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Tenho andado distraido,
Impaciente e indeciso

E ainda estou confuso,

So que agora ¢ diferente:

Sou tdo tranquilo e tdo contente.

Quantas chances desperdicei,
Quando o que eu mais queria
Era provar pra todo o mundo
Que eu ndo precisava

Provar nada pra ninguém.

Me fiz em mil pedagos

Pra vocé juntar

E queria sempre achar

Explicagdo pro que eu sentia.
Como um anjo caido

Fiz questdo de esquecer

Que mentir pra si mesmo

E sempre a pior mentira,

Mas ndo sou mais

Tdo crianga a ponto de saber tudo.

Ja ndo me preocupo se eu ndo sei por que.
As vezes, o que eu vejo, quase ninguém vé
E eu sei que vocé sabe, quase sem querer
Que eu vejo 0 mesmo que vocé.

Tdo correto e tdo bonito

O infinito ¢é realmente

Um dos deuses mais lindos!
Sei que, as vezes, uso
Palavras repetidas,

Mas quais sao as palavras
Que nunca sdo ditas?

Me disseram que vocé
Estava chorando

E foi entdo que eu percebi
Como lhe quero tanto.

Ja ndo me preocupo se eu ndo sei por que.
As vezes, o que eu vejo, quase ninguém vé
E eu sei que vocé sabe, quase sem querer
Que eu quero o mesmo que Vocé.

(Renato Russo)
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Resumo geral
O estudo do potencial fitotoxico de espécies do cerrado tem sido de grande interesse
para pesquisadores que buscam na natureza fontes de substancias com propriedades
semelhantes as de herbicidas sintéticos. Serjania lethalis A. St- Hil. ¢ uma liana
encontrada no cerrado. Trata-se de uma espécie com conhecidas propriedades
fitoterdpicas e rica em compostos como saponinas, taninos e catequinas, de grande
interesse para industria farmacéutica. Esta pesquisa teve como objetivo avaliar e
comprovar o potencial fitotoxico de folhas jovens e maduras de S. lethalis,
primeiramente sobre a germinacdo e crescimento de plantulas de capim- colonido
(Panicum maximum Jacq.), onde foram adicionados extratos aquosos de folhas jovens e
maduras sobre sementes e plantulas de capim-colonido nas concentragdes 10; 7,5; 5,0 e
2,5%. Posteriormente foi verificado seu efeito sobre as varidveis de germinagdo e
crescimento. Os resultados indicam que os extratos aquosos de folhas interferem na
germinagdo de sementes e no crescimento das plantulas, porém a fase de maturagdo das
folhas ndo produziu resultados muito distintos para a maioria das variaveis analisadas.
Fracdes de extratos aquosos e etandlicos foram testadas sobre o crescimento de
coledptilos de trigo (Triticum aestivum L). Estas foram obtidas por meio de
cromatografia de coluna, foram testadas em trés diferentes concentragoes (0,8; 0,4 ¢ 0,2
mg.mL™). Verificou-se que as fragdes Fje2, Fje3, Fje5 e Fmel inibiram o crescimento
dos coleoptilos. As mesmas fragdes foram testadas sobre o crescimento de plantulas de
gergelim (Sesamum indicum) e os resultados apontaram reducao do crescimento das
raizes e da parte aérea das plantulas. Assim, foi decidido verificar se esta reducao
ocorria a partir de alteragdes a nivel celular. Entdo as mesmas fracdes foram testadas
sobre o crescimento de células do metaxilema de gergelim (Sesamum indicum). Os
resultados mostraram redugdes significativas do comprimento das células em relagdo ao

tratamento controle. As fracdes ativas foram fracionadas por meio de cromatografia



liquida de média pressdo a fim de isolar as substdncias com potencial fitotoxico.
Andlises das fracOes ativas levaram a identificacdo de trés procianidinas diméricas e
também procianidinas poliméricas (taninos condensados), sendo uma procianidina sem
registro na literatura. Ressalta-se que as substincias ativas identificadas foram
encontradas nas folhas jovens. Para identificagdo das substancias foi utilizado um
Espectrometro de Massas e um equipamento de Ressondncia Magnética Nuclear.
Também foram feitas extragdes de saponinas a partir das folhas, raizes e caules de
S.lethalis. Para tanto, utilizou-se metanol e agua, e em seguida foi feita uma pré-
purificacdo, utilizando-se a técnica de Extracdo em Fase Solida, onde foram utilizados
os eluentes metanol e agua em diferentes propor¢des. As fracdes obtidas foram
analisadas por meio de um Espectrometro de Massas. Foi testado o potencial fitotoxico
destas fracdes através de um bioensaio de crescimento de coledptilos de trigo nas
concentragdes de 0,8; 0,4 e 0,2 mg. mL™". Verificou-se que as fragdes contendo
saponinas inibiram o crescimento dos coledptilos, comprovando sua propriedade
fitotoxica. Este trabalho comprovou a existéncia de substancias fitotoxicas em folhas,
raizes e caules de S. lethalis. Também foi possivel identificar uma procianidina presente
no extrato etanolico de folhas jovens, sem registro na literatura.

Palavras-chave: Fitotoxicidade, cromatografia, saponinas, catequinas, taninos.



Abstract
The study of the phytotoxic potential of species of the Cerrado has been of great interest
to researchers seeking in nature sources of substances with properties similar to those of
synthetic herbicides. Serjania lethalis A. St- Hil. is a liana found in the cerrado. This is
a species with known properties and rich in compounds such as saponins and catechins,
with great interest to the pharmaceutical industry. This research aimed to verify the
phytotoxic potential of young and mature leaves aqueous extracts of S. lethalis
primarily on germination and seedling growth of grass (Panicum maximum Jacq.),
which were added aqueous extracts of young and mature leaves on seeds and seedlings
of guinea grass in concentrations of 10, 7.5, 5.0 and 2.5%. After this, we evaluated their
effect on germination and growth variables. The results indicate that the aqueous
extracts interfere with seed germination and seedling growth, but the maturation of
leaves did not produce very different results for most of the variables analyzed.
Fractions of aqueous and ethanolic extracts were tested on the growth of wheat
coleoptile (7riticum aestivum L).In this bioassay, fractions from ethanol and aqueous
extracts, obtained by column chromatography, were tested at three different
concentrations (0.8, 0.4 and 0.2 mg.mL'l). It has been found that certain fractions were
presented as phytotoxic, because they inhibited the growth of coleoptiles. Later, these
fractions were tested about the growth of seedlings of sesame (Sesamum indicum L.), at
the same concentrations, and the results showed that roots and aerial parts of seedlings
had his grow the reduced. Thus, it was decided to verify such changes at the cellular
level. Then the same fractions were tested about the growth of cells of metaxylem
sesame (Sesamum indicum). Results showed significant reductions in the length of the
cells compared to control treatment. The active fractions were fractionated by medium
pressure liquid chromatography in order to isolate substances with potential
phytotoxicity. Analysis of the active fractions led to the identification of three dimeric

procyanidins and polymeric procyanidins (condensed tannins), and a procyanidin



unregistered in the literature. It should be noted that the active substances identified
were found in young leaves. To identify the substances it was used a Mass Spectrometer
and a Nuclear Magnetic Resonance equipment. It was also performed an extraction of
saponins from the leaves, roots and stems of S./ethalis. Therefore, it was used methanol
and water, and then it was performed a pre-purification, using the technique of Solid
Phase Extraction, where eluents methanol and water were used in different proportions.
The fractions obtained were analyzed through a Mass Spectrometer. It was tested the
phytotoxic potential of extracted saponins, throught a bioassay of coleoptile wheat
growth at concentrations 0.8, 0.4 and 0.2 mg. mL™". It was found that saponins inhibited
the growth of coleoptiles, proving its phytotoxic property. This work proved the
phytotoxicity of the species S. lethalis. It was also possible to identify a procyanidin
present in the ethanol extract of young leaves, with no record in the literature.

Keywords: Phytotoxicity, chromatography, saponins, catechins, tannins.
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Introducdo Geral

Introducio geral
O cerrado brasileiro

O cerrado ¢ considerado uma das 4reas prioritarias para conservacdo da
biodiversidade, trata-se de um kot spot (Myers et al., 2000). Foi considerado durante
muito tempo um dos biomas brasileiros, porém atualmente este termo ndo ¢ utilizado
pois dentro do cerrado existem fisionomias diferentes, caracterizando cada uma como
um bioma, desta forma dentro do cerrado temos os biomas campo tropical (campo
limpo), a savana (campo sujo, campo cerrado e cerrado sensu stricto) e a floresta
estacional (cerraddo) (Batalha, 2011).

Sua abrangéncia cobre 21% do territério nacional (Borlaug, 2002), incluindo os
estados da Bahia, Goias, Piaui, Maranhao, Tocantins, Minas Gerais, Mato Grosso, Mato

Grosso do Sul e Sdo Paulo (IBAMA, 2009) (Figura 1)

Figura 1. Mapa de localizag@o do cerrado no territorio brasileiro (IBAMA, 2009).
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A biodiversidade do cerrado ¢ menosprezada, sendo o numero de plantas
endémicas encontradas em seus limites superior ao encontrado em outras regides do
planeta, além disso, quarenta por cento de sua flora ¢ endémica (Klink e Machado,
2005).

