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RESUMO GERAL

Alelopatia ¢ o processo que envolve metabolitos secundarios ou primarios, produzidos pelas
plantas e microrganismos, que influencia o crescimento e o desenvolvimento de sistemas
agricolas e bioldgicos. A intensidade dos efeitos alelopaticos de uma planta pode depender do
habitat, da idade e condig¢des biodticas e abidticas a que estavam sujeitas na época em que
forem coletadas. Quando substancias alelopaticas sdo purificadas e identificadas, podem ser
utilizadas para o desenvolvimento de produtos alernativos baseados em compostos naturais
para o controle de espécies infestantes. O ambiente de cerrado possui condigdes ambientais
bastante estressantes, principalmente na época da seca, e deve favorecer uma maior variedade
de aleloquimicos nas espécies Rapanea ferruginea (Ruiz & Pav.) Mez ¢ Rapanea umbellata
(Mart.) Mez (Primulaceae), que possuem folhas com canais resiniferos e glandulas secretoras
diminutas, esparsas por toda face abaxial, que podem acumular terpenos ou taninos. A
hipdtese desta tese ¢ que devem existir substancias alelopaticas em espécies de Rapanea que
favorecam o seu estabelecimento no cerrado e que estas devem ser influenciadas por fatores
sazonais ou pela idade das plantas. A alelopatia ocorre pela liberacdo de aleloquimicos no
ambiente e estes podem apresentar importancia econdmica, servindo de modelos para a
producdo de herbicidas de origem natural, menos agressivos ao meio ambiente. No primeiro
capitulo, comparou-se o efeito da idade e da sazonalidade da época de coleta das folhas sobre
a atividade alelopatica de extratos aquosos de individuos de R. ferruginea e R. umbelata. Para
tanto, bioensaios de germinagdo e comprimento inicial de espécies bioindicadoras cultivadas
comercialmente (alface, tomate e cebola) foram realizados sob influéncia dos extratos foliares
aquosos de individuos adultos e jovens provenientes de estacdo chuvosa e seca a 10 e 5%
(massa de p6 de folhas por volume de agua destilada, g/mL). O extrato de R. umbellata adulta
coletada em estacdo seca apresentou atividade alelopatica elevada e foi escolhido para os
demais estudos desta tese. No segundo capitulo, comparou-se a atividade alelopatica do
extrato aquoso foliar de R. umbellata (10 e 5%) com a de um herbicida sintético (oxifluorfem)
sobre a germinagdo e comprimento inicial de espécies infestantes de culturas agricolas:
capim-arroz (Echinochloa crus-galli L., Poaceac), amendoim-bravo (Euphorbia heterophylla
L., Euphorbiaceae) e corda-de-viola (Ipomoea grandifolia Drammer., Convolvulaceae). No
terceiro capitulo, a bioprospecc¢do, purificacao e isolamento de metabolitos secundarios de
interesse agrondmico foi realizada com folhas de R. umbellata. Para que houvesse um
direcionamento na purificacdo destes compostos, bioensaios de coleoptilos estiolados de trigo,
germinacdo e comprimento inicial de agrido, alface, cebola e tomate foram realizados sob
efeito de extratos de solventes organicos. O extrato acetonico foi o mais ativo e, portanto, foi
utilizado em fracionamento em coluna cromatogréafica. Suas fragdes foram purificadas em
CLAE e coluna de Sephadex. Os compostos isolados e purificados foram identificados
através de RMN'H e "*C. Os resultados obtidos com esta tese permitem dizer que a alelopatia
¢ uma das formas das espécies de R. ferruginea ¢ R. umbellata se estabelecerem no cerrado. A
atividade alelopatica de suas folhas ¢ influenciada em maior grau pela época de coleta (mais
ativas em estagao seca) do que pela idade das plantas. O extrato foliar aquoso de R. umbellata
apresentou ac¢do distinta do herbicida sintético oxifluorfem, sendo bastante ativo sobre a parte
radicular das espécies infestantes, enquanto o herbicida sintético foi mais ativo sobre a parte
aérea destas espécies. A bioprospec¢ao das folhas de R. umbellata levou ao isolamento e a
purificagdo das substancias luteina e (-)-Catequina. A (-)-Catequina apresenta potencial para
ser utilizada como herbicida de origem natural e biodegradavel.

Palavras-chave: Aleloquimicos, Fitoquimica, Herbicida, Metabdlitos Secundarios, Savana.



ABSTRACT

Allelopathy is a process that involves primary or secondary metabolites produced by plants
and microorganisms, which influences the growth and development of agricultural and
biological systems. The intensity of plant allelopathic effects may depend on the habitat, age
and the biotic and abiotic conditions during the seasons in which they were collected. When
allelopathic substances are purified and identified, they can be used to develop alternative
products based on natural compounds to control weed species. The Brazilian savanna
(cerrado) has very stressful environment conditions, mainly in dry periods, and should favor a
greater variety of allelochemicals in Rapanea ferruginea (Ruiz & Pav.) Mez and Rapanea
umbellata (Mart.) Mez (Primulaceae), which have leaves with resin canals and minute
secretory glands, sparse throughout the abaxial surface, that can accumulate terpenes or
tannins. This thesis hypothesis is that there must be allelopathic substances in the species of
Rapanea to favor their establishment in the savanna and that they should be influenced by
seasonal factors or by plant age. Allelopathy occurs by the release of allelochemicals in the
environment and these may have economic importance, serving as molecular models for the
production of natural herbicides, less harmful to the environment. In the first chapter, we
compared the effect of plant age and season of leave collection on the allelopathic activity of
aqueous extracts of R. ferruginea and R. umbelata. For this, germination and initial length
bioassays were conducted using commercially bioindicator cultivated species (lettuce, tomato
and onion) under the influence of the aqueous leaf extracts of adults and young individuals
from wet and dry season at 10 and 5% (weight of leaf powder per volume of distilled water,
g/mL). The extract of adult R. umbellata collected in the dry season showed the highest
allelopathic activity and was chosen for the other studies of this thesis. In the second chapter,
we compared the allelopathic activity of leaf aqueous extract of R. umbellata (10 and 5%)
with the synthetic herbicide Oxyfluorfen on germination and initial length of weed species:
barnyardgrass (Echinochloa crus-galli L., Poaceae), wild poinsettia (Euphorbia heterophylla
L., Euphorbiaceae) and morning-glory (Ipomoea grandifolia Drammer., Convolvulaceae). In
the third chapter, bioprospection, purification and isolation of secondary metabolites of
agronomic interest was performed with R. umbellata leaves. Bioassays wheat of etiolated
coleoptiles and germination and initial length of cress, lettuce, onion and tomato were
performed under the effect of extracts of organic solvents for the direction of the compounds
purification. The acetone extract was the most active and therefore was used to be fractionated
by chromatographic column. It fractions were purified HPLC and Sephadex column. The
isolated and purified compounds were identified by NMR'H and "*C spectra. This thesis
results permit we to affirm that allelopathy is one way of the R. ferruginea and R. umbellata
species to establish themselves in the savanna. The allelopathic activity of its leaves is
influenced to a greater degree by the collection season (most active in dry season) than by
plant age. The R. umbellata aqueous leaf extract showed distinct action than the Oxyfluorfen
synthetic herbicide, being very active on the root part of the weed species while the synthetic
herbicide was more active on the arial parts of these species. The bioprospection of R.
umbellata leaves conditioned isolation and purification of the substances lutein and (-)-
catechin. (-)-Catechin has the potential to be used as a natural origin and biodegradable
herbicide.

Key-words: Allelochemicals, Herbicide, Phytochemistry Secondary Metabolites, Savanna.



INTRODUCAO GERAL:

Biodiversidade e o Cerrado

A biodiversidade na Terra se divide em trés niveis, que interagem entre si (Odum &
Barrett 2011): a diversidade de hébitats, a diversidade de espécies e a diversidade genética.
Ela pode apresentar valor econdmico direto ou indireto. Entre os diversos tipos de uso da
biodiversidade com valor econdomico direto, estdo o consumo de variedades de espécies
alimenticias e outros materiais para subsisténcia da populacdo humana, além de produtos
madeireiros e nao-madeireiros extraidos do ambiente natural e negociados em mercados
nacionais e internacionais. Além disso, esta categoria inclui o valor potencial de novos
produtos para a industria, farmdcia, agricultura e o melhoramento genético de espécies
agricolas (Mota 2003). Por exemplo, uma espécie selvagem pode apresentar genes que
confiram maior produtividade ou maior resisténcia a patdgenos, ou pode conter ingredientes
desconhecidos que levem a novas drogas medicamentosas, herbicidas e pesticidas de origem
natural.

Entre os usos da biodiversidade com valor econdmico indireto estdo os servigos
ambientais que os ecossistemas apresentam como controle de erosdo, abastecimento de agua,
controle da poluicdo atmosférica, polinizagdo, bercarios para peixes e recrea¢do (Bernardes
1999). Exceto pelo abastastecimento de adgua, estes servigos, normalmente, ndo sdo cobrados
pelos governos dos paises, mas caso faltem trardo grandes prejuizos e até colapsos dos
sistemas urbanos.

Apesar do valor que a biodiversidade apresenta a humanidade, ela vem sendo perdida
de varias maneiras. O homem sempre exerceu pressao modificadora sobre a natureza, mas ela
se intensificou apds a revolucdo industrial no século XVIII. Atualmente as taxas de extin¢ao
alcancaram valores sem precedentes no periodo geoldgico em que vivemos (May 2010;
Primack & Rodrigues 2001). A extingdo de espécies normalmente ndo ocorre por um Unico
fator. Na maioria dos casos, varias forcas diferentes agem sinergicamente. Os fatores que
afetam a biodiversidade sdo (do mais ao menos impactante): o desmatamento e a
fragmentacdo dos hdabitats, invasdes de espécies exogenas, poluigdo ambiental, pressao
antropica das superpopulagcdes humanas e caga indiscriminada (Wilson 2002).

O desmatamento, seja por retirada de madeira, queimadas, urbanizacdo ou expansao
da fronteira agricola, reduz diretamente a biodiversidade. Quando ele ndo acaba totalmente

com os habitats, cria fragmentos com ilhas de vegetacdo remanescente com maiores



quantidades de borda. Alguns efeitos de borda mais importantes sdo as alteragdes da
luminosidade, temperatura, umidade e vento que podem alterar drasticamente a composi¢ao
biologica da area (Odum & Barrett 2011). A diversidade de arvores, por exemplo, devera
diminuir na borda em relagdo ao centro da formagao florestal. Além disso, o excesso de borda
facilita a entrada de espécies exdticas no ambiente (Carmo et al. 2011). A redugdo das areas
de habitats por desmatamento resulta em ilhas capazes de tolerar apenas um numero limitado
de espécies. Se o tamanho das populagdes for pequeno demais, havera depressdao endogamica
que levara a extingdes (Simberloff 1986).

O Cerrado ¢ uma das formagdes vegetais de grande biodiversidade encontrada no
Brasil com maior pressao de perda de biodiversidade por desmatamento e fragmentagdo. O
Cerrado ¢ um dominio fitogeografico que inclui o cerrado sensu lato (complexo de biomas
formado por: campo topical, savanas — ou cerrado Strictu sensu - e floresta estacional),
floresta ripicola, campo ripicola, floresta estacional semidecidua, floresta estacional decidua,
campo umido, entre outros (Batalha 2011).

Segundo Sano et al. (2008), estes sdo os biomas mais fragmentados do Brasil. Sua
area total original era de 204,7 milhdes de hectares (IBGE 2004), a segunda maior do pais,
perdendo apenas para os biomas da Amazdnia (Klink & Machado 2005). Ele expande-se
pelos Estados da Bahia, Goias, Maranhao, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais,
Parana, Piaui, Tocantins e Sao Paulo.

O Cerrado se desenvolveu em solos antigos, profundos, hidratados por aqiiiferos,
acidos e pobres em nutrientes, mas com elevado conteiido de aluminio (Haridasan 2001).
Outro fator determinante na estrutura e composi¢ao do Cerrado ¢ o fogo, presente
principalmente na época chuvosa devido aos raios (Moreira 2000). Além do Cerrado ser um
hotspot mundial (Myers et al. 2000), como possui 44% das espécies vegetais endemicas, ¢ a
savana tropical mais rica do mundo (Klink & Machado 2005).

A histéria de desmatamento no Cerrado teve inicio no periodo cafeeiro, mas se
intensificou principalmente apos extensivo uso de fertilizantes e corre¢do do pH de seu solo
para a agricultura, principalmente entre as décadas de 1960 e 1980 (Silva 2005). Atualmente,
as principais pressoes da agricultura sobre o Cerrado sdo a pecudria e as monoculturas de soja.
Elas sdo responsaveis por desmatamentos ainda maiores que os observados na Amazonia
(Klink & Machado 2005). Isto também se deve ao fato do codigo florestal atual prever apenas
20% da preservagdo do Cerrado (com exce¢do do Amazonico).

Nos estados de Sdo Paulo, Parana e Mato Grosso do Sul existem os menores valores

de indice de cobertura vegetal natural, correspondendo a 15, 32 e 32% respectivamente (Sano



et al. 2008). No Estado de Sdo Paulo, o Cerrado ocorre na forma de inimeros fragmentos
dispersos (menores que 100 ha), dos quais 5% estdo localizados no interior de dez Unidades
de Conservagao (Secretaria do Meio Ambiente do Estado de Sao Paulo 1997).

Além das consequencias da fragmentacdo ja discutidas, apesar do Cerrado ser
adaptado ao fogo, os regimes de queima de pastagens e da cana-de-acucar na época seca
resultaram em grandes problemas com a lixivia¢do, a compactagdo e erosdao do solo. O fogo
facilita a invasdo de espécies exoticas altamente competitivas, principalmente de gramineas
africanas, as quais produzem grande quantidade de biomassa, que fica seca no inverno,
funcionando como estopim para novos incéndios (Carmo et al. 2011; Klink & Machado

2005).

Agricultura

A agricultura convencionalmente praticada no Brasil tem exercido grande pressao
sobre as espécies nativas. Além da demanda crescente por novas areas de plantio que resultam
em expansdo da fronteira agricola, ha o uso de pesticidas, herbicidas e fertilizantes de modo
descontrolado e com sérias conseqiiéncias (Khanh et al. 2005).

O enriquecimento por nutrientes (como fertilizagdo com nitrogénio) para sustentar o
crescente niimero de pessoas e animais, tende a trazer plantas infestantes e exdticas invasoras,
pois estes organismos estdo adaptados e prosperam em ambientes eutrofizados. A maior parte
da emissdo antropica de nitrogénio provém da queima dos combustiveis fosseis e dos
fertilizantes. Esse nutriente pode afetar as areas naturais diretamente através da contaminagao
do solo, ou da deposi¢do do nitrogénio emitido na atmosfera em areas naturais (Bobbink et al.
2010).

A demanda por novas terras ao plantio e expansdo da fronteira agricola ¢
injustificavel, uma vez que ja foi demonstrado que o Brasil possui uma area desprovida de
vegetagdo natural suficiente para acomodar a expansao da producao agricola (Martinelli et al.
2010).

A agricultura ndo deve ser uma pratica que se opde a conservagdo da biodiversidade,
pelo contrario, ambas devem caminhar juntas para uma melhor produ¢do com maior
desenvolvimento sustentavel. O desenvolvimento sustentavel ¢ desenvolvimento econdomico
que satisfaz tanto as necessidades humanas por recursos presentes quanto futuras, enquanto
minimiza impactos sobre a diversidade biologica (WRI/IUCN/UNEP 1992). Investir em

infra-estrutura de unidades de conservagdo para melhorar a protecdo a biodiversidade e



proporcionar oportunidades de renda as populacdes locais sdo diretrizes compativeis com o
desenvolvimento sustentavel, bem como o desenvolvimento de alternativas para a produ¢do
agricolas necessaria a vida humana (Primack & Rodrigues 2001).

Algumas das alternativas para a agricultura convencional sdo praticas de base
agroecologicas como o plantio direto, rotagdo de culturas, agroflorestas, produgdo “organica”,
controle bioldgico de insetos e plantas infestantes, bem como engenharia bioldgica de plantas
que produzam metabdlitos secundarios com funcdo pesticida ou herbicida e o uso de
substancias quimicas menos agressivas ao meio ambiente (Singh et al. 2001; Khanh et al.
2005).

A biodiversidade presta servigos de valores diretos e indiretos muito importantes a
agricultura, uma vez que promove o controle da erosio do solo, a manuten¢do de
polinizadores, a ciclagem de nutrientes e 4gua, oferece um banco genético de melhoramento e
produgdo de medicamentos e defensivos de origem natural. Além disso, 0s recursos genéticos
da biota brasileira precisam ser preservados, identificados e patenteados para que casos de

biopirataria sejam evitados (Mascarenhas 2004; Primack & Rodrigues 2001).

Metabdlitos secundarios

As plantas produzem muitos compostos organicos que ndo parecem ter relacdo direta
com o crescimento e desenvolvimento vegetal, denominados metabdlitos secundarios (Taiz &
Zeiger 2009; Raven et al. 2010). Estes compostos estdo localizados no terceiro nivel da
biodiversidade, o da diversidade genética. Isto porque uma maior variedade de combinagdes
de genes proporciona uma grande gama de substincias que poderdo ser transcritas. Ao
contrario dos metabdlitos primdrios, os secundarios sdo muito mais especificos de uma
espécie ou um grupo de espécies. A importancia destas substancias s6 comegou a ser estudada
a partir do século XIX, onde houve interesse por sua aplicagdo em medicamentos, aromas €
outros produtos (Yunes & Cechinel Filho 2001).

Uma vez que os vegetais sao sésseis, necessitam de substancias que possam protegé-los
dos perigos que possam sofrer. Os metabdlitos secundarios podem proteger a planta contra a
herbivoria e infec¢do por patdgenos, € agir como atrativos aos polinizadores e dispersores,
além de atuarem na competi¢do planta-planta e na simbiose planta-microorganismo por meio
da alelopatia (Larcher 2000; Oliveros-Bastidas 2008; Taiz & Zeiger 2009; Raven et al. 2010).
Os metabolitos secundarios podem ser chamados de bioativos e também exercem fungdo de

reconhecimento, defesa ou inibicdo de outras substincias toxicas (Larcher 2000). Sua



producdo, acimulo e liberagdo no ambiente pode ser influenciada por fatores ambientais
(Gobbo-Neto & Lopes 2007) como a radiacdo solar (Tharayil & Triebwasser 2010),
temperatura, intensidade luminosa, radiacdo ultravioleta, textura do solo, microrganismos,
ataque de insetos, disponibilidade de dgua e nutrientes (Chou 1986; Einhellig 1996; Blanco
2007), pela idade da planta (Larcher 2000) e de seus orgdos (Coley 1983; Raven et al. 2010).
De modo geral, os metabolitos secundarios se dividem em trés classes de substancias
quimicas (Taiz & Zeiger 2009): os terpenos, os compostos fendlicos e os compostos

nitrogenados.

Terpenos

Os terpenos sdo a maior classe de metabdlitos secundarios existentes nas plantas. Sdo
em sua maioria polares e soliiveis em agua. Sua sintese ocorre a partir de acetil CoA (rota do
acido mevalonico) ou de moléculas glicosidicas como o piruvato e o 3-fosfoglicerato (rota do
metileritritol fosfato ou MEP) (Dewick, 2002). Os terpenos sdo formados a partir da uniao de
unidades de isopreno (Cs) e, portanto, sdo classificados pela quantidade de unidades Cs que
apresentem. Os terpenos contendo dez carbonos sdo chamados de monoterpenos, os com 15
carbonos sdo sesquiterpenos, ¢ os com 20 carbonos sao diterpenos. Compostos com 30 ou 40
carbonos sao denominados triterpenos e tetraterpenos, respectivamente e, os com mais de 40
carbonos s3o nominados de politerpendides.

Alguns terpenos tém papel importante no desenvolvimento vegetativo de plantas,
podendo ser considerados metabolitos primarios. Exemplos destes tipos de terpenos sdo as
giberilinas, os esterdides de membrana celular, os carotendides e o acido abscisico. Como
metabolitos secundarios, os terpenos podem ser alelopaticos (Duke & Oliva 2004), inseticidas
e repelentes contra insetos (como os piretroides e os oOleos essenciais — misturas de
monoterpenos e sesquiterpenos - mentol e limoneno) (Viegas Junior 2003) e agentes contra
infeccoes de patdgenos (saponinas agem como detergentes rompendo as membranas de

fungos ¢ bactérias patogénicas) (Yang et al. 2006).

