 168,04 Da levando ao
fragmento de m/z 137,02, resultante da fragmentacéo via de retro Diels-Alder no
anel C%2. O fon m/z 305,06, tr = 3,04min., foi anotado pelo GNPS como sendo a

(epi)galocatequina (mirror match FIGURA A33).

O ion de m/z 289,0702 foi tentativamente identificado como
(epi)catequina pela diferenca de massa de 15,9950 Da em relacdo a
(epi)galocatequina, massa correspondente a um atomo de oxigénio. No espectro

de massas (FIGURA A34) observou-se a perda neutra de 152,01 Da,
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caracteristica para o composto, resultando no fragmento m/z 137,02 através da
fragmentacdo por RDA no anel C%. A plataforma do GNPS fez a anotagdo do
fon m/z 289,0702 como sendo a (epi)catequina com grau de confiabilidade
bronze (mirror match FIGURA A35).

O ion m/z 319,0448 foi atribuido como diidromiricetina. De acordo
com a rede molecular, a molécula se diferencia da (epi)galocatequina por
apresentar uma carbonila ou carboxila a mais em sua estrutura, devido a
diferenca de massa de 13,9798 Da. Analisando 0s espectros de massas
(FIGURA A36) foi possivel detectar o fragmento m/z 301,04 resultante da perda
de &gua e formacéo da dupla ligacéo entre os carbonos 2 e 3. Os ions m/z 125,02
e 193,01 também aparecem no espectro de massas e esses fragmentos sdo

resultantes da quebra da ligacdo entre os carbonos 2 ¢ 1’ (FIGURA 5.24, p. 98).
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FIGURA 5.23 - Cluster das catequinas e derivados (N5), presente na rede molecular obtida a partir dos dados adquiridos no modo
negativo de ionizacdo. O grafico de pizza representa 0 nodo e indica a proporcdo em que o ion foi encontrado nas amostras
analisadas. Tonalidades de rosa, verde e azul representam as amostras dos caules, folhas e raizes da aroeira-preta cultivadas (ACA,
AFL e ARZ), respectivamente. As cores bordd e ocre representam as amostras de caules e folhas coletadas (ARM e AFO).
Metabolitos secundarios anotados pelo GNPS estdo acompanhados com o simbolo da plataforma.
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FIGURA 5.24 - Quebra da ligacdo entre os carbonos C2 e C1’ da diidromiricetina
levando a formacéao dos fragmentos m/z 125 e 193.
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A taxifolina foi atribuida ao ion m/z 303,0500 pela diferenca de
massa de 15,9948 Da em relacdo a dihidromiricetina e de 13,9798 Da em
relacdo a (epi)catequina (FIGURA 5.23). As perdas neutras de H,O e CO podem
ser observadas pela formacéo dos ions m/z 285,04 e 257,05. A fragmentacéo via
retro Diels-Alder também foi observada no espectro de MS? (FIGURA A37),
resultando no fragmento m/z 151,00. A atribuicéo esta de acordo com a anotacéo
feita pelo GNPS (FIGURA A38).

No modo positivo de ionizacdo, foi possivel detectar outros dois
derivados da catequina que foram putativamente identificados como

(epi)galocatequina-3-O-galato e (epi)catequina-3-O-galato (FIGURA 5.25).

Os ions m/z 459,0877 e 443,0913 foram anotados como
(epi)galocatequina-3-O-galato e  (epi)catequina-3-O-galato levando em
consideracdo a diferenca de massas correspondente a uma unidade galoil
(152,01 Da) entre a (epi)galocatequina e (epi)catequina. Nos espectros de MS?
(FIGURA A39 e A40) é possivel observar a perda neutra de uma unidade galoil

(152,01 Da) e a posterior fragmentacao via retro Diels-Alder.
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FIGURA 5.25 - Cluster das catequinas e derivados (P3) obtido a partir da rede molecular no modo positivo de ionizacdo. Estéo
descritos em cinza os compostos ja anotados na rede molecular do modo negativo. O grafico de pizza representa o nodo e indica a
propor¢cdo em que o ion foi encontrado nas amostras analisadas. Tonalidades de rosa, verde e azul representam as amostras dos
caules, folhas e raizes da aroeira-preta cultivadas (ACA, AFL e ARZ), respectivamente. As cores bordd e ocre representam as
amostras de caules e folhas coletadas (ARM e AFO). Metabolitos secundarios anotados pelo GNPS estdo acompanhados com o
simbolo da plataforma.
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Entre os seis compostos anotados neste cluster, dois sdo relatados
pela primeira vez para M. urundeuva: a taxifolina e a diidromiricetina. Os
padrées de fragmentacédo de cada composto putativamente anotados nessa se¢édo

foram comparados com dados descritos na literatura (TABELA 5.4, p. 79-84).
5.2.4.  Acidos graxos

O cluster N6 formado por é&cidos graxos (FIGURA 5.26) ¢
composto por trés nodos, dentre eles o ion de m/z 329,2318. Castro et al.
(2020)®, durante seu estudo metaboldmico em busca de biomarcadores com
potencial citotoxicidade a partir de extratos de Myracrodruon urundeuva,
detectou o ion m/z 329,2318 que foi putativamente identificado como acido
9,12,13-triidroxioctadecaenoico. Devido a similaridade do padrdo de
fragmentacdo entre o fon encontrado por Castro et al. (2020)"® e o ion m/z
329,2318 encontrado no cluster N5 (FIGURA A41), o ion m/z 329,2318 foi

putativamente anotado como sendo o acido 9,12,13-triidroxioctadecaenoico.

Os ions m/z 343,2469 e 327,2159 conectam-se ao acido 9,12,13-
triidroxioctadecaenoico na rede molecular por uma diferenca de massa de
14,0151 e 2,0159 Da, respectivamente (FIGURA 5.26). Assim sendo, o ion m/z
343,1469 assemelha-se a estrutura do &cido 9,12,13-triidroxioctadecaenoico com
0 alongamento de cadeia com uma unidade metileno (+ CH;) e o ion m/z
327,2159 assemelha-se a estrutura citada pela presenca de uma instauracdo (-
H,). Os espectros de MS? desses ions estdo ilustrados na FIGURA A42 e A43,

respectivamente.
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FIGURA 5.26 - Cluster dos policetideos (N6), presente na rede molecular obtida a
partir dos dados adquiridos no modo negativo de ionizagdo. O grafico de pizza
representa 0 nodo e indica a propor¢do em que o ion foi encontrado nas amostras
analisadas. Tonalidades de rosa, verde e azul representam as amostras dos caules,
folhas e raizes da aroeira-preta cultivadas (ACA, AFL e ARZ), respectivamente. As
cores bordd e ocre representam as amostras de caules e folhas coletadas (ARM e
AFO).
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5.2.5.  Acido quinico e derivados

Os compostos que englobam o acido quinico e seus derivados
formam o cluster N7 (FIGURA 5.27, p. 103) e compartilham o mesmo ion
fragmento m/z 191,0555 nos espectros de MS? no modo negativo de ionizagéo,
indicando a presenca do &cido quinico em suas estruturas. Os ions m/z 191,0555
foram anotados como sendo isémeros do acido quinico (FIGURA A44 e A45),
condizente com a anotacéo feita pelo GNPS (FIGURA A46).

Perdas neutras caracteristicas de unidades coumaroil, cafeoil e
galoil foram anotadas para alguns ions presentes no cluster N7, sendo
representados pelas perdas neutras de 146,04, 162,03 e 152,01 Da,
respectivamente. Além disso, as unidades coumaroil, cafeoil e galoil também
foram detectadas na forma de ions fragmentos representados pela m/z 163,04,

179,04 e 169,01, respectivamente, reforcando a presenca dessas estruturas.

Dessa forma, o ifon m/z 337,0912 foi anotado como &cido

coumaroilquinico, uma vez que foi observado a formacéo do ion fragmento m/z
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191,05 pela saida de uma unidade de coumaroil (FIGURA A47). A anotacao
feita condiz com a anotagdo dada pela plataforma do GNPS como &cido 3-p-
cumaroilquinico (FIGURA A48).

O ion m/z 353,0869 foi identificado pela plataforma do GNPS como
acido 5-O-cafeoilquinico para o ion com tr = 4,25 min. (FIGURA A49) e acido
clorogénico para o ion com tr = 4,72 min. (FIGURA A50). Essas anotacGes
condizem com os resultados observados nos espectros de massas das FIGURAS
A51 e A52.

Nos espectros de massas dos isdbmeros de 343,0658 em tr = 0,77 e
1,68 min. (FIGURA A53 e A54) é possivel observar uma perda neutra de 152,01
Da referente ao galoil, levando a formacdo do fragmento m/z 191,05. Dessa

forma, os ions foram anotados como isémeros da teogalina.

Na rede molecular construida a partir dos dados do modo positivo
de ionizacdo, foi possivel anotar um derivado de &cido quinico com m/z
369,1172 (FIGURA 5.28, p. 104). No espectro de MS?, observou-se a perda
neutra de uma unidade de acido quinico (192,06 Da) com a formacéo do ion m/z
177,05. Considerando o padréo de fragmentacéo observado no espectro de MS?
e a diferenca de massas de 14,0148 Da em relacédo ao acido 5-O-cafeoilquinico
(FIGURA A55), o ion m/z 369,1172 foi anotado como o é&cido 5-O-

feruloilquinico.
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FIGURA 5.27 - Cluster do &cido quinico e derivados (N7), presente na rede molecular obtido a partir dos dados adquiridos no modo
negativo de ionizacdo. O grafico de pizza representa 0 nodo e indica a propor¢do em que o ion foi encontrado nas amostras
analisadas. Tonalidades de rosa, verde e azul representam as amostras referentes aos caules, folhas e raizes da aroeira-preta
cultivadas (ACA, AFL e ARZ). As cores bordb e ocre, as amostras de caules e folhas coletadas (ARM e AFQO). Metabolitos
secundarios anotados pelo GNPS estdo acompanhados com o simbolo da plataforma.
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FIGURA 5.28 - Cluster do &cido quinico e derivados (P4) obtido a partir da rede molecular no modo positivo de ionizacdo. Estdo
descritos em cinza os compostos ja anotados na rede molecular do modo negativo O grafico de pizza representa o0 nodo e indica a
proporcdo em que o ion foi encontrado nas amostras analisadas. Tonalidades de rosa, verde e azul representam as amostras dos
caules, folhas e raizes da aroeira-preta cultivadas (ACA, AFL e ARZ), respectivamente. As cores bord6 e ocre representam as
amostras de caules e folhas coletadas (ARM e AFO)
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O acido quinico e seus derivados identificados putativamente ja
estdo descritos na literatura para a espécie Myracrodruon urundeuva*®’%”®, O
padréo de fragmentacdo de cada composto anotado foi comparado com dados da
literatura e estdo descritos na TABELA 5.4 (p. 79-84).