A degradagdo do solo, pastoreio e a colonizacdo de espécies exdticas sdo as
maiores ameagas a biodiversidade presentes neste conjunto de biomas. Organizagdes
Nao Governamentais (ONGs), pesquisadores e o setor privado tém mantido constante
interesse na conservacao do cerrado brasileiro (Klink e Machado, 2005). Diante deste
fato, considera-se de grande importancia levantar dados a respeito de espécies nativas,
sejam elas animais ou vegetais. Sendo a alelopatia um fendmeno ecologico que ocorre
em diferentes ambientes, consideram-se os dados levantados a respeito das atividades
bioldgicas de plantas do cerrado como uma importante ferramenta para a conservagao
da flora e conseqlientemente para a compreensdo dos mecanismos de equilibrio

bioldgico do cerrado.

Consideracoes sobre alelopatia

A alelopatia ¢ um processo que envolve a liberacdo de substincias produzidas
pelas plantas denominadas aleloquimicos e estes, quando langados no ambiente podem
interferir no crescimento de outras plantas (Mallik, 2005). Mais recentemente o termo
alelopatia foi definido pela Sociedade Internacional de Alelopatia (2013) como sendo
qualquer processo que envolva metabdlitos secundérios produzidos por plantas, algas,
bactérias ou fungos que influencie positiva ou negativamente em sistemas naturais ou
cultivaveis. Os aleloquimicos apresentaram muitos beneficios na prote¢do e defesa das
plantas contra patdégenos e predadores durante o processo evolutivo (Waller, 1999). A

alelopatia caracteriza-se pela liberacdo de substancias, diferentemente da competigao,
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que retira ou reduz fatores no ambiente, como 4gua, luz e nutrientes (Ferreira e Aquila,
2000). A inducao da produgdo de aleloquimicos pode-se dar por meio de variagdes na
temperatura, ritmo circadiano, altitude, indice pluviométrico, ataque por herbivoros,
dentre outros (Gobbo-Neto e Lopes, 2007). Os aleloquimicos podem ser encontrados
nas folhas, sementes, caule, casca, frutos e raizes (Weir et al., 2004) porém, variam em
quantidade e qualidade dependendo das condic¢des climaticas (Alves et al., 2002).

A produgdo de aleloquimicos pode ser regulada por fatores como temperatura,
luz solar, sazonalidade, ataque de insetos ou microrganismos, nutrientes (Chou, 1986;
Einhellig, 1996). A figura 2 esquematiza os varios meios de inducdo dos metabolitos
secundarios nas plantas.

Indugio de aleloquimicos

Luz UV .*.

Ataque de patogenos

Ferimentos

-Compostos fenglicos '/ -Suprimento da germinagio de

A\
- Terpenos — —+ sementes
- Acidos graxos de cadeia - Inibicio do desenvolvimento

longa radicular, aéreo e de outros
-Acidos simples meristemas
Produgio Transporte e exposicio Respostas alelopaticas

Figura 2. Inducdo da produc¢ao de aleloquimicos nas plantas por fatores abioticos e bidticos

(Kim e Skin, 2004 modificado)

Segundo Ferreira e Aquila (2000) o tipo de vegetagao que ocorre em determinada area

pode ter um modelo de sucessdo que remete as plantas que anteriormente existiam no local,
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assim como as substancias quimicas que foram langadas no meio e ali permaneceram.
As espécies vegetais dominantes modificam o ambiente através do sombreamento,
umidade e disponibilidade de nutrientes, porém vale ressaltar que a alelopatia também
modifica o ambiente e, consequentemente, a distribuicdo das espécies que ocorrerdo

logo em seguida (Melkania, 1992).

Metabolismo Vegetal

Denomina-se metabolismo o conjunto de reacdes quimicas vitais que ocorrem
com a presenca de enzimas nas células. Os vegetais produzem dois grupos de produtos
quimicos, o primeiro ¢ composto por metabolitos primarios, ou macromoléculas, nele
estdo incluidos os lipideos, protideos e glicideos. Este grupo origina através de rotas
biossintéticas o segundo grupo de produtos quimicos, os chamados metabolitos
secundarios, ou micromoléculas. Neste grupo estdo incluidos compostos como
saponinas, taninos, cumarinas, limondides, alcaldides, flavonodides, dentre outros.

(Simdes et al., 2003).

Metabolismo Secundario Vegetal

Os produtos do metabolismo secundario agem na defesa do vegetal e nos
mecanismos que permitem que se adequem ao meio onde vivem. E tem em sua
composi¢do toxinas e substancias com sabor desagraddvel para os herbivoros. A
interacdo entre as plantas também ¢ conhecida, ndo somente entre individuos de
espécies diferentes como também entre individuos da mesma espécie (Simdes et al.,

2003). A rota de producao dos metabolitos vegetais esta representada na figura 3 .
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Figura 3. Rotas de producdo dos metabolitos vegetais proposta por Braz-Filho (2010

modificado).

A taxa de produgdo dos metabolitos secundarios pode variar entre os vegetais

devido as variacdes ambientais como sazonalidade, temperatura, disponibilidade

hidrica, radiacdo ultravioleta, nutrientes, altitude e poluicdo atmosférica, além de
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inducdo por estimulos mecanicos e ataques por patogenos (Gobbo-Neto e Lopes, 2007).

(Figura 4).

Ritmo circadiano

s -
AN

indice pluvioméfrico
Saronalidade ' Radiacdo UV

2\ / P

= Herbivoria e
Ataque de patégenos

Figura 4. Fatores que influenciam a produgdo de metabolitos secundarios vegetais (Gobbo-Neto

e Lopes, 2007 modificado)

Herbicidas naturais

Os compostos do metabolismo secundario vegetal podem ser utilizados como
herbicidas naturais, uma vez que inibem o crescimento de plantulas de espécies
daninhas, atuando também em nivel celular (Grisi et al., 2013).

Atualmente existem alguns herbicidas naturais sendo comercializados, como os
bilafanos, acido pelargonico, gluten de milho, 6leo de cravo e 2-Phenethyl-propinato
(Copping e Duke, 2007), estes apresentam vantagens em relacdo aos herbicidas
sintéticos pois ndo causam danos ambientais (Souza-Filho et al., 2006), ndo apresentam
moléculas halogenadas e possuem meia vida menor (Duke et al., 2000; Rimando e

Duke, 2006).
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Rice (1984) agrupou 14 categorias de compostos que apresentam atividade
fitotoxica, dentre eles estdo as quinonas, fendis, acidos cindmicos, cumarinas,
flavondides, taninos, terpenos e alcaldides. Desta forma, a busca por metabolitos
secundarios para utilizacdo como herbicidas naturais tem sido uma alternativa para a

diminui¢do do uso de herbicidas sintéticos (Grisi, 2010).

A familia Sapindaceae

Esta familia conta com cerca de 120 géneros e mais de 1000 espécies
amplamente distribuidas em todos os tropicos (Reitz, 1980). Espécies de Sapindaceae
apresentam diversas formas de vida, como por exemplo, as lianas dos géneros Serjania
Miller e Paullinia L. e as arvores de grande porte dos géneros Talisia Aublet e Cupania
L. (Guarim Neto, 1994). Muitas destas espécies tem sido utilizadas para fins medicinais
por apresentarem propriedades diuréticas, estimulantes, expectorantes, sedativas,
vermifugas e no tratamento de doencas da pele (Sastri, 1962; Hegnauer, 1970; Kimata

et al.,1983; Martinez, 1992).

Serjania lethalis

O género Serjania pertence a familia Sapindaceae e contém cerca de 226
espécies, sendo seu maior centro de distribui¢ao o sul do México, com 48 espécies, mas
no Brasil sua ocorréncia limita-se a 35 espécies encontradas no planalto central e na
costa Atlantica (Acevedo-Rodriguez, 1990). Serjania lethalis ¢ uma liana tipicamente
encontrada no cerrado brasileiro (Fernandes e Negreiros, 2001), também ocorre nos
estados da Bahia, Amazonas, Ceara, Pernambuco, Piaui, Parana, Rio de Janeiro e Santa

Catarina, além dos paises Bolivia e Peru (Acevedo-Rodriguez, 1990) (Figuras 5 ¢ 6).
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A espécie S lethalis ¢ uma rica fonte de isoprendides e polifendis (Hegnauer,
1970). Corréa (1926) a descreve como uma bela planta ornamental, e como as demais
do género com grande atividade narcética, porém mais venenosa que as demais,
popularmente conhecida como mata-fome. Teixeira et al (1984) relatam que Serjania
lethalis apresentou efeitos ictiotoxicos e que serjanosideos isolados apresentaram-se
cerca de 15 vezes mais toxicos que algumas saponinas. Os efeitos ictiotoxicos causados
pelos géneros Serjania e Paullinia sdo conhecidos e muito utilizados na pescaria
(Guarim Neto et al., 2000). Também foi encontrada atividade fitotoxica em suas folhas

(Pereira et al., 2012).