Compostos fendlicos

Os compostos fenolicos ou fenodis possuem um anel aromatico com um grupo
hidroxila agregado (Waterman & Mole 1994). Sua sintese pode ocorrer a partir de
Fenilalanina (rota do acido chiquimico) ou Acetil CoA (rota do 4cido mevalonico) (Smith
1976). A rota do acido chiquimico, a mais comum nos vegetais, transforma fenilalanina em

acido cindmico, liberando amonia. Esta reagdo ¢ catalisada pela PAL (fenilalanina amdnia



liase) e ¢ influenciada por fatores ambientais como a presenca de nutrientes no solo,
temperatura e luz (Castro et al. 2005).

Entre os compostos fenolicos mais importantes estdo os derivados de acido benzdico,
acido cafeico e outros fenilpropanoides simples, cumarinas, ligninas, taninos ¢ flavondides
(Larcher 2000). Os derivados do acido benzodico, acido cafeico, fenilpropandides simples e
cumarinas estdo relacionados a atividade fitotoxica (Einhellig 2004). Os taninos, hidrolisdveis
ou condensados, podem ser alelopaticos (Einhellig 2004) e comumente inseticidas e
repelentes, pois costumam formar complexos proteicos dificeis de serem digeridos por
herbivoros (Taiz & Zeiger 2009).

Os flavonoides sao a maior classe de compostos fenolicos existentes. Eles sao oriundos
da juncao de compostos tanto da rota do acido chiquimico como mevaldnico. Sdo constituidos
de um esqueleto de 15 carbonos organizados em dois anéis aromdticos conectados por uma
ponte de trés carbonos. Os flavondides sdo categorizados em antocianinas (pigmentos),
flavonas, flavondis e isoflavonas. As flavonas e flavondis, geralmente, absorvem luz em
comprimentos de UV, podendo funcionar como atrativos aos polinizadores e protetores de
tecidos contra excesso de radiagdo (Ferreira et al. 2008). As flavonas e os flavonois sdo
descritos ainda como alelopaticos mediadores da interagdo planta-bactérias simbiontes ¢ do
desenvolvimento de vegetais competidores (Einhellig 2004). As isoflavonas sdo descritas
como inseticidas (Almeida, 2010) e como repositores de estrogénio humano (Esteves &

Monteiro 2001).

Compostos nitrogenados

Os compostos nitrogenados de metabolismo secundéario sdo os alcaldides, os
glicosideos cianogénicos, os glucosinolatos e os aminoacidos ndo proteicos (Taiz & Zeiger
2009).

Os alcaloides sdo bastante comuns nos vegetais. Eles possuem um atomo de nitrogénio
em um ou mais anéis heterociclicos de carbono e ¢ sintetizado a partir de aminoacidos
comuns como lisina, tiamina e triptofano, e outro aminoacido oriundo das rotas dos terpenos
(Taiz & Zeiger 2009; Larcher 2000). Sao alcalinos e soluveis em agua. Muitos apresentam
acdo contra herbivoros (nicotina e a estricnina, por exemplo) porque sao amargos, ou sao
farmacos importantes (como a morfina, cocaina, codeina, escapolamina) ou podem ser
alelopaticos (Blum 2004).

Os glicosideos cianogénicos protegem as plantas contra a predagdo, uma vez que sio

convertidos em dacido cianidrico no trato digestorio dos herbivoros (Vetter 2000). Esse



composto esta presente, por exemplo, em mandiocas selvagens. Os glucosinolatos liberam em
sua decomposi¢do, substancias de defesa vegetal, caracteristica do odor de brassicaceas (como
o repolho, brocolis e rabanete), e essas substancias agem como toxinas e repelentes contra
herbivoros (Thuler et al. 2007).

Os aminoacidos ndo-proteicos estao presentes nos vegetais de forma livre e exercem
papel de protetoras contra o ataque de herbivoros devido a sua elevada toxicidade. Eles atuam
substituindo os aminoacidos protéicos em suas estruturas, tornando-as inativas (Taiz & Zeiger
2009).

Apesar de metabdlitos secundarios de plantas serem geralmente associados com as
respostas de defesa da planta contra herbivoros e patdgenos, podem estar envolvidos em uma
ampla variedade de funcdes ecoldgicas. As plantas liberam metabdlitos secundarios que
podem alterar a constituicdo quimica do solo, aumentando assim a sua absor¢do de nutrientes
ou protecdo contra a toxicidade de metais (Weidenhamer & Callaway 2010). Metabolitos
secundarios também sdo essenciais para mediar as interacdes entre as raizes das plantas e
bactérias simbiontes (Dakora & Phillips 2002) e na comunicagdo direta entre plantas (Bertin

et al. 2003; Weir et al. 2004).

Alelopatia

Este fendmeno foi documentado pela primeira vez em cerca de 300 a.C. por escritores
gregos e romanos, mas apenas em 1937 Hans Molisch denominou "alelopatia" como
interacdes planta-planta (Rice 1984). O termo alelopatia ¢ formado pela juncao das palavras
latinas allelon (reciproco) e pathos (influéncia). Atualmente ¢ definido como qualquer efeito
direto ou indireto de compostos quimicos de plantas em outra planta ou microrganismo.
Segundo a defini¢do da Sociedade Internacional de Alelopatia, o termo diz respeito a qualquer
processo que envolva metabolitos secundarios, ou até primdrios, produzidos pelas plantas e
microrganismos, influenciando o crescimento e o desenvolvimento de sistemas agricolas e
biologicos (Torres et al. 1996).

A alelopatia ¢ reconhecida como um importante mecanismo ecoldgico, que influencia
a dominancia e a sucessao das plantas, forma¢ao de comunidades, vegetacao climax, manejo e
produtividade de culturas (Chou 1986; 1999). As substancias que apresentam atividade
alelopética, ou os “aleloquimicos”, podem estar presentes em diversos 6rgdos das plantas,
como folhas, caules, raizes, flores e frutos (Weir et al. 2004). As plantas podem liberar esses

compostos no ambiente de diversas maneiras: pela decomposi¢do de matéria vegetal, como



lixiviados no solo, volatilizacdo das substancias, ou liberacdo dos exsudatos radiculares
(Ferreira & Aquila 2000; Bertin et al. 2003). Alguns trabalhos demonstram a importancia da
microbiota do solo em alterar a atividade dos aleloquimicos (Inderjit et al. 2008; Kaur et al.
2009). Indicativos visuais de atividade alelopatica numa area sdo aros ao redor de plantas sem
nascimento de plantulas da mesma ou de outras espécies, regeneracao natural inadequada de
areas degradadas, agrupamentos de plantas da mesma espécie, entre outros (Kruse et al.
2000).

O processo de alelopatia vem sendo observado tanto em ambientes naturais como em
areas cultivadas, causando inumeras implica¢des, tanto ecoldgicas como econdmicas, tais
como o declinio de produgdes agricolas e problemas na regeneracao de areas naturais (Kruse
et al. 2000). Assim, a vegetagdo de uma determinada area pode ser um modelo de sucessdo
condicionado as plantas pré-existentes e as substadncias que possam liberar no ambiente
(Ferreira 2004).

Como espécies vegetais provenientes de Cerrado estdo submetidas a solos
oligotroficos, nutrientes tornam-se custosos. Para se protegerem de predagdo, costumam a
apresentar sindromes de defesa tais como folhas coridceas, tricomas, quantidades elevadas de
compostos fendlicos e taninos (Marquis et al. 2002; DaSilva & Batalha 2011). Diversos
trabalhos tém demonstrado atividade alelopatica de espécies nativas de muitas familias do
cerrado, utilizando-se  diferentes metodologias, e.g. Miconia albicans Triana
(Melastomaceae), Lantana camara L. (Verbenaceae), Leucaena leucocephala (Lam) de Wit
(Fabaceae) e Drimys winteri Forst (Winteraceae) (Gorla et al. 1997), Ouratea spectabilis
Mart. (Ochnaceae), Qualea grandiflora Mart. (Vochysiaceae), Pouteria ramiflora Mart.
(Sapotaceae) e Stryphnodendron adstringens Mart. (Fabaceae) (Silva et al. 2006), Baccharis
draccunculifolia D.C. (Rozete et al. 2007), Andira humilis Mart. Ex. Benth (Periotto et al.
2004) ¢ Machaerium acutifolium Vog. (Povh et al. 2007) (Fabaceae), Eugenia dysenterica
Mart. Ex. DC. Berg. (Myrtaceae) (Giotto et al. 2007), Joanesia princeps Vell.
(Euphorbiaceae) e Casearia sylvestris Sw. (Salicaceae) (Capobiango et al. 2009),
Aristolochia esperanzae O.Kuntze (Aristolochiaceae) (Gatti et al. 2010), Solanum sp
(Solanaceae) (Oliveira 2009), além de diversas espécies de Myrtaceae (Imatomi 2010).

A germinagdo e o desenvolvimento das plantas podem ser afetados quando expostos
aos aleloquimicos. Na maioria das vezes, hé retardo ou inibicdo da germinacdo e reducdo do
crescimento inicial de coledptilos e plantulas (Kruse et al. 2000; Ferreira 2004).
Microscopicamente, os aleloquimicos podem agir diretamente na inibi¢gdo dos componentes

do fotossistema II, interrupcao da respiracao e da sintese de ATP, na indugdo da formagao de

10



espécies reativas ao oxigénio (ROS) e, conseqiientemente, morte celular (Weir et al. 2004) e,
em outras modificacdes no metabolismo das plantas vizinhas, incluindo atividade enzimatica,
relacdes hidricas, niveis de hormonio, disponibilidade de minerais, divisdo e elongacao
celular, estrutura e a permeabilidade de membranas e paredes celulares (Rice 1984; Chou
1999; Reigosa et al. 1999; Gniazdowska & Bogatek 2005).

Os aleloquimicos podem ser seletivos em suas agdes, bem como as plantas receptoras
podem ser seletivas em suas respostas (Seigler 1996). As plantas receptoras podem se
defender dos aleloquimicos através de processos de desintoxicacdo que ocorrem
paralelamente a formagdo de ROS nas células, o que torna dificil resumir os efeitos dos
aleloquimicos (Gniazdowska & Bogatek 2005).

Substancias alelopaticas tém sido descritas como “armas novas” de espécies invasoras
exoticas para se estabelecerem rapidamente em um ambiente (Callaway & Aschehoug 2000).
O poder competitivo de plantas que liberam substancias alelopaticas pode ser ainda maior
quando também competem por recursos no ambiente (Ridenour & Callaway 2001; Callaway
& Ridenour 2004). As plantas invasoras podem alterar propriedades fisicas e quimicas do solo
através de seus aleloquimicos e, assim, aumentar o potencial de reten¢do de nutrientes
(Weidenhamer & Callaway 2010). Esse tipo de agao ¢ classificado como alelopatia indireta
(Ferreira & Aquila 2000).

Nos sistemas agricolas, a alelopatia pode ocorrer entre culturas, entre culturas com
residuos (ou palha) e entre as culturas com plantas infestantes (exdticas ou nativas), sendo,
portanto, um evento de importancia econdmica (Kruse et al. 2000). A rotagdo de culturas ¢
uma pratica importante do ponto de vista da manuten¢ao dos nutrientes do solo, mas por outro
lado, dependendo da cultura anterior, pode trazer sérios prejuizos (Ferreira & Aquila 2000). A
palha do sorgo, por exemplo, libera a quinona sorgoleone no solo que iréd afetar a germinagao
e o crescimento das proximas culturas (Gonzalez et al. 1998). Por outro lado, alguns
pesquisadores tém tentado modificar culturas para que apresentem maior quantidade de
aleloquimicos e deste modo ser mais resistentes contra suas competidoras (Kruse et al. 2000;
Dixon 2005).

Uma vez evidenciada a acgdo alelopatica, pode-se fazer uso destes compostos no
combate as plantas invasoras de muitas culturas agricolas (Ferreira & Aquila 2000). Varios
esforcos estao sendo realizados na tentativa de diminuir o uso de herbicidas comerciais com o
manejo das invasoras, utilizando sistemas adequados de semeadura entre espécies e entre
safras, adubacdo verde, além de sistemas agroecologicos (Wu et al. 2000; Khan et al. 2002;
Kato-Noguchi 2003; Khanh et al. 2005).
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Outro tipo de pesquisa que pode ser realizada ¢ a procura e o desenvolvimento de
herbicidas de origem natural, através do isolamento identifica¢do e sintese de aleloquimicos
(Kruse et al. 2000; Ferreira 2004; Macias et al. 2008). Segundo Yunes & Cechinel Filho
(2001), a quimica combinatéria moderna ndo conseguiu, pelo menos em parte, ser a fonte
primaria da descoberta de novas substancias de interesse biologico e fez necessario que os
cientistas voltassem-se aos produtos naturais, combinados infinitamente pela evolucdo
durante milhdes de anos. Como a quantidade de compostos naturais na natureza ¢ enorme, ¢
importante que sejam realizados estudos biodirigidos que levem mais diretamente a
descoberta das substancias de interesse, com menor tempo ¢ custo (Cechinel Filho & Yunes,

2001).

Isolamento e purificacédo de produtos naturais

Para o isolamento e purificagdo de um produto natural de interesse, os extratos e
fragdes destes extratos devem ser testados biologicamente e submetidos a procedimentos
cromatograficos e de caracterizacdo estrutural (Cechinel Filho & Yunes, 2001). Uma das
primeiras etapas de fracionamento dos extratos ¢ a cromatografia de coluna aberta, que possui
silica gel (de fase normal ou reversa) ou Sephadex como fase estacionaria, e ¢ eluida com
misturas de solventes determinadas em cromatografia de camada delgada (CDD). A CDD
também servird para reunir fracdes da coluna cromatograficas com aspecto semelhante. As
fragdes podem ser entdo submetidas a novas colunas cromatograficas que refinem o
isolamento dos compostos de interesse.

Ap6s os fracionamentos em coluna, as fragcdes ou sub-fragcdes devem, ser levadas a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) que ¢ muito sensivel para detectar os
componentes presentes na mistura. Os fracionamentos biodirigidos e o desenvolvimento de
metodologias analiticas, como analises de difracao de raio-X, ressonancia magnética nuclear,
espectrometria de massa e infravermelho trouxeram novas ferramentas para o
desenvolvimento de herbicidas de origem natural que permitem elucidar as estruturas
quimicas até mesmo em pequenas quantidades de material (Macias et al. 2007a).

Estes herbicidas podem apresentar meios alternativos de acgdo, interagdes mais
especificas com as espécies infestantes, menor meia vida (Macias et al. 1998) e apresentar
atividade fitotoxica em menores concentragdes que os herbicidas sintéticos (Macias et al.
2008). Ha relatos de atividade alelopatica em taninos, terpenos, glicosideos cianogénicos,

flavonoides e acidos fenolicos como p-coumadrico, vanilico, acido benzodico, entre outros
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(Macias et al. 2007b). Alguns trabalhos também demonstram que os aleloquimicos podem

agir sinergicamente, ou seja, sdo mais ativos juntos do que quando separados (Moraes, 2010).

As espécies escolhidas

Rapanea ferruginea (Ruiz & Pav.) Mez e Rapanea umbellata Mart. (Primulaceae) sdo
espécies com ampla abundancia e distribui¢do no Estado de Sao Paulo, Brasil (Wanderley et
al. 2005). Em campo, sdo observadas em agrupamentos (observacdo pessoal em campo). R.
ferruginea é uma espécie arborea, perenifolia e heliofila (Pinheiro & Carmo 1993) e pioneira,
caracteristica de formagdes vegetais secundarias, apresentando 1-11m de altura (Wanderley
op cit) (Figura 1.1). Possui a extremidade dos ramos ferrugineo - velutina, com folhas
lanceoladas, lamina oboval a oboval - eliptica com apice agudo, membranacea com canais
resiniferos e glandulas secretoras diminutas esparsas por toda face abaxial, visivel com o
auxilio de lupa. Estd distribuida do México ao Brasil e seus nomes vulgares sdo canela-

azeitona, capororoca, azeitona-do-mato, camard, capororocagu, capororoca-vermelha,

pororoca, capororoca-mirim.

Figura 1.1 - Rapanea ferruginea (Ruiz & Pav.) Mez (Primulaceae). Individuo adulto (a
esquerda) e jovem (ao meio) na 4rea de cerrado da UFSCar. A direita, exsicata da espécie
depositada no Herbario do Departamento de Botanica da UFSCar (Voucher 7276). Fotos:

Paula Novaes.
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R. umbellata ¢ uma espécie arborea, polimorfa, perenifolia e heliéfaga, apresentando
de 1,5 a 8 m de altura (Wanderley op.cit.). Esta presente em sub-bosque, secundaria inicial ou
climax exigente em sombra (Carvalho 2006), com ampla distribuicdo e abundancia desde
Pernambuco até o Rio Grande do Sul, Brasil (Wanderley et al. 2005) (Figura 1.2). Possui
folhas com lamina carticea a coriacea, glabras, elipticas ovaladas, apice obtuso a
arredondado, base aguda, revoluta, pontuacdes glandulares e canais resiniferos curtos
presentes na face abaxial. Seus nomes populares sdo copororoca-verdadeira, capororocao,

pororoca, entre outros.

Figura 1.2 - Rapanea umbellata Mart (Primulaceae). Individuo adulto (a esquerda) ¢ jovem

(a0 meio) na édrea de cerrado da UFSCar. A direita, exsicata da espécie depositada no

Herbario do Departamento de Botanica da UFSCar (Voucher 7278). Fotos: Paula Novaes.

R. umbellata e R. ferruginea apresentaram diferentes composi¢des quimicas em
extratos foliares de diclorometano (Januario et al. 1992). Neste trabalho, R. ferruginea havia
sido identificada como R. lancifolia Mez. Ambas as espécies deram origem a terpenos-p-
acido hidroxibenzoicos. No entanto, R. ferruginea e R umbellata apresentaram dois
compostos semelhantes: um 4cido benzodico (3-geranil-4-hidroxi-5-(3”,3”-dimetilalil)-4cido
benzdico) e um dihidrobenzofurano (5-carboni-7-(3”,”-dimetilalil)-2-(1’-hidroxi-1’,5’-
dimetilex-4’-enil)-2,3-dihidrobenzofurano), mas R. umbellata apresentou ainda um
dihidrobenzopirano  (6-carboxi-8-(3”,3”-dimetilalil)-3a-hidroxi-2a-metil-2-(4’-metilpent-3°-
enil)-3,4-dihidrobenzopirano). Deste modo, estas espécies podem apresentar atividade
alelopatica, ja que se estabelecem em agrupamentos e possuem estruturas morfologicas na

folha e substancias quimicas que podem ser toxicas.
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Hipdteses e objetivos

A hipoétese desta tese ¢ que devem existir substancias alelopaticas em espécies de
Rapanea que favoregam o seu estabelecimento no cerrado e que estas devem ser influenciadas
por fatores sazonais ou pela idade das plantas. A alelopatia deve ocorrer pela liberacao de
aleloquimicos no ambiente e estes podem apresentar importincia econdmica, servindo de
modelos para a producdo de herbicidas de origem natural, menos agressivos ao meio
ambiente. Os objetivos desta tese sdo:

- Observar a influencia da sazonalidade da regido de coleta e da idade das plantas de
Rapanea ferruginea e R. umbellata sobre a atividade alelopatica de seus extratos aquosos
foliares.

- Comparar o efeito do extrato aquoso foliar de R. umbellata com a atividade de um
herbicida sintético sobre variaveis de germinagdo e de crescimento inicial das espécies
infestantes de culturas agricolas.

- Bioprospectar, purificar e isolar metabdlitos secundarios das folhas de R. umbellata

provenientes do cerrado que apresentem atividade alelopatica.
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CAPITULO 1.