5.2.6. Chalconas

Foram observados dois clusters no modo negativo de ionizagdo, N8
e N9 (FIGURA 5.29 e FIGURA 5.30), compostos majoritariamente por

chalconas diméricas como as urundeuvinas’®:79:89.90,

Os ions m/z 525,12 (isbmeros) correspondem a um composto de
formula molecular CgzH209, podendo ser isdmeros das urundeuvina A,
urundeuvina J ou matosina® (FIGURA 5.31, p. 108). Devido a similaridade na
fragmentacdo desses isdbmeros (FIGURA A56 e A57) torna-se necessaria uma

analise mais detalhada sobre a identidade quimica dessas substancias.
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FIGURA 5.29 - Cluster das chalconas (N8), presente na rede molecular obtida a partir dos dados adquiridos no modo negativo de
ionizacdo. O grafico de pizza representa 0 nodo e indica a proporcdo em que o ion foi encontrado nas amostras analisadas.
Tonalidades de rosa, verde e azul representam as amostras dos caules, folhas e raizes da aroeira-preta cultivadas (ACA, AFL e
ARZ), respectivamente. As cores bordd e ocre representam as amostras de caules e folhas coletadas (ARM e AFO).
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FIGURA 5.30 - Cluster das chalconas (N9), presente na rede molecular obtida a partir dos dados adquiridos no modo negativo de
ionizacdo. O grafico de pizza representa 0 nodo e indica a propor¢do em que o ion foi encontrado nas amostras analisadas.
Tonalidades de rosa, verde e azul representam as amostras dos caules, folhas e raizes da aroeira-preta cultivadas (ACA, AFL e

ARZ), respectivamente. As cores bordo e ocre representam as amostras de caules e folhas coletadas (ARM e AFO).
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FIGURA 5.31 - Estrutura quimica das urundeuvinas A, urundeuvina J e matosina.

OH

OH

Urundeuvina J

Matosina

CH

O ion m/z 541,1120 corresponde ao composto de férmula molecular

C30H2,010, tratando-se, de acordo com os dados da literatura, das urundeuvina C

ou urundeuvina G (FIGURA 5.32). Devido a falta de dados de fragmentacdo da

urundeuvina C, ndo foi possivel fazer afirmacdes mais especificas em relacdo ao

ion m/z 541,1120, sendo necessaria uma analise mais detalhada sobre a

identidade quimica da substancia. Os espectros de MS? estdo representados na

FIGURA A58 do apéndice.
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FIGURA 5.32 - Estrutura quimica das urundeuvinas C e G.
OH OH

Urundeuvina C

No segundo cluster das chalconas (FIGURA 5.30) foram analisados
quatro ions distintos: m/z 287.0549, 387.0857, 523.1011, 523.1016 e 539.0964.

O ion m/z 287,0549 foi putativamente identificado como chalcona
eriodictiol devido aos dois ions fragmentos mais intensos m/z 151.00 e 135.04
(FIGURA A59), os quais sdo fragmentos caracteristicos da substancia®. A

proposta para formacgéo dos fragmentos esta representada na FIGURA 5.33.

FIGURA 5.33 - Proposta de fragmentacdo da chalcona eriodictiol.

p

HO

m/z 287,05 m/z 287,05 m/z 151 m/z 135

Os ions m/z 523,10 (isdbmeros) correspondem ao composto de
férmula molecular Cs3H200y atribuido, de acordo com dados da literatura,
isdmeros da urundeuvina B, D ou F®* (FIGURA 5.34). Devido a similaridade na
fragmentacéo entre esses isdbmeros (FIGURA A60 a A62), torna-se necessaria

uma analise mais detalhada sobre a identidade quimica dessas substancias.
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FIGURA 5.34 - Estrutura quimica das urundeuvinas B, D e F.
OH

OH

Urundeuvina F

H

O ion m/z 539,0964 correspondem ao composto de formula
molecular C3oH2001 atribuido de acordo com dados da literatura aos isémeros
da urundeuvina H ou E®* (FIGURA 5.35). Devido a similaridade na
fragmentacdo entre esses isOmeros, torna-se necessaria uma analise mais

detalhada sobre a identidade quimica dessas substancias.

O ion de m/z 387,0857 foi putativamente identificado como
urundeuvina | baseados principalmente nos fragmentos de m/z 251.07, 135.01 e
91,01 (FIGURA A64) e comparac¢des com dados da literatura®.
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FIGURA 5.35 - Estrutura quimica das urundeuvinas E e H.

OH OH

Urundeuvina E

OH

As referéncias utilizadas nas comparacdes dos padrdes de

fragmentacéo para cada ion estéo listadas na TABELA 5.4 (p. 79-84).
5.2.7. Acido galico e derivados

Os ions que compdem o cluster N10 (FIGURA 5.36) sdo
caracterizados principalmente pela perda neutra de 152,01 Da, caracteristico da

presenca de uma unidade galato.

Os ions de m/z 183,03 (isdbmeros) foram putativamente
identificados como isdmeros do galato de metila, justificado pela perda neutra
de 15,02 Da (saida de uma metila radicalar), resultando no ion fragmento m/z
168,01, com subsequente perda de uma unidade de CO, gerando o ion
fragmento m/z 124,02 (FIGURA AG5 a A67).

De maneira similar, o ion m/z 197,0447 foi anotado como galato de
etila devido a saida de uma unidade eteno, indicado pela perda neutra de 28,03
Da resultando no ion fragmento m/z 169,01, com posterior saida de uma unidade
de CO, formando ion m/z 125,02 (FIGURA A68).
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FIGURA 5.36 - Cluster dos derivados de acido galico (N10), presente na rede molecular obtida a partir dos dados adquiridos no
modo negativo de ionizacdo. O grafico de pizza representa o nodo e indica a propor¢cdo em que o ion foi encontrado nas amostras
analisadas. Tonalidades de rosa, verde e azul representam as amostras dos caules, folhas e raizes da aroeira-preta cultivadas (ACA,
AFL e ARZ), respectivamente. As cores bordo e ocre representam as amostras de caules e folhas coletadas (ARM e AFO).

COOH o o

Acido digalico ‘ L\J Digalato de metila \\ ,

~

NN

H\q o “:/ ) - (T\/L A L
NN N N e N 335.0395
TTT 0 \( O ™ 357.0656 \(j/k/ © T
OH

Q. g

o

o

OH
OH

H \( @ 3210235 (W 3350301 @ scaozss. 8 357.0206 )
\( X N on ; , ,
I J @A 5450551 O\ e B 671.0888 350 0471 NN
|/\/[ @ 4730341 ™ 335.0401 N
\L & 4570755 ™ 505,067, (W 4670498 ~ 251‘0153 [
Epi)galocatequina- ~ 509.0311 . Galato de
(5pi)ga ocatequin: S @ 183.020 metila

3-0O-galato
wo__ O/ \ /J\ )LT e P o & 1830299 @ 183.020

. o2 S N :I/
® 197.0447 .

Cultivados Coletados H g 8 "’ 8
Caules M Ramos BN ‘/\ J\OLI/LOJL /\‘ A A
RaiZCS - FOlhaS HO o~ 7 " ~ OH Galato HOL./ OH
B Folhas ] BRANCO H L de etila

112



Os ions isébmeros m/z 335,04 apresentaram uma perda neutra de
152,01 Da, levando a formacdo do ion fragmento m/z 183,03, indicando a
presenca de uma unidade galato ligada ao galato de metila. Dessa forma, 0s ions
foram anotados como isémeros do metil digalato (metil m-digalato ou metil p-
digalato) (FIGURA A69 a A71).

O ion m/z 321,0236 também apresentou uma perda neutra de 152,01
Da, levando a formacdo de um fragmento m/z 169,01 (FIGURA A72). Essa
observacdo sugere que o ion é composto por duas unidades de acido galico,

sendo entdo anotado como &cido digalico.

Analisando o espectro de MS? do ion m/z 487,0498 é possivel
observar a perda neutra de 152,01 Da levando a formacdo do fragmento m/z
335,04 (FIGURA AT73); relativo a um possivel fragmento do tipo metil digalato.
Também se observou a saida de uma segunda unidade galato (152,01 Da) e a
subsequente perda neutra de uma unidade CO; (43,99 Da). Assim, 0 ion

precursor € composto por duas unidades de &cido galico e uma de metildigalato.

O ion m/z 473,0341 foi anotado como sendo uma molécula
composta por trés unidades de acido galico ligadas entre si, apresentando duas
perdas neutras consecutivas de 152,01 Da resultando no ion de m/z 169,01
(FIGURA A74).

A partir do espectro de MS? do ion m/z 457,0756 foi possivel
observar a perda neutra de 152,01 Da, levando a formacéo do fragmento 305,07,
correspondente a (epi)galocatequina. O ion m/z 457,0756 foi anotado como
(epi)galocatequina-3-O-galato, previamente discutido na secc¢édo 5.2.3, porém no
modo positivo de ionizacéo.

O acido géalico m/z 169,0132 foi encontrado em um cluster separado
(FIGURA 5.37) caracterizado principalmente pela presenca do ion base m/z
125,02, resultante da perda neutra de uma unidade de CO, (FIGURA A75 a
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ATT). Os trés ions m/z 169,01 presentes no cluster N11 foram anotados pela
plataforma do GNPS como &cido galico (mirror match FIGURAS A78 a A80 do
apéndice).
FIGURA 5.37 - Cluster do acido galico (N11), presente na rede molecular obtida a
partir dos dados adquiridos no modo negativo de ionizacdo. O grafico de pizza
representa 0 nodo e indica a propor¢do em que o ion foi encontrado nas amostras
analisadas. Tonalidades de rosa, verde e azul representam as amostras dos caules,

folhas e raizes da aroeira-preta cultivadas (ACA, AFL e ARZ), respectivamente. As
cores bordb e ocre representam as amostras de caules e folhas coletadas (ARM e

AFO).
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5.2.8. Acidos anacardicos

Nos extratos da aroeira-preta foram encontradas trés acidos
anacardicos ja relatados na literatura por Castro et al. (2020)7¢. S&o eles: Acido
anacardico A™! anacardico, acido A" anacardico e 4cido A!"! anacérdico,
agrupados no cluster N12 (FIGURA 5.38) resultando nos ions m/z 345,2427,
m/z 369,2426 e m/z 371,2585, respectivamente.