Figura 5. Individuos de Serjania lethalis fotogrados na reserva de cerrado da UFSCar

destacando as folhas (Pereira, V.C. 2011)
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Figura 6. Folhas de Serjania lethalis coletadas da reserva de cerrado da UFSCar (Pereira, V.C. 2012)

Saponinas

As saponinas pertencem a um vasto grupo de glicosideos, amplamente
distribuidos no reino vegetal e suas propriedades, a seguir descritas, as diferenciam dos
demais glicosideos. As saponinas sdo soltiveis em agua e formam espuma quando sao
agitadas (Tyler et al., 1981). Possuem uma parte lipofilica outra hidrofilica, composta
por agucares que formam cadeias lineares ou ramificadas, também possuem elevada
massa molecular (600 a 2000 Dalton) (Simdes et al., 2003). Sao compostos do
metabolismo secunddrio vegetal conhecidos na familia Sapindaceae (Murgu e
Rodrigues-Filho, 2006). Estas saponinas sdao classificadas em dois grupos, de acordo
com a natureza do esqueleto de aglicona. O primeiro grupo contém saponinas
esteroidais, que sdo caracteristicas de monocotiledoneas, o segundo grupo contém
saponinas triterpénicas € sdo comuns em espécies dicotiledoneas (Bruneton, 1995).
Alguns dos ntcleos mais comuns de saponinas triterpénicas sdo apresentados na Figura

7 (aeb).
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CH
a) b) 2
ch—’//gc_

Figura 7. Estruturas comuns de saponinas triterpénicas. a) Acido Ursolico b) Lupeol (Simdes et al., 2003)

Sdo listadas diversas atividades biologicas das saponinas, como atividade
hemolitica, moluscicida, anti-inflamatoria, antifungica, antibacteriana, antiparasitica,
anti-tumoral, citotoxica, antiviral (Sparg et al., 2004) e reguladora do crescimento de
plantulas (Ohara e Ohira, 2003) . A figura 8 apresenta saponinas isoladas de Sapindus
saponaria (Sapindaceae) com atividade antifingica contra espécies do género Candida

(Tsuzuki et al., 2007)

Saponinal RI1=O0OH

m Saponina 2 R1=0OAc
o ,o

Figura 8. Saponinas isoladas de Sapindus saponaria (Tsuzuki et al., 2007)
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Outras atividades bioldgicas das saponinas incluem a reducdo do colesterol no
sangue, como descrito no trabalho desenvolvido por Cheek (1971), onde foi adicionada
saponina na dieta de frangos, levando a redu¢do do colesterol no sangue e tecido destes

animais.

Outros metabdlitos vegetais
Os metabolitos vegetais originam-se a partir do metabolismo da glicose, pelo

intermédio do acido chiquimico e do acetato.

- Metabolitos secundarios derivados do acetato:

- Alcaléides pirrolidinicos, tropanicos, pirrolizidinicos, piperidinicos e
quinolizidinicos: Compostos nitrogenados com cardter alcalino, toxicos para
vertebrados e insetos, que evitam predar plantas ricas nestas substiancias e sao
amplamente utilizados na industria farmacéutica (Simoes et al., 2003). Figuras 9 (a e b)

retiradas de Veiga et al., (2005) e Canaes e Fatibello-Filho (2006), respectivamente

a) b)
f,CHa
o N

\\--' N,

! \

A N { /}:::c. 0 /DH
\ P
2N N

Figuras 9. Estrutura dos alcaldides a) Alantoina b) Atropina
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- Terpendides: Sao derivados do isopreno, pela via do malevonato, subdividindo-se
em Hemiterpenos (C5), Monoterpenos (C10), Sesquiterpenos (C15), Diterpenos (C20),
Sesterpenos (C25), Triterpenos ou Esterdides (C30) e Tetraterpenos (C40). Figuras 10
(a e b)) retiradas de Caramori e Oliveira (2009) e Beltran Cifuentes et al. (2010),
respectivamente.

a) b)

Figuras 10. Estrutura dos terpenoides a) Mentol b) Linalol

- Metabdlitos secunddarios derivados do dcido chiquimico

- Alcaldides indolicos: Derivados do triptofano, este grupo apresenta em torno de 2000
alcaloides. Possuem atividades alucindgenas e sdo utilizados em terapias neoplésticas,
sendo produzidos por plantas e fungos (Simdes et al., 2003). Figuras 11 (a e b) retiradas

de Oliveira e Koike (2003) e Bravo et al (2010)

a) b)
CH,O
NH
N
H
Figuras 11. Estruturas de alcaldides inddlicos a) Triptamina b) 5-metoxitriptamina
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- Flavonoéides: Um dos grupos fenolicos mais importantes e diversificados. Existem
mais de 4.200 flavonoides . Ocorrem frequentemente oxigenados e as vezes conjugados
com agucares (Simdes et al., 2003). Suas fungdes sdo proteger os vegetais contra os
raios ultra violeta, sdo antioxidantes, protegem contra herbivoria, sdo agentes
alelopaticos e promovem o controle dos hormdnios vegetais (Harbone, 1989; Harbone e
Willians, 2000). Figuras 12 (a, b, ¢), retiradas de Simdes et al. (2003) e figuras 13 (a e

b) retiradas de Velloso et al. (2009)

Y T ® o ©) "
b O b” D .-ﬂ"'""‘h.:-”:j [’ﬁbhl - HTAW‘J
O

] O

Figuras 12. Estruturas de alguns flavonoides. a) Flavona b) Chalcona c¢) Flavanona

a)

Figuras 13. Flavonoides. a) Quercetina  b) Rutina
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- Cumarinas: Encontradas nos vegetais, fungos e bactérias, as cumarinas prodominam
nas angiospermas, em todas as partes das plantas. Possuem odor caracteristico e sdo
utilizadas na industria alimenticia. Apresentam as formas bdasicas de cromonas e
xantonas (Simdes et al., 2003). Figuras 14 (a e b) retiradas de Chaves et al. (2010)
a) b)
i NO;
J

L0
=0 T |

i, R OH -0
L e
T e

=0 g l/f‘f

Figuras 14. Estrutura de algumas cumarinas. a) Varfarina b) Acenocumarol

- Lignanas: Constituem a parede celular de células vegetais, apresentam propriedades
antiinflamatéria, antioxidante, relaxante muscular e antifungica. Acumulam-se nas
madeiras apds ferimentos mecanicos ou ataques de microganismos (Simdes et al.,

2003). Figuras 15 (a e b), retiradas de Borges et al. (2007) e Simdes et al. (2003),

respectivamente.
a) 1z
0
\‘/ M
MeD e —
‘ -\\“\ OH e H\\“\
MeO™ =

R=H, Virolina

R=0OMe, surinamensina
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b)

HO

o~ )<

/ N

Figuras 15. Estrutura de algumas lignanas. a) Virolina e Surinamensina b) Honoquinol

- Taninos : Compostos fendlicos soluveis em dgua, com massa molar entre 500 e 3000
Dalton. Responsaveis pela adstringéncia de frutos e produtos vegetais. Sao divididos em
dois grupos: taninos hidrolisaveis e taninos condensados, estes também sao derivados
do acetato (Simoes et al., 2003). Figuras 16 (a e b) retiradas de Queiroz et al. (2002) e

Carneiro et al. (2009), respectivamente
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Objetivos

Objetivo geral

- Avaliar o potencial fitotoxico de extratos aquosos de folhas jovens e maduras
de Serjania lethalis A. St- Hil sobre a germinagdo e crescimento de plantulas de capim-
colonido (Panicum maximum Jacq.);

- Isolar e caracterizar produtos do metabolismo secundario de folhas jovens e
maduras que apresentam atividade fitotoxica, por meio de bioensaios de crescimento de
coleodptilos de trigo (Triticum aestivum L. variedade Pizon);

- Testar os efeitos das fragdes provenientes de extratos aquosos e etanolicos de
folhas jovens e maduras sobre o crescimento de plantulas e de células do metaxilema de
gergelim (Sesamum indicum L.);

- Extrair e testar o potencial fitotoxico de fragdes enriquecidas com saponinas

presentes nas folhas, caule e raiz de Serjania lethalis.

Objetivos especificos:

1. Avaliar o potencial fitotoxico de extratos aquosos de folhas jovens e maduras
sobre a germinagdo e o crescimento de Panicum maximum e comparar o efeito
de cada extrato, apontando qual apresentou maior fitotoxicidade, assim como
avaliar quais anormalidades ocorreram nas plantulas submetidas aos efeitos
provocados pelos extratos.

2. Awvaliar a atividade fitotoxica de fracdes dos extratos brutos etanolicos e aquosos
de folhas jovens e maduras utilizando o bioensaio de coledptilo de trigo
(Triticum aestivum L.) e assim identificar e caracterizar quais metabolitos

secundarios estavam presentes nas fragcdes ativas.
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3. Testar as fracdes que apresentaram atividade fitotdxica sobre o crescimento de
coledptilos de trigo sobre o crescimento de plantulas e de células do metaxilema
de gergelim (Sesamum indicum L.), quando comparados com o efeito

provocado pelo herbicida comercial GOAL®

4. Testar a atividade fitotoxica de fracdes enriquecidas com saponinas presentes
nas folhas, caule e raiz sobre o crescimento de coleoptilos de trigo (7riticum
aestivum L.), extraidas por meio da técnica de Extragdo em Fase Solida.

5. Verificar influéncia da idade do 6rgdo e concluir qual estagio de maturagdo das

folhas apresenta maior fitotoxicidade.
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Perguntas de trabalho

PERGUNTAS DE TRABALHO

- Folhas jovens e maduras de Serjania lethalis possuem substancias inibidoras da

germinagdo e crescimento?

- O efeito causado por fragdes obtidas de extratos de folhas jovens de Serjania lethalis
apresentardo maior fitotoxicidade do que fragdes obtidas por meio de extratos de folhas

maduras ?

- E possivel que o efeito causado por algumas fragdes seja semelhante ao provocado

pelo herbicida comercial GOAL® ?
- Fragdes obtidas de extratos de folhas jovens e maduras de Serjania lethalis podem
prejudicar o crescimento e desenvolvimento de plantulas e assim apresentar

caracteristicas de um herbicida natural?

- O desenvolvimento das células xilemdticas pode indicar efeitos inibitorios dos extratos

semi-purificados de S. lethalis?