Influéncia do estagio de desenvolvimento e da
sazonalidade no potencial alelopatico de Rapanea
ferruginea (Ruiz & Pav.) Mez e Rapanea umbellata

(Mart.) Mez (Primulaceae).
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RESUMO

(Influéncia do estagio de desenvolvimento e da sazonalidade no potencial alelopatico de
Rapanea ferruginea (Ruiz & Pav.) Mez ¢ Rapanea umbellata (Mart.) Mez (Primulaceae). A
intensidade dos efeitos alelopaticos de uma planta pode depender do habitat, da idade e das
estacdes do ano em que forem coletadas. O objetivo deste trabalho foi comparar o efeito da
idade e da sazonalidade sobre a atividade alelopatica de extratos foliares aquosos de
individuos de Rapanea ferruginea e Rapanea umbelata. Foram realizados bioensaios de
germinagdo e comprimento inicial dos didsporos de alface e cebola e sementes de tomate sob
influéncia dos extratos foliares aquosos de individuos adultos e jovens provenientes de
estagdo chuvosa e seca. As concentracdes dos extratos foram de 10 ou 5% (m/v) ou agua
destilada (controle). Todos os extratos foliares de R. umbellata e R. ferruginea apresentaram
atividade alelopatica. A sazonalidade foi o fator que mais afetou a atividade alelopéatica das
duas espécies. A estacdo seca condicionou extratos foliares com maior freqiiéncia de atividade
alelopética que a estacdo chuvosa. A idade das plantas influenciou diferentemente as espécies
estudadas, sendo que os maiores valores de freqiiéncia de atividade alelopatica foram
observados em folhas de plantas adultas de R. umbellata e de plantas jovens de R. ferruginea
provenientes de mesma estagdo climatica.

Palavras—chave: Comprimento inicial, Entropia informacional de germinagdo, Porcentagem
de germinacdo, Idade, Sazonalidade.

ABSTRACT

(Development stage and seasonality influences on allelopathic potential of Rapanea
ferruginea (Ruiz & Pav.) Mez. and Rapanea umbellata (Mart.) Mez (Primulaceae)). The
intensity of allelopathic effects on plants can depend on their habitat, age and the season in
which they were collected. The aim of this work was to compare age and seasonality effects
on the allelopathy of aqueous leaf extracts of Rapanea ferruginea and Rapanea umbelata.
Bioassays of germination and initial length of lettuce and onion diaspores and tomato seeds
were performed under the influence of aqueous leaf extracts of adults and young individuals
from rainy and dry seasons. The extract concentrations were 10 or 5% (weight/volume), or
distillated water (control). All leaf aqueous extracts showed allelopathic activities. Seasonality
was the more important factor affecting the allelopathy of the studied Rapanea species. The
dry season conditioned leaf extracts with higher allelopathic activity frequency than rainy
season. Plants age was a factor that influenced the species differently, since higher values of
allelopathic activity frequency were observed in leaves of adult plants in R. umbellata and
young plants in R. ferruginea from the same season.

Key-words: Age, Germination informational entropy, Germination, Initial length, Seasonality.

INTRODUCAO

Os metabdlitos secundarios representam uma interface quimica entre as plantas € o

ambiente e, portanto, podem variar sazonalmente, espacialmente e interespecificamente
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(Gobbo-Neto & Lopes 2007). Os metabolitos secundarios das plantas sdo liberados no
ambiente por meio da sua volatilizagdo e lixiviacdo, decomposicao de seus tecidos no solo e
exudacao nas raizes (Ferreira & Aquila 2000). Eles podem apresentar atividade alelopatica,
ou seja, estarem envolvidos nos processos de influéncia entre uma planta e outra, seja de
modo favoravel ou prejudicial (Ferreira & Aquila 2000). A producgdo de aleloquimicos pelas
plantas pode ser regulada por fatores ambientais como temperatura, intensidade luminosa,
radiagdo ultravioleta, textura do solo, microrganismos, ataque de insetos e disponibilidade de
agua e nutrientes (Chou 1986; Einhellig 1996; Blanco 2007).

A sazonalidade ¢ um dos fatores que pode determinar a producdo de aleloquimicos
(Chou 1986). Einhellig (1996) enfatiza que ela pode modificar a taxa de producao dos
aleloquimicos e aumentar a concentracdo destes compostos, propiciando uma maior
interferéncia nas plantas receptoras. No continente europeu, por exemplo, a estagdo chuvosa
(inverno) condicionou maiores concentra¢des de quinonas (fendis) em Rheum undulatum L.
(Paneitz & Westendorf 1999), de terpenos em Buplerum fruticosum L., Pinus halepensis Mill.
(Llusia & Pafiuelas 2000) e Cistus albidus L. (Llusia et al. 2000; Llusia et al. 2010) e
monoterpenos em Santolina rosmarinifolia L. (Pala-Paul et al. 2001) do que a estacdo seca
(verdo). Muitos dos trabalhos relacionados com a influéncia de fatores ambientais sobre
metabolitos secundarios sdo realizados em plantas provenientes de climas temperados
(Gobbo-Neto & Lopes, 2007).

No Cerrado (savana brasileira), os déficits hidricos sazonais presentes nas camadas
superficiais de seu solo oligotrofico (Klink & Machado 2005; Haridasan 2001) poderiam
resultar em uma maior quantidade de aleloquimicos. Alguns trabalhos demonstram que a
estacdo seca no Cerrado condicionou extratos foliares aquosos mais alelopaticos que os
provenientes de folhas coletadas em periodo chuvoso (Gatti 2008) e outros trabalhos afirmam
que a influéncia da sazonalidade pode ser dependente da espécie (Oliveira 2009).

Outro fator que pode influenciar a produgdo e acdo dos aleloquimicos ¢ a idade dos
orgdos das plantas. Folhas jovens da maioria das 46 espécies arboreas estudadas em uma
floresta umida na América Central apresentavam mais taninos e fenois que as folhas adultas
(Coley 1983). As espécies Copaifera pubiflora Benth., C. officinalis (Jacq.) L., C.
venezuelana Harms & Pittier ¢ C. langsdorfii Desf. apresentaram menores concentragdes no
conteudo de fenol em suas folhas quando ficaram maduras (Langenheim et al. 1986). Neste
mesmo trabalho, o contetido de terpenos variou durante os estdgios da planta, dependendo da
espécie estudada. Extratos preparados com folhas mais novas de sorgo (Sorghum bicolor L.

Moench) inibiram mais fortemente a germinagdo de alface (Lactuca sativa L.) e tomate
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(Solanum lycopersicum L.), enquanto os extratos de folhas mais velhas ndo apresentaram
efeito (Marchi et al. 2008). Folhas jovens devem apresentar protegdo contra herbivoros, mas
os individuos jovens devem ainda apresentar compostos relacionados a alelopatia, ja que
competem com outros individuos para o seu estabelecimento no ambiente.

Rapanea ferruginea (Ruiz & Pav.) Mez e¢ Rapanea umbellata (Mart.) Mez
(Primulaceae) sdo duas das espécies com maior abundancia e distribuicdo no Estado de Sao
Paulo, Brasil (Wanderley et al. 2005). Elas sdo arboreas, heliofilas e perenifolias (Pinheiro &
Carmo 1993). Espécies perenifolias podem apresentar maior quantidade de fendis em suas
folhas, ja que sdo compostos que permanecem nas folhas pelo maior tempo possivel devido
ao seu alto custo nutricional (Coley et al 1985). Além disso, as duas espécies possuem folhas
com canais resiniferos e glandulas secretoras diminutas esparsas por toda face abaxial
(Wanderley et al. 2005), que podem acumular terpenos ou taninos (Mauseth 1988). Fendis,
terpenos e taninos tem sido relacionados a atividade alelopatica (Einhellig 2004; Duke &
Oliva 2004).

Assim, a hipotese deste trabalho é que extratos foliares de Rapanea ferruginea e
Rapanea umbellata devem apresentar atividade alelopatica e que esta deve ser influenciada
pela sazonalidade da regido de coleta e pelo estdgio de desenvolvimento das plantas. O
objetivo deste trabalho foi verificar qual estagdo climatica e estagio de desenvolvimento
condicionam maior atividade alelopatica nas folhas de Rapanea ferruginea ¢ Rapanea
umbellata. Além disso, pretendeu-se averiguar se estas duas espécies de mesmo género

respondem semelhante ou diferentemente a estes fatores.

MATERIAL E METODOS

Espécies doadoras, caracterizacao geografica e climatica do local de coleta

As coletas foram realizadas de forma assistematica na reserva de cerrado da
Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar) campus Sao Carlos, SP (21° 58’ a22°00° S e
47° 51” a 47° 52> W). Folhas sadias e totalmente expandidas de Rapanea ferruginea (Ruiz &
Pav.) Mez (Primulaceae Batsch ex Borkh.) e de Rapanea umbellata (Mart.) Mez (Primulaceae
Batsch ex Borkh.) foram coletadas de dez individuos jovens e dez individuos adultos em
estacdo chuvosa (fevereiro de 2008) e seca (julho de 2008). Os individuos jovens de R.
ferruginea apresentavam diametro na altura do solo (DAS) de 1,5 a 4,5 cm e, os adultos, de 9
a 20 cm. Os individuos jovens de R. umbellata apresentavam DAS de 0,9 a 2,5 cm e, os

adultos, de 3,0 a 15,5 cm. Os individuos adultos também apresentavam estruturas
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reprodutivas ou seus indicativos nos caules. As exsicatas de R. umbellata e R. ferruginea
foram depositadas no Herbério do Departamento de Botanica da UFSCar — Brasil (vouchers
7276 e 7278, respectivamente).

A reserva de cerrado supracitada apresenta solo Latossolo Vermelho-Amarelo Alico,
com ondulagdes suaves ¢ estd a 845 m de elevagdo (Lorandi et al. 1999). O clima da regido
segundo a classificagdo de KOPPEN ¢ do tipo CWA, tropical com inverno seco (de junho a
setembro) e verdo quente e Umido (de dezembro a marco) (Tolentino 1967). As médias
historicas anuais de precipitacdo, temperatura, umidade relativa do ar e déficit de pressao de
vapor sao aproximadamente 1506 mm, 71%, 21 °C e 0,72 kPa, respectivamente (Damascos et
al. 2005). O fotoperiodo varia entre 10,6 h (inverno) e 13,3 h (verdo) (Tolentino 1967).

As médias mensais de temperatura méxima, média e minima e as precipitacdes
mensais totais durante o ano de 2008 foram obtidas na estacdo meteorologica numero 83726
da UFSCar - Sao Carlos - SP. Os trés meses anteriores das coletas também foram
considerados para melhor caracterizar o periodo (Figura 1.1). Os maiores valores de
precipitacdo total ocorreram de novembro de 2007 a abril de 2008 (Figura 1.1). Em fevereiro
de 2008 (més das coletas na estagdo chuvosa), a precipitacao total foi de 191 mm e as médias
mensais das temperaturas maxima, média e minima foram 28,5, 23,5 e 18,5 °C,
respectivamente (Figura 1.1). A precipitagdo total foi menor de maio a novembro de 2008
(Figura 1.1). Em julho de 2008 (més das coletas na estacdo seca), ndo houve precipitacao e a
média mensal das temperaturas maxima, média e minima eram de 25,5, 18,5, e 11,5 °C,

respectivamente (Figura 1.1).
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Figura 1.1 - Valores médios mensais das temperaturas (simbolos) maxima (Tmax), média
(Timed) € minima (Twin), € precipitacdo total mensal (colunas) de novembro de 2007 a julho de
2008. As coletas das folhas foram realizadas em fevereiro e julho de 2008 (indicadas pelas

setas).

Espécies receptoras

Como espécies receptoras foram utilizados diasporos de Lactuca sativa L.
(Asteraceae) var. Regina (alface) e Allium cepa L. (Liliaceae) var. Baia Periforme (cebola) e
sementes de Solanum lycopersicum L. (Solanaceae) var. IPA 6 (tomate), espécies comerciais

com germinagdo acima de 90% e pureza acima de 99%, confirmadas em pré-teste.

Preparac&o dos extratos

Os extratos foliares foram preparados segundo Souza et al. (2010) e utilizados nos
bioensaios de germinagdo e comprimento inicial das espécies receptoras. Os oito diferentes
tipos de folhas das plantas doadoras (R. ferruginea adulta coletada em estagdo chuvosa, R.
ferruginea adulta coletada em estagao seca, R. ferruginea jovem coletada em estagdo chuvosa,
R. ferruginea jovem coletada em estacdo seca, R. umbellata adulta coletada em estacao
chuvosa, R. umbellata adulta coletada em estagdo seca, R. umbellata jovem coletada em
estagdo chuvosa e R. umbellata jovem coletada em estagdo seca) foram secos em estufa (72 h,
sob temperatura de 40 °C), moidos em moinho tipo Willey (Mesh 14) até virar po e

empacotados em embalagens plasticas. Os extratos foram preparados com a mistura do po6 das
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folhas com agua destilada, a 10 ou 5% de massa/volume (g/mL). Essa mistura permaneceu
durante 12 h em refrigerador na temperatura de aproximadamente 4 °C (Gatti et al. 2004).
Ap0s este periodo, os extratos foram filtrados em um funil de Buckner forrado com papel de
filtro. Este funil estava acoplado a um Kitasato conectado a bomba de vacuo. Os efeitos dos
extratos foliares foram comparados com o da agua destilada, considerada como grupo

controle.

Bioensaios de germinacao

Os bioensaios de germinacao foram realizados segundo Gatti et al. (2004), utilizando
5 mL dos extratos foliares a 10 ou 5% e 4gua destilada (controle) para umedecer duas folhas
de papel de filtro que forravam o fundo de placas de Petri esterilizadas. Os experimentos
foram conduzidos com quatro repeti¢des de 20 didsporos ou sementes das espécies receptoras
por placa de Petri, mantidos em cdmaras de germinacgdo (B.0.D.) com fotoperiodo de 12
horas sob temperaturas 6timas para cada espécie (20 °C para cebola e 24 °C para alface e
tomate), confirmadas em pré-teste. As contagens dos didsporos ou das sementes germinadas
foram realizadas em intervalos de 24 horas (Ferreira e Aquila, 2000). Foram considerados
germinados aqueles que apresentaram 2 mm de protrusdo radicular (Ranal & Santana 2006).
Utilizando-se destas contagens foi possivel calcular porcentagem, tempo médio e entropia

informacional da germinacao (Ranal & Santana 20006).

Bioensaios de comprimento inicial das espécies receptoras

Os bioensaios de comprimento inicial foram conduzidos com quatro repeti¢des de dez
diasporos ou sementes pré-geminadas das espécies receptoras em agua destilada (com
radicula entre 2 e 4 mm) por caixa plastica, mantidas em camaras com fotoperiodo de 12
horas sob temperatura 6tima para cada espécie receptora (20 °C para cebola e 24 °C para
alface e tomate), confirmadas em pré-teste. As caixas estavam forradas com duas folhas papel
filtro umedecidas com 20 mL dos extratos foliares a 10 ou 5% e dgua destilada (controle)
(Gatti et al. 2004). As medidas de comprimento inicial foram realizadas apos cinco dias da
incubacdo. A parte aérea (PA) e parte radicular das plantulas (PR) (mm) foram consideradas
como a distancia do colo até o 4pice meristematico do caule e do colo até o apice
meristematico da raiz principal, respectivamente (Ministério de Agricultura, Pecudria e

Abastecimento 2009).
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Caracteristicas fisico-quimicas dos extratos

O pH de cada extrato foliar foi medido usando um pHmetro. Os valores obtidos em
todos os extratos variaram de 5,02 a 5,90, dentro do limite tolerado pela maioria das plantas
vasculares (Larcher 2000) e assim, foram dispensados bioensaios para avaliacao da influéncia
de pH dos extratos sobre as espécies receptoras. O potencial osmoético (PO, mOsm/kg) foi
medido em osmdmetro automatico (uOsmotte, modelo 5004), utilizando-se 50uL de cada
extrato a temperatura de 25°C. Os valores de PO foram transformados em pressao osmotica
pela conversdo de mOsm/kg para MPa (Larcher 2000). O efeito do potencial osmético foi
testado sobre a porcentagem, tempo médio e entropia informacional de germinagdo e sobre o
comprimento inicial de alface, cebola e tomate, utilizando-se solugdes de polietilenoglicol

6000 (PEG-6000) nas concentragdes: -1, -2 e -3 MPa em relagdo ao controle (4gua destilada).

Analise Estatistica

O delineamento dos experimentos em laboratorio foi inteiramente casualizado. Além
do grupo controle, foram utilizados oito tratamentos (extratos foliares aquosos de R.
ferruginea adulta coletada em estacdo chuvosa, R. ferruginea adulta coletada em estacdo seca,
R. ferruginea jovem coletada em esta¢do chuvosa, R. ferruginea jovem coletada em estagéo
seca, R. umbellata adulta coletada em estacdo chuvosa, R. umbellata adulta coletada em
esta¢do seca, R. umbellata jovem coletada em estagdo chuvosa ¢ R. umbellata jovem coletada
em estacao seca) divididos em dois niveis de tratamento (duas concentragdes: 10 e 5%). O
numero de repeti¢des no grupo controle € nos tratamentos foi igual a quatro.

Testes estatisticos foram realizados com o auxilio do software livre Bioestat 5.0.
(Sociedade Civil de Mamiraud 2007). A normalidade dos dados foi analisada pelo teste
Lilliefors. Diferencas significativas entre as médias com o uso de dgua destilada (controle) e
dos extratos foliares aquosos foram testadas par-a-par usando-se Mann-Whitney (quando as
médias ndo eram normais) ou por teste T (quando as médias eram normais), com nivel de
decisao (o) em p<0,05 (Zar, 2010).

Analises de componentes principais (ACP) (Jongman et al. 1995) foram realizadas
para avaliar simultaneamente a influéncia de todas as varidveis estudadas nos extratos foliares
aquosos. Para tanto, os dados foram centralizados e padronizados utilizando o software
MVSP (Kovach, 1999). A ACP ¢ uma analise de vetores em uma matriz de correlagdo ou de

covariancia calculada sobre uma matriz de dados originais.
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RESULTADOS

Os valores de pH dos extratos a 10 e a 5% estiveram entre 5,02 a 5,90 (Tabela 1.1). Os
valores de potencial osmoético (PO) dos extratos a 10% estiveram ao redor de -2 MPa, exceto
no extrato das folhas de R. umbellata jovem coletadas em estagdo seca, que apresentou PO
igual a -2,67 (Tabela 1.1). Os valores de PO dos extratos a 5% estiveram entre -1 e -1,42
MPa, respectivamente (Tabela 1.1). Nao houve efeito do PO de PEG entre -1 e -2 MPa sobre
a porcentagem, tempo médio e entropia informacional de germinacdo de alface, cebola e

tomate.
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Tabela 1.1 - Potenciais osmoticos (PO, MPa) e potencial hidrogenidnico (pH) dos extratos

foliares aquosos de individuos adultos e jovens de Rapanea ferruginea (Ruiz & Pav.) Mez e

Rapanea umbellata Mart. (Primulaceae) coletados em estacdes chuvosa e seca, nas

concentracgoes de 10 e 5%.

Extratos PO pH
Espécie Estagio  Estacdo 10% 5% 10% 5%
R. ferruginea  Adulto Chuvosa -2,10 -1,07 5,02 5,12
Seca -2,10 -1,10 5,41 5,60
Jovem Chuvosa -2,17 -1,30 5,19 5,25
Seca -2,30 -1,15 5,36 5,45
R.umbellata  Adulto  Chuvosa -1,92 -1,02 541 5,53
Seca -1,97 -1,00 5,13 5,23
Jovem Chuvosa -1,72 -1,00 5,86 5,90
Seca -2,67 -1,42 5,57 5,81

Todos os extratos foliares a 10% resultaram porcentagens de germinagdo de alface

significativamente (p<0,05) menores que a do controle (Figura 1.2 A). A porcentagem de

germinagdo de cebola foi significativamente menor que a do controle quando submetida aos

extratos foliares de individuos adultos e jovens de R. ferruginea e de individuos jovens de R.

umbellata provenientes de estagdo seca na concentragdo 10% (Figura 1.2 C). A porcentagem

de germinacdo de tomate foi significativamente diferente do controle com o uso dos extratos a

10% de R. ferruginea ¢ R. umbellata adultas e jovens provenientes de estacdo seca e em R.

umbellata adulta de estagao chuvosa (Figura 1.2 E).
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Figura 1.2 - Valores médios (colunas) e de porcentagem de germinacdo e tempo médio de
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R umb adulto seca
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germinagdo de alface, cebola e tomate submetidas a 4gua destilada (controle) ou a extratos
foliares aquosos (10% m/v) de individuos adultos ou jovens de Rapanea ferruginea (Ruiz &
Pav.) Mez (R. fer) e Rapanea umbellata (Mart.) Mez (R umb) (Primulaceae) provenientes de
coletas em estagdo chuvosa (ch) ou seca. Asteriscos sobre as colunas indicam médias
significativamente diferentes (p<0.05) da média do controle. Valores de tempo médio de
germinagdo nao foram apresentados (#) quando ndo houve germinacdo em algumas ou em

nenhuma das réplicas nos tratamentos com os extratos.