Os ions que compdem o cluster N12 (FIGURA 5.38) assemelham-
principalmente pela perda neutra de uma unidade de CO, (43,99 Da), resultando
na formacdo dos respectivos ions base de cada ion precursor. Os compostos
também compartilham o ion m/z 106,04, resultante da saida de uma molécula de
CO; seguida da fragmentacdo radicalar da cadeia alifatica (FIGURA A8l a
A88). Esses ions diferem entre si na rede molecular pela presenca de uma
insaturacdo (2,016 Da), pelo alongamento de cadeia (26,016 Da) ou pela
ocorréncia de ambos os fatores (28,032 Da).
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FIGURA 5.38 - Cluster dos acidos anacardicos (N12), presente na rede molecular obtida a partir dos dados adquiridos no modo
negativo de ionizacdo. O grafico de pizza representa o0 nodo e indica a proporcdo em que o ion foi encontrado nas amostras
analisadas. Tonalidades de rosa, verde e azul representam as amostras dos caules, folhas e raizes da aroeira-preta cultivadas (ACA,
AFL e ARZ), respectivamente. As cores bordo e ocre representam as amostras de caules e folhas coletadas (ARM e AFO).
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5.3. Distribuicio dos metabdlitos secundarios nos tecidos de

Myracrodruon urundeuva

Para a analise da distribuicdo dos metabolitos secundarios pelos
tecidos da aroeira-preta, o processamento dos dados foi feito utilizando os dados
adquiridos para as amostras dos extratos brutos (ARM, AFO, ACA, AFL e

ARZ) na concentracgao de 0,1 mg/mL e as amostras do branco.

Alguns compostos ndo foram detectados durante esse
processamento dos dados, como é o caso dos acidos quinicos e derivados. 1sso
acontece devido a sua baixa concentracdo nas amostras dos extratos brutos. Tais
compostos foram detectados a partir dos extratos fracionados por SPE (onde o
efeito de matriz € menos acentuado), podendo ser anotados apenas durante o
processamento de dados discutidos na sec¢do 5.2, a partir das amostras obtidas no

fracionamento descrito na secéo 4.1.3.

Apesar de nem todos 0os compostos anotados na secdo 5.2 serem
detectados na rede molecular construida a partir dos extratos brutos, essa rede
molecular possibilitou uma comparacdo relativa da distribuicdo de classes de
metabolitos secundarios nos tecidos da planta, uma vez que a comparacao é feita

entre 0s extratos brutos na mesma concentracao.

A distribuicdo dos metabolitos foi analisada de acordo com a
distribuicdo dada pelos clusters representados na FIGURA 5.39 a 5.44. Para
uma visualizacdo mais detalhada da distribuicdo de cada metabolito detectado
durante o processamento dos dados, devemos analisar os graficos em barras
representados na FIGURA A89 a A117 do Apéndice.

A FIGURA 5.39 representa a distribuicdo dos taninos hidrolisaveis
que foram encontrados em maior abundancia nas folhas da aroeira-preta, tanto

em amostras coletadas quanto cultivadas (AFO e AFL).
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FIGURA 5.39 - Distribuicdo dos taninos hidrolisaveis nos tecidos da aroeira-preta.
Cluster obtido da rede molecular construida a partir dos resultados das amostras dos
extratos brutos a concentracdo de 0,1 mg/mL. As cores representam os diferentes
tecidos vegetais: em rosa os caules cultivados, em verde as folhas cultivadas, em
azul as raizes cultivadas, em bord6 os ramos coletados e em ocre as folhas coletadas.
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Os flavonoides estiveram presentes, majoritariamente nas amostras
das folhas coletadas e cultivadas, porém também foram encontrados em
propor¢cdes menores nas amostras dos caules e ramos (FIGURA 5.40). Por outro
lado, o é&cido 3-O-metileldgico foi majoritario nos caules e ramos. Os
flavonoides, de forma geral, foram pouco abundantes, ou até mesmo nao

detectados, nas raizes.

FIGURA 5.40 - Distribuicdo dos flavonoides nos tecidos da aroeira-preta. Cluster
obtido da rede molecular construida a partir dos resultados das amostras dos extratos
brutos a concentracdo de 0,1 mg/mL. As cores representam os diferentes tecidos
vegetais: em rosa os caules cultivados, em verde as folhas cultivadas, em azul as
raizes cultivadas, em bordé os ramos coletados e em ocre as folhas coletadas.
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Com excecdo da taxifolina que esteve presente em maior
concentracao nos ramos e caules, as catequinas e derivados estiveram presentes
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majoritariamente nas raizes, como pode ser observado na FIGURA 5.41. Por
outro lado, essa classe de compostos foi pouco abundante nas amostras de

folhas.

FIGURA 5.41 - Distribuicdo das catequinas e derivados nos tecidos da aroeira-preta.
Cluster obtido da rede molecular construida a partir dos resultados das amostras dos
extratos brutos a concentracdo de 0,1 mg/mL. As cores representam os diferentes
tecidos vegetais: em rosa os caules cultivados, em verde as folhas cultivadas, em
azul as raizes cultivadas, em bordd os ramos coletados e em ocre as folhas coletadas.
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Os acidos graxos foram encontrados majoritariamente nas amostras
coletadas, principalmente nas amostras dos ramos, como observado na FIGURA
5.42. Apesar de serem encontrados majoritariamente nas amostras coletadas, 0s
acidos graxos podem ser encontrados em menor abundancia nas amostras dos
caules cultivados.

FIGURA 5.42 - Distribuicdo dos acidos graxos nos tecidos da aroeira-preta. Cluster
obtido da rede molecular construida a partir dos resultados das amostras dos extratos
brutos a concentracdo de 0,1 mg/mL. As cores representam os diferentes tecidos

vegetais: em rosa os caules cultivados, em verde as folhas cultivadas, em azul as
raizes cultivadas, em bord6 os ramos coletados e em ocre as folhas coletadas.
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As urundeuvinas (chalconas diméricas), em sua maioria, foram
encontradas majoritariamente nas amostras das raizes, mas também encontradas
em concentracdes consideraveis nos ramos e caules. A chalcona eridictiol e a
urundeuvina E ou H foram mais abundantes nas amostras de ramos e caules. As
chalconas foram pouco abundantes, ou quase indetectaveis nos casos de alguns
compostos, nas folhas (FIGURA 5.43).

FIGURA 5.43 - Distribuicdo das chalconas nos tecidos da aroeira-preta. Cluster
obtido da rede molecular construida a partir dos resultados das amostras dos extratos
brutos a concentracdo de 0,1 mg/mL. As cores representam os diferentes tecidos

vegetais: em rosa os caules cultivados, em verde as folhas cultivadas, em azul as

raizes cultivadas, em bordd os ramos coletados e em ocre as folhas coletadas.
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Os &cidos anacéardicos foram encontrados em maior abundancia nas
amostras coletadas, tanto nos ramos quanto nas folhas. Também foram
detectados em concentracbes menores nas amostras dos caules e folhas

cultivadas, porém ndo detectados nos extratos das raizes (FIGURA 5.44).
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FIGURA 5.44 - Distribuicdo dos &cidos anacérdicos nos tecidos da aroeira-preta.
Cluster obtido da rede molecular construida a partir dos resultados das amostras dos
extratos brutos a concentracdo de 0,1 mg/mL. As cores representam os diferentes
tecidos vegetais: em rosa os caules cultivados, em verde as folhas cultivadas, em
azul as raizes cultivadas, em bordd os ramos coletados e em ocre as folhas coletadas.
O simbolo do tipo A2 indica o tamanho (17) e o grau de insaturacdo (2) da cadeia
lateral do &cido anacardico.
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As principais diferencas entre os tecidos vegetais podem ser
resumidas por: (1) ramos ricos em acidos graxos, (2) folhas ricas em taninos
hidrolisaveis e flavonoides e (3) raizes ricas em urundeuvinas e derivados da
catequina. Além disso, assim como as folhas coletadas e folhas cultivadas
apresentaram um perfil metabolico similar, observou-se uma similaridade entre
as amostras dos ramos coletados e dos caules cultivados, uma vez que um

metabdlito presente nos ramos também pode ser encontrado nos caules.

5.3.1. Distribuicdo dos metabolitos secundarios pelas fracdes

ativas possivelmente associados com a agdo alelopatica

Entre os diferentes metabolitos secundarios, os compostos fenolicos
sdo comumente mencionados como aleloquimicos putativos e sdo 0s mais
investigados entre os potenciais aleloquimicos®®. Diversos compostos fenélicos
foram anotados nas amostras da aroeira-preta, os quais podem estar associados
ao efeito inibitorio da germinacdo e do crescimento das braquiarias observados

nos ensaios in vitro.
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A fim de se analisar as principais diferencas de composicéo entre as
fracOes testadas, os dados de LC-MS/MS das fragOes ativas foram processados e

comparados entre si através do software MS-Dial.

Para a quantificacdo relativa apresentada nessa secdo, foram
utilizados os dados do cromatograma de ions extraidos (EIC) para cada ion
analisado, de acordo com a sua relacdo massa-carga exata e respeitando a
toleréncia de massa escolhida durante o processamento de dados (0,02 Da para
MS?).

O EIC de m/z 345,2446, por exemplo, é construido a partir da soma
dos ions entre 345,2246 e 345,2646. O conjunto de EICs de cada ion presentes
em diferentes amostras sdo alinhados respeitando a tolerancia de alinhamento
selecionada (0,5 min.), gerando o resultado alinhado de EICs, como
representado na FIGURA 5.45.a.

A comparacéo da distribuicéo dos ions pelas diferentes amostras foi
feita levando em consideracdo apenas a altura dos picos dos resultados alinhados
de EIC, uma vez que os ions de mesma relacdo massa-carga e tempo de retencao

possuem mesmo perfil cromatografico nas diferentes amostras.