- O extrato aquoso de folhas, raizes e caules contendo saponinas apresentarao

fitotoxicidade?

38



Referéncias Bibliograficas

Referéncias Bibliograficas

- ACEVEDO-RODRIGUEZ, P. Distributional patterns in Brazilian Serjania

(Sapindaceae). Acta Botanica Brasilica, v.4, n.1, p.69-82, 1990.

- ALVES, S. M.; ARRUDA, M. S. P. e SOUZA FILHO, A. P. S. Biossintese ¢
Distribui¢do de Substancias Alelopaticas. In: Souza Filho, A. P. S. & Alves, S. M. 2002.
Alelopatia: Principios Basicos e Aspectos Gerais. Embrapa Amazonia Oriental,

Belém. 2002.

- BELTRAN CIFUENTES, M. C.; GUTIERREZ, E.C.P.; ALVAREZ, ] M.E.; RIOS,
J.A.E.; ANGEL, L.S.; MORALES, D. R. Estudio farmacogndsico para el cuidado de la
salud a partir de aceites esenciales obtenidos por destilacion de arrastre de

vapor. Investigacion andina, v.12, n.20, pp. 8-18, 2010.

- BORGES, F.C.; SANTOS, L.S.; CORREA, M.J.C.; OLIVEIRA, M.N.; SOUZA
FILHO, A.P.S. Potencial alelopatico de duas neolignanas isoladas de folhas de Virola

surinamensis(Myristicaceae). Planta daninha, v. 25, n.1, pp. 51-59, 2007.

- BATALHA, M.A. O cerrado ndo ¢ um bioma. Biota Neotropica, v. 11, n.1, 2011.

- BORLAUG, N.E. Feeding a world of 10 billion people: the miracle ahead. In: R.

Bailey (ed.). Global warming and other eco-myths. pp. 29-60. Competitive

Enterprise Institute, Roseville, EUA. 2002.

39



Referéncias Bibliograficas

- BRAVO, H.R.; IGLESIAS, M. J; COPAJA, S. V., ARGANDONA, V.
H. Phytotoxicity of indole alkaloids from cereals. Revista latinoamericana de

quimica 2010, v.38, n.2, pp. 123-129, 2010.

- BRAZ FILHO, R. Contribui¢do da fitoquimica para o desenvolvimento de um pais

emergente. Quimica Nova, vol.33, n.1, pp. 229-239, 2010.

- BRUNETON, J. Pharmacognosy, Phytochemistry, Medicinal Plants. Lavoisier

Publishing, pp. 538-544, 1995.

- CANAES, L. S.; FATIBELLO-FILHO, O. Determinacdo turbidimétrica de
metilbrometo de homatropina em formulacdes farmacéuticas empregando um sistema

de anélise por injecao em fluxo. Quimica Nova, v.29, n.6, pp. 1237-1240, 2006.

- CARNEIRO, A.C.O.; VITAL, B.R.; FREDERICO, P.G.U.; CARVALHO, AAM.M.L,;
VIDAURRE, G.B. Propriedades de chapas de aglomerado fabricadas com adesivo
tanico de angico -vermelho (4Anadenanthera peregrina) e uréia- formaldeido. Revista

Arvore, v.33,n.3, p.521-531, 2009.

- CARAMORI, G. F.; OLIVEIRA, K. T. Aromaticidade: evolugao historica do

conceito e critérios quantitativos. Quimica Nova, v.32, n.7, pp. 1871-1884, 2009.

- CHAVES, D.S.A.; COSTA, S.S.; ALMEIDA, P.A., FRATTANI, F.; ASSAFIM, M.;
ZINGALI, R.B. Metabolitos secundarios de origem vegetal: uma fonte potencial de

farmacos antitrombéticos. Quimica Nova, v.33, n.1, pp. 172-180, 2010.

40



Referéncias Bibliograficas

- CHEEK, P.P. Nutritional and physiological properties of saponins: a review.

Canadian Journal of Animal Science, v. 51, p. 621, 1971.

- CHAVES, D.S.A. ; COSTA, S.S. ; ALMEIDA, A.P.; FRATTANI, F.; ASSAFIM, M.;
ZINGALI, R.B. Metabdlitos secundarios de origem vegetal: uma fonte potencial de

farmacos antitromboticos. Quimica Nova, v. 33, n.1, pp. 172-180, 2010.

- CHOU, C.H. The role of allelopathy in subtropical agroecosystems in Taiwan. Pp. 57-
73. In: A.L. Putnam; C.S. Tang (eds.). The science of allelopathy. New York, John

Wiley & Sons, 1986.

- COPPING, L.G.; DUKE, S.O. Natural products that have been used commercially as

crop protection agents. Pest Management Science, v. 63, p. 524-554, 2007.

- CORREA, M.P. Dicionario das Plantas Uteis do Brasil e das exéticas cultivadas.

Volumes I, II, III, IV, V, VI. Rio de Janeiro: Imprensa Nacional, 1926 — 1978.
- DUKE, S.0.; DAYAN, F.E.; ROMAGNI, J.G.; RIMANDO, A.M. Natural products as
sources of herbicides: current status and future trends. Weed Research, v. 40, p. 99-

111, 2000.

- EINHELLIG, F.A. Interaction envolving allolopathy in crop systems. Agronomy

Journal, v.88, p. 886-893, 1996.

41



Referéncias Bibliograficas

- FERNANDES, G. W.; NEGREIROS, D. The occurrence and effectiveness of
hypersensitive reaction against galling herbivores across host taxa. Ecological

Entomology, v.26, n.1, p.46-55, 2001.

- FERREIRA, A.G.; AQUILA, M.E.A. Alelopatia: Uma 4area emergente da

ecofisiologia. Revista Brasileira de Fisiologia Vegetal, n. 12, p. 175-204, 2000.

- GOBBO-NETO, L.; LOPES, N.P. Plantas medicinais: Fatores de Influéncia no

conteudo de metabolitos secundérios. Quimica Nova, v. 30, n.2, p.374-381, 2007.

- GRISI, P.U. Potencial alelopatico de Sapindus saponaria L. (Sapindaceae). 2010.
127p. Dissertagdo (Mestrado em Ecologia e Recursos Naturais)- UFSCar Sao Carlos,

2010.

- GRISI, P.U; GUALTIERI, S.C.J.; RANAL, M.A.; SANTANA, D.G. Efeito
alelopatico do fruto de Sapindus saponaria na germinagdo e na morfologia de plantulas

daninhas e de hortalicas. Planta Daninha, v. 29, n. 2, p. 311-322, 2011.

- GRISI, P.U.; GUALTIERI, S.C.J.; ANESE, S.; PEREIRA, V.C., FORIM, M.R. Efeito

do extrato etanolico de Serjania lethalis no controle de plantas daninhas. Planta

Daninha, v. 31, n. 2, p. 239-248, 2013.

- GUARIM NETO, G. Flora dos estados de Goias e Tocantins. Goidnia: Ed. UFG,

1994. 61p. (colegao Rizzo: Sapindaceae).

42



Referéncias Bibliograficas

- GUARIM NETO, G.; SANTANA, S.R. & SILVA, J.V.B. Notas etnobotanicas de

Sapindaceae Jussieu. Acta Botanica Brasilica, v.14, n.3, p. 327-334, 2000.

- HARBONE, J.B. Methods in plant biochemistry. Plant phenolics. London:

Academic, 1989, v.1.

- HARBONE, J.B.; WILLIAMS, C.A. Advances in flavonoid research since 1992.

Phytochemistry, v.55, p.481-504, 2000.

- HEGNAUER, W. Chemotaxonomie der Pflanzen, Sapindaceae, Springer Verlag, v.

6,p. 271, 1970.

- IBAMA. Relatorio técnico do monitoramento do desmatamento no Bioma cerrado,

2002 a 2008. Dados Revisados. 2009, 69 p.

- INTERNATIONAL ALLELOPATHY SOCIETY [Online]; 2013. <

http://www.international-allelopathy-society.org/> (Acesso em 30 de janeiro de 2013).

- KIM, K.U.; SKIN, D.H. La importancia de La alelopatia em La obtencion de nuevos

cultivares. Manejo de malezas para paises em desarollo. FAO, 2004, 300p.

- KIMATA, H; NAKASHIMA, T; KOKUBUM, S; NAKAYAMA, K; MITOMA,Y;

KITAHARA,T; YATA,N; TANAKA,O. Saponins of pericarps of Sapindus mukurossi

43



Referéncias Bibliogrdficas

Gaertn. And Solubilization of Monodesmosides of Bisdesmosides. Chemical

Pharmaceutical Bulletin, v.31, n.6, p.1998-2005, 1983.

- KLINK, C.A.; MACHADO R.B. A conservagio do cerrado brasileiro.

Megadiversidade, v. 1, p 147-155, 2005.

- MALLIK, A. Allelopathy: Advances, Challenges and Opportunities. International
Allelopathy Society. The Fourth World Congress on Allelopathy was held at Charles
Sturt University in Wagga Wagga, NSW, Australia , August 2005. Disponivel em

<http:// www.regional.org.au/au/ allelopathy/>International

- MARTINEZ, M. Las Plantas Medicinales de Mexico. Editorial Botas, 1992, p. 472.

- MELKANIA, N. P. Allelopathy in forest and agroecosystems in the himalayan region.
In: Rizvi, S. J. H.; Rizvi, V. (Ed.). Allelopathy: basic and applied aspects. Chapman

& Hall, London. 1992, 480p.