33



Nao foi possivel calcular o tempo médio de germinacdo de alface quando nao houve
germinagdo em algumas ou em nenhuma das réplicas de alguns tratamentos com os extratos a
10% (Figura 1.2 B). A concentragdo 10% dos extratos foliares de R. ferruginea adulta obtidos
em estacdo chuvosa e na seca condicionaram valores de tempo médio de germinacao de alface
significativamente maiores que do controle. Nesta concentragdo, o tempo médio de
germinagdo de cebola foi significativamente maior que do controle quando os didsporos
foram submetidos aos extratos foliares de R. umbellata provenientes de estagdo seca e a todos
os extratos foliares de R. ferruginea (Figura 1.2 D). Todos os extratos foliares a 10%
condicionaram aumento significativo dos valores de tempo médio de germinacdo de tomate
em relacdo ao controle (Figura 1.2 F).

A porcentagem de germinacdo de alface foi significativamente menor que a do
controle com o uso de todos os extratos foliares a 5% (Figura 1.3A). A porcentagem de
germinagdo de cebola foi significativamente menor que a do controle quando submetida aos
extratos foliares de R. ferruginea jovem proveniente de estagdo chuvosa e R. umbellata adulta
e jovem de estacdo seca na concentracdo 5% (Figura 1.3 C). A porcentagem de germinagao de
tomate foi significativamente maior que a do controle com o uso de extratos foliares de R.
ferruginea e de R. umbellata adultas e jovens obtidos em estagdo seca ¢ de R. umbellata
adulta em estacao chuvosa (Figura 1.3 E).

Todos os extratos foliares a 5% proporcionaram tempo médio de germinagdo de alface
significativamente maior que a do controle (Figura 1.3 B). O tempo médio de germinagdo de
cebola foi significativamente maior que a do controle quando submetidas aos extratos foliares
a 5% de R. ferruginea e R. umbellata adulta e jovem provenientes de estacdo seca (Figura 1.3
D). O tempo médio de germinagdo de tomate foi significativamente maior que a do controle

com o uso de todos os extratos foliares (Figura 1.3 F).
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Figura 1.3 - Valores médios (colunas) e desvio-padrao (barras) de porcentagem de
germinagdo ¢ tempo médio de germinagdo de alface, cebola e tomate submetidas a agua
destilada (controle) ou a extratos foliares aquosos (5% m/v) de individuos adultos ou jovens
de Rapanea ferruginea (Ruiz & Pav.) Mez. (R. fer) e Rapanea umbellata (Mart.) Mez (R
umb) (Primulaceae) provenientes de coletas em estacdo chuvosa (ch) ou seca. Asteriscos

sobre as colunas indicam médias significativamente diferentes (p<<0.05) da média do controle.
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Nao foi possivel calcular a entropia informacional de germinagdo de alface quando
nao houve germinag¢do em algumas ou em nenhuma das réplicas de alguns tratamentos com os
extratos a 10% (Figura 1.4 A). Todos os extratos, nos quais foi possivel calcular a entropia
informacional de germinacao de alface, reduziram significativamente esses valores em relagao
ao controle (Figura 1.4 A). Os extratos a 5% de R. ferruginea jovem proveniente de estagio
chuvosa e R. umbellata adulta de estacdo seca proporcionaram entropia informacional de
germinagdo de alface significativamente maior e menor, respectivamente, que a do controle
(Figura 1.4 B). Todos os extratos originados de folhas coletadas em estacdo seca, tanto a 10
como a 5% de concentra¢do, ¢ o extrato de R. ferruginea adulta proveniente de estagdo
chuvosa a 10% condicionaram valores de entropia informacional de germinacdo de cebola
significativamente maiores que a do controle (Figura 1.4 C e D). A entropia informacional de
germinagdo de tomate foi significativamente maior que a do grupo controle em todos os

extratos foliares a 10 e 5% (Figura 1.4 E ¢ F).
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Figura 1.4 - Valores médios (colunas) e desvio-padrao (barras) da entropia informacional de
alface, cebola e tomate submetidas a dgua destilada (controle) ou a extratos foliares aquosos
(10 ¢ 5% m/v) de individuos adultos ou jovens de Rapanea ferruginea (Ruiz & Pav.) Mez. (R.
fer) e Rapanea umbellata (Mart.) Mez (R umb) (Primulaceae) provenientes de coletas em
estagdo chuvosa (ch) ou seca. Asteriscos sobre as colunas indicam médias significativamente
diferentes (p<0.05) da média do controle. Valores de tempo médio de germinacao nao foram
apresentados (#) quando nao houve germinag¢do em algumas ou em nenhuma das réplicas nos

tratamentos com os extratos.
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O comprimento da parte aérea (PA) das plantulas de alface foi significativamente
menor que a do controle quando submetidas a todos os extratos foliares provenientes de
estagdo chuvosa a 10% (Figura 1.5 A). Na concentracdo 5%, quase todos os extratos foliares
condicionaram valores de PA significativamente menores que o controle, com excegdo de R.
ferruginea adulta proveniente de ambas estagdes (Figura 1.5 B). O comprimento da parte
radicular (PR) das plantulas de alface foi significativamente menor que o controle com o uso
de todos os extratos a 10 ou a 5% (Figura 1.5 A e B). Os valores de PA e PR das plantulas de
cebola foram significativamente menores que os do controle quando submetidas a todos os
extratos foliar aquosos a 10 e a 5% (Figura 1.5 C e D). Todos os extratos foliares a 10%
condicionaram valores de PA e de PR de tomate significativamente menores que o controle
(Figura 1.5 E). A maioria dos extratos a 5% proporcionaram valores de PA e de PR de tomate
significativamente menores que o do grupo controle, com excecdo de extrato preparado com

individuos jovens de R. ferruginea proveniente de estacdo seca (Figura 1.5 F).
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Figura 1.5 - Valores médios (colunas) e desvio-padrao (barras) de comprimento (mm) das
partes aérea (PA) e radicular (PR) de plantulas de alface, cebola e tomate submetidas a agua
destilada (controle) ou aos extratos foliares aquosos (10 e 5% m/v) de individuos adultos ou
jovens de Rapanea ferruginea (Ruiz & Pav.) Mez. (R fer) e Rapanea umbellata (Mart.) Mez
(R umb) (Primulaceae) provenientes de coletas em estacdo chuvosa (ch) ou seca. Asteriscos
sobre ou abaixo das colunas indicam médias significativamente diferentes (p<0.05) da média

do controle.
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As ACP demonstraram que os dados obtidos com o uso dos extratos provenientes de
folhas de estacdo chuvosa e seca se separaram em quadrantes distintos, independentemente da
espécie doadora ou receptora (Figuras 1.6, 1.7 e 1.8). A distribui¢cdo dos pontos relacionados a
estagdo seca foi mais influenciada pelas varidveis: porcentagem, tempo médio e entropia
informacional de germinacdo das espécies receptoras. Porém, a distribuicdo dos pontos
relacionados aos extratos obtidos com material proveniente da estacdo chuvosa foi mais
influenciada pelo comprimento inicial das plantulas receptoras.

Com relacdo a idade das espécies doadoras, apenas os individuos adultos e jovens de
R. umbellata separaram-se em quadrantes diferentes quando utilizados extratos de folhas
colhidas na estacdo seca sobre alface (Figura 1.6) e tomate (Figura 1.8) e nos obtidos das
folhas coletadas na estacdo chuvosa sobre tomate. Isto ocorreu porque, nestes casos, os pontos
relacionados aos dados obtidos para plantas adultas estiveram mais influenciados pelo tempo
médio e entropia informacional de germinacdo e, os pontos relacionados aos registros com

plantas jovens, pela porcentagem de germinagao.
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Figura 1.6 — Analise dos componentes principais (ACP) que determinam a atividade de

extratos foliares aquosos de individuos adultos (A) e jovens (J) de Rapanea ferruginea (Ruiz

& Pav.) Mez (R. fer) ¢ Rapanea umbellata (Mart.) Mez (R umb) (Primulaceae) provenientes

de coletas em estacdo chuvosa (C) e seca (S) sobre didsporos de alface. Os vetores

representam a porcentagem (g), o tempo médio (TM) e a entropia informacional (E) de

germinagdo e o crescimento da parte aérea (PA) e radicular (PR) de alface sob os extratos

foliar aquosos nas concentragoes 10% (10) e 5% (05). Na ACP de R. ferruginea, o primeiro e

o segundo eixos explicam 55,49% e 24,28% da variagdo, respectivamente. Na ACP de R.

umbellata, o primeiro ¢ o segundo eixos explicam 58,29% e 23,65% da variagdo,

respectivamente.
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Figura 1.7 — Andlise dos componentes principais que determinam a atividade de extratos

foliares aquosos de individuos adultos (A) e jovens (J) de Rapanea ferruginea (Ruiz & Pav.)

Mez (R. fer) e Rapanea umbellata (Mart.) Mez (R umb) (Primulaceae) provenientes de

coletas em estagdo chuvosa (C) e seca (S) sobre diasporos de cebola. Sao apresentados vetores

que representam a porcentagem (g), o tempo médio (TM) e a entropia informacional de

germinagdo € o crescimento da parte aérea (PA) e radicular (PR) de cebola sob os extratos

foliar aquosos nas concentragdes 10% (10) e 5% (05). Na ACP de R. ferruginea, o primeiro e

o segundo eixos explicam 52,92% e 25,38% da variagdo, respectivamente. Na ACP de R.

umbellata, o primeiro ¢ o segundo eixos explicam 51,76% e 23,87% da variagdo,

respectivamente.
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Figura 1.8 — Anélise dos componentes principais que determinam a atividade de extratos
foliares aquosos de individuos adultos (A) e jovens (J) de Rapanea ferruginea (Ruiz & Pav.)
Mez (R. fer) e Rapanea umbellata (Mart.) Mez (R umb) (Primulaceae) provenientes de
coletas em estagdo chuvosa (C) e seca (S) sobre sementes de tomate. Sao apresentados vetores
que representam a porcentagem (g), o tempo médio (TM) e a entropia informacional de
germinagdo € o crescimento da parte aérea (PA) e radicular (PR) de tomate sob os extratos
foliar aquosos nas concentragdes 10% (10) e 5% (05). Na ACP de R. ferruginea, o primeiro e
o segundo eixos explicam 58,85% e 24,03% da variacdo, respectivamente. Na ACP de R.
umbellata, o primeiro ¢ o segundo eixos explicam 49,70% e 19,80% da variagdo,

respectivamente.
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Os extratos de R. umbellata e de R. ferruginea provenientes de material coletado em
estagdo seca condicionaram maiores freqiiéncias de atividade alelopatica do que os de estagao
chuvosa (Tabela 1.2). Entre os extratos de folhas coletadas em estacdo seca, aqueles
provenientes de R. umbellata proporcionaram maiores freqiiéncias de atividade alelopatica
que os de R. ferruginea. A separagdo de plantas adultas ¢ jovens de R. umbellata em
quadrantes diferentes nas ACP (Figura 1.6 e 1.8) foi confirmada pelos valores de freqiiéncia
de atividade alelopdtica, ja que os extratos foliares de plantas adultas condicionaram maiores
valores do que as plantas jovens quando provenientes da mesma estagdo climatica (Tabela
1.2). Apesar de ndo haver separagdo aparente entre plantas adultas e jovens de R. ferruginea
nas ACP, a freqiiéncia de atividade alelopatica foi maior em extratos foliares de plantas

jovens provenientes da mesma estagdo (Tabela 1.2).

44



Tabela 1.2 — Ordem decrescente no total de freqiiéncia de atividade alelopatica dos extratos foliares aquosos (10 e 5% m/v) de individuos adultos

ou jovens de Rapanea ferruginea (Ruiz & Pav.) Mez. ¢ Rapanea umbellata (Mart.) Mez (Primulaceae) provenientes de coletas em estagdo

chuvosa e seca.

Presenca (1), auséncia (0) e total de freqiiéncia de atividade alelopatica dos extratos sobre parametros da germinagdo

(porcentagem, tempo médio e entropia informacional) e do comprimento inicial (parte aérea e radicular) de alface (A), cebola (C) e tomate (T).

Germinagao Comprimento
Entropia Freqiiéncia
Germinagao Tempo médio Informacional PA PR total
10% 5% 10% 5% 10% 5% 10% 5% 10% 5%
ACT ACT ACT ACT ACT ACT ACTACTACTACT
R. umbellata adulta seca 1o 1 11 1 1 1 111111111 o011T1TT1T1T1TT11T1T1:1 28
R. umbellata jovem seca 11 1 11 1 1 1111111011 O011T1TT1O0T1T1TT1T1T1!1 27
R. ferrugineajovemseca 1 1 1 1 0 1 1 1 111111011 O011T1TT1O0T1TT1T1T1T1:1 26
R. ferruginea adultaseca 1 1 1 1 0 1 1 1 111111011 O11O0O1T1TT1TT1TT1T1T"1:F1 26
R. ferruginea jovem ch 10 0 11 0 1 1101 101 101 111111T111T1T11 24
R. umbellata adulta ch 101 10 1 01 101 101001 1T11111111T1T11 23
R. ferruginea adulta ch 10 0 10 O 1 110 1 11 1 00 1 111011111111 22
R. umbellata jovem ch 10 0 10 0 01 101101001 111111111111 21
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DISCUSSAO

De modo geral, foi observada reducdo da porcentagem de germinacdo, aumento do
tempo médio e entropia informacional da germinacdo e, por outro lado, redugdo do
comprimento de PA e de PR de plantulas de alface, cebola e tomate com o uso de extratos a
10% e 5%.

A maior diferenga na atividade alelopatica dos extratos de R. ferruginea e R.
umbellata foi produzida pela sazonalidade. Diferentes metabolitos secundarios com acdo
alelopatica podem ser produzidos a partir de alteracdes sazonais e estes podem agir em
diferentes fases das espécies receptoras (Einhellig 1996). Folhas colhidas durante a estagdo
seca condicionaram extratos com maior atividade alelopatica sobre varidveis germinativas,
enquanto as colhidas na estagdo chuvosa produziram extratos mais ativos sobre variaveis
relacionadas ao crescimento inicial das plantulas receptoras.

O material coletado durante a estacdo seca condicionou ainda maior frequéncia de
atividade alelopatica e alguns resultados que se destacaram dos demais, como o tempo médio
de germinagdo de diasporos de alface submetido ao extrato foliar aquoso de R. umbellata
adulta. Estes resultados s3o diferentes dos encontrados para plantas do continente Europeu,
onde a estagdo chuvosa (inverno) de ambientes mediterraneos propiciou maiores
concentragdes de metabolitos secundarios em varias espécies (Llusia & Pafiuelas 2000; Pala-
Paul et al. 2001; Llusia et al. 2010). Assim como as savanas, ambientes mediterraneos sao
caracterizados por clima estacional, com verdo marcado por altos valores de temperatura,
radiagao e déficit hidrico.

Os fatores ambientais presentes em condi¢gdes de sazonalidade podem agir
simultaneamente ou separadamente sobre o metabolismo secundario (Gobbo-Neto & Lopes,
2007). A concentragdo de monoterpenos volateis nas folhas de Santolina rosmarinifolia L.,
por exemplo, apresentou correlacao significativamente negativa com a temperatura e positiva
com a precipitacao (Pala-Paul et al. 2001). Llusia et al (2006) testaram isoladamente os
efeitos da seca e do aumento da temperatura sobre terpenos volateis de plantas nativas da
regido da Catalufia (Espanha) e observaram que o conteido destes terpenos aumentou em
solos com seca moderada e diminuiu em temperaturas elevadas. Eles descreveram que as
plantas tendem a acumular carbono sob estresse hidrico moderado porque hé restricdo do
crescimento pela limitagdo hidrica e esse carbono pode ser alocado em compostos como
celulose e lignina que tornam as plantas lenhosas, de estoque como carbohidratos, ou de

defesa como os taninos.
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Segundo Llusia & Pafiuelas (2000) ¢ Llusia et al. (2010), as variagdes sazonais nos
conteudos de terpenos das espécies estudadas em clima mediterraneo podem estar ligadas as
alteragdes correspondentes na temperatura do ar, na radiagdo, disponibilidade hidrica, mas
também no estdgio de desenvolvimento e atividade da planta. As variagdes no conteudo ou
propor¢des de metabolitos secundarios em plantas podem estar relacionadas ao maior
desenvolvimento foliar e/ou surgimento de novos orgdos nas plantas no periodo de
crescimento (verdo), o que pode levar a uma menor concentragdo de metabolitos secundarios
por dilui¢do devido ao aumento da biomassa (Llusia & Pafiuelas 2000, I1zhaki 2002, Gobbo-
Neto & Lopes 2007). Assim, as semelhangas encontradas entre o presente trabalho e os
realizados em plantas mediterraneas indicam que déficit hidrico e temperaturas moderadas,
menor fotoperiodo e utilizagdo reduzida de energia no crescimento vegetativo das plantas no
periodo seco do cerrado sdo fatores determinantes de maior atividade alelopatica nessa época.

A idade das plantas foi um fator que influenciou diferentemente o potencial
alelopatico de extratos foliares das duas espécies estudadas, uma vez que maiores valores de
freqliéncia de atividade alelopatica ocorreram em plantas adultas de R. umbellata e em plantas
jovens de R. ferruginea quando os extratos foram provenientes de mesma estacdo. A idade
das plantas pode influenciar sua produg¢do de metabdlitos secundarios de modo diferenciado,
ndo podendo ser feitas generalizacdes. O maior conteudo de metabolitos secundarios
observado em folhas jovens por muitos autores (Coley 1983, Langenhein et al. 1986, Marchi
et al., 2008) também nao pode ser aplicado para as plantas jovens.

Concluimos que os extratos aquosos de folhas de R. umbellata ¢ R. ferruginea
apresentaram atividade alelopatica. O fator que mais afetou a atividade alelopatica das duas
espécies estudadas de Rapanea foi a sazonalidade. A estagdo seca potencializou os efeitos dos
extratos foliares, com maior freqiiéncia de atividade alelopatica que a estacdo chuvosa nas
duas espécies. A idade das plantas foi um fator que influenciou diferentemente as espécies
estudadas, sendo que maiores valores de freqiiéncia de atividade alelopatica foram observados
em folhas de plantas adultas de R. umbellata e de plantas jovens de R. ferruginea

provenientes de mesma estagao.
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CAPITULO 2

Efeitos alelopaticos de Rapanea umbellata (Mart.)
Mez (Primulaceae) sobre plantas infestantes de

culturas agricolas
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RESUMO

(Efeitos alelopaticos de Rapanea umbellata (Mart.) Mez (Primulaceae) sobre plantas
infestantes de culturas agricolas). Substancias alelopaticas podem ser utilizadas para o
desenvolvimento de produtos alternativos baseados em compostos naturais para o controle de
espécies infestantes. O objetivo deste trabalho foi comparar o efeito do extrato aquoso de
Rapanea umbellata (Mart.) Mez (Primulaceae) com a a¢do de um herbicida sintético sobre
variaveis germinativas e de crescimento inicial de espécies infestantes das culturas agricolas.
As espécies infestantes estudadas foram: capim-arroz (Echinochloa crus-galli L., Poaceae),
amendoim-bravo (Euphorbia heterophylla L., Euphorbiaceac) e corda-de-viola (Ipomoea
grandifolia Drammer., Convolvulaceae). Os efeitos do extrato foliar aquoso de R. umbellata
nas concentragdes 10 e 5% (massa de pd de folhas por volume de dgua destilada, g/mL) foram
comparados com os da agua destilada (controle) e do herbicida sintético oxifluorfem. O
extrato foliar e o herbicida ndo tiveram efeito significativo (p>0,05) sobre a porcentagem de
germinacdo das espécies infestantes. O tempo médio de germinagdo de capim-arroz e corda-
de-viola foi significativamente menor (p<0,05) no controle do que quando foram utilizados o
extrato foliar e o herbicida, sendo que o extrato foi significativamente mais inibitério que o
herbicida sobre corda-de-viola. O comprimento inicial da parte aérea das espécies invasoras
foi significativamente mais afetado pelo herbicida do que pelo extrato foliar. Porém, o
comprimento inicial da parte radicular das espécies infestantes foi mais afetado pelo extrato
foliar do que pelo herbicida. O extrato aquoso foliar de R. umbellata apresentou, portanto,
resultados considerados promissores para ser utilizado em estudos de fracionamento e
purificacdo de substincias alelopaticas que possam ser empregadas como herbicidas de
origem natural e biodegradaveis.