Para facilitar essa comparacdo, o resultado alinhado de EICs é
convertido em um gréafico de barras que representa as alturas dos picos (height)
dos EIC dos ions em diferentes amostras (FIGURA 5.45. b).
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FIGURA 5.45 - Comparacgdo da distribuicdo dos ions nas diferentes amostras via
processamentos de dados por MS-Dial, sendo (a) resultado alinhado dos EICs de m/z
345,2446 (acido A™?! anacardico) e (b) grafico de barras comparando as alturas dos

picos para o resultado alinhado dos EICs.
EICs of aligned results; Exact mass: 345.2446; Tolerance: 0.02
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O pentagaloil hexosideo foi o Unico entre o0s trés taninos
hidrolisaveis anotados que foi detectado nas fracfes ativas. Dentre as fragdes, o
pentagaloil hexosideo esteve presente em maior intensidade na fracéo
metanolica das folhas. A distribuicdo deste tanino hidrolisavel nas fracdes esta
representada na FIGURA 5.46.

De acordo com a literatura, os taninos hidrolisaveis podem atuar
inibindo a atividade enzimatica de peroxidases (POD), catalase e celulase®.
Além disso, os acidos tanicos apresentam efeitos sobre os fito-horménios
giberelina e &cido abscisico e efeitos sobre a fotossintese causando reducgéo na

abertura dos estdmatos®.
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FIGURA 5.46 - Distribuicdo do tanino hidrolisavel pentagaloil hexosideo nas

fracOes ativas no ensaio biologico in vitro.
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Os flavonoides foram detectados com maior diversidade e
abundancia na fracdo metandlica das folhas, com excecdo do é&cido 3-O-
metilelagico ramnosideo que foi mais abundante na fracdo metanolica dos caules
(FIGURA 5.47).

Os flavonoides sdo conhecidos como os metabolitos secundarios
mais discutidos em sistemas de defesas de plantas® e possuem papel importante
na sinalizacdo quimica e mecanismos de defesas a estresses bidticos (patdogenos,
herbivoria, etc.) e abidticos (exposicdo a luz UV, salinizacdo do solo, etc.)q.
Além disso, muitos flavonoides sdo descritos como fito-inibidores, como é o

caso do kaempferol, ramnetina, isoramnetina e quercetina%,

Apesar de muitos flavonoides serem descritos como aleloquimicos
que inibem o crescimento das plantulas e o alongamento da radicula, pouco se
entende sobre o mecanismo de acdo desses inibidores®® e, embora seja de se
esperar que a fitotoxicidade de um composto seja dependente da dose aplicada, a

resposta pode muitas vezes ser imprevisivel.

Os flavonoides como o kaempferol, acido elagico e luteolina
apresentaram efeitos estimulantes quando testados na concentracdo de 1,0 mM,
enquanto que em concentracdes menores que 0,1 mM, apresentaram efeito
inibitério no crescimento do hipocétilo da Digitaria sanguinalis®. Neste mesmo

trabalho realizado por Pardo-Muras et. al. (2020), a quercetina apresentou
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comportamento semelhante, sendo indcua em alta concentracdo, porém

apresentou inibicdo na germinacdo da D. sanguinalis a concentragdo de 0,01
mMm®’,

FIGURA 5.47 - Distribuicdo dos flavonoides nas fragdes ativas no ensaio bioldgico
in vitro.
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FIGURA 5.47 - Distribuicdo dos flavonoides nas fracdes ativas no ensaio biologico
in vitro.
(continuacéo)
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Entre as fracGes ativas analisadas, os derivados do &cido quinico
foram encontrados nas fracdes metandlicas das quatro matrizes vegetais
(FIGURA 5.48). Alguns estudos mostraram que os acidos fendlicos interferem
nos diversos processos fisiologicos das plantas, como por exemplo, interferéncia
nos fito-hormonios giberelina e &cido abscisico, nas funcdes e atividades

enzimaticas, na absorcdo de nutrientes®®, danos na integridade da membrana
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celular e efeitos no sistema fotossintético*®’2%, porém ndo alteram a divisdo

celular ou afetam diretamente a traducéo genética.”

FIGURA 5.48 - Distribuicdo dos derivados do acido quinico nas fragfes ativas no

ensaio bioldgico in vitro.
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As chalconas produzidas pela aroeira-preta foram encontradas
majoritariamente na fracdo acetato de etila das raizes, apesar de estarem
presentes também em concentracdo consideravel nas fragbes metanolica dos

ramos e fracao acetato de etila dos caules, como pode ser observado na FIGURA
5.49,

Até o presente momento, ndo foram encontrados relatos na
literatura sobre a atividade fitotoxica das urundeuvinas (chalconas diméricas
produzidas pela espécie M. urundeuvina). Porém, as chalconas sdo relatadas
como fitotoxinas que atuam como inibidores do fotossistema Il (PSII)® e

indutoras de morte celular programada (apoptose) nos tecidos das raizes®.
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FIGURA 5.49 - Distribuicdo das chalconas nas fragdes ativas no ensaio bioldgico in

vitro.
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FIGURA 5.49 - Distribuicdo das chalconas nas fracGes ativas no ensaio bioldgico in

vitro.
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das raizes apresentou a maior atividade

inibitéria sobre as sementes testadas nos bioensaios (se¢do 5.1.3). Essa fracdo

destacou-se pela maior concentracdo

e variedade de chalconas diméricas e,

associado aos estudos descritos na literatura sobre a atividade fitotoxica das

chalconas®1%, pode-se supor que as chalconas diméricas produzidas pela
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aroeira-preta (FIGURA 5.50) possuem um papel importante e fundamental na

atividade inibitéria observada.

Além disso, a atividade acentuada sobre o desenvolvimento do
sistema radicular observado nos tratamentos com a fracdo acetato de etila das
raizes vai de encontro com os estudos descritos na literatura relatando a

atividade das chalconas no desenvolvimento do sistema radicular.

Diaz-Tielas et. al. (2019)'® observaram efeitos que se assemelham
a apoptose das raizes de Arabidopsis thaliana L. quando tratadas com a trans-
chalcona. Estudo realizado por Padua et. al (2021)*® demonstrou que as
chalconas atuam como herbicidas pds-emergentes reduzindo a biomassa da raiz

da corda-de-viola (Ipomoea grandifolia) em até 83%.

Estudo realizado por Nguyen et al. (2016)}' demonstrou que
chalconas com pelo menos duas hidroxilas nos anéis A e B e chalconas com
hidroxila¢do na posi¢ao 3’ do anel A (FIGURA 5.51) séo potentes inibidores da
fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC) de plantas C4, mas ndo interferem no

funcionamento da PEPC de plantas C3.

Neste mesmo trabalho, as chalconas 2’,3’,4’-triidroxichalcona e
2°,3”.4° 3 4-pentaidroxichalcona (FIGURA 5.51 b e c) foram testadas a fim de se
avaliar o efeito no crescimento das espécies Amaranthus retroflexus (planta do
tipo C4) e Brassica napus (planta do tipo C3). Os resultados obtidos mostraram
que ambas as chalconas apresentaram efeitos inibitdrios especificos para planta
do tipo C4, inibindo significativamente o crescimento da A. retroflexus, porém

ndo apresentou efeitos sobre a espécie C31%,

129



FIGURA 5.50 - Estrutura quimica das chalconas diméricas urundeuvinas,
produzidas pela aroeira-preta 37:76.79.8089.90,

OH
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FIGURA 5.51 - Estruturas das chalconas inibidoras da PEPC de plantas C4, sendo
(a) estrutura basica de uma chalcona, (b) 2',3',4'-triidroxichalcona e (c) 2',3',4',3,4-
pentaidroxichalcona. Adaptado de Nguyen et al. (2016)*%
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Tendo em vista a atividade diferenciada das chalconas quando em
contato com plantas do tipo C3 e C4 encontrada no estudo realizado por Nguyen
et al. (2016)%, levanta-se a hipétese de que as urundeuvinas possam
desempenhar atividade especifica frente as plantas do tipo C4. Para isso, essas
chalconas diméricas devem ser isoladas e avaliadas individualmente a fim de se

testar essa hipotese.

A classe das catequinas e derivados (FIGURA A118), &cidos graxos
(FIGURA A119) e derivados do acido galico (FIGURA A120) ndo apresentam
um padrdo de distribuicdo muito claro e estdo distribuidas pelas fracoes
analisadas. Os é&cidos anacardicos foram encontrados majoritariamente nas
amostras dos ramos e folhas coletadas, e ndo foram detectados nas fragGes das
raizes (FIGURA A121). Aparentemente, esses metabolitos secundarios néo
possuem efeito significativo no processo de inibicdo do crescimento das

plantulas das espécies avaliadas.
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6. Conclusodes

Este foi 0 primeiro estudo realizado com a aroeira-preta utilizando a
plataforma Global Natural Product Social Molecular Networking (GNPS) e a
criacdo da rede molecular via Feature-Based Molecular Networking (FBMN)

como ferramentas da metabolémica para anotacdo dos metabdlitos secundarios.

Os extratos obtidos a partir dos diferentes tecidos da aroeira-preta
(Myracrodruon urundeuva) apresentaram metabolitos secundarios derivados
principalmente da via do acido chiquimico, sendo anotado um total de cinquenta
e cinco metabdlitos distribuidos em oito classes. Dentre 0s compostos descritos,
vinte foram anotados pela primeira vez para esta espécie, sendo eles: heptagaloil
hexosideo, acido 3-O-metilelagico ramnosideo, kaempferol-3-O-arabinosideo,
miricetina, miricetina-3-O-glucosideo, isoramnetina-3-0-glucosideo,
diidromiricetina,  taxifolina, dois derivados do acido 9,12,13-
trildroxioctadecaenoico, acido 5-O-cafeoilquinico, chalcona eriodictiol, galato
de etila, uma espécie formada por duas unidades de acido galico e um metil
digalato ligados entre si, um trimero do acido gélico e cinco acidos anacardicos

com tamanho de cadeia e grau de insaturacdo variados.

Essa composicdo quimica rica em compostos fendlicos pode
justificar a dificuldade no crescimento das braquiarias Urochloa decumbens e U.
brizantha ao redor da aroeira-preta observada no campo. A partir dos ensaios
biolégicos in vitro foi possivel constatar que, apesar das amostras testadas
influenciarem negativamente a germinacdo das sementes e o crescimento do
hipocotilo, o efeito inibitorio mais intenso foi observado no desenvolvimento do

sistema radicular.