- MYERS, N., MITTERMEIER, R.A., MITTERMEIER, C.G., FONSECA, G.A.B.
KENT, J. Biodiversity hotspots for conservation priorities. Nature, v. 403, n. 6772, p.

853-858, 2000 .

- MURGU, M.; RODRIGUES-FILHO, E. Dereplication of Glycosides from Sapindus

saponaria using Liquid Chromatography-Mass Spectrometry. Journal of Brazilian

Chemical Society, v. 17, n.7, p.1281-1290, 2006.

44



Referéncias Bibliograficas

- OHARA, S.; OHIRA, T. Plant growth regulation effects of triterpenoid saponins.

Journal of Wood Sciences, v. 49, pp. 59-64, 2003.

- OLIVEIRA, A. J. B.;; KOIKE, L. Uma sintese alternativa para o (¥)-1, 2, 3, 4-
tetraidro- {9H-pirido-[3,4-b]}-indol. Revista Brasileira de Ciéncia Farmacéutica,

v.39, 1.3, pp. 259-264, 2003.

- PEREIRA, V. C.; GUALTIERI, S.C.J. ; GRISL, P. U. ; ANESE,S ; MIRANDA, M. A.
F. M. ; IMATOMI, M. ; RODRIGUES-FILHO, E. . Fitotoxicidade de extratos de folhas
jovens de Serjania lethalis A. St.-Hil. sobre o crescimento de Corda-de-viola . Anais

do Congresso Brasileiro de Ciéncia das Plantas Daninhas na Era da Biotecnologia,

Campo Grande-MS, 2012.

- QUEIROZ, C.R.A.A.; MORALIS, S.A.L.; de NASCIMENTO, E.A. Caracteriza¢ao dos
taninos da aroeira-preta (Myracrodruon urundeuva). Revista Arvore, v.26, n.4, pp.

493-497, 2002.

- REITZ, R., Flora ilustrada catarinense. Sapindaceas. Itajai: Herbario Barbosa

Rodrigues, 1980, 160p.

- RICE, E.L. Allelopathy. 2.ed. New York:Academic, 422p. 1984.

- RIMANDO, A.M.; DUKE, S.O. Natural products for pest management. In: Rimando
A. M et al. Natural products for Pest Management; ACS Symposium Series:

Americal Chemical Society: Washington, 2006.

45



Referéncias Bibliograficas

- SASTRI, B. N. ed. The Wealth of India. Raw Materials, v.6, 1962, 80p.

- SIMOES, C. M. O.; SCHENKEL, E. P.; GOSMANN, G.; MELLO, J.C.P.; MENTZ,
L. A.; PETROVICK, P.R. Farmacognosia: da Planta ao medicamento, Editora

Universidade/UFRGS, 5 ed, 2003, 1102p.

- SOUZA FILHO, A. P. S.; SANTOS, R. A.; SANTOS, L. S.; GUILHON, G. M. P.;
SANTOS, A. S.; ARRUDA, M. S. P.; MULLER, A. H.; ARRUDA, A. C. Potencial
alelopatico de Myrcia guianensis. Planta Daninha, Vicosa, v. 24, n. 4, p. 649-656,

2006.

- SPARG, S.G.; LIGHT, M.E.; STADEN van J. Biological activities and distribution of

plant saponins. Journal of Ethnopharmacology, v.94, pp. 219-243, 2004.

- TEIXEIRA, J. R. M.; LAPA, AJ.; SOUCCAR, C.; VALLE, JR., Timbos:
ichthyotoxic plants used by brazilian indians. Journal of Ethnopharmacology, v.10, p.

311-318, 1984.

- TSUZUKI, JXK.; SVISZINSKI, T.LE.; SHINOBU, C.S.; SILVA, L.F.A;
RODRIGUES-FILHO, E.; CORTEZ, D.A.G.; FERREIRA, I.C.P. Antifungal activity of
the extracts from Sapindus saponaria L. Anais da Academia Brasileira de Ciéncias,

v.79,n. 4, pp. 577-583, 2007.

- TYLER, V.E.; BRADY, L.R.; ROBBERS, J.E. Pharmacognosy, 8. ed. 1981, 67p.

46



Referéncias Bibliograficas

- VEIGA JUNIOR, V. F.; PINTO, A. C.; MACIEL, M. A. M. Plantas medicinais: cura

segura? Quimica Nova, v.28, n.3, pp. 519-528. 2005.

- VELLOSO, M.A.L; ABREU, I.N; MAZZAFERA, P. Inducdo de metabodlitos
secundarios em plantulas de Hypericum brasiliense Choisy crescendo in vitro. Acta

Amazonica, v. 39, n.2, p.267-272, 2009.

- WALLER, G.R.; FEUG, M.C. & FUJIIL, Y. Biochemical analysis of allelopathic
compounds: plants, microorganisms, and soil secondary metabolites. In: INDERIJIT;
DAKSHINI, KM.M. & FOY, C.L. (Eds.) Principles and practices in plant ecology.

Boca Raton, CRC Press, 1999. p.75-98.

- WEIR, T.L.; PARK, S.W.; VIVANCO, J.M. Biochemical and physiological

mechanisms mediated by allelochemicals. Current Opinion in Plant Biology, v.7, n.4,

p.472-479, 2004.

47



CAPITULO1

Atividade fitotoxica de extratos aquosos de folhas de Serjania lethalis

A.St- Hil sobre a germinacio e crescimento de Panicum maximum Jacq.
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RESUMO- A espécie Serjania lethalis A. St- Hil pertence a familia Sapindaceae, trata-se
de uma liana presente no cerrado brasileiro com conhecidas propriedades ictiotoxicas.
Neste trabalho foi investigada a atividade fitotoxica de extratos aquosos de folhas jovens e
maduras de Serjania lethalis sobre a germinag¢do e crescimento de Panicum maximum
Jacq, uma espécie infestante encontrada em culturas de cana- de- agticar. Foram preparados
extratos aquosos nas concentragcdes de 10; 7,5; 5,0 e 2,5% (p/v) a partir do p6 de folhas
secas e moidas e agua destilada. Para o bioensaio de germinagdo foram utilizadas placas de
Petri de 9 cm de diametro contendo 5 mL de cada extrato em cada concentracdo e trinta
sementes cada. No bioensaio de crescimento foram utilizadas bandejas plasticas
transparentes com 8 mL de cada extrato em cada concentracdo e dez plantulas em cada
uma delas. Foram feitas quatro repeti¢des em cada bioensaio e os controles continham
agua destilada. Os resultados obtidos apontam que a porcentagem e velocidade de
germinagdo, assim como a sincronia, foram afetadas negativamente por ambos os extratos
a partir da concentragdo 5,0%. O crescimento das plantulas também foi afetado
negativamente a partir da mesma concentracdo. Tanto os extratos de folhas jovens quanto
os de folhas maduras exibiram fitotoxicidade a partir da concentragdo 5,0% e provocaram
mudangas no crescimento de plantulas. Porém o estagio de maturacdo foliar ndo diferiu
para a maioria das variaveis analisadas.

Palavras- chave- germinagdo, crescimento, plantulas, extratos aquosos, fitotoxicidade.
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ABSTRACT- The species Serjania lethalis A. St- Hil belongs to the family
Sapindaceae, it is a liana Brazilian cerrado with known ictiotoxic properties, this work
investigated the phytotoxic activity of aqueous extracts of young and mature leaves of
Serjania lethalis on germination and growth of Panicum maximum Jacq, a weed found in
cultures of cane sugar. Aqueous extracts were prepared at concentrations of 10, 7.5, 5.0
and 2.5% (w/v) from the leaf powder dried and milled and distilled water. For the
germination bioassay were used Petri dishes with diameter of 9 cm containing 5 mL of
each extract in each concentration and thirty seeds per replicate. The bioassay of growth
were used transparent plastic trays with 8 mL of each extract in each concentration and ten
seedlings per replication. It was made four replications in each test and the controls were
had distilled water. The results indicate that the percentage and speed of germination, as
well as the timing, were negatively affected by both extracts from the 5.0% concentration.
The seedling growth was also negatively affected from the same concentration. Both
young leaves extracts as extracts of mature leaves exhibited phytotoxicity at concentrations
higher than 5.0%, causing changes in the germination and growth of seedlings. But the
stage of leaf maturation did not differ for most of the variables.

Key words: germination, growth, seedlings, aqueous extracts, phytotoxicity
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1. Introducao

As plantas produzem metabdlitos secundarios, denominados coletivamente de
aleloquimicos (Silva et al., 2011), que estdo presentes nas folhas, raiz, caule e frutos (Weir
et al., 2004). Tais compostos possuem a fun¢do de defesa da planta contra ataques por
patégenos e herbivoria (Waller et al., 1999). Porém atualmente tem-se tratado os
compostos do metabolismo secundario como promissores herbicidas naturais no controle
de plantas daninhas (Grisi et al., 2011; Silva et al., 2011), pois compostos produzidos pelas
plantas podem apresentar propriedades fitotoxicas, podendo ser utilizados com sucesso na
agricultura (Silva, 2012).