Palavras-Chave: Alelopatia, Crescimento inicial, Germinagao, Oxifluorfem.

ABSTRACT

(Allelopathic effects of Rapanea umbellata (Mart.) Mez (Primulaceae) on weeds of crops.).
Allelopathic substances can be used to the development of alternatives based in natural
products to the control of infests species. The objective of the present study was to compare
the allelopathic activity of aqueous leaf extracts of Rapanea umbellata (Mart.) Mez
(Primulaceae) with the action of a synthetic herbicide over germination and initial length of
weed species of agricultural cultures. The weed species used were: barnyard grass
(Echinochloa crus-galli L., Poaceae), wild poinsettia (Euphorbia heterophylla L.,
Euphorbiaceae) and morning-glory (Ipomoea grandifolia Drammer., Convolvulaceae). The
effects of the aqueous leaf extract of R. umbellata under concentration 10 and 5% (leaf dry
weight per distillated water volume, g/mL) were compared to distillated water (control) and to
the synthetic herbicide oxyfluorfen. The leaf extract and the herbicide did not have significant
(p>0.05) effect over weed species germination percentage. Barnyard grass and morning-glory
germination average time was significant lower (p<0.05) in control than extract and herbicide
treatments. The extract was significantly more active than the herbicide over morning-glory in
both variables. The initial length of the aerial part of weed species was significantly more
affected by the herbicide than the extract. The initial length of the subterraneous part of infest
species was significantly more affected by leaf extract than by the herbicide. Therefore, the
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leaf aqueous extract of R. umbellata showed promising results to fractionat and purify active
substances that could be employed as herbicides of natural origin and biodegradables.

Key-Words: Allelopathy, Germination, Initial length, Oxyfluorfen.

INTRODUCAO

O manejo de plantas infestantes tem sido um problema desde o comeco da agricultura.
De modo geral, as plantas infestantes possuem maior area especifica foliar e sdo mais
competitivas que as demais espécies, pois sdo melhores colonizadoras, se reproduzem mais
rapidamente e sobrevivem em condi¢gdes mais adversas (Hamilton et al. 2005; Colautti et al.
2006). Além disso, na grande maioria das vezes sdo plantas anuais a bianuais, de porte
pequeno e sdo mais toxicas a herbivoros (Sutherland 2004). Aumentos consideraveis na
distribui¢@o e na abundancia de plantas infestantes podem ocorrer devido a falta de regulagao
por predadores naturais, patogenos e competidores (Callaway et al. 1999), situa¢do presente
em monoculturas, como as de soja, cana e arroz.

Convencionalmente, diversos tipos de herbicidas sintéticos sdo utilizados para o
controle das espécies infestantes. Os herbicidas sintéticos sdo altamente eficazes em pequenas
doses, apresentam boa seletividade para culturas e sdo relativamente baratos para a fabricagao
(Dayan et al. 2009). Em 2008, o Brasil passou a ser o maior consumidor de agrotoxicos do
mundo e responder pelo uso de 84% destes produtos em toda a América Latina (Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente ¢ dos Recursos Naturais Renovaveis, 2010). O uso
indiscriminado e muitas vezes equivocado destes compostos contra plantas infestantes tem
intoxicado as populacdes humanas e contaminado as comunidades biologicas (Peres &
Moreira, 2007).

Em adigao, as plantas infestantes desenvolveram sistemas de resisténcia aos herbicidas
sintéticos convencionais (Duke et al. 2000). Algumas destas resisténcias tém justamente
origem no uso indevido destes compostos (Preston 2005). Assim, a busca por herbicidas
naturais, que sejam biodegraddveis e ndo produzam as contaminac¢des provocadas pelos
herbicidas sintéticos, ¢ de fundamental importancia (Souza Filho et al. 2006). Além disso, o
consumo de produtos oriundos da chamada agricultura organica, que ndo permite o uso de
herbicidas sintéticos, tém crescido mundialmente (Dayan et al. 2009).

A alelopatia ¢ considerada como um fendomeno entre espécies doadoras e receptoras,

onde plantas, algas, bactérias ou fungos podem liberar substancias quimicas (aleloquimicos)
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no ambiente, influenciando o crescimento € o desenvolvimento dos sistemas bioldgicos (Rice
1984; Mallik 2008). A influéncia negativa da alelopatia de algumas plantas sobre outras tem
sido descrita principalmente em culturas agricolas (Macias et al. 2001, Mallik 2008). Os
efeitos alelopaticos de muitas espécies tém sido estudados para o controle de plantas
infestantes de culturas agricolas (Vyvyan 2002; Franga et al. 2007). Nestes casos, 0s
aleloquimicos que forem identificados podem ser usados como um recurso ao
desenvolvimento de novos herbicidas naturais (Bagchi et al. 1997; Macias et al. 2001; Macias
et al. 2008). Acido acético, eugenol, acido oléico, 4cido pelargdnico (Cropping & Duke
2007), triquetonas, cimetilina, bialafos e glufosinato (Duke et al. 2000), sorgoleona (Einhellig
& Souza 1992), arteter (Bagchi et al. 1997) e helianonole (Nishiyama et al. 2005), por
exemplo, sdo aleloquimicos j4 identificados com potencialidades de herbicidas.

As vantagens de herbicidas de origem aleloquimica estdo em serem soluveis em agua,
auséncia de moléculas halogenadas, rotas alternativas de acdo, interagdes mais especificas
com as plantas-alvo, atividade em menores concentragdes € menor dano ambiental do que os
herbicidas convencionais (Duke et al. 2000; Oliveros-Bastidas 2008; Macias et al. 2008). Os
aleloquimicos podem agir no desenvolvimento das espécies receptoras através da
interferéncia nos processos de respiracao, fotossintese, atividade enzimatica, relagdes hidricas,
abertura dos estdmatos, niveis de fitormonio, disponibilidade de mineral, e ainda, na divisao e
alongamento celular, estrutura e a permeabilidade de membranas e paredes das células (Cruz-
Ortega et al.1998; Ferreira & Aquila 2000; Gniazdowska & Bogatek 2005).

Rapanea umbellata (Mart.) Mez (Primulaceae) ¢ uma espécie que ocorre no Cerrado e
quedas espécies com maior abundancia e distribuicdo no Estado de Sao Paulo, Brasil
(Wanderley et al. 2005). E uma espécie arborea, heliéfila, perenifolia, secundaria inicial, que
apresenta de 1,5 a 8 m de altura (Carvalho 2006). Espécies perenifolias podem apresentar
maior quantidade de fenodis em suas folhas, ja4 que sdo compostos imoveis que permanecem
nas folhas pelo maior tempo possivel devido ao seu alto custo nutricional (Coley et al. 1985).
Além disso, possuem folhas com canais resiniferos e glandulas secretoras diminutas, esparsas
por toda face abaxial (Wanderley et al. 2005), que podem acumular terpenos ou taninos
(Mauseth 1988). Fendis, terpenos e taninos tem sido relacionados a atividade alelopatica
(Einhellig 2004; Duke & Oliva 2004). R. umbellata apresentou efeitos alelopaticos sobre a
germinagdo e o crescimento inicial de espécies cultivadas Lactuca sativa L. (Asteraceae),
Solanum lycopersicum L. (Solanaceae) e Allium cepa L. (Liliaceae) (Novaes et al. dados nao

publicados).
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Assim, a hipotese deste trabalho é que o extrato foliar aquoso de R. umbellata deve
apresentar atividade alelopatica sobre espécies infestantes de culturas agricolas. O objetivo
deste trabalho foi comparar os efeitos do extrato aquoso foliar de R. umbellata com de um
herbicida sintético sobre a germinacdo e o crescimento inicial de amendoim-bravo, capim-
arroz ¢ corda-de-viola, que sdo plantas infestantes de culturas agricolas. Além disso,
objetivou-se verificar se havia potencial que as folhas desta espécie sejam utilizadas em

estudos de biosprospec¢do de herbicidas de origem natural.

MATERIAL E METODOS

Caracterizacdo geogréfica e climatica do local de coleta e material vegetal da espécie
doadora

A reserva de cerrado da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar) campus Sao
Carlos, SP (21° 58” a2 22° 00 S e 47° 51° a 47° 52° W) apresenta solo Latossolo Vermelho-
Amarelo Alico, com ondula¢des suaves ¢ 845 m de elevagio acima do nivel do mar (Lorandi
et al. 1999). O clima da regido segundo a classificacio de KOPPEN ¢ do tipo CWA, tropical
com inverno seco (de junho a Setembro) e verdo quente e imido (de dezembro a marco)
(Tolentino 1967). As médias historicas anuais de precipitacao, temperatura, umidade relativa
do ar e déficit de pressdo de vapor sdo aproximadamente 1506 mm, 21 °C, 71% e 0,72 kPa,
respectivamente (Damascos et al. 2005).

A coleta de folhas sadias e totalmente expandidas da espécie doadora Rapanea
umbellata (Mart.) Mez (Primulaceae Batsch ex Borkh.) foi realizada assistematicamente em
dez individuos adultos em estagdo seca (julho de 2008), j4 que este estagio de
desenvolvimento e esta¢do climatica condicionaram extratos foliares de R. umbellata com
maior atividade alelopatica (Novaes et al. dados ndo publicados). Neste periodo, ndo houve
precipitacdo e a média mensal das temperaturas maxima, média e minima foram 25,5, 18,5, e
11,5 °C, respectivamente. Estes individuos adultos apresentavam didmetro na altura do solo
de 3,0 a 15,5 cm e estruturas reprodutivas ou seus indicativos. As exsicatas foram depositadas

no Herbario do Departamento de Botanica da UFSCar — Brasil (voucher 7276).

Espécies infestantes
Para este estudo, foram utilizadas plantas infestantes de areas agricolas que tém
apresentado resisténcia a herbicidas convencionais: amendoim-bravo (Euphorbia

heterophylla L., Euphorbiaceae) (Vidal et al. 2007) e capim-arroz (Echinochloa crus-galli
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(L.) P. Beauv., Poaceae) (Juliano et al. 2010). A espécie infestante corda-de-viola (Ipomoea
grandifolia (Drammer) O’Donnell, Convolvulaceae) também foi utilizada pois ¢ apresenta
grande infestagdo dos campos agricolas do Brasil (Kissmann & Groth 1992). Amendoim-
bravo e corda-de-viola sdo ecudicotiledoneas nativas das Américas que afetam diversas
culturas agricolas (Kissmann & Groth 1992) e capim-arroz ¢ uma monocotiledonea nativa de
regides da Europa e Asia que afeta principalmente as culturas de arroz (Kissmann & Groth
1992; 1999). Os didsporos de corda-de-viola foram escarificados em &cido sulfurico
concentrado durante cinco minutos e, em seguida, lavados em agua corrente (Azania et al.
2003). Essa metodologia foi empregada com objetivo de padronizar os resultados obtidos em

testes de germinacao e de comprimento inicial dessa espécie.

Preparacéo do extrato foliar

O extrato foliar aquoso foi preparado segundo Souza et al. (2010) e utilizado nos
bioensaios de germinacao e comprimento inicial de amendoim-bravo, capim-arroz e corda-de-
viola. As folhas de R. umbellata foram secas em estufa (72 h, sob temperatura de 40 °C),
moidas em moinho industrial até virar p6 e empacotadas em embalagens plasticas. Os extratos
aquosos foram realizados com a mistura do pd das folhas com agua destilada, a 10 ou 5% de
massa/volume (g/mL). Essa mistura permaneceu descansando durante 12h em refrigerador na
temperatura de aproximadamente 4 °C. Apos este periodo, os extratos foram filtrados em
papel de filtro sobre um funil de Buckner conectado a um Kitasato acoplado a bomba de
vacuo.

Os efeitos do extrato foliar de R. umbellata a 10 ¢ 5% foram comparados com dois
controles: um negativo contendo 4gua destilada, e outro positivo contendo solu¢do de
herbicida sintético oxifluorfem (240 g/L) nas concentracdes 10 e 5%, partindo da

recomendagcio do fabricante (5 L ha™).

Bioensaios de germinacao com as espécies infestantes

Os bioensaios de germinagdo foram realizados segundo Gatti et al. (2004), utilizando
5 mL do extrato foliar e da solugdo herbicida oxifluorfem a 10 e 5% e agua destilada
(controle) para umedecer duas folhas de papel de filtro que forravam o fundo de placas de
Petri esterilizadas. Os experimentos foram conduzidos com quatro repeticdes de 20 sementes
ou diasporos por placa de Petri, mantidos em camaras de germinagdo (B.O.D.) com
fotoperiodo de 12 horas e climatizadas sob 28 °C, temperatura 6tima para a germinacdo das

espécies, confirmada em pré-teste. As contagens das sementes ou diasporos germinados
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foram realizadas em intervalos de 24 horas (Ferreira & Aquila 2000). Foram considerados
germinados aqueles que apresentaram 2 mm de protrusdo radicular (Ranal & Santana 2006).
Utilizando-se destas contagens foi possivel calcular porcentagem, tempo médio e entropia

informacional da germinacao (Ranal & Santana 2006).

Bioensaios de comprimento inicial com as espécies infestantes

Os bioensaios de comprimento inicial da parte aérea (PA) e radicular (PR) das
espécies infestantes foram conduzidos com quatro repeti¢des de dez sementes ou didsporos
pré-germinados em agua destilada (com radicula entre 2 e 4 mm) por caixa plastica, mantidas
em camaras com fotoperiodo de 12 horas e climatizadas sob 28 °C, temperatura 6tima para a
germinagdo das espécies, confirmadas em pré-teste. As caixas estavam forradas com duas
folhas de papel filtro umedecidas com 20 mL do extrato foliar de R. umbellata ou da solugio
herbicida oxifluorfem a 10 e 5%, ou de dgua destilada (controle). As medidas de comprimento
inicial foram realizadas ap6s 5 dias da incubagdo utilizando-se um paquimetro digital. PA e
PR (mm) foram consideradas como a distancia do colo até o apice meristematico do caule e
do colo até o épice meristematico da raiz principal, respectivamente (Ministério de

Agricultura, Pecudria e Abastecimento 2009).

Caracteristicas fisico-quimicas do extrato foliar

O pH do extrato a 10 e a 5% foi medido usando um pHmetro. O potencial osmotico
(P.O., mOsm/Kg) foi medido com um osmometro automatico (uOsmotte, modelo 5004),
utilizando-se 50uL de cada concentracdo do extrato a temperatura de 25 °C. Os valores de
P.O. foram convertidos para pressdo osmotica pela conversdo de mOsm/Kg para MPa
(Larcher 2000). O efeito do potencial osmotico foi testado sobre a porcentagem, tempo médio
e entropia informacional de germinacdo e sobre o comprimento inicial de PA e de PS de
amendoim-bravo, capim-arroz e corda-de-viola, utilizando-se solugdes de polietilenoglicol

6000 (PEG-6000) nas concentracdes: -1, -2 e -3 MPa, em relagdo ao controle (dgua destilada).

Anélise estatistica

O delineamento dos experimentos em laboratdrio foi inteiramente casualizado. Além
do grupo controle, foram utilizados dois tratamentos (extrato foliar aquoso de R. umbellata e
herbicida sintético oxifluorfem) divididos em dois niveis de tratamento (duas concentragoes:

10 e 5%). O ntimero de repeti¢des no grupo controle € nos tratamentos foi igual a quatro.
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Testes estatisticos foram realizados com o auxilio do software libre Bioestat 5.0
(Sociedade Civil de Mamiraua 2007). Os resultados foram testados quanto a normalidade por
meio do teste Lilliefors. Diferengas significativas entre as médias oriundas do controle e das
concentragdes do extrato aquoso foliar e do herbicida oxifluorfem e das mesmas
concentragdes do extrato e do herbicida entre si foram testadas par-a-par usando-se Mann-
Whitney (quando as médias ndo eram normais) e teste T (quando as médias eram normais),

com nivel de decisao (o) em p<0,05 (Zar 2010).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracteristicas fisico-quimicas do extrato

Os valores de pH no extrato foliar de R. umbellata a 10 ¢ 5% foram 5,41 e 5,6,
respectivamente. Estes valores variaram dentro do limite de tolerancia para plantas vasculares
(Larcher 2000) e assim, bioensaios para avaliagao da influéncia de pH sobre a germinagdo e o
comprimento inicial das plantulas receptoras foram dispensados. Os valores de PO no extrato
foliar a 10 e 5% foram -2,10 e -1,10 MPa, respectivamente. Nao houve efeito de P.O. sobre a
porcentagem e tempo médio de germinacdo e crescimento inicial de nenhuma das espécies

infestantes.

Germinacao

Nao houve diferenca significativa (p>0,05) entre o controle ¢ as concentragdes do
extrato foliar aquoso e do herbicida oxifluorfem sobre a porcentagem de germinacao das
espécies infestantes estudadas (Figura 2.1 A, C e E). Nao houve influéncia do extrato e do
herbicida sobre o tempo médio de germinagdo de amendoim-bravo (Figura 2.1 B).

O tempo médio de germinagdo de capim-arroz e corda-de-viola foi
significativamente menor (p<0,05) no grupo controle que nas diferentes concentragdes do
extrato foliar aquoso e do herbicida oxifluorfem (Figura 1D e F). O extrato foliar e o
herbicida aumentaram significativamente o tempo médio de germinag¢do de capim-arroz
(Figura 2.1 D). O tempo médio de germinagdo de corda-de-viola foi significativamente maior
com o uso do extrato do que com o de herbicida sintético, nas duas concentragdes estudadas

(Figura 2.1 F).
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Figura 2.1 - Valores médios (colunas) e desvio-padrdo (barras) de porcentagem e tempo
médio de germinagdo de sementes de amendoim-bravo (Euphorbia heterophylla L.,
Euphorbiaceae), capim-arroz (Echinochloa crus-galli L., Poaceae) e corda-de-viola (Ipomoea
grandifolia Drammer., Convolvulaceac) em agua destilada (controle), extratos foliares
aquosos de Rapanea umbellata (Mart.) Mez (Primulaceae) e herbicida sintético oxyfluorfen
nas concentragdes de 10 e 5%. Asteriscos sobre as colunas indicam média significativamente
diferente (p<0.05) do controle, letras maitsculas indicam médias significativamente
diferentes entre o extrato foliar e o herbicida na concentracdo 10% e letras minusculas

indicam médias significativamente diferentes entre o extrato foliar ¢ o herbicida na

concentragdo 5%.
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A entropia informacional de germinacdao de amendoim-bravo ndo apresentou
diferenca significativa entre os resultados provenientes do controle e das concentracdes 10 e
5% do extrato foliar e da solugdo herbicida oxifluorfem (Figura 2.2 A). Apenas as
concentragdes 10 e 5% do herbicida reduziram significativamente a entropia informacional de
germinagdo de capim-arroz.

Os valores de entropia informacional sdo diretamente proporcionais ao tempo médio
de germinagdo de uma semente (Ranal & Santana 2006). Apesar do tempo médio de
germinacdo de capim-arroz ter aumentado quando os didsporos foram submetidos ao
herbicida, estes germinaram de maneira sincronizada (por volta de 4 dias, dados nao
apresentados), o que reduziu fortemente o valor de entropia informacional de germinagao.