A fracdo acetato de etila das raizes apresentou a acéo inibitoria mais
intensa, isto €, inibiu significativamente a taxa de germinacdo das sementes das

braquiarias U. brizantha e U. decumbens nas concentragdes de 100 e 50 mg/mL
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e influenciou negativamente o crescimento da radicula nas trés concentracdes
avaliadas (100, 50 e 25mg/mL).

Vale destacar que a fracdo acetato de etila das raizes na
concentracdo de 100 mg/mL inibiu completamente a germinacdo das sementes
de U. brizantha. Essa fracdo apresentou uma composicdo quimica rica em
chalconas diméricas urundeuvinas, sugerindo que essa classe de metabolitos
secundarios pode desempenhar um papel importante para a atividade inibitéria

observada.

Por fim, a observacdo acerca da contaminacdo diferenciada por
fungos entre os tratamentos testados levanta a hipotese de que os tratamentos
nos quais ndo ocorreu contaminacdo, principalmente para a fragdo acetato de
etila das raizes, podem conter metabdlitos secundarios com potencial atividade

antifangica.
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8. Apéndice

TABELA Al - Influéncia dos extratos das folhas e ramos da Myracrodruon urundeuva
coletada sob desenvolvimento da Urochloa brizantha. A testemunha agua foi utilizada como
branco e as testemunhas acetona e metanol:cloroférmio como controle negativo. Em negrito
estdo destacados os resultados que diferiram significativamente em relacao as testemunhas.

Tratamento”

Germinagéo (%)Y

Comprimento
hipocétilo (mm) %

do Comprimento
radicula (mm) ¥

da

Extrato folha [100] 12,67b 5,67c 4,67c

Extrato folha [50] 36,67a 13,00c 15,00c
Extrato folha [25] 44,67a 31,67b 33,67b
Extrato folha [12,5] 43,33a 38,33a 50,33a
Extrato folha [6,25] 45,33a 40,67a 50,33a
Extrato ramo [100] 18,00b 13,33c 4,67c

Extrato ramo [50] 33,33a 32,33b 31,00b
Extrato ramo [25] 40,67a 30,33b 49,00a
Extrato ramo [12,5] 48,00a 42,00a 54,00a
Extrato ramo [6,25] 46,00a 39,67a 63,67a
Agua 52,67a 44,00a 59,33a
Acetona 50,00a 44,33a 55,00a
Metanol:cloroformio™  43,33a 40,33a 49,33a

YAs médias seguidas por letras minGsculas distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).

*Valor entre colchetes indica a concentragdo da amostra em mg/mL
** mistura de solventes na proporc¢éo 75:25 viv

TABELA A2 - Influéncia dos extratos das folhas e ramos da Myracrodruon urundeuva
coletada sob o desenvolvimento da Urochloa decumbens. A testemunha agua foi utilizada
como branco e as testemunhas acetona e metanol:cloroférmio como controle negativo. Em
negrito estdo destacados os resultados que diferiram significativamente em relacdo as

testemunhas.

Tratamento™

Germinagao (%)Y

Comprimento
hipocétilo (mm) ?

do Comprimento

radicula (mm) ¥

da

Extrato folha [100] 63,33b 22,67¢ 21,67d
Extrato folha [50] 82,00a 29,67¢ 69,67b
Extrato folha [25] 77,33a 31,33b 89,00a
Extrato folha [12,5] 83,33a 31,00b 94,67a
Extrato folha [6,25] 90,00a 25,33c 99,00a
Extrato ramo [100] 60,00b 31,67b 12,67d
Extrato ramo [50] 71,33b 36,33a 42,33c
Extrato ramo [25] 83,33a 30,67b 89,00a
Extrato ramo [12,5] 86,00a 28,00c 102,00a
Extrato ramo [6,25] 88,67a 27,33c 103,00a
Agua 80,00a 35,00a 97,00a
Acetona 81,33a 39,00a 96,67a
Metanol:cloroformio™ 84,00a 32,67b 93,33a

YAs médias seguidas por letras mintsculas distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).

*Valor entre colchetes indica a concentragdo da amostra em mg/mL

*k

mistura de solventes na proporgéo 75:25 viv
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TABELA A3 - Influéncia dos extratos das folhas e ramos da Myracrodruon
urundeuva coletada sob o desenvolvimento da Lactuca sativa. A testemunha agua foi
utilizada como branco e as testemunhas acetona e metanol:cloroférmio como controle
negativo. Em negrito estdo destacados os resultados que diferiram significativamente
em relacéo as testemunhas.

Comprimento do

Tratamento™ (C(%)/eo;[? nagao gipocétilo (mm) g%?;ﬂ:g?ﬁ?rg 3/da
Extrato folha [100] 87,33a 18,33d 7,33c

Extrato folha [50] 89,33a 19,00d 14,67b

Extrato folha [25] 90,00a 19,67d 16,67b

Extrato folha [12,5] 86,67a 20,33d 19,00a

Extrato folha [6,25] 91,33a 23,33b 22,67a

Extrato ramo [100] 82,00a 22,00c 7,00c

Extrato ramo [50] 92,67a 22,33c 14,00b

Extrato ramo [25] 89,33a 24,00b 24,00a

Extrato ramo [12,5] 86,67a 25,67a 25,00a

Extrato ramo [6,25] 90,67a 22,33C 20,00a

Agua 88,00a 28,00a 21,00a

Acetona 94,67a 24,33b 24,67a
Metanol:cloroféormio™ 93,33a 27,00a 27,00a

YAs médias seguidas por letras minGsculas distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(P<0,05).

“Valor entre colchetes indica a concentragdo da amostra em mg/mL
** mistura de solventes na proporgao 75:25 v/v

TABELA A4 - Influéncia das frac6es diclorometano (DCM) e metanol (MeOH) dos
extratos de folhas e ramos da Myracrodruon urundeuva coletada sob o
desenvolvimento de plantulas de Urochloa brizantha. A testemunha &gua foi utilizada
como branco e as testemunhas acetona e metanol:cloroférmio como controle negativo.
Em negrito estdo destacados os resultados que diferiram significativamente em
relacéo as testemunhas.

Comprimento do

Germinacdo . ... Comprimento da

Tratamento (%)Y ¢ Blpocotllo (mm) a dicﬂla (mm)¥
Folha fracdo DCM 81,33a 44,23a 46,97a

Folha fracdo MeOH 16,67b 3,53c 0,00c

Ramo fracdo DCM 77,332 33,60b 38,53b

Ramo fracdo MeOH 28,67b 8,33c 0,50c

Agua 70,00a 48,87a 39,10b

Acetona 83,33a 47,80a 37,10b
Metanol:cloroférmio” 74,00a 49 34a 39,63b

.23 ps médias seguidas por letras minGsculas distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(P<0,05). ANOVA Coeficiente de variagdo/p value: germinacdo (13,47/< 0.0001), hipocétilo (14,13/<
0.0001) e radicula (9,93/< 0.0001).

* mistura de solventes na proporgéo 75:25 v/v
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TABELA A5 - Influéncia das fragOes diclorometano (DCM) e metanol (MeOH) dos
extratos de folhas e ramos da Myracrodruon urundeuva coletada sob o
desenvolvimento de pléantulas de Urochloa decumbens. A testemunha agua foi
utilizada como branco e as testemunhas acetona e metanol:cloroférmio como controle
negativo. Em negrito estdo destacados os resultados que diferiram significativamente
em relacéo as testemunhas.

Comprimento do

Tratamento (GO/eO;Tmagao gipocétilo (mm) g%?;ﬂ:g?m% S/da
Folha fracdo DCM 90,00a 34,20b 68,30b
Folha fracdo MeOH 80,00a 40,50a 14,73c
Ramo fracdo DCM 86,00a 27,30b 55,37b
Ramo fracdo MeOH 60,00b 33,90b 11,50c
Agua 84,00a 40,87a 87,30a
Acetona 84,67a 42,10a 86,40a
Metanol:cloroférmio” 85,33a 41,17a 72,37b

1.2.3/ps médias seguidas por letras minGsculas distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(P<0,05). ANOVA Coeficiente de variagdo/p value: germinacdo (10,53/< 0.0153), hipocétilo (14,67/<
0.0395) e radicula (18,90/< 0.0001).

* mistura de solventes na proporgdo 75:25 viv

TABELA AG6 - Influéncia das frac6es diclorometano (DCM) e metanol (MeOH) dos
extratos de folhas e ramos da Myracrodruon urundeuva coletada sob o
desenvolvimento de plantulas de Lactuca sativa. A testemunha agua foi utilizada
como branco e as testemunhas acetona e metanol:cloroférmio como controle negativo.
Em negrito estdo destacados os resultados que diferiram significativamente em
relacéo as testemunhas.

Comprimento do

Tratamento (GOZ;T iNagao Bipocétilo (mm) g%gﬂ:g?ﬁ?rf) 3,da
Folha fracdo DCM 95,33a 15,76b 16,9a

Folha fracdo MeOH 81,33b 11,46b 3,30c

Ramo fracdo DCM 83,33b 11,96b 18,57a

Ramo fracdo MeOH 94.67a 26,73a 10,83b

Agua 95,33a 27,03a 15,77a

Acetona 94,00a 26,93a 17,77a
Metanol:cloroformio” 97,33a 28,40a 23,60a

.23 as médias seguidas por letras mintsculas distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(P<0,05). ANOVA Coeficiente de variagdo/p value: germinacdo (5,08/< 0.0034), hipocotilo (19,42/<
0.0002) e radicula (26,51/< 0.0005).

* mistura de solventes na proporgéo 75:25 v/v
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TABELA A7 - Influéncia dos extratos dos caules e raizes da Myracrodruon
urundeuva cultivada sob o desenvolvimento de plantulas de Urochloa brizantha. A
testemunha &gua foi utilizada como branco e as testemunhas metanol e
metanol:cloroférmio como controle negativo. Em negrito estdo destacados 0s
resultados que diferiram significativamente em relacdo as testemunhas.

Comprimento do Comprimento da

= Tarpe i}
VLGNS SEMITEE ) hipocétilo (mm)? radicula (mm) ¥
Extrato caule [100] 14,67a 35,33b 11,93c
Extrato caule [50] 28,67a 49,68a 35,34b
Extrato caule [25] 32,00a 43,63b 53,00a
Extrato raiz [100] 36,67a 43,43b 3,50c
Extrato raiz [50] 42,00a 50,27a 7,00c
Extrato raiz [25] 43,33a 50,57a 32,20b
Agua 45,333 44,43b 46,97a
Metanol 44.00a 50,30a 50,73a
Metanol:clofor6rmio™ 42,00a 41,93b 50,00a

V.23 a5 médias seguidas por letras mintsculas distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(P<0,05). ANOVA Coeficiente de variagdo/p value: germinacao (32,12/0,08), hipocdtilo (10,01/0.008) e
radicula (17,10/< 0.0001).