Serjania lethalis A. St- Hil pertence a familia Sapindaceae, trata-se de uma liana
abundante no cerrado brasileiro, com conhecidas propriedades ictiotoxicas (Teixeira et al.,
1984) e fitotoxicas (Pereira et al., 2012 b). Esta espécie ainda ¢ pouco explorada do ponto
de vista cientifico, assim pouco se encontra na literatura sobre suas propriedades
farmacéuticas e bioldgicas. Outra espécie pertencente as Sapindaceas conhecida pelas suas
propriedades fitotoxicas € Sapindus saponaria, que apresenta propriedades herbicidas no
controle de espécies daninhas (Grisi et al., 2012 a)

As plantas daninhas estdo entre os principais fatores que limitam o crescimento de
espécies cultivadas (Pitelli, 1985; FAO, 2009; Luz et al., 2010) pela competigdo com estas
por fatores que promovem seu crescimento (Dias- Filho, 1998), principalmente espaco,
agua, luz e nutrientes (Belotto, 1997). Um exemplo ¢ Panicum maximum Jacq. (capim-
colonido), graminea forrageira adaptada ao clima tropical e subtropical encontrada
principalmente em formagdes de pastagens (Usberti, 1982) e culturas de cana-de-agucar
(Kuva et al., 2003).

Embora herbicidas sintéticos sejam bastante utilizados no controle de plantas

invasoras (Freitas et al., 2004), inclusive no controle de P. maximum (Alves et al., 2002),
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estes apresentam problemas quando comparados com os herbicidas naturais,
principalmente em relacdo aos impactos causados no ambiente, como contaminag¢do de
agua e solos (Souza Filho et al., 2006). Assim, sugere-se a necessidade de se estudar e
conhecer o potencial fitotoxico de espécies do cerrado, que podem atuar como doadoras de
metabolitos secundarios e como herbicidas naturais. Com base na caréncia de informacdes
a respeito do potencial fitotoxico familia Sapindaceae e na abundancia da espécie Serjania
lethalis no cerrado, decidiu-se estudar esta espécie a fim de explord-la como possivel fonte

de herbicidas naturais.
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2. Objetivo
Avaliar o efeito fitotoxico de extratos aquosos de folhas jovens e maduras de S.

lethalis sobre a germinagdo e crescimento de P. maximum.
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3. Material e Metodologia

3.1 Material Vegetal

Folhas jovens e maduras de Serjania lethalis A. St-Hil foram coletadas em uma
area de cerrado sensu stricto no municipio de Sdo Carlos — SP (22°02°S e 47°52°W), em
setembro de 2011. Foram consideradas jovens as folhas que apresentaram coloragdo verde
clara e textura membranacea e maduras as folhas com coloracdo verde escura e textura
coriacea (Grisi et al., 2012 b). As folhas foram secas em estufa de circulacdo forgada a
40°C durante cinco dias e trituradas em moinho industrial. Foi depositado um voucher
(8340) no herbario do Departamento de Botanica da UFSCar (HUFSCar).

A espécie alvo, Panicum maximum, foi adquirida em comércio local.

3.2 Preparo dos extratos

O extrato aquoso foi preparado a partir de 100 g de material vegetal seco para 1 L
de 4gua destilada e deixado em repouso durante 24 h a 4°C. Em seguida foi filtrado a
vacuo utilizando-se uma bomba elétrica com funil de Buchner forrado com papel-filtro,
segundo recomendacdes de Gatti et al. (2004). Assim, foi obtido o extrato na concentragdo
10%. Posteriormente, foram feitas dilui¢des para 7,5; 5,0 e 2,5%. O controle foi feito com

agua destilada.

3.3 Medidas de pH e Potencial Osmético
O pH dos extratos de folhas jovens e maduras na concentracdo 10% foi medido
com o peagametro Analion e a concentragdo molar, com o osmdmetro automatico

(LOsmotte).
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3.4 Bioensaio de germinacio

Os extratos de folhas jovens e maduras foram aplicados em sementes de P.
maximum para avaliar o processo germinativo quando comparado com o tratamento
controle. Foram utilizadas quatro repeti¢des com 30 sementes cada, distribuidas em placas
de Petri de 9 cm com duas folhas de papel-filtro contendo 5 mL de cada extrato nas
concentragdes 10; 7,5; 5,0 e 2,5% ou controle (dgua destilada). As placas foram cobertas
com PVC a fim de manter a umidade. O experimento foi conduzido em camara de
germinacdo a 20-30°C e fotoperiodo de 16-8 h (Tomaz et al., 2010). As leituras foram
realizadas a cada 24 h, sendo considerada germinada a semente que apresentava protrusao
minima de 2 mm da raiz primdria (RAS, 2009).

Também foi realizado um bioensaio para isolar o efeito osmdtico do alelopatico.
Foram utilizadas para o bioensaio de germinagdo com sementes de P. maximum e solugdes
de polietilenoglicol (PEG) 6000 preparadas de acordo com as especificagdes de Vilella et
al, (1991) a -0,14 e -0,09 MPa, além do controle (dgua destilada). A metodologia foi a

mesma adotada para o bioensaio com os extratos vegetais.

3.5 Bioensaio de crescimento

Para avaliar o crescimento das plantulas de P. maximum quando em contato com os
extratos, nas diferentes concentragdes, as sementes foram pré-germinadas em 8 mL de
agua destilada. Quando apresentaram 2 mm de radicula foram transferidas para caixas
plésticas transparentes (12x8x5 cm) forradas com papel de filtro umedecido com 8 mL de
extrato nas mesmas concentracoes adotadas no teste de germinacdo. Foram utilizadas
quatro repetigdes de dez plantulas por tratamento incluindo o grupo controle (dgua
destilada). As caixas foram mantidas durante sete dias em camara de germinacao a 20-

30°C e fotoperiodo de 16-8 h (Tomaz et al., 2010). Apos este periodo foram medidos, com
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o auxilio de um paquimetro digital, o comprimento da parte aérea e da raiz primadria,

também foi verificada a porcentagem e o principal tipo de anomalia em cada tratamento

(RAS, 2009).

3.6 Calculos matematicos
Foram calculadas as seguintes varidveis: porcentagem, velocidade e sincronia do
processo germinativo, segundo especificagdes de Ranal e Santana (2006). Além da

porcentagem de plantulas anormais presentes em cada concentracao testada.

3.7 Analises estatisticas

Todos os resultados foram submetidos ao teste de normalidade e
homogeneidade de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Para os dados normais e
homogéneos foi utilizado ANOVA seguida do teste de Tukey, para dados ndo normais
e ndo homogéneos foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, no programa
Past 2.14, para o conjunto das cinco concentracdes de cada extrato, sendo que os
valores foram antes padronizados para tirar a diferenga entre as concentragdes (Sokal e
Rohlf, 2012). Posteriormente, foi calculado um modelo linear relacionando este
parametro com as cinco concentragdes, o tipo de extrato (folhas jovens ou maduras), € a
interacdo entre estes fatores, por meio da fungcdo /m no programa R 2.14.0 (R
Development Core Team, 2012). As concentragdes foram tratadas como variaveis
categoricas. O termo de interacdo indica se o efeito de uma dada concentracao difere
entre os dois extratos. As significancias da diferenga de cada concentracdo em relagao
ao controle, da diferenga entre os extratos, e a interacao entre a concentracao € o tipo de

extrato, foram verificadas por um teste t, a um nivel de significancia de 5%.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Bioensaio de germinacao

Os valores de potencial osmético (0,1 e 0,09 para folhas jovens e maduras,
respectivamente) e pH (6,1 e 6,5 para folhas jovens e maduras, respectivamente) estiveram
dentro dos limites de ndo-interferéncia no processo germinativo (Souza Filho et al., 1996).
A porcentagem, velocidade e sincronia do processo germinativo de sementes que estiveram
sob o efeito de solugdes de polietilenoglicol (PEG) 6000 a -0,14 e -0,09 MPa nao
apresentaram diferengas estatisticas significativas quando comparadas com o tratamento
controle, desta forma, assumiu-se que todos os resultados obtidos foram devidos aos
efeitos provocados pelos extratos.

Os resultados do teste de germinacdo apontam que os efeitos apresentados pelos
extratos aquosos de S. lethalis afetaram negativamente o processo de germinacdo de P.
maximum nas maiores concentracdes. A porcentagem de germinagdo, para os dois extratos
(folhas jovens e maduras), foi inferior ao controle nas concentragdes 7,5 ¢ 10% (Figura
la). A velocidade de germinagdo foi inferior ao controle nas concentragdes de 5,0; 7,5 e
10% na presenca do extrato de folhas maduras. O extrato de folhas jovens provocou atraso
na velocidade de germinacdo apenas nas concentracdes 7,5 e 10% (Figura 1b). A sincronia
do processo germinativo foi alterada negativamente pelo efeito de ambos os extratos a

partir da concentracdo 5,0% (Figura 1c).
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Figura 1. Porcentagem (a), velocidade de germinagdo (b) e sincronia (c) do processo
germinativo de sementes de capim-colonido frente aos extratos de folhas jovens e maduras de
Serjania lethalis. As barras verticais indicam o desvio padrdo e os asteriscos indicam as

diferencas significativas entre as concentracdes de cada extrato.

O efeito provocado pelo extrato de folhas jovens na concentracdo 10% foi maior
que o efeito provocado pelo extrato de folhas maduras, na porcentagem de germinagao.