Em corda-de-viola, a entropia informacional de germinagdo foi significativamente
maior quando as sementes foram submetidas ao extrato foliar aquoso e ao herbicida sintético
que no controle (Figura 2.2 C), mas a concentragdo 10% do extrato condicionou valores

significativamente maiores que o herbicida.
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Figura 2.2 - Valores médios (colunas) e desvio-padrao (barras) de entropia informacional de
germinacdo de sementes de amendoim-bravo (Euphorbia heterophylla L., Euphorbiaceae),
capim-arroz (Echinochloa crus-galli L., Poaceac) e corda-de-viola (Ipomoea grandifolia
Drammer., Convolvulaceaec) em 4gua destilada (controle), extratos foliares aquosos de
Rapanea umbellata (Mart.) Mez (Primulaceae) e herbicida sintético oxyfluorfen nas
concentragdes de 10 e 5%. Asteriscos sobre as colunas indicam média significativamente
diferente (p<0.05) do controle, letras maiusculas indicam médias significativamente
diferentes entre o extrato foliar e o herbicida na concentragdo 10% e letras minusculas
indicam médias significativamente diferentes entre o extrato foliar e o herbicida na

concentragao 5%.

O processo germinativo de amendoim-bravo foi o menos afetado pelo extrato foliar e
pelo herbicida entre as espécies receptoras, uma vez que seus valores de porcentagem, tempo
médio e entropia informacional de germinagdo ndo foram alterados por essas solucdes.
Amendoim-bravo ¢ uma espécie infestante que produz sementes em grandes quantidades,
com elevada viabilidade (Kissman & Groth 1992). E uma planta que tém grande capacidade

de multiplicagdo, que cresce com muita rapidez e compete fortemente por nutrientes do solo
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e, por esses motivos, avanga sobre as regides subtropicais de diversos continentes (Kissman &
Groth 1992).

Kern et al. (2009) afirmaram que as sementes de amendoim-bravo exibiram grande
resisténcia a diversos aleloquimicos conhecidos, tais como rutina, quercitina, acido aconitico,
acido fertlico, acido cumadrico, acido vanilico e eucaliptol. O amendoim-bravo foi a espécie
infestante menos afetada pela cumarina entre outras como corda-de-viola, Bidens pilosa L. e
Senna obtusifolia L., mesmo em concentragdes elevadas (Pergo et al. 2008). Portanto,
amendoim-bravo ¢ uma espécie infestante agressiva e dificil de ser controlada, mesmo na
presenca de solugdes de fitotoxidade conhecida.

O tempo médio e, conseqiientemente, a entropia informacional de germinagao sao
fatores importantes na sobrevivéncia das plantulas infestantes, uma vez que plantas que
germinam mais lentamente podem apresentar tamanho reduzido, menor competi¢do por
recursos ¢ menor chance de se estabelecer no ambiente (Callaway & Walker, 1997). Em
corda-de-viola, o extrato foliar inibiu mais fortemente os processos germinativos de tempo
médio de germinagdo e entropia informacional de germinagdo do que o herbicida. Esses
resultados revelam a alta concentracdo de aleloquimicos presentes nas folhas da planta
doadora. Estes aleloquimicos certamente possuem rotas de agdo que sdo novas (Macias et al.
2008) para as sementes de corda-de-viola, condicionando resultados mais vantajosos do que o
herbicida. Os aleloquimicos podem ter afetado os processos germinativos das sementes de
corda-de-viola, por exemplo, pelo aumento da atividade da amilase e maior liberacdo de
reservas que seriam fornecido ao embrido (Singh et al. 2009), pela ampliagdo do estresse
oxidativo e da dorméncia das sementes através do aumento na producao de ABA, e inibigao
da absorg¢do de agua por meio de alteragdes na permeabilidade das membranas (Bogatek et al.

2005).

Comprimento inicial das espécies infestantes

O extrato foliar aquoso e o herbicida sintético resultaram em comprimento inicial de
PA e de PR de amendoim-bravo significativamente menor que o controle (Figura 2.3 A). As
concentragdes 10 ¢ 5% do herbicida foram significativamente mais ativas sobre PA de
amendoim-bravo que as do extrato foliar. Porém, estas concentragdes do extrato foliar foram
significativamente mais ativas sobre o comprimento de PR de amendoim-bravo que o
herbicida.

Apenas o herbicida afetou significativamente o comprimento inicial de PA de capim-

arroz (Figura 2.3 B). Os valores de comprimento de PR de capim-arroz foram
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significativamente diferentes do controle tanto nas concentragdes 10 e 5% do extrato foliar
como do herbicida, mas o efeito da concentra¢do 10% do extrato foi significativamente mais
forte que a do herbicida.

O extrato foliar e o herbicida condicionaram comprimento inicial de PA e de PR de
corda-de-viola significativamente menor que o grupo controle (Figura 2.3 C). No entanto, a
concentragdo 5% do herbicida foi significativamente mais ativa sobre PA que a do extrato
foliar. J& a concentra¢dao 10% do extrato foliar foi significativamente mais forte que a do

herbicida sobre os valores de PR.
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Figura 2.3 - Valores médios (colunas) e desvio-padrao (barras) de comprimento inicial (mm)
das partes aérea (PA) e radicular (PR) de plantulas de amendoim-bravo (Euphorbia
heterophylla L., Euphorbiaceae), capim-arroz (Echinochloa crus-galli L., Poaceae) e corda-
de-viola (Ipomoea grandifolia Drammer., Convolvulaceac) em agua destilada (controle),
extratos foliares aquosos de Rapanea umbellata (Mart.) Mez (Primulaceae) e¢ herbicida
sintético oxyfluorfen nas concentragdes de 10 e 5%. Asteriscos acima ou abaixo das colunas
indicam média significativamente diferente (p<0.05) do controle, letras maitsculas indicam
médias significativamente diferentes entre o extrato foliar e o herbicida na concentragao 10%
e letras minusculas indicam médias significativamente diferentes entre o extrato foliar e o

herbicida na concentracao 5%.

De modo geral, o comprimento inicial da PA das espécies invasoras foi mais afetado
pelo herbicida do que pelo extrato foliar. Oxifluorfem ¢ um herbicida indicado para o controle
de plantas infestantes, mono e eudicotiledoneas, em aplicagdes de pré-emergéncia ou pos-

emergéncia inicial (Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento 2011).

64



Quimicamente, oxifluorfem ¢ um herbicida de acdo seletiva, ndo sistémico, pertencente ao
grupo quimico dos difenileteres (DPEs). Esse grupo necessita de luz para ativar-se, o que
sugere que sua fitoxicidade esteja relacionada ao processo de fotossintese (Hess 2000).
Existem evidéncias de que DPEs ligam-se a enzima fotoporfirinogénio oxidase durante a
biossintese de clorofila e destroem membranas celulares vegetais como resultado da
peroxidacdo de dacidos graxos poliinsaturados (Hess 2000). Deste modo, estes fatores
explicam a maior atividade do herbicida oxifluorfem sobre o comprimento inicial de PA nas
plantas infestantes.

O comprimento inicial da PR das espécies infestantes foi mais afetado pelo extrato
foliar do que pelo herbicida. Isso sugere que as substancias presentes no extrato foliar de R.
umbellata ndo possuem ac¢do semelhante a do herbicida oxifluorfem ou de seu grupo quimico.
Os aleloquimicos do extrato foliar podem estar mais envolvidos com processos relacionados
ao crescimento das raizes, como: divisdo celular, producdo de hormonios, permeabilidade de
membranas, absor¢do de minerais, atividade enzimatica e relacdes hidricas (Ferreira &
Aquila, 2000; Gniazdowska & Bogatek 2005).

Cruz-Ortega et al. (1998), por exemplo, observaram que os extratos aquosos de Sicyos
deppei condicionaram desorganizac¢do dos tecidos e falta de diferenciagdo celular nas raizes
de feijdo, evidenciados por alteragdes ultra-estruturais na membrana plasmatica, parede
vegetal, mitocondrias, reticulo endoplasmatico e na divisdo celular. Seingh et al. (2009)
observaram redu¢do no contetido de proteinas e na atividade da nitrato redutase nos tecidos
radiculares de milho submetido a lixiviados de Nicotiana plumbaginifolia. Outras explicagdes
para a diminui¢do no crescimento das radiculas quando submetidas ao estresse por extratos
alelopaticos sdo a modificagdo da respiracdo mitocondrial que leva a uma diminuicdo na
liberagdo de ATP para as células e a reducdo do aporte de ions (Gniazdowska & Bogatek
2005). Estas podem ser formas de interferéncia do extrato foliar de R. umbellata sobre
crescimento inicial de PR das espécies infestantes.

Além do menor comprimento de PR, as duas concentragdes utilizadas do extrato foliar
condicionaram necrose da raiz principal e formacao precoce de raizes laterais em relagdo ao
controle em todas as espécies infestantes utilizadas (Figura 2.4). As plantulas de amendoim-

bravo e corda-de-viola apresentaram inversao graviotropica (Figura 2.4).
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Figura 2.4 — Anomalias observadas na prte raicular de plantulas de amendoim-
bravo (Euphorbia heterophylla L., Euphorbiaceae), capim-arroz (Echinochloa crus-
galli L., Poaceac) e corda-de-viola (Ipomoea grandifolia Drammer.,
Convolvulaceae) em 4agua destilada (controle) e extratos foliares aquosos de
Rapanea umbellata (Mart.) Mez (Primulaceae) nas concentragdes de 10 e 5%. As

imagens mostram as plantulas em dois niveis de aumento: de 3x (a) e 6x (b).
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Como nao houve danos em PA das espécies infestantes quando submetidas aos
extratos foliares, os niveis de auxinas transportados de PA para as raizes pode ter continuado
elevado. Nas raizes, as auxinas agem juntamente com estatdlitos da columela (que sdo
sensiveis a gravidade), condicionando crescimento geotropico positivo (Aloni et al. 2006;
Morita 2010). No entanto, com a necrose da coifa, e consequentemente dos estatolitos da
columela, deve ocorrer crescimento desordenado da raiz e gravitropismo negativo de PR
(Burgos et al. 2004; Tanimoto et al. 2008).

As citocininas sdo produzidas na coifa da raiz principal e, assim como as auxinas,
controlam positivamente a curvatura geotropica da raiz (Miyawaki et al. 2004). No caso da
necrose da coifa, os niveis de citocinina sdo reduzidos e héd indugdo de gravitropismo negativo
da raiz (Aloni et al. 2006). A inversao graviotropica ¢ 1til as plantulas nessa situacao, pois
assim elas atrasam o contato das raizes laterais em formagao com o extrato foliar.

A formagdo de raizes laterais ¢ regulada diferentemente pelos hormonios auxina,
etileno e citocinina. Niveis elevados de auxinas devem aumentar a producdo de etileno nas
plantas infestantes, ja que afetam a atividade da ACC sintetase (Stepanova et al. 2007; Kondo
et al. 2009). Além disso, o estresse induzido pelos extratos foliares em PR das plantas
infestantes deve ter acarretado aumento de etileno e reducdo de citocininas (Zhang et al.
2003). Niveis reduzidos de citocinina e elevados de etileno e auxina devem ter estimulado a
formag@o precoce de raizes laterais (Dayan et al. 2000; Aloni et al. 2006).

Meios de agao distintos de herbicidas convencionais sdo caracteristicas desejaveis para
que um extrato de uma planta possa ser usado em estudos de elaboragdo de herbicidas de
origem natural. O extrato foliar aquoso de R. umbellata apresentou acgéo distinta do herbicida
oxifluorfem sobre a germinagdo de corda-de-viola e sobre o crescimento inicial de PR de
todas as espécies infestantes estudadas e portanto, possui potencial para ser utilizado em
estudos de fracionamento biodirigido afim de que aleloquimicos presentes em suas folhas

possam ser sintetizados como herbicidas de origem natural e biodegradaveis.

CONCLUSOES

O extrato aquoso foliar foi mais ativo que o herbicida sintético oxyfluorfem sobre o
tempo médio e entropia informacional de germinacdo das espécies infestantes, principalmente
em corda-de-viola. O comprimento inicial da parte aérea das espécies invasoras foi mais
afetado pelo herbicida do que pelo extrato foliar. Porém, o comprimento inicial da parte

radicular das espécies infestantes foi mais afetado pelo extrato foliar do que pelo herbicida,
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condicionando necrose da coifa, inversao gravitropica e formacao de raizes secundarias em
todas as espécies infestantes estudadas. O extrato aquoso foliar de R. umbellata apresentou
resultados considerados promissores para ser utilizado em estudos de fracionamento e
purificagdo de substancias alelopaticas que possam ser empregadas como herbicidas de

origem natural.
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RESUMO

(Atividade alelopatica de fragdes acetonicas de folhas de Rapanea umbellata (mart.) mez
(Primulaceae) contendo (-)-catequina e luteina). Ambientes estressantes como os de cerrado
devem favorecer uma maior variedade de aleloquimicos nas plantas, os quais sdo fontes
potenciais de pesticidas e herbicidas de origem natural. Assim, a hipdtese deste trabalho ¢ que
as folhas de Rapanea umbellata provenientes do cerrado brasileiro apresentem metabolitos
secundarios que sejam alelopaticos com interesse agrondmico. Para que houvesse um
direcionamento da purificacdo destes compostos, foram realizados bioensaios de coledptilos
de trigo e de germinacdo e comprimento inicial de agrido, alface, cebola e tomate sob os
efeitos de extratos hexanico, diclorometanico, acetato etilico, acetonico € metanolico das
folhas secas de R. umbellata ¢ comparados com os de agua destilada e herbicida sintético
Logran®. Apoés constatada a maior atividade do extrato acetOnico, este foi submetido ao
fracionamento cromatografico em coluna de silica de fase normal, gerando fracdes
denominadas desde A a I. As fracdes E e H foram submetidas entdo a novos fracionamentos
em coluna de silica de fase normal e reversa, respectivamente. A fragdo E deu origem sub-
fragdes de E1 a ES5, sendo que a E3 foi purificada através de CLAE e identificada apods
espectros de RMN'H e °C como luteina. A fragdo H deu origem subfragdes de H1 a H9,
sendo que a H5 foi purificada através de coluna Sephadex e identificada apds espectros de
RMN'H e "C como (-)-Catequina. A presenca desta substancia em R. umbellata pode
significar ndo s6 um melhor estabelecimento desta espécie no cerrado por meio da alelopatia,
mas também que seja mais resistente & agdo de plantas infestantes ou invasoras. E possivel
que (-)-Catequina seja utilizada em estudos para a formulagao de herbicidas de origem natural
contra plantas infestantes de culturas agricolas.

Palavras-chave: aleloquimicos, fitoxidade, fracionamento.

ABSTRACT

(allelopathic activity of Rapanea umbellata (Mart.) Mez (Primulaceae) acetone leaf extracts
fractions containing (-)-catechin and lutein). Cerrado (the Brazilian savanna) environments
should favor higher allelochemicals quantities in plants. These allelochemicals are the main
sources for natural pesticides and herbicides. This work hypothesis is that the leaves of
Rapanea umbellata from Brazilian cerrado have allelopatic secondary metabolites and that
these are of agronomic interest. To direct the purification of the compounds, wheat coleoptiles
bioassays and watercress, lettuce, onion and tomato germination and initial length bioassays
were performed under the effects of hexane, dichloromethane, ethyl acetate, acetone and
methanol extracts of dried leaves of R. umbellata, distillated water (control group) and
Logran® synthetic herbicide solution. The acetone extract was the most active and, therefore,
was chromatographic fractionated through normal phase silica column, resulting in fractions
from A to I. The E and H fractions were, respectively, submitted to normal and reverse silica
columns. The E fraction gave rise to sub-fractions from E1 to ES. The E3 sub-fraction was
purified through HPLC and indentified by NMR'H and “C-NMR spectra as lutein. The H
fraction gave rise to sub-fractions from H1 to H9. The HS5 sub-fraction was purified through
HPLC and indentified by NMR'H and “C-NMR spectra as (-)-catechin. (-)-Catechin can be
used in studies to formulate natural herbicides against agronomic infesting species. Besides,
the presence of this substance in R. umbellata could signify not only better establish of this
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species in cerrado by allelopathy, but also that this could be more resistant to the action of
weed or invasive plants.

Key-words: allelochemicals, phytotoxicity, fractions.

INTRODUCAO

As plantas apresentam grande diversidade de metabodlitos secundarios. Eles,
geralmente, estdo associados com as defesas das plantas contra herbivoros e patdégenos e
podem estar envolvidos em uma ampla variedade de fungdes ecologicas (Bertin et al. 2003).
As plantas podem liberar essas substancias em seu ambiente, alterando a quimica do solo
(Weidenhamer & Callaway, 2010), mediando interagdes com bactérias patogénicas
simbiontes (Walker et al. 2010) ¢ exercendo influéncia benéfica ou prejudicial sobre o
crescimento ¢ o desenvolvimento de plantas ou microrganismos vizinhos em um fendmeno
chamado alelopatia (Rice 1984; Mallik 2008). Os estudos com aleloquimicos podem levar a
producdo de herbicidas quer para uso direto dos compostos descobertos, quer como modelos
moleculares para sintese de novos agroquimicos (Macias et al. 2001; Dias & Dias 2007).
Metabélitos secundarios com atividade bioldgica sdo as principais fontes de novas estruturas
quimicas uteis para a producdo de moléculas que podem ser usadas na farmacologia, na
agronomia e em outros campos do conhecimento (Macias et al. 2008).

O Brasil ¢ o maior consumidor de agrotéoxicos do mundo e responde pelo uso de 84%
destes produtos em toda a América Latina (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente ¢ dos
Recursos Naturais Renovaveis 2010). O uso indiscriminado e muitas vezes equivocado destes
compostos contra plantas infestantes tem intoxicado as popula¢des humanas e contaminado as
comunidades bioldgicas (Peres & Moreira 2007). Além disso, muitas plantas invasoras de
ambientes naturais e infestantes de sistemas agroflorestais crescem muito rapidamente e
desenvolveram sistemas de resisténcia aos herbicidas sintéticos convencionais (Preston 2005).

Algumas destas resisténcias tém justamente origem no uso indevido destes compostos
(Preston 2005). Doses inadequadas do herbicida glifosato, por exemplo, podem alterar a
composi¢ao quimica destas plantas, com conseqii€ncias pouco conhecidas (Lydon & Duke
1988). Assim, a busca por herbicidas naturais, que sejam biodegradaveis e ndo produzam as
contaminagdes como dos herbicidas sintéticos, ¢ de fundamental importancia (Souza Filho et
al. 2006). As vantagens de herbicidas de origem aleloquimica estdo em serem soliveis em
agua, auséncia de moléculas halogenadas, rotas alternativas de agdo, interagdes mais

especificas com as plantas-alvo, atividade em menores concentragdes € menor dano ambiental
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do que os herbicidas convencionais (Duke et al. 2000; Oliveros-Bastidas 2008; Macias et al.
2008).

O cerrado (savana brasileira) é considerado um hotspot e como tal é detentor de uma
enorme diversidade biologica e, conseqlientemente, molecular (Myers et al. 2000). Além
disso, o cerrado apresenta solo arenoso, acido, distrofico e pobre em nutrientes (Haridassan
2001) e, portanto, podem condicionar maior quantidade de fenois, taninos, fibras e outras
defesas contra herbivoros (Bryant et al. 1985; Gershenzon 1984). Isto porque, com uma maior
gama de defesas quimicas, haveria menor predacdo e levaria a vantagem de poupar os
nutrientes investidos no tecido foliar.