“Valor entre colchetes indica a concentragédo da amostra em mg/mL

“* mistura de solventes na proporgao 75:25 v/v

TABELA A8 - Influéncia dos extratos dos caules e raizes da Myracrodruon
urundeuva coletada sob o desenvolvimento de plantulas de Urochloa decumbens. A
testemunha &gua foi utilizada como branco e as testemunhas metanol e
metanol:cloroférmio como controle negativo. Em negrito estdo destacados o0s
resultados que diferiram significativamente em relacdo as testemunhas.

Comprimento do Comprimento da

<> A U
UIEEMELE erilieeee ) hipocétilo (mm)? radicula (mm) ¥
Extrato caule [100] 13,33c 31,87b 12,86d
Extrato caule [50] 48,00a 39,73a 51,07b
Extrato caule [25] 32,00b 39,30a 62,50a
Extrato raiz [100] 24,00b 37,76a 1,96e
Extrato raiz [50] 40,67a 37,08a 2,27¢e
Extrato raiz [25] 56,67a 39,70a 37,00c
Agua 55,33a 30,77b 59,73a
Metanol 48,00a 31,90b 61,33a
Metanol:cloforérmio™ 51,33a 28,50b 71,40a

1.21.3/ps médias seguidas por letras minGsculas distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(P<0,05). ANOVA Coeficiente de variacdo/p value: germinacdo (18,21/< 0.0001), hipocétilo (10,73/<
0.0001) e radicula (14,66/< 0.0001).

“Valor entre colchetes indica a concentragdo da amostra em mg/mL

™ mistura de solventes na proporgéo 75:25 v/v
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TABELA A9 - Influéncia das fragdes dos extratos de caules e raizes da Myracrodruon
urundeuva coletada sob o desenvolvimento de plantulas de Urochloa brizantha. A
testemunha &gua foi utilizada como branco e as testemunhas metanol e
metanol:cloroférmio como controle negativo. Em negrito estdo destacados 0s
resultados que diferiram significativamente em relacdo as testemunhas.

Germinacdo Comprimento do Comprimento da

VLGNS (%)Y hipocétilo (mm)? radicula (mm) ¥
Raiz fracdo metanol [100]  49,33a 48,67a 23,13b
Raiz fracdo metanol [50] 47,33a 49,60a 53,17a
Raiz fracdo metanol [25] 54,67a 53,17a 56,03a
Raiz fracdo acetato [100] 0,00c - -

Raiz fracdo acetato [50] 17,33b 21,83d 1,27d
Raiz fracdo acetato [25] 42,00a 35,30c 8,50d
Caule fracdo metanol [100] 25,33b 39,19b 13,43c
Caule fracdo metanol [50] 47,33a 47,67a 53,20a
Agua 45,33a 44,43b 46,97b
Metanol 44,00a 50,30a 50,73ab
Metanol:cloforérmio™ 42,00a 41,93b 50,00ab

1.21.3/ps médias seguidas por letras minGsculas distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(P<0,05). ANOVA Coeficiente de variacdo/p value: germinagdo (28,67/< 0.0001), hipocotilo (10,96/<
0.0001) e radicula (12,86/< 0.0001).

“Valor entre colchetes indica a concentragdo da amostra em mg/mL

“* mistura de solventes na proporgao 75:25 v/v

TABELA A10 - Influéncia das fracGes dos extratos de caules e raizes da
Myracrodruon urundeuva coletada sob o desenvolvimento de plantulas de Urochloa
decumbens. A testemunha agua foi utilizada como branco e as testemunhas metanol e
metanol:cloroférmio como controle negativo. Em negrito estdo destacados 0s
resultados que diferiram significativamente em relacdo as testemunhas.

Germinacdo Comprimento do Comprimento da

Tratamento (%)Y hipocotilo (mm) 2 radicula (mm) ¥
Raiz fracdo metanol [100]  34,00a 40,83a 29,40c
Raiz fracdo metanol [50] 47,33a 43,63a 55,73b
Raiz fragdo metanol [25] 46,67a 35,07b 70,47a
Raiz fracdo acetato [100] 2,67b 24,00c 1,00e
Raiz fracdo acetato [50] 11,33b 21,24c 1,11e
Raiz fracdo acetato [25] 35,33a 26,27¢c 2,87e
Caule fracdo metanol [100] 12,67b 33,51b 17,39d
Caule fracdo metanol [50] 40,00a 35,13b 68,30a
Agua 55,33a 30,77¢c 59,73b
Metanol 48,00a 31,90b 61,33b
Metanol:cloforérmio™ 51,33a 28,50c 71,40a

1.21.3/ps médias seguidas por letras minGsculas distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(P<0,05). ANOVA Coeficiente de variacdo/p value: germinacdo (25,85/< 0.0001), hipocétilo (12,77/<
0.0001) e radicula (12,79/< 0.0001).

*Valor entre colchetes indica a concentragdo da amostra em mg/mL

* mistura de solventes na proporgéo 75:25 v/v
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FIGURA Al — Representacdo geral da rede molecular obtida no modo negativo de
ionizacéo.
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FIGURA A2 — Representacao geral da rede molecular obtido no modo positivo
de ionizacgéo
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FIGURA A3 — Mirror match do ion de m/z 939,11 obtido no modo negativo de
ionizacédo e que foi anotado pela plataforma do GNPS como S-penta-O-galoil-
glucose. Em preto o espectro da referéncia e em verde, o espectro experimental.
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FIGURA A4 - Espectro de MS? do composto de m/z 939,1081 e tr 5,80 min obtidos
no modo negativo de ionizagdo em (a) alta, (b) media e (c) baixa energia de coliséo.
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FIGURA A5 - Espectros de MS? do composto de m/z 1091,1188 e tr 6,22 min obtidos
no modo negativo de ionizagdo em (a) alta e (b) média energia de coliséo.
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FIGURA A6 - Espectro de MS? do composto de m/z 1243,1293 e tr 6,53 min obtidos
no modo negativo de ionizacdo em (a) alta e (b) média energia de coliséo.
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FIGURA A7 - Espectro de MS? do composto de m/z 433,0775 e tr 6,01min obtidos
no modo negativo de ionizagdo em (a) alta, (b) média e (c) baixa energia de colisédo.
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FIGURA A8 - Espectro de MS? do composto de m/z 463,0875 e tr 5,65 min obtidos
no modo negativo de ionizagdo em (a) alta, (b) media e (c) baixa energia de colisédo.
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FIGURA A9 - Espectro de MS? do composto de m/z 447,0925 e tr 6,17 min obtidos
no modo negativo de ionizagdo em (a) alta, (b) media e (c) baixa energia de colisédo.
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FIGURA A10 - Mirror match do ion de m/z 433,08 obtido no modo negativo de
ionizacdo e que foi anotado pela plataforma do GNPS como guajavarin. Em preto o
espectro da referéncia e em verde, o espectro experimental.
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FIGURA A1l - Mirror match do ion de m/z 463,09 obtido no modo negativo de
ionizacdo e que foi anotado pela plataforma do GNPS como isoquercitrin. Em preto o
espectro da referéncia e em verde, 0 espectro experimental.
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FIGURA A12 - Mirror match do ion de m/z 447,09 obtido no modo negativo de
ionizacdo e que foi anotado pela plataforma do GNPS como quercitrin. Em preto o
espectro da referéncia e em verde, o espectro experimental.
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FIGURA A13 - Espectro de MS? do composto de m/z 417,0818 e tr 6,42 min obtidos
no modo negativo de ionizagdo em (a) alta, (b) media e (c) baixa energia de coliséo.
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FIGURA Al14 - Mirror match do ion de m/z 417,08 obtido no modo negativo de
ionizacdo e que foi anotado pela plataforma do GNPS como kaempferol-3-a-L-
arabinopiranosideo. Em preto o espectro da referéncia e em verde, o espectro
experimental.
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FIGURA A15 - Espectro de MS?2 do composto de m/z 479,0823 e tr 5,18 min obtidos
no modo negativo de ionizagdo em (a) alta, (b) media e (c) baixa energia de colisédo.
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FIGURA A16 - Espectro de MS? do composto de m/z 431,0978 e tr 6,68 min obtidos
no modo negativo de ionizagdo em (a) alta, (b) meédia e (c) baixa energia de colisédo.
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FIGURA A17 - Espectro de MS? do composto de m/z 431,0978 e tr 5,54 min obtidos
no modo negativo de ionizacdo em (a) alta, (b) media e (c) baixa energia de coliséo.
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FIGURA A18 - Mirror match do ion de m/z 431,10 obtido no modo negativo de
ionizacdo e que foi anotado pela plataforma do GNPS como afzelina. Em preto o
espectro da referéncia e em verde, 0 espectro experimental.
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FIGURA A19 - Mirror match do ion de m/z 431,10 obtido no modo negativo de
ionizacdo e que foi anotado pela plataforma do GNPS como isovitexina. Em preto o

espectro da referéncia e em verde, 0 espectro experimental.
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FIGURA A20 - Espectro de MS? do composto de m/z 461,0716 e tr 6,27 min obtidos

no modo negativo de ionizagdo em (a) alta, (b) méedia e (c) baixa energia de coliséo.
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FIGURA A21 - Espectro de MS? do composto de m/z 303,0505 e tr 7,72 min obtidos
no modo positivo de ionizacdo em (a) alta, (b) média e (c) baixa energia de coliséo.

x10 3|
4,
375/
351
3.251
3,
2.75
2.54
2.25
2,

+ESI Product Ion (rt: 5.666-6.237 min, 6 scans) CID@25.1 (303.0499[z=1] -> *%) 201007 high_energy_APF_spe_F2_pos01.d

(@

303.0497

229.0492
153.0181 257 0441
121.0271 201.0540 285.0373

L | L

. | . |
80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 WO 200 210 220,230 240 250 260 270 280 290 300 310
Counts vs. Mass—to—Charge (m/z

+ESI Product Ion (rt: 5.667-7.815 min, 7 scans) Frag=110.0V CID@11.7 (303.0496[z=1] => **) 201007 medium_energy APF_spe_F2_pos-*