A velocidade de germinagao das sementes nao diferiu significativamente perante o
efeito provocado por ambos os extratos na concentragdo 10%. A concentra¢do 7,5% do
extrato de folhas maduras provocou atraso na velocidade de germinacdo maior do que o
provocado pelo extrato de folhas jovens, ja a concentragdo de 5% do extrato de folhas
jovens, ao contrario do extrato de folhas maduras, ndo apresentou efeito significativo. A
velocidade de germinagdo, sendo menor na presenca dos extratos impede o
desenvolvimento normal do embrido, fazendo com que a semente fique disponivel no
ambiente por mais tempo, aumentando suas chances de preda¢ao, além disso, sementes que

demoram mais para germinar possuem tamanho reduzido (Jeferson e Pennachio, 2005).
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A sincronia do processo germinativo foi afetada de forma negativa por ambos os
extratos nas mesmas concentracdes, isto fez com que as sementes germinassem em
periodos de tempo diferentes, o que, ecologicamente fez com que algumas tivessem maior
sucesso de estabelecimento do que outras. O mesmo ocorreu quando extratos aquosos de
folhas jovens de S. lethalis exerceram atividade fitotoxica sobre a porcentagem e
velocidade de germinagdo da espécie daninha Ipomoea grandifolia (corda-de-viola), sendo

este efeito também dependente da concentragdo testada (Pereira, et al., 2012 a).

4.2 Bioensaio de crescimento

O comprimento total das plantulas de P. maximum foi afetado negativamente por
ambos os extratos a partir da concentragdo 5% (Figura 2a). Além disso, os valores médios
de comprimento total das plantulas foram maiores na presenca de extrato de folhas
maduras do que no extrato de folhas jovens. O extrato obtido com o uso de p6 de folhas
jovens inibiu o crescimento da raiz primaria a partir da concentragdo de 2,5% (Figura 2b) e
da parte aérea, a partir das concentracdes 7,5 e 10% (Figura 2c). O extrato menos
concentrado (2,5%) somente inibiu o crescimento da raiz quando este foi obtido a partir do

p6 de folhas jovens.
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Figura 2. Comprimento total (mm) (a), da raiz (b) e da parte aérea (¢) de plantulas de capim-
colonido frente aos extratos de Serjania lethalis. As barras verticais indicam o desvio padrdo e
os asteriscos indicam as diferengas significativas entre as concentracdes de cada extrato.

A inibi¢do do crescimento total das plantulas, provocada por ambos os extratos
a partir da concentracdo 7,5%, impede que as mesmas se desenvolvam, diminuindo,
desta forma, a colonizacdo desta planta daninha no ambiente. O tamanho reduzido da
raiz das plantulas submetidas as concentragdes a partir de 5,0% ndo permite que a
mesma absorva os nutrientes do solo e se desenvolva. As raizes sdo os 6rgaos mais
sensiveis a a¢do dos extratos (Chon et al., 2000), pois estdo em contato direto com os
aleloquimicos ali presentes (Chung et al., 2001). A diminui¢do da parte aérea das

plantulas a partir da concentracao 7,5% de ambos os extratos diminuiu a area destinada
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a realizagdo da fotossintese pelo vegetal, provocando, assim, insucesso de crescimento e
sobrevivéncia das plantulas.

A tabela 1 apresenta os dados referentes a porcentagem e principal anormalidade
presente em cada tratamento, segundo as RAS (2009). As figuras 3 (a e b) ilustram as
diferengas provocadas pelos extratos em cada concentragdo. Tur et al. (2010)
encontraram anormalidades em plantulas de Lactuca sativa e Lycopersicum esculentum

submetidas ao extrato aquoso de Duranta repens.

Tabela 1. Porcentagem de plantulas anormais e principal anormalidade apresentada em cada
tratamento apds sete dias em contato com os extratos aquosos de folhas jovens ¢ maduras de

Serjania lethalis.

Porcentagem de plantulas anorm ais Principal anormalidade

. 0) por tratamento
Concentracdo (%0) o)p
Folhas jovens Folhas maduras (Folhas jovens/ Folhas maduras)
0.0 75 7= Faizes seminais curtas
o 5.0 75 Faizes seminais curtas / Raizes seminais cuitas
2, :
5.0 0.0 7= Faizes seminais e folhas primordiais curtas / Raires
’ o ) seminais e folhas primordiais curtas
Faizes seminais curtas e fracas, folhas primordiais
7.5 35,0 20,0 curtas / Raizes seminais curtas e fracas, folhas
primordiais curtas
100 375 175 Faizes seminais curtas e fracas, folhas primordiais

curtas / Raires seminais curtas e fracas, folhas
primordiais curtas

O efeito apresentado pelo extrato aquoso de folhas jovens provocou porcentagens

de anormalidade nas plantulas superiores as provocadas pelo extrato de folhas maduras,
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nas concentragdes 5,0; 7,5 e 10%. A partir da concentracdo 5,0% as plantulas
comecaram a apresentar, alem das raizes seminais curtas, alteragdes na parte aérea,
como folhas primordiais de tamanho reduzido. A anormalidade provocada pelos
extratos impedira que a plantula se desenvolva normalmente, desta forma, o

crescimento do vegetal fica comprometido a ponto de ndo permitir que ele se estabeleca

(RAS, 2009).

Controle Controle

Figura 3. Plantulas de capim- colonifo (Panicum maximum) crescidas nos tratamentos: controle
(agua destilada) e extrato aquoso de folhas jovens (a) e maduras (b) nas concentragdes 2,5; 5,0;

7,5 ¢ 10%. (Foto: Pereira, V.C. 2011).

Dados obtidos em estudos anteriores mostram que extratos aquosos de folhas
jovens de Serjania lethalis foram responsaveis por causar alteragdes no crescimento de
plantulas de [pomoea grandifolia, sendo as concentragdes de 10 e 7,5% as responsaveis
pelas maiores alteragdes (Pereira, et al., 2012 b) e extratos aquosos de raizes e caule de
S. lethalis foram responsaveis pela atividade inibitdria no processo de germinagdo e no
crescimento das plantulas de capim-arroz e amendoim-bravo, com efeito dependente da
concentragdo (Grisi et al., 2013). Em um estudo desenvolvido com Sapindus saponaria,
também uma Sapindaceae mostra que extratos aquosos de folhas e caules causaram

alteragdes no crescimento de plantulas de trigo (7riticum aestivum), porém os efeitos
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foram maiores nas maiores concentragoes (7,5 ¢ 10 %) (Grisi et al., 2012 b).

Os aleloquimicos provocam alteragcdes bioquimicas e fisioldgicas que afetam
negativamente o crescimento e desenvolvimento das plantulas (Weir et al., 2004). O
mesmo foi verificado neste trabalho, quando observamos os resultados referentes ao
tamanho total, tamanho da parte aérea e raiz de P. maximum.

Uma explicagdo possivel para as alteracdes no crescimento das plantulas e
parametros de germinagdo ¢ a presenca de saponinas nos extratos, trata-se de uma classe de
compostos do metabolismo secundario, comuns na familia Sapindaceae (Murgu e
Rodrigues- Filho, 2006). As saponinas apresentam diversas atividades bioldgicas, como
antiflingica, antibacteriana, antiparasitica, citotoxica e antinflamatoria (Sparg et al., 2004) e

também possuem efeitos reguladores do crescimento de plantulas (Ohara e Ohira, 2003).
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5. Conclusdes
Com base nos resultados conclui-se que as diferentes concentragdes dos extratos de
folhas jovens e maduras provocaram mudangas significativas nas varidveis de germinagao
de sementes e no crescimento de plantulas de P. maximum a partir da concentragao 5,0%.
O estagio de maturagdo das folhas ndo influenciou no potencial fitotdxico para a

maioria das variaveis analisadas.
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CAPITULO IT

Constituintes quimicos de folhas jovens e maduras de Serjania lethalis A.

St-Hil sobre o crescimento de coleoptilos de trigo (7Triticum aestivum L.)

70



RESUMO - A espécie Serjania lethalis A. St- Hil pertence a familia Sapindaceae.
Trata-se de uma liana presente no cerrado brasileiro com conhecidas propriedades
ictiotoxicas. Neste trabalho avaliou-se o potencial fitotoxico dos extratos aquosos e
etanolicos de folhas jovens e maduras de Serjania lethalis A. St.- Hil. (Sapindaceae)
sobre o crescimento de coleoptilos de trigo (7riticum aestivum L.). O bioensaio de
crescimento dos coledptilos foi feito com as fragcdes provenientes dos extratos aquosos
e etandlicos de folhas jovens e maduras. As concentragdes testadas foram 0,8; 0,4 e 0,2
mg. mL". Foi feito um controle positivo com o herbicida GOAL® nas mesmas
concentragdes € um controle negativo com uma solu¢do tampdo, composta por
sacarose, acido citrico e fosfato de potdssio di-basico. As fracdes que apresentaram
fitotoxicidade foram fracionadas utilizando cromatografia liquida de média pressao e as
classes de substancias foram identificadas por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN
'H) e Espectrometria de Massas (LC-EM). Os resultados indicaram que os extratos
etandlicos de folhas jovens exibiram efeito fitotoxico mais pronunciado, inibindo o
crescimento dos coleoptilos de trigo. Andlises das sub-fracdes levaram a identificagdao
de trés procianidinas diméricas e procianidinas poliméricas (taninos condensados),
sendo que uma procianidina apresentou dados espectroscopicos ndo encontrados na
literatura.