Rapanea umbellata (Mart.) Mez (Primulaceae) é uma espécie arborea perenifolia
presente no cerrado (Pinheiro & Carmo 1993). Espécies perenifolias podem apresentar maior
quantidade de fendis em suas folhas, j& que estes compostos devem permanecer nas folhas
pelo maior tempo possivel devido ao seu alto custo nutricional (Coley et al. 1985). Além
disso, R. umbellata possui folhas com canais resiniferos e glandulas secretoras diminutas,
esparsas por toda face abaxial que podem acumular terpenos ou taninos (Mauseth 1988).
Extra¢des com diclorometano das folhas de R. umbellata deram origem a trés terpenos-p-
acido hidroxibenzodicos: um acido benzoico (3-geranil-4-hidroxi-5-(3”,3”-dimetilalil)-acido
benzdico), um  dihidrobenzofurano  (5-carboni-7-(3”,”-dimetilalil)-2-(1’-hidroxi-1°,5’-
dimetilex-4’-enil)-2,3-dihidrobenzofurano) e um dihidrobenzopirano (6-carboxi-8-(37,3”-
dimetilalil)-3a-hidroxi-2a-metil-2-(4’-metilpent-3’-enil)-3,4-dihidrobenzopirano) (Januario et
al. 1991). Além disso, a familia Primulaceaec apresenta ainda flavonodides glicosideos:
myrcitrinas e quercetinas em Myrsine seguinii (Zhong et al. 1997); acidos benzoicos:
dihidrobenzofurano e um myricoidiol em Rapanea myricoides (Blunt et al. 1998); e saponinas
triterpenoides: sakurasosaponina em Rapanea melanophloeos (Ohtani et al. 1993). Fenois,
flavonodides, acidos benzodicos, terpenos e taninos tém sido relacionados a atividade
alelopatica (Einhellig 2004; Duke & Oliva 2004). Além disso, extratos foliares aquosos de R.
umbellata demonstraram efeitos alelopaticos sobre espécies controle (cultivadas) e infestantes
em estudos anteriormente realizados (Novaes et al. dados nao publicados).

Assim, a hipotese deste trabalho ¢ que as folhas de R. umbellata provenientes de
cerrado apresentem metabdlitos secundarios que tenham atividade alelopatica. O objetivo do
trabalho ¢ bioprospectar extratos foliares de R. umbellata para a purificagdo e isolamento de
metabolitos secundérios com atividade alelopatica, que possam ser utilizados futuramente

como herbicidas de origem natural
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal, caracterizacao geogréfica e climética da regido de coleta

As coletas foram realizadas assistematicamente em plantas pertencentes a reserva de
cerrado da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar) campus Sao Carlos, SP (21° 58” a
22° 00" S e 47° 51’ a 47° 52° W). Folhas sadias e totalmente expandidas de Rapanea
umbellata (Mart.) Mez (Primulaceaec Batsch ex Borkh.) foram coletadas de dez individuos
adultos em julho de 2008. Estes individuos apresentavam diametro na altura do solo de 3,0 a
15,5 cm, além de estruturas reprodutivas ou seus indicativos. As exsicatas de R. umbellata
foram depositadas no Herbario do Departamento de Botanica da UFSCar — Brasil (vouchers

7276).

Extracédo quimica

As folhas de R. umbellata foram secas em estufa (72h, sob temperatura de 40 °C),
moidas em moinho industrial. O pd foi embalado & véacuo até seu processamento no
Laboratério de Alelopatia na Universidade de Cadiz (Espanha), sob licenga do IBAMA No
08BR002440/DF.

Primeiramente, foram realizadas extragdes de 10 g de pd de folhas de R. umbellata e
seus extratos utilizados em bioensaio de coledptilo de trigo e de germinacdo e comprimento
inicial de sementes receptoras. Para tanto, essa quantidade de p6 de folhas foi diluida em 100
mL do solvente orginico hexano e submetido a trés series de ultra-som de 30 minutos
(Rostagno et al. 2003; Albu et al. 2004). Apés este tempo, a mistura foi filtrada em funil de
Biichner, com papel de poro 0,22 um, acoplado a uma bomba a vacuo, seca completamente
em evaporador rotativo, e pesada. A massa resultante foi chamada de extrato hexanico (Figura
3.1).

O p6 de folhas restante sobre o filtro foi entdo re-diluido em solvente organico
diclorometano e submetido aos mesmos processos de extracdo, filtragem e secagem
anteriores, gerando o extrato diclorometanico (Figura 3.1). Esse processo com o p6 de folhas
resultante na filtragem foi realizado ainda com os solventes orgéanicos acetato de etila, acetona
e metanol, gerando os extratos acetato etilico, acetonico e metanolico (Figura 3.1). Apds a
identificagdo do extrato que seria fracionado, o processo de extracdo foi repetido com 500 g

de po folhas de R. umbellata para que maior massa de extrato fosse obtida.
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P6 das folhas de Rapanea umbellata
500 g

| 1 1 1 |
Extrato hexanico [ Extrato diclorometanico ] Extrato acetato etilico Extrato acetonico Extrato Metanolico
32,5356 g 45134 ¢ 5,1879 g 23.5625 g 14,7863 g

A B C D E F G H I
2,0174 g 29135¢g 2,8933 g 1,9385 ¢ 0,1626 g 3,2093 g 0,4095 g 0,9002 g 33223 ¢g

T "
S "
E2 @: \ HZ /
N b, S H7
H3
E3
0,00774 g ES —
D H4 -
j
[ Luteina ] H5
0,00129 g 0,01451 g
— H9

(-)-Catequina
0.00419 ¢

Figura 3.1 — Esquema que resume os procedimentos de extragdo, fracionamento, fracdes e as sub-fragdes para a purificacdo de luteina

e (-)-Catequina das folhas de Rapanea umbellata (Mart.) Mez.
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Bioensaios de coledptilo de trigo

Aproximadamente 100 sementes de trigo (Triticum aestivum L., Poaceae, variedade
Cortez) foram adicionadas em placas de Petri de 15 cm de didmetro forrada com papel de
filtro e umedecida com agua destilada. Este conjunto permaneceu em estufa a 24 °C (+1 °C))
durante cinco dias, na auséncia de luz. Apds este periodo, fragmentos de 4 mm foram
fracionados do epicdtilo das plantulas com o auxilio de uma guilhotina de Van der Weij, sob
luz verde de seguranca. Estes fragmentos foram mantidos até a sua utilizagdo em meio
nutritivo de uma solucdo tampao que continha &cido citrico monohidratado (1,05 g/L),
hidrogenofosfato de potéssio tri-hidratado (2,9 g/L.) e 2% de sacarose, com 5,6 de pH (Nitsch
& Nitsch1956)

De cada um dos extratos (hexanico, diclorometanico, acetato etilico, acetonico,
metanolico), ou das fragdes do extrato escolhido e fracionado, 9,6 mg foram dissolvidas em
Sul/ml de dimetilssulfoxido (DMSO). A solugdo tampao descrita anteriormente foi adicionada
a esta mistura, condicionando solugdes nas concentragdes 800, 400 e 200 ppm. Trés tubos de
ensaios contendo cinco fragmentos de coledptilo e 2 ml de solugdo foram utilizados para cada
concentragdo. Dois controles foram utilizados: um negativo contendo apenas solug¢do tampao
aquosa ¢ DMSO, e outro positivo contendo a solu¢do tampao aquosa, DMSO e o herbicida
comercial Logran® (59% terbutrina, 0,6% triasulphoron) nas mesmas concentracdes € com o
mesmo nimero de repetigdes que as dos extratos.

Os tubos de ensaios contendo os coleoptilos em solu¢do foram mantidos durante 24
horas em temperatura de 25 °C no escuro e sob constante rotagdo horizontal de 6 rpm. Apos
este periodo, os coleoptilos foram retirados dos tubos de ensaio € medidos com auxilio do

programa Photomed ®.

Bioensaio de sementes

Quatro espécies receptoras foram utilizadas, sendo trés eudicotiledoneas: agrido
(Lepidium sativum L., Brassicaceae), alface (Lactuca sativa L., Asteraceae) e tomate
(Solanum lycopersicum L., Solanaceae); ¢ uma monocotiledonea: cebola (Allium cepa L.,
Liliaceae).

De cada um dos extratos (hexanico, diclorometanico, acetato etilico, acetonico,

metanodlico) 26 mg foram dissolvidas em Sul/ml de DMSO. Essa mistura foi diluida em
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solucdo tampao de pH 5,6, composta por 10mM de MES (4cido 2-[N-morfolino]
etanossulfonico) e ImM NaOH, em quantidades suficientes para obter as concentragdes de
800, 400 e 200 ppm. Quatro placas de Petri de 4 cm de didmetro, forradas com papel de filtro,
receberam 1 mL de cada concentragdo de solucdo com cada extrato ¢ 20 sementes das
espécies receptoras. Foram ainda utilizados dois controles: um negativo contendo apenas
solucdo tampdo aquosa e DMSO, e outro positivo contendo a solugdo tampdo aquosa € o
herbicida comercial Logran® nas mesmas concentragdes € com o mesmo numero de
repeticdes que as solugdes com os extratos.

As placas foram seladas com Parafilm® e mantidas em camara de crescimento, na
auséncia de luz, em temperatura de 25°C durante quatro, cinco, seis e sete dias,
respectivamente, para as sementes de agrido, tomate, alface e cebola (Macias et al. 1999).
Apoés estes periodos, foram realizadas as medidas de porcentagem de germinagdo e
comprimentos iniciais da parte aérea (PA) e da raiz (PR), com auxilio do programa Fitomed
2.0®. A parte aérea (PA) e parte radicular das plantulas (PR) (mm) foram consideradas como
a distancia do colo até o apice meristematico do caule e do colo até o apice meristematico da

raiz principal, respectivamente (Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento 2009).

Fracionamento cromatografico do extrato aceténico

Ap6s a identifica¢do do extrato acetdonico como o de menor quantidade de clorofila e
mais fitotdxico, o processo de extracdo foi repetido a partir de 500 g de p6 de folhas de R.
umbellata para a obten¢do de maior massa, gerando 23,56 g de extrato acetonico. Essa massa
foi aplicada em uma coluna de 6 cm de diametro e 60 cm de altura, contendo silica gel (0,06
— 0,02 mm) como fase estaciondria em pressao atmosférica. Utilizou-se uma série de eluentes,
em ordem crescente de polaridade para a fase mdvel: hexano/ acetona 95/5, 90/10, 80/20,
70/30, 60/40 e 40/60%, acetona 100% e metanol 100%. Este procedimento rendeu um total de
nove fracdes (de A a I) de acordo com observagdo em cromatografia de camada delgada
analitica (CCDA) (Figura 1). As placas cromatograficas tinham 0,25 mm de espessura com
indicadores fluorescentes (Alugram Sil G/Uv 254, Machery Angel). Elas foram observadas
sob luz ultravioleta (UV) nos comprimentos de onda de 254 ¢ 365 nm, revelada com Oleum
(solucao de 4% de acido sulfurico, 80% de acido acético e 16% agua destilada) e aquecida a

150 °C.
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Fracionamento cromatografico da fracdo E do extrato aceténico

Para o fracionamento cromatografico da fragdo E, foram aplicados 162,6 mg de
amostra em uma coluna de 2,5 cm de diametro e 30 cm de altura contendo silica gel (0,06 —
0,02 mm) como fase estacionaria em pressao atmosférica. As misturas de solventes organicos
escolhidos para eluir a coluna de silica foram hexano 100%, hexano/acetato de etila 95/5,
90/10 e 80/20% e, por ultimo, acetona 100%. Este procedimento rendeu um total de cinco
sub-fracdes (de E1 - 5) de acordo com observagao em CCDA. Cada placa cromatografica foi
eluida em mistura Hexano 80% - Acetona 20%, observada sob luz UV nos comprimentos de
onda de 254 ¢ 365 nm, revelada com Oleum ¢ aquecida a 150 °C. A sub-fragdo E3 foi entdo
preparada e submetida ao fracionamento em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE
ou HPLC- High-performance liquid chromatografy) equipada com canais de detecgao L-7490.
A coluna utilizada (Li Chrsopher, SiO,, Merck) foi preparativa, de preenchimento 7 ¢ 10 uM,

dimensdes 250 x 10 nm. O fluxo de eluente foi de 3 ml/min.

Fracionamento cromatografico da fragdo H do extrato acetonico

Para este fracionamento, aplicou-se 900 mg da fragdo H em uma coluna de 2,5 cm de
didmetro e 30 cm de altura, contendo silica de fase reversa. As misturas de solventes
organicos escolhidos para eluir a coluna de silica foram cloroformio 100%,
cloroférmio/metanol: 95/5, 90/10, 80/20 e 60/40% e metanol 100%. Este procedimento
rendeu um total de nove sub-fracdes (de H 1-9) de acordo com observagdao CCDA de fase
reversa (Figura 1). A CCDA foi eluida em mistura cloroféormio 75% - metanol 25%,
observada sob luz ultravioleta (UV) nos comprimentos de onda de 254 ¢ 365 nm, revelada
com Oleum e aquecida a 150 °C. A sub-fracdo HS foi entdo preparada e submetida ao
fracionamento em coluna de Sephadex, contendo a mistura hexano 50% - cloroférmio 25% -
metanol 25%.

As sub-fragdes E3 e HS5 isoladas e purificadas foram submetidas a analise em
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN'H e C) (RMN"C, g - COSY, HSQC). Foram
utilizados solventes deuterados conforme a solubilidade da amostra. Os aparelhos utilizados

foram Inova 400 e 600 MHz.
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Anélise estatistica

O delineamento dos experimentos em laboratério foi inteiramente casualizado. Além
do grupo controle, foram utilizados seis tratamentos referentes aos extratos foliares (hexano,
diclorometano, acetato de etila, acetona, metanol e Logran®) e quatro tratamentos referentes
as fracoes (E, G, H e Logran®), divididos em trés niveis de tratamento (trés concentracdes:
800, 400 e 200 ppm). O niimero de repeti¢cdes no grupo controle e nos tratamentos foi igual a
quatro.

Testes estatisticos foram realizados com o auxilio do software livre Bioestat 5.0.
(Sociedade Civil de Mamiraud 2007). Os resultados foram testados quanto a normalidade por
meio do teste Lilliefors. Diferencas significativas entre as médias oriundas do controle e das
concentragdes dos extratos, fracdes e do herbicida Logran® foram testadas usando-se
Kruskal-Wallis (quando as médias ndo eram normais) e Anova seguida de Tukey (quando as

médias eram normais), com nivel de decisdo (o) em p<0,05 (Zar 2010).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds a completa secagem dos extratos na pré-extragdo com 10 g de folhas de R.
umbellata nos solventes organicos, foram obtidas as quantidades e os rendimentos
apresentados na Tabela 3.1. Os extratos hexanico e acetonico foram os que apresentaram os

maiores rendimentos.

Tabela 3.1 — Massas e rendimentos dos extratos de 10 g folhas de Rapanea umbellata (Mart.)

Mez (Primulaceae) em solventes orgénicos.

Solventes organicos Massas dos extratos (mg) Rendimento dos extratos (%)
Hexano 430 4,30
Diclorometano 63,6 0,63
Acetato de Etila 75,5 0,75
Acetona 362,5 3,62
Metanol 185,8 1,85
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O comprimento dos coledptilos foi significativamente menor nos extratos hexanico,
acetato etilico e acetonico. Além disso, foi observada uma relacdo dose-resposta: quanto
maior a concentragdo do extrato, menor o comprimento dos coleodptilos (Figura 3.2). Nenhum

extrato foi tao inibitorio quanto a solugdo herbicida Logran®.
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Figura 3.2 — Comprimento de coleoptilos de trigo (Triticum aestivum L., Poaceae) em agua
destilada (controle), nos extratos de folhas de Rapanea umbellata (Mart.) Mez (Primulaceac)
em hexano (hex), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), acetona e metanol (MeOH)
e na solugdo herbicida Logran® nas concentracdes 800, 400 e 200 ppm. Letras diferentes
sobre as colunas indicam médias significativamente diferentes entre o controle € a mesma

concentragdo dos extratos e da solugdo herbicida Logran® (p<0.05).

Com relacdo ao bioensaio de sementes, a germinagdo de agrido foi significativamente
menor que o controle em pelo menos duas concentragdes de todos os extratos foliares, com
destaque para o acetato etilico, que foi ativo em todas as suas concentragdes (Figura 3.3). A

solucao herbicida Logran® nao teve efeito sobre a germinagdo de agrido.
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Apenas o extrato foliar aceténico na concentracdo 800 ppm diminuiu
significativamnente o comprimento de PA de agrido em relacdo ao controle (Figura 3.3).
Todas as concentragdes da solucdo herbicida Logran® inibiram significativamente o
comprimento de PA de agrido. Os extratos foliares diclorometanico e acetato etilico na
concentracdo 800 ppm inibiram significativamente o comprimento de PR de agrido em
rela¢do ao controle (Figura 3.3). O extrato foliar metandlico e a solucgdo herbicida Logran® s6
foram significativamente ativas sobre o comprimento de PR de agrido na concentracao 400

ppm (Figura 3.3).
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Figura 3.3 — Germinacdo e comprimento da parte aérea (PA) e radicular (PR) de agrido
(Lepidium sativum L., Cruciferaceae) em agua destilada (controle), nos extratos de folhas de
Rapanea umbellata (Mart.) Mez (Primulaceae) em hexano (hex), diclorometano (DCM),
acetato de etila (AcOEt), acetona e metanol (MeOH) e na solugdo herbicida Logran® nas
concentragdes 800, 400 e¢ 200 ppm. Letras diferentes sobre as colunas indicam médias
significativamente diferentes entre o controle ¢ a mesma concentracdo dos extratos e da

solugdo Logran® (p<0.05).
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A germinacao de alface ndo foi afetada nem pelos extratos foliares, nem pela solucao
herbicida Logran®. Os valores de PA de alface foram significativamente menores que o
controle nos extratos foliares hexanico, acetato de etilico ¢ acetonico nas concentragdes 800 e
400 ppm. Os valores de PR de alface foram significativamente menores do que o controle no
extrato foliar acetonico nas concentragdes 800 e 200 ppm, e nos extratos foliares acetato
etilico e metandlico nas concentragdes 400 e 200 ppm Todas as concentragdes do herbicida
sintético Logran® proporcionaram valores de PA e de PR de alface significativamente

menores que as dos extratos foliares(Figura 3.4).
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Figura 3.4 — Germinagdo e comprimento da parte aérea (PA) e radicular (PR) de alface
(Lactuca sativa L., Asteraceac) em agua destilada (controle), nos extratos de folhas de
Rapanea umbellata (Mart.) Mez (Primulaceae) em hexano (hex), diclorometano (DCM),
acetato de etila (AcOEt), acetona e metanol (MeOH) e na solucdo herbicida Logran® nas
concentragdes 800, 400 e 200 ppm. Letras diferentes sobre as colunas indicam médias
significativamente diferentes entre o controle ¢ a mesma concentracdo dos extratos e da

solu¢do herbicida Logran® (p<0.05).
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A germinacdo de tomate foi significativamente menor que o controle nas
concentragdes 800 e 400 ppm do extrato foliar acetonico (Figura 3.5). O extrato foliar acetato
etilico reduziu significativamente a germinagdo de tomate na concentragdo 800 ppm. O
comprimento de PA foi significativamente menor que o controle principalmente nos extratos
foliares hexanico (todas as concentracdes foram ativas), seguida pelo extrato foliar acetato
etilico (ativa nas concentragdes 800 e 400 ppm) (Figura 5). A solucdo herbicida Logran®
condicionou resultados de germinagdo e de PA de tomate semelhantes aos extratos foliares
com atividade significativa em relagdo ao controle. Todos os extratos foliares na concentragao
800 ppm foram significativamente ativos sobre o comprimento de PR de tomate, mas o
extrato foliar metanolico condicionou valores muito proximos aos do herbicida Logran®

(Figura 3.5).
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Figura 3.5 — Germinagdo e comprimento da parte aérea (PA) e radicular (PR) de tomate
(Solanum lycopersicum L., Solanaceae) em agua destilada (controle), nos extratos de folhas
de Rapanea umbellata (Mart.) Mez (Primulaceae) em hexano (hex), diclorometano (DCM),
acetato de etila (AcOEt), acetona e metanol (MeOH) e na solugdo herbicida Logran® nas
concentragdoes 800, 400 e 200 ppm. Letras diferentes sobre as colunas indicam médias
significativamente diferentes entre o controle e a mesma concentracdo dos extratos e da

solugdo herbicida Logran ® (p<0.05).
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A germinacdo e o comprimento de PA de cebola ndo foram inibidos por nenhum
extrato foliar. O comprimento de PR de cebola foi significativamente menor que o controle
principalmente no extrato foliar acetonico (todas as concentragdes foram ativas), seguido pelo
extrato foliar metanolico (ativo em 800 e 400 ppm) A solucao herbicida Logran® nao
apresentou atividade sobre a germinacdo de cebola, mas foi significativamente ativa sobre o
comprimento de PA e de PR (Figura 3.6). A menor suscetibilidade da cebola aos extratos
foliares e ao herbicida deve ser devido a ser a unica espécie alvo monocotiledonea, e,
portanto, detentora de raizes adventicias, e possuir metabolismo acido das crassulaceas
(MAC). As raizes adventicias devem prolongar a vida das plantulas. J& o metabolismo MAC
proporciona menor susceptibilidade ao extrato e a herbicidas por condicionar menores perdas
de agua por cuticulas espessas na epiderme, razao superficie/volume (Taiz & Zeiger 2009) e

uso de nitrogénio para a sintese das enzimas de carboxilagdo (Richter 1993).
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Figura 3.6 — Germinacdo e comprimento da parte aérea (PA) e radicular (PR) de cebola
(Allium cepa L., Liliaceae) em agua destilada (controle), nos extratos de folhas de Rapanea
umbellata (Mart.) Mez (Primulaceae) em hexano (hex), diclorometano (DCM), acetato de
etila (AcOEt), acetona e metanol (MeOH) e na solugdo herbicida Logran® nas concentragdes
800, 400 e 200 ppm. Letras diferentes sobre as colunas indicam médias significativamente
diferentes entre o controle ¢ a mesma concentragdo dos extratos e da solu¢ao herbicida

Logran® (p<0.05).
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O extrato acetonico foi escolhido para ser fracionado pois inibiu o crescimento dos
coledptilos e a germinacdo das espécies receptoras, foi um extrato que apresentou menor
quantidade clorofila (dada polaridade intermedidria da acetona), e permaneceu ativo mesmo
em concentracdes mais baixas tanto agrido, alface e tomate, como em cebola, principalmente
sobre os sistema radicular.