303.0498

*

80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 zg‘o 30 240 250 260 270 280 290 300 310
ounts vs. Mass—to—Charge (m/z

+ESI Product lon (rt: 5.667-7.808 min, 8 scans) Frag=110.0V (303.0501 —> *%*) 201007 low_energy APF_spe_F2_pos01.d (C)

303.0502

°

80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 1’30 200 C%jo z(éo géo 240 250 260 270 280 290 300 310
ounts vs. Mass—to—Charge (m/z

168



FIGURA A22 - Mirror match do ion de m/z 303,05 obtido no modo positivo de
ionizacdo e que foi anotado pela plataforma do GNPS como quercetina. Em preto o
espectro da referéncia e em verde, o espectro experimental.
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FIGURA A23 - Espectro de MS? do composto de m/z 319,0450 e tr 5,60 min obtidos
no modo positivo de ionizacdo em (a) alta, (b) média e (c) baixa energia de coliséo.
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FIGURA A24 - Espectro de MS? do composto de m/z 479,0822 e tr 5,70 min obtidos
no modo positivo de ionizacdo em (a) alta, (b) média e (c) baixa energia de coliséo.
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FIGURA A25 - Espectro de MS? do composto de m/z 479,1187 e tr 7,20 min obtidos
no modo positivo de ionizacdo em (a) alta, (b) média e (c) baixa energia de coliséo.
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FIGURA A26 - Mirror match do ion de m/z 301,00 obtido no modo negativo de
ionizacdo e que foi anotado pela plataforma do GNPS como &cido elagico. Em preto
0 espectro da referéncia e em verde, 0 espectro experimental.
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FIGURA A27 - Mirror match do ion de m/z 599,10 obtido no modo negativo de
lonizacdo e que foi anotado pela plataforma do GNPS como quercetina-3-O-
(2”galoil)-a-L-ramnopiranosideo. Em preto o espectro da referéncia e em verde, 0
espectro experimental.
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FIGURA A28 - Espectro de MS? do composto de m/z 599,1030 e tr 7,05 min obtidos
no modo negativo de ionizagdo em (a) alta, (b) média e (c) baixa energia de colisdo.

—ESI Product Ion (rt: 7.056-7.180 min, 3 scans) CID@34.2 (599.1009[z=1] —> *%*) 201006 high_energy_APF_spe_F2_neg01.d (a)
OH

x10 4

0.94
0.8
0.71
0.6+
0.51
0.4+
0.3
0.2

0.1

0L

x10 3

301.0335

*

380 490 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600
rge (m/z)

—ESI Product Ion (rt: 7.014-7.111 min, 3 scans) CID@20.6 (599.1029[z=1] —> *%) 201006 medium_energy APF_spe_F2_neg01.d (b)
OH

151.0024
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 &80 300 320 340 38%
ounts vs. Mass—to—Cha
301.0344
o o]
OH
o
H
OH
HO
178.9965

599.1023

447.0891

80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 &ggngsoessﬁlgs%‘leo—

Eha

380 4(}0 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600
rge (m/z)

x103

—ESI Product Ion (rt: 7.061 min) Frag=137.8V CID@13.9 (599.1030[z=1] —> *%*) 201006 low_energy APF_spe_F2_neg01.d S%)
o 4
599102

301.0340

HO

112.9846

542.4379

80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 g§8n300 3&0 340 38?1?]

ts vs. Mass—to—

174

380,400,420 440 460 480 500 520 540 560 580 600
rge (m/z)