Palavras-chave: fitotoxicidade, Serjania lethalis, procianidinas, taninos
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ABSTRACT - The species Serjania lethalis A. St- Hil belongs to the family
Sapindaceae. It is a liana present in the Brazilian cerrado with known ictiotoxics
properties. In this study, it was evaluated the phytotoxic potential of aqueous and
ethanol extracts of young and mature leaves of Serjania lethalis (Sapindaceae) on the
growth of wheat coleoptiles (Triticum aestivum L.). The bioassay of the growth of
coleoptile was done with the fractions from the aqueous and ethanol extracts of young
and mature leaves. The concentrations tested were 0.8, 0.4 and 0.2 mg mL™". A positive
control was done with the herbicide GOAL® at the same concentration and a negative
control with a buffer solution, composed of sucrose, citric acid and potassium phosphate
di-basic. The fractions that showed phytotoxicity were fractionated using liquid
chromatography of medium pressure and classes of substances were identified by
Nuclear Magnetic Resonance (NMR '"H) and Mass Spectrometry (LC-MS). The results
indicated that the ethanol extracts of young leaves exhibited phytotoxic effect more
pronounced, inhibiting the growth of wheat coleoptile. Analysis of the subfractions led
to the identification of three dimeric procyanidins and polymeric procyanidins
(condensed tannins), and one of the procyanidins presented spectroscopic data that are
not found in the literature.

Keywords: Phytotoxicity, Serjania lethalis, procyanidins, tannins
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1. Introducao

A familia Sapindaceae ¢ composta por cerca de 120 géneros e mais de 1000
espécies amplamente distribuidas em todos os tropicos (Reitz, 1980). As lianas dos
géneros Serjania Miller e Paullinia L. e as arvores de grande porte dos géneros Talisia
Aublet e Cupania L. representam algumas formas de vida que ocorrem nesta familia
(Guarim Neto, 1994). O género Serjania engloba cerca de 226 espécies, sendo seu
maior centro de ocorréncia o sul do México com 48 espécies, seguido pelo Brasil com a
ocorréncia de 35, encontradas no planalto central e costa Atlantica (Acevedo-Rodriguez,
1990). Serjania lethalis A. St-Hil ¢ uma espécie invasora do cerrado brasileiro. Estudos
fitoquimicos mostram que espécies da familia Sapindaceae sdo produtoras de
isoprendides e polifenois (Hegnauer, 1970).

As plantas possuem compostos organicos que sdo utilizados para sua defesa
contra patdgenos, competidores e predadores, os quais fazem parte do metabolismo
secundario (Croteau et al., 2000). Estes compostos podem ser utilizados como
herbicidas naturais, uma vez que inibem o crescimento de outras plantas, atuando em
nivel celular (Grisi et al, 2013) e provocando alteragdes bioquimicas e fisioldgicas que
afetardo negativamente o crescimento e desenvolvimento das plantulas (Weir et al.,
2004). Além disso, os produtos naturais apresentam vantagens em relacdo aos
herbicidas sintéticos, pois nao causam danos ao meio ambiente (Souza-Filho et al.,
2006), muitos nao apresentam moléculas halogenadas, e possuem meia vida menor
(Duke et al., 2000; Rimando e Duke, 2006).

Uma das formas de avaliagdo do potencial fitotéxico dos produtos do
metabolismo secundario vegetal ¢ feita por meio do crescimento de coledptilos de trigo
(Triticum aestivum L.). Esta metodologia foi inicialmente proposta por Hancock et al

(1964) e atualmente tem sido uma ferramenta muito utilizada pois ¢ capaz de avaliar o
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estimulo ou inibi¢cdo do crescimento dos coledptilos quando em contato com os agentes
fitotoxicos.

A fase de maturagdo em que o vegetal se encontra proporciona o acumulo de
componentes quimicos diferentes. Folhas jovens sofrem alta pressdo de herbivoria,
produzindo maior variedade de componentes quimicos para defesa (Lokvam e Kursar,
2005). Com base na constatacdo de que muitas espécies defendem seus estagios de
desenvolvimento juvenis metabolicamente (Bryant e Julkunen-Tiitto, 1995), pode-se
supor que ha uma concentragdo maior de aleloquimicos em folhas jovens do que em
folhas maduras. Durante a senescéncia os nutrientes presentes nas folhas sdo realocados
para desenvolver 6rgdos ou tecidos de reserva (Gan e Amasino, 1997), podendo levar a
baixa concentragdo de compostos fitotoxicos, resultando na baixa taxa de inibi¢do
causada por extratos originados dessas folhas.

Com base nestas informagdes decidiu-se realizar um estudo fitoquimico de
folhas jovens e maduras de Serjania lethalis, a fim de isolar e identificar as substancias
responsaveis por esta atividade, uma vez que a literatura carece de informagdes sobre a

fitotoxicidade desta espécie.
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2. Objetivos
Avaliar o potencial fitotoxico de fracdes de extratos de folhas jovens e maduras
de Serjania lethalis sobre o crescimento de coleodptilos de trigo (Triticum aestivum)

Isolar e identificar os compostos presentes nas fragdes ativas.
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3. Material e Metodologia

3.1 Material vegetal

Folhas jovens e maduras de Serjania lethalis A.St- Hil foram coletadas de pelo
menos dez individuos diferentes, na reserva de cerrado sensu stricto da Universidade
Federal de Sao Carlos, campus Sao Carlos, Sdo Paulo, Brasil (21° 58” a 22° 00° S e 47°
51 a 47° 52° W). Foram consideradas jovens as folhas que apresentaram textura
membrandcea e coloragdo verde clara, as folhas maduras apresentaram textura coridcea
e coloragdo verde escura (Grisi et al., 2011). O material vegetal foi seco em estufa de
circulagdo a 40 °C durante 72h e em seguida triturado em moinho elétrico e
armazenados em sacos plasticos devidamente lacrados. Foi depositado um voucher

(8340) no herbario do Departamento de Botanica da UFSCar (HUFSCar).

3.2 Extracao e isolamento

Foram preparados extratos aquosos e etandlicos com o p6 das folhas jovens e
maduras de Serjania lethalis, utilizando — se 1L de agua destilada e 100g de p6 de
folhas jovens ou maduras. Os extratos permaneceram durante 24h em geladeira a 4°C,
foram filtrados a vacuo, congelados a -70°C e liofilizados. Os extratos etandlicos
passaram pelo mesmo procedimento, porém a extragdo foi feita utilizando-se etanol e
apos a filtragem os extratos foram secos em evaporador rotativo sob pressao reduzida.

Os extratos etandlicos dos dois tipos de folhas foram fracionados através de
cromatografia de coluna com silica gel de fase normal (0.063-0.2 mm / 70-230 mesh).
Inicialmente foram utilizados 10g do extrato seco (Figura 1) e 450 mL dos eluentes na
seguinte ordem: hexano: acetona (7:3); hexano: acetona (3:7); acetona (1); acetona:

metanol (7:3); acetona: metanol (3:7); metanol (1); metanol: dgua (9:1). Os extratos
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aquosos também passaram pelo mesmo processo, porém com os eluentes: acetona (1);
acetona: metanol (7:3); acetona: metanol (3:7); metanol (1); metanol: 4gua (9:1) (Figura
2). Apos a separagdo cromatografica as fracdes foram analisadas por cromatografia de
camada delgada (CCD), e reunidas de acordo com a similaridade quimica.

As fragdes que apresentaram potencial fitotoxico sobre o crescimento dos
coledptilos de trigo foram separadas em sub-fra¢des utilizando o cromatografo de média
pressio TELEDYNE ISCO Combiflash® Rf 200 com os eluentes metanol: dgua, (7:3) e
0,1% de acido formico. A fragdo Fmel apresentou-se muito apolar e foi fracionada por
meio de cromatografia de coluna com silica de fase normal com os eluentes hexano:
acetato de etila nas propor¢des 9:1; 8:2; 7:3; 6:4; 1:1(Figura 2). Observou-se em CCD
que algumas sub-fra¢des (Fje3C e Fje3D) estavam semi-purificadas (Figura 3), assim
foi feita cromatografia de exclusdo molecular utilizando como fase estacionaria
Sephadex LH-20 e os eluentes metanol: agua (7:3). As substancias isoladas foram
identificadas por meio de Ressonincia Magnética Nuclear (RMN 'H) e Espectrometria

de Massas (LC-MS).

Figura 1. Coluna cromatografica utilizada para o fracionamento dos extratos de folhas jovens e

maduras de Serjania lethalis (Foto: Pereira, V.C. 2012)
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100g p6 de 100g p6 de
folhas jovens folhas maduras
| | : :
1L Etanol 1L agua 1L Etanol 1L agua

Cromatografia de coluna

Fjel Fjed Fjal Fmel Fme3 Fmal
Fje2 Fje5 |7 Fme2 Fme4 Fma2
Fje3 | Fje6 Cromatografia Fma3
decoluna |
CLMP
- Fje2A-C FmelA-E
— Fje3A-F RMN
- I
— FjeSA-C LC-EM

Figura 2. Fluxograma do processo de extracao e isolamento de substancias fitotoxicas presentes
em folhas jovens e maduras de Serjania lethalis. Folhas jovens extraidas com etanol (je), folhas
maduras extraidas com etanol (me), folhas jovens extraidas com agua (ja), folhas maduras
extraidas com agua (ma). Ressondncia Magnética Nuclear (NMR), Espectrometria de Massas

(LC-EM), Cromatografia Liquida de Média Pressao (CLMP).

©

9

Figura 3. Cromatografias de camada delgada (CCD) das sub-fragdes Fje3C (a) e Fje3D (b) com

TR

substancias purificadas. (Foto: Pereira, V.C. 2012)
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3.3 Atividade fitotoxica das fracoes sobre coledptilos de trigo (7riticum
aestivum L.).

A avaliacdo da atividade fitotoxica foi feita mediante o bioensaio de coleodptilo
de trigo (Triticum aestivum L. variedade Pizon). Para tanto, cariopses de trigo foram
pré-germinadas em dgua destilada e