O processo de extracdo foi repetido a partir de 500 g de po de folhas de R. umbellata
para a obtencdo de uma maior massa, gerando 23,56 g de extrato acetonico (Figura 3.1). O
fracionamento cromatografico do extrato acetonico resultou em nove fragdes (de A a I, Figura

3.1) nas quantidades apresentadas na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 - Massa e rendimento das fragdes do extrato foliar de Rapanea umbellata (Mart.)

Mez (Primulaceae) em acetona.

Massas das fracdes (g): Rendimento das fragdes (%):
A 2,0174 10,08
B 1,9135 9,56
C 2,8933 14,47
D 1,9385 9,65
E 0,1626 0,81
F 3,2093 16,04
G 0,4095 2,04
H 0,9002 4,50
I 3,3223 16,61

As fragdes E, G e H foram escolhidas para serem utilizadas em um novo bioensaio de
coleoptilos, ja que apresentam menor quantidade de clorofila e seus componentes se
separaram melhor por apresentarem fatores de retenc¢do intermediarios na CCDA eluida em
mistura hexano 40%, - acetona 60%.

As fragdes E, G e H continham, respectivamente, 0,1624, 0,4095 e 0,9002 g (Tabela
3.2, Figura 3.1). A maior inibicdo do comprimento de coledptilos foi proporcionada pelas
fracdes E e H (Figura 3.7) e, portanto, foram escolhidas para serem fracionadas por técnicas

cromatograficas.
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Figura 3.7 - Comprimento de coledptilos de trigo (Triticum aestivum L., Poaceae) em agua
destilada (controle), nas fragdes E, G ¢ H do extrato de Rapanea umbellata (Mart.) Mez
(Primulaceae) em acetona e na solugdo herbicida Logran® nas concentragdes 800, 400 ¢ 200
ppm. Letras diferentes sobre as colunas indicam médias significativamente diferentes entre o

controle, as mesmas concentracdes das fragdes e do Logran® (p<0.05).

O fracionamento da fra¢ao E deu origem a 0,0774 g da sub-fragdo E3. Este material
foi purificado em CLAE, obtendo-se 0,012 g da substdncia majoritaria (Figura 3.1) de
coloragdo alaranjada forte que tornava-se azul intenso apos a revelagdo. Os dados
espectroscopicos do composto E3 coincidem com a literatura para luteina (Figura 3.8)
(Molnar et al. 2004).

A luteina ¢ uma substancia que pertence ao grupo dos terpenos. Os terpenos sao
sintetizados a partir de Acetil CoA ou seus derivados. Ela contém 40 carbonos sendo, portanto
um tetraterpeno que pertence ao sub-grupo dos carotendides. Segundo Taiz & Zeiger (2009),
os carotenoides de cor alaranjada (como a luteina encontrada) sdo tetraterpenos que agem
como pigmentos acessorios na fotossintese, protegendo os tecidos contra a fotooxidagao. Nao

existem relatos na literatura de carotendides com atividades fitotoxicas. Porém, Oliveira
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(2009) também observou atividade fitotoxica na fracdo onde luteina foi isolada do extrato
foliar de Solanum lycocarpum em diclorometano.

A luteina ¢ um carotenodide que apresenta importancia para a saude animal. Seu valor
no mercado mundial gira em torno de US$ 200 milhdes (Wang et al. 2010). Ela é descrita
como um agente de prevencdo na degeneracdo de muitos tecidos de mamiferos,
principalmente nos oculares (Landrum & Bone 2001). Os humanos ndo sdo capazes de
sintetizar essa substincia e, portanto, necessitam obté-la por meio da alimentagdo (Johnson et
al. 2000). Além da protegdo contra a degeneragdo da macula ocular em idade avangada, ela
parece ser importante para fetos e recém-nascidos, ja que € transmitida via corddo umbilical e
no leite materno (Yeum et al. 1998). Outros estudos tém demonstrado que o consumo de
luteina pode diminuir o risco de doengas cardiovasculares, cancer e catarata (Granado et al.

2003).
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UV (Amax, hexano, nm): 421, 443, 472

IR Umax =" (cm™): 3449 (OH); 3141 (C-H polieno); 1623 (C=C conj)
EM, m/z (int. rel.): 568 [M]", 550 [M-H,O]", 532 [M-H,0- H,0]"

RMN*H (400 MHz, CDCl3) e RMN*C (100 MHz, CDCls):

'H-RMN (399.952 MHz, CDCls): 0.84 (3H, s, H-16"), 0.99 (3H, s, H-17"), 1.07 (6H, s, H-
16, H-17), 1.33 (1H, dd, J= 6 Hz, , J= 13 Hz H-2a"), 1.46 (1H,t,J=11.9 Hz, , J= 11.9 Hz H-
201), 1.61 (3H, s, H-18"), 1.72 (3H, s, H-18), 1.76 (1H, ddd, J= 2.1 Hz, J=3.4 Hz, H-20)),
1.80 (1H, dd, J= 6Hz, J=3.4 Hz, H-2b"), 1.61 (3H, s, H-18"), 1.73 (3H, s, H-18), 1.90 (3H, s,
H-19), 1.96 (6H, s, H-20, H-20"), 1.97 (3H, s, H-19), 2.04 (1H, dd, J= 2 Hz, J,=6 Hz, H-
4a), 2.36 (1H, m, H-4b), 2.38 (1H, d, J=9 Hz, H-6"), 4.00 (1H, m, H-3), 4.24 (1H, m, H-3"),
5.40 (1H, dd, J=15 Hz, J=15 Hz, H-7"), 5.53 (1H, sa, H-4), 6.11 (1H, sa, H-8), 6.23 (1H, sa,
H-14"), 6.35 (1H, d, J=15Hz H-12"), 6.60 (1H, d, J=15 Hz, J=11Hz H-11)

1 37.1¢6) | 11 [1248@) | TV 34.0 (s) 11 124.5 (d)
2 4840 | 12 137500 2 44.6 (t) 127 137.5 (d)
3 65.9( | 13 [1365()| ¥ 65.1 (d) 13 136.4 (s)
4 | msm | 14 [1326@@]| 4 | 1256 | 147 | 1326(d)
5 1262¢s)| 15 [1301(@)| ° | 13770) 15° 130.0 (d)
6 |138.0()| 16 | 287(¢c)| € 54.9 (d) 16 29.5 (c)
7 19| 17 [3020 | 7 | 1287 17 243 (c)
8 |1385()| 18 [216()| 8 | 1377(d) 18" 22.9 (c)
9 1357@s) | 19 | 127() | 9 | 1351() 19° 13.1 (c)
10 [1313(d)| 20 | 128() | 107 | 130.8(d) 20° 12.8 (c)

Figura 3.8 — Composto isolado da sub-fragdo E3 do extrato acetdnico de folhas de Rapanea
umbellata (Mart.) Mez.
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Foi possivel aferir que as quantidades de luteina nos bioensaios de coleodptilos e de
sementes com o extrato acetonico e com fracdo E eram de 0,10 e 0,60 pg ml'l,

respectivamente (Tabela 3.3).

Tabela 3.3 — Concentragdo calculada de luteina e (-)-Catequina nas solugdes contendo o

extrato acetonico de folhas de Rapanea umbellata (Mart.) Mez ¢ nas suas fragdes E ¢ H.

Concentragdo Luteina (-)-Catequina

da solugdo Fragao E Fragao H

(ppm) (ng ml™) (ngml™)
800 0,40 1,40
Extrato acetdnico 400 0,20 0,70
200 0,10 0,35
800 0,60 37,20
Fracoes 400 0,30 18,60
200 0,15 9,30

O fracionamento da fragdo H deu origem 0,145 g da sub-fracdo HS5. A sub-fragdo HS
foi purificada em coluna contendo Sephadex, dando origem a 0,041 g de material puro
(Figura 3.1). Este produto formava cristais esbranquicados que tornavam-se marrom
avermelhado apds a revelagdo. Os dados espectroscopicos do composto H5 coincidem com a
literatura para (-)-catequina (Figura 3.9) (Lobo et al. 2008; Ayres & Chaves 2009).

Pode-se aferir havia entre 0,35 ¢ 37,20 pg ml” de (-)-catequina nos bioensaios de
coleoptilos e de sementes com o extrato acetonico e com a fragdo H, respectivamente (Tabela

3.3).
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(-) CATEQUINA

Ci5sH1406

[[1]p* =-14° (MeOH,_c= 1).

EM, m/z (int. rel.): 290 [M]"

RMN'H (400 MHz, CD;0D) e RMN™C (100 MHz, CD;0D):

2 | 456 d (8) 82.8 (d) 10 100.8 (s)
3 | 397 [dd8.0,54) | 68.8(d) 1 132.2 (s)
251 | dd(8,16.0) | 28.5(t) ,

4| 231 | dde. 160) 2 6.83 d (2.0) 115.2 (d)
5 156.9 (s) 3 146.2 (s)
6 | 593 d(2.3) 96.3 (d) & 146.2 (s)
7 157.8 (s) 5 6.75 d (8.0) 116.1 (d)
8 | 5.85 d(2.3) 95.5 (d) 6 6.67 | dd(2.0,8.4) | 120.0 (d)
9 157.6

Figura 3.9 — Composto isolado da sub-fracdo HS5 do extrato acetonico de folhas de Rapanea
umbellata (Mart.) Mez.
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As catequinas sdo substancias pertencentes ao grupo dos fendis, que podem ter origem
nas vias do 4cido chiquimico ou mevaldnico, e podem ser reguladas por fatores ambientais
como niveis de nutrientes no solo, intensidade luminosa e infec¢des por patogenos (Taiz &
Zeiger 2009). Dentro do grupo dos fendis, as catequinas estdo localizadas no subgrupo dos
flavonoides, que ocorrem amplamente nos vegetais, sugerindo que podem conferir beneficios
a planta produtora tanto sendo acumulados quanto liberados no ambiente (Chobot & Huber
2009). Eles podem agir tanto como pigmentos acessorios da fotossintese, como protetores ao
excesso de UVB sobre as folhas, ou como mediadores entre as plantas e a microbiota do solo
(Taiz & Zeiger 2009).

A forma (-)-catequina ¢ um dos quatro isdbmeros possiveis de catequina com o grupo
hidroxila no anel B (Chobot & Huber 2009). (-)-Catequina foi descrita como fitotoxica, e (+)-
catechina, como antimicrobiana (Bais et al. 2002). No Brasil, (+)-catequina foi identificada
em plantas frutiferas nativas como tucuma (Astrocaryum acucleatum), graviola (Annona
muricata L) (Gongalves et al. 2010), Cordia multispicata e Tournefortia bicolor (Da Silva et
al. 2010), entre outras. As catequinas sdo ainda encontradas em vegetais como o cacau
(Theobroma cacao), o café (Coffea arabica) ¢ a erva mate (Camellia sinensis) (Chobot &
Huber 2009). As sementes de Sesbania virgata, liberaram (+)-catequina em quantidades
suficientes para inibir o comprimento e a massa radicular de plantulas de Arabidopsis
thaliana e arroz (Simdes et al. 2008).

(-)-Catequina tem sido indicada como a arma quimica de Centauria maculosa
(Asteraceae), nativa da Eurasia, para se estabelecer como planta invasora em ambientes da
América do Norte (Chobot & Huber 2009). A hipdtese das “novas armas” prediz que o
sucesso de plantas invasivas exoticas pode ser devido a producdo de aleloquimicos que as
espécies nativas nunca encontraram e para as quais ainda ndo desenvolveram defesas
(Callaway & Ridenour 2004).

Assim como observado no presente estudo com extratos foliares, Bais et al. (2002,
2003), Kaushik et al. (2010) ¢ Weir et al. (2003) demonstraram efeitos fitotoxicos de (-)-
catequina exudada das raizes de C. maculosa em concentragdes superiores as que estimamos

nos bioensaios (Tabela 3.3).
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Concentracdes acima de 50 pg ml' de (-)-catechina inibiram o crescimento de
algumas plantas nativas da América do Norte e concentragdes entre 10 ¢ 50 ug ml” regularam
o crescimento destas plantas (Weir et al. 2003).

Bais et al. (2002) identificaram essa substancia como sendo um aleloquimico seletivo
e estava presente tanto nos exudados da raiz como no solo onde as plantas habitavam
anteriormente. 100 pg ml" de (-)-catequina inibiu a germinagio, reduziu a diferenciagdo das
partes aéreas e radiculares de plantas receptoras (Bais et al. 2002) e causou a morte de células
radiculares de Arabidopsis thaliana devido a produgdo de espécies reativas ao oxigénio
(ROS) (Bais et al. 2003). Um dos modos de (-)-catequina agir sobre outras plantas ¢ a indugao
da produgdo de ROS no meristema radicular das receptoras e, posteriormente, mudancas na
expressao génica e morte do sistema radicular (Bais et al. 2003; Kaushik et al. 2010).

Mais recentemente, Inderjit et al. (2008) estudaram os efeitos de (+)-Catequina sobre
duas espécies nativas da India e da América do Norte, Bambusa arundinacea ¢ Koeleria
macrantha, respectivamente. As aplicacdes de (+)-catequina de 340 a 1020 pg g™’ no solo
foram reduzidas a concentragdes de 1,4 a 36,1 pg g, respectivamente, sugerindo que esta
substancia deve ser oxidada em outros fendis que podem ser mais ou menos toxicos. Além
disso, (+)-catequina apresentou fitotoxicidade mesmo em baixas concentragdes, €. g. 5ug g
(Inderjit et al. 2008). Pollock et al. (2009) observaram que a adi¢do de metais levou a
diminui¢do da concentragdo de (+)-catequina em solugdo devido a formagdo de complexos
(¥)-Catequina-metais. Em algumas plantulas receptoras, esses complexos foram ainda mais
fitotoxicos do que quando apenas (+)-catequina foi aplicada (Pollock et al. 2009). Kaushik et
al. (2010) acrescentaram que as respostas mediadas por ROS foram iniciadas na presenca de
metais de ions bivalentes. Deste modo, a forte presenca de aluminio nos solos de cerrado
poderia ainda intensificar os efeitos de (-)-catechina das folhas de R. umbellata.

Apesar destes resultados, alguns autores sugeriram que a hipdtese de que (-)-catequina
funcione como uma fitotoxina deva ser descartada. Segundo Duke et al. (2009a), os niveis de
fitotoxicidade de (+)-catequina sdo muito menores que os encontrados para outras substancias
naturais consideradas toxicas, além de ser uma substincia muito comum nas plantas
superiores. Duke et al. (2009b) refutam a idéia de (-)-catequina causar estresse oxidativo pois,
segundo estes autores, ¢ extremamente antioxidante. Chobot & Huber (2009) rejeitaram a

hipdtese de (+)-catequina ser uma nova arma contra plantas invasoras pois s inibiu o
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crescimento de Brassica nigra e Sinapsis alba (Brassicaceae) em niveis elevados de estresse,
induzido por concentragdes sub-letais de metanol.

Para Inderjit (2008), as divergéncias quanto ao grau de fitotoxicidade de (+)-catequina
devem-se as diferencas no grau de luminosidade, na presenca de contaminantes nos frascos,
nas condi¢gdes de crescimento, nos métodos dos tratamentos e nas variedades das espécies
alvo. A auséncia de fitotoxidade em Catequina em alguns trabalhos pode ainda ter sido devida
a sua época de coleta, ja& que Tharayil & Triebwasser (2010) observaram exudagdo de (-)-
catequina em pulsos didrios dependentes da radiacdo. Estes mecanismos podem ter levando as
divergéncias entre os trabalhos que afirmam (-)-catequina como pro-oxidante (indutora de
ROS) e aqueles que afirmam ser antioxidante.

Weir et al. (2003) acrescentam que a presenca de acidos orgénicos como acido
salicilico também pode inibir a sinalizagdo de ROS para a morte das células, podendo ser o
modo de resisténcia de algumas plantas a (-)-catequina. Além disso, a exudagdo de
oxalacetato nas raizes das plantas invadidas pode reduzir a a¢do de (£)-catequina (Thorpe et
al. 2009). Estes mecanismos podem ter levado as diferencas de susceptibilidade entre as
espécies receptoras que foram observadas no presente estudo.

Os resultados aqui apresentados corroboram os de Bais et al. (2002, 2003), Weir et al.
(2003), Inderjit et al. (2008), Pollock et al. (2009), Kaushik et al. (2010), entre outros, que
descrevem (-)-catequina como uma substancia inibidora da germinacdo e do crescimento
inicial de plantulas. A presenca desta substancia em R. umbellata pode significar ndo s6 um
melhor estabelecimento desta espécie no cerrado por meio da alelopatia, mas também que seja
mais resistente a agdo de plantas infestantes ou invasoras. Além disso, ha potencial para que
(-)-catequina seja utilizada em estudos para a formulacdo de herbicidas de origem natural

contra plantas invasoras ou infestantes.

CONCLUSOES

A bioprospec¢do do extrato acetonico de R. umbellata resultou na purificagdo e
isolamento de luteina e (-)-catequina. As fragdes e subfracdes que continham essas
susbtancias demonstraram atividade alelopatica sobre coledptilos de trigo e sobre a

germinagdo ¢ comprimento inicial de PA e de PS de agrido, alface, tomate e cebola. (-)-
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Catequina deve ser um aleloquimico e, portanto, pode ser utilizada em estudos para

formulagdo de herbicidas de origem natural.
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CONCLUSAO GERAL DA TESE

A atividade alelopatica de suas folhas ¢ influenciada em maior grau pela época de
coleta (mais ativas em estacdo seca) do que pela idade das plantas. R. umbellata apresentou
maior atividade alelopatica quando as plantas eram adultas e R. ferruginea, quando as plantas
eram jovens.

O extrato foliar aquoso de R. umbellata apresentou acdo distinta do herbicida sintético
oxifluorfem sobre a germinagdo e crescimento inicial da parte radicular das espécies
infestantes amendoim-bravo, capim-arroz ¢ corda-de-viola e, portanto, apresentou potencial
para ser utilizado em estudos de bioprospeccao de aleloquimicos em suas folhas.

A bioprospeccao das folhas de R. umbellata condicionou o isolamento e a purifica¢ao
das substancias luteina e (-)-Catequina. A (-)-Catequina apresenta potencial para ser utilizada

como herbicida de origem natural e biodegradavel.
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Figura 4.1 — Espectro de RMN'H (400 MHz, CDCl3) de luteina
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Figura 4.2 — Espectro de RMN'’C (100 MHz, CDCls) de luteina
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Figura 4.3 — Espectros de RMN'H (400 MHz, CD;OD) de (-)-catequina
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Figura 4.4 — Espectros de RMN"C (100 MHz, CD;0D) de (-)-catequina
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