FIGURA A29 - Espectro de MS? do composto de m/z 300,9985 e tr 5,70 min obtidos
no modo negativo de ionizagdo em (a) alta, (b) media e (c) baixa energia de colisédo.
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FIGURA A30 - Espectro de MS? do composto de m/z 305,0659 e tr 0,82 min obtidos
no modo negativo de ionizagdo em (a) alta e (b) média energia de colisdo.
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FIGURA A31 - Espectro de MS? do composto de m/z 305,0659 e tr 1,55 min obtidos
no modo negativo de ionizacdo em (a) alta e (b) média e energia de colisdo.
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FIGURA A32 - Espectro de MS?2 do composto de m/z 305,0659 e tr 3,01 min obtidos
no modo negativo de ionizacdo em (a) alta, (b) media e (c) baixa energia de colisédo.
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FIGURA A33 - Mirror match do ion de m/z 305,06 obtido no modo negativo de
ionizacdo e que foi anotado pela plataforma do GNPS como epigalocatequina. Em
preto o espectro da referéncia e em verde, o espectro experimental.
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FIGURA A34 - Espectro de MS? do composto de m/z 289,0711 e tr 4,27 min obtidos
no modo negativo de ionizagdo em (a) alta, (b) media e (c) baixa energia de colisédo.
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FIGURA A35 - Mirror match do ion de m/z 289,07 obtido no modo negativo de
ionizacéo e que foi anotado pela plataforma do GNPS como epicatequina. Em preto o
espectro da referéncia e em verde, 0 espectro experimental.
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FIGURA A36 - Espectro de MS2 do composto de m/z 319,0451 e tr 5,08 min obtidos
no modo negativo de ionizagdo em (a) alta, (b) média e (c) baixa energia de colisdo
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FIGURA A37 - Espectro de MS? do composto de m/z 303,0508 e tr 6,06 min obtidos
no modo negativo de ionizagdo em (a) alta, (b) media e (c) baixa energia de colisédo.
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FIGURA A38 - Mirror match do ion de m/z 303,05 obtido no modo negativo de
ionizacdo e que foi anotado pela plataforma do GNPS como taxifolina. Em preto o
espectro da referéncia e em verde, o espectro experimental.
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FIGURA A39 - Espectro de MS?2 do composto de m/z 459,0925 e tr 4,95 min obtidos
no modo positivo de ionizacdo em (a) alta, (b) média e (c) baixa energia de coliséo.
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FIGURA A40 - Espectro de MS?2 do composto de m/z 443,0975 e tr 5,83 min obtidos
no modo positivo de ionizacdo em (a) alta, (b) média e (c) baixa energia de coliséo.
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FIGURA A41 - Espectro de MS?2 do composto de m/z 329,2324 e tr 8,71 min obtidos
no modo negativo de ionizagdo em (a) alta, (b) media e (c) baixa energia de colisédo.
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FIGURA A42 - Espectro de MS2 do composto de m/z 343,2479 e tr 10,11 min
obtidos no modo negativo de ionizacdo em alta energia de coliséo
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FIGURA A43 - Espectro de MS?2 do composto de m/z 327,2169 e tr 8,24 min obtidos
no modo negativo de ionizagdo em (a) alta, (b) media e (c) baixa energia de colisédo.
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FIGURA A44 - Espectro de MS? do composto de m/z 191,0556 e tr 4,25 min obtidos
no modo negativo de ionizagdo em (a) alta, (b) media e (c) baixa energia de coliséo.
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FIGURA A45 - Espectro de MS? do composto de m/z 191,0556 e tr 4,72 min obtidos
no modo negativo de ionizagdo em (a) alta, (b) media e (c) baixa energia de coliséo.
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FIGURA A46 - Mirror match do ion de m/z 191,06 obtido no modo negativo de
ionizacdo e que foi anotado pela plataforma do GNPS como acido quinico. Em preto
0 espectro da referéncia e em verde, 0 espectro experimental.
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FIGURA A47 - Espectro de MS?2 do composto de m/z 337,0923 e tr 4,87 min obtidos
no modo negativo de ionizagdo em (a) alta, (b) media e (c) baixa energia de colisédo.
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FIGURA A48 - Mirror match do ion de m/z 337,09 obtido no modo negativo de
ionizacdo e que foi anotado pela plataforma do GNPS como &cido 3-p-coumaroil
quinico. Em preto o espectro da referéncia e em verde, 0 espectro experimental.
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FIGURA A49 - Espectro de MS?2 do composto de m/z 353,0869 e tr 4,25 min obtidos
no modo negativo de ionizagdo em (a) alta, (b) méedia e (c) baixa energia de colisédo.
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FIGURA A50 - Espectro de MS? do composto de m/z 353,0869 e tr 4,72 min obtidos
no modo negativo de ionizagdo em (a) alta, (b) méedia e (c) baixa energia de colisédo.
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FIGURA A51 - Mirror match do ion de m/z 353,09 obtido no modo negativo de
ionizacdo e que foi anotado pela plataforma do GNPS como acido 5-O-cafeoilquinico.
Em preto o espectro da referéncia e em verde, o0 espectro experimental.
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FIGURA A52 - Mirror match do ion de m/z 353,09 obtido no modo negativo de
ionizacdo e que foi anotado pela plataforma do GNPS como acido clorogénico. Em
preto o espectro da referéncia e em verde, 0 espectro experimental.
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FIGURA A53 - Espectro de MS? do composto de m/z 343,0658 e tr 0,77 min obtidos
no modo negativo de ionizagdo em (a) alta, (b) média e (c) baixa energia de coliséo.
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FIGURA A54 - Espectro de MS? do composto de m/z 343,0658 e tr 1,68 min obtidos
no modo negativo de ionizacdo em (a) alta, (b) media e (c) baixa energia de colisédo.
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FIGURA A55 - Espectro de MS?2 do composto de m/z 369,1172 e tr 5,39 min obtidos
no modo positivo de ionizacdo em (a) alta, (b) média e (c) baixa energia de coliséo.
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FIGURA A56 - Espectro de MS?2 do composto de m/z 525,1182 e tr 8,04 min obtidos
no modo negativo de ionizagdo em (a) alta, (b) media e (c) baixa energia de colisédo.
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FIGURA A57 - Espectro de MS?2 do composto de m/z 525,1182 e tr 8,61 min obtidos
no modo negativo de ionizagdo em (a) alta, (b) méedia e (c) baixa energia de colisédo.
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FIGURA A58 - Espectro de MS? do composto de m/z 541,1182 e tr 7,19 min obtidos
no modo negativo de ionizagdo em (a) alta, (b) méedia e (c) baixa energia de colisédo.
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FIGURA A59 - Espectro de MS?2 do composto de m/z 287,0556 e tr 7,62 min obtidos
no modo negativo de ionizagdo em (a) alta, (b) media e (c) baixa energia de colisédo.
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FIGURA A60 - Espectro de MS?2 do composto de m/z 523,1022 e tr 7,70 min obtidos
no modo negativo de ionizagdo em (a) alta, (b) media e (c) baixa energia de colisédo.
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FIGURA AG61 - Espectro de MS?2 do composto de m/z 523,1022 e tr 8,74 min obtidos
no modo negativo de ionizagdo em (a) alta, (b) méedia e (c) baixa energia de coliséo.
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FIGURA A62 - Espectro de MS?2 do composto de m/z 523,1022 e tr 9,75 min obtidos
no modo negativo de ionizagdo em (a) alta, (b) media e (c) baixa energia de colisédo.
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FIGURA AG63 - Espectro de MS? do composto de m/z 539,0967 e tr 7,86 min obtidos
no modo negativo de ionizacdo em (a) alta, (b) media e (c) baixa energia de colisédo.
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FIGURA A64 - Espectro de MS? do composto de m/z 387,0866 e tr 9,07 min obtidos
no modo negativo de ionizagdo em (a) alta, (b) méedia e (c) baixa energia de colisédo.
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FIGURA AB5 - Espectro de MS?2 do composto de m/z 183,0293 e tr 4,30 min obtidos
no modo negativo de ionizagdo em (a) alta, (b) media e (c) baixa energia de colisédo.
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FIGURA AG66 - Espectro de MS?2 do composto de m/z 183,0293 e tr 5,75 min obtidos
no modo negativo de ionizagdo em (a) alta, (b) média e (c) baixa energia de colisédo.
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FIGURA AG67 - Espectro de MS?2 do composto de m/z 183,0293 e tr 6,22 min obtidos
no modo negativo de ionizagdo em (a) alta, (b) meédia e (c) baixa energia de colisédo.
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FIGURA A68 - Espectro de MS?2 do composto de m/z 197,0451 e tr 5,55 min obtidos
no modo negativo de ionizacdo em (a) alta, (b) media e (c) baixa energia de coliséo.
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FIGURA A69 - Espectro de MS?2 do composto de m/z 335,0403 e tr 5,55 min obtidos
no modo negativo de ionizagdo em (a) alta e (b) média energia de colisdo.
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FIGURA A70 - Espectro de MS?2 do composto de m/z 335,0403 e tr 6,22 min obtidos
no modo negativo de ionizacdo em (a) alta e (b) média energia de colisdo.
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FIGURA A71 - Espectro de MS?2 do composto de m/z 335,0403 e tr 6,95 min obtidos
no modo negativo de ionizacdo em (a) alta e (b) média energia de coliséo.
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FIGURA A72 - Espectro de MS? composto de m/z 321,0244 e tr 4,31 min obtidos no
modo negativo de ionizacdo em (a) alta e (b) media energia de colisdo.
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FIGURA A73 - Espectro de MS?2 do composto de m/z 487,0509 e tr 6,95 min obtidos
no modo negativo de ionizacdo em (a) alta e (b) média energia de colisdo.
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FIGURA A74 - Espectro de MS? do composto de m/z 473,0349 e tr 5, 39 min obtidos
no modo negativo de ionizacdo em (a) alta e (b) média energia de colisdo.
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FIGURA A75 - Espectro de MS?2 do composto de m/z 169,0138 e tr 0,87 min obtidos
no modo negativo de ionizacdo em (a) alta e (b) média energia de colisdo.
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FIGURA A76 - Espectro de MS? do composto de m/z 169,0138 e tr 1,68 min obtidos
no modo negativo de ionizagdo em (a) alta e (b) média energia de coliséo.
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FIGURA A77 - Espectro de MS? do composto de m/z 169,0138 e tr 4,30 min obtidos
no modo negativo de ionizagdo em (a) alta e (b) média energia de colisdo.
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FIGURA A78 - Mirror match do ion de m/z 169,01 obtido no modo negativo de
ionizacdo e que foi anotado pela plataforma do GNPS como éacido galico (CI8). Em
preto o espectro da referéncia e em verde, 0 espectro experimental.
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FIGURA A79 - Mirror match do ion de m/z 169,01 obtido no modo negativo de
ionizacdo e que foi anotado pela plataforma do GNPS como &cido galico (C19). Em
preto o espectro da referéncia e em verde, 0 espectro experimental.
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FIGURA A80 - Mirror match do ion de m/z 169,01 obtido no modo negativo de
ionizacéo e que foi anotado pela plataforma do GNPS como acido géalico (CI110). Em
preto o espectro da referéncia e em verde, o espectro experimental.
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FIGURA A81 - Espectro de MS? do composto de m/z 345,2434 e tr 19,09 min obtidos
no modo negativo de ionizacdo em (a) alta, (b) média e (c) baixa energia de colisdo.
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FIGURA A82 - Espectro de MS? do composto de m/z 343,2275 e tr 18,23 min obtidos
no modo negativo de ionizacdo em (a) alta, (b) méedia e (c) baixa energia de colisdo.
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FIGURA A83 - Espectro de MS? do composto de m/z 317,2116 e tr 17,84 min obtidos
no modo negativo de ionizacdo em (a) alta, (b) média e (c) baixa energia de colisao.
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FIGURA A84 - Espectro de MS? do composto de m/z 369,2429 e tr 18,52 min obtidos
no modo negativo de ionizacdo em (a) alta, (b) média e (c) baixa energia de colisao.
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FIGURA A85 - Espectro de MS? do composto de m/z 373,2740 e tr 20,45 min obtidos
no modo negativo de ionizacdo em (a) alta, (b) média e (c) baixa energia de colisdo.
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FIGURA A86 - Espectro de MS? do composto de m/z 371,2585 e tr 19,31 min obtidos
no modo negativo de ionizacdo em (a) alta, (b) media e (c) baixa energia de colisdo.
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FIGURA A87 - Espectro de MS? do composto de m/z 347,2589 e tr 20,33 min obtidos
no modo negativo de ionizacdo em (a) alta, (b) média e (c) baixa energia de colisdo.
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FIGURA A88 - Espectro de MS? do composto de m/z 319,2274 e tr 18,93 min obtidos
no modo negativo de ionizacdo em (a) alta, (b) media e (c) baixa energia de coliséo.
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FIGURA A89 - Distribui¢do do pentagaloil hexosideo pelos tecidos da planta.
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FIGURA A90 - Distribuicdo do hexagaloil hexosideo pelos tecidos da planta.
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FIGURA A91 - Distribuicdo da apigenina-6-C-glucosideo pelos tecidos da planta.
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FIGURA A92 - Distribuicdo da quercetina-3-O-arabinosideo pelos tecidos da planta.
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FIGURA A93 - Distribuicdo da quercetina-3-O-ramnosideo pelos tecidos da planta.
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FIGURA A94 - Distribuicdo do acido 3-O-metileladgico ramnosideo pelos tecidos da
planta.
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FIGURA A95 - Distribuicdo da quercetina-3-O-glucosideo pelos tecidos da planta.
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FIGURA A96 - Distribuicdo da miricetina-3-O-glucosideo pelos tecidos da planta.
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FIGURA A97 - Distribuicdo da (epi)catequina pelos tecidos da planta.
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FIGURA A98 - Distribuicdo dos isomeros (epi)catequina pelos tecidos da planta.
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FIGURA A99 - Distribuicdo da taxifolina pelos tecidos da planta.
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FIGURA A100 - Distribuicédo da diidromiricetina pelos tecidos da planta.

UnknownRT[min]=5.08 m/z=319.0448

3.5

3.0+

Height (1e+4)
= = N N
e b . ?.Y

I
n
L

o
o

Ramos Folhas Caules Folhas Raizes

Branco
Amostras coletadas

Amostras cultivadas

FIGURA A101 - Distribuicdo do derivado do &cido 9,12,13-triidroxioctadecaenoico

com formacao de dupla ligacéo pelos tecidos da planta.
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FIGURA A102 - Distribuigdo do &cido 9,12,13-triidroxioctadecaenoico pelos tecidos

da planta.
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FIGURA A103 - Distribuicédo da chalcona eridictiol pelos tecidos da planta.
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FIGURA A104 - Distribuicdo da urundeuvina I pelos tecidos da planta.
UnknownRT[min]=9.07 m/z=387.0856
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FIGURA A105 - Distribuigédo dos isdmeros da urundeuvina B, D ou F pelos tecidos
da planta.
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FIGURA A106 - Distribuicdo da urundeuvina E ou H pelos tecidos da planta.
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FIGURA A107 - Distribuicdo dos isdbmeros urundeuvina A,
tecidos da planta.
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J ou matosina pelos

5.0

Height (1e+5)
w E-Y
2 °

g
(=]
1

gy
o
L

0.0~

Ramos Folhas Caules Folhas

Raizes Branco
Amostras coletadas

Amostras cultivadas
UnknownRT[min]=8.07 m/z=525.1175

5.0

Height (1e+5)
w &
? <

™
<

=
<

o
?

Ramos Folhas Caules Folhas

Raizes Branco
Amostras coletadas

Amostras cultivadas

FIGURA A108 - Distribuicdo da urundeuvina C ou G pelos tecidos da planta.
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FIGURA A109 - Distribuicdo da urundeuvina A, J ou matosina hexosideo pelos
tecidos da planta.
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FIGURA A110 - Distribuicéo do acido A**! anacardico pelos tecidos da planta.
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FIGURA Al11 - Distribuicdo do acido A anacardico pelos tecidos da planta.
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FIGURA A112 - Distribuicdo do 4cido A2 anacardico pelos tecidos da planta.
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FIGURA A113 - Distribuicdo do acido A*™? anacardico pelos tecidos da planta.
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FIGURA Al114 - Distribuicdo do acido A*™? anacardico pelos tecidos da planta.
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FIGURA A115 - Distribuicdo do 4cido A" anacardico pelos tecidos da planta.
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FIGURA AL116 - Distribuicdo do acido A" anacéardico pelos tecidos da planta.
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FIGURA A117 - Distribuicdo do 4cido A'** anacérdico pelos tecidos da planta.
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FIGURA A118 - Distribuicdo dos derivados da catequina pelas fragdes ativas no

ensaio bioldgico in vitro.
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FIGURA A119 - Distribuicdo dos &cidos graxos pelas fracBes ativas no ensaio
bioldgico in vitro.
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FIGURA A120 - Distribuicdo dos derivados do acido gélico pelas fracdes ativas no

ensaio bioldgico in vitro.
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FIGURA A121 - Distribui¢do dos acidos anacardicos pelas fragfes ativas no ensaio

bioldgico in vitro.
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FIGURA A121 - Distribui¢do dos acidos anacardicos pelas fragfes ativas no ensaio

bioldgico in vitro.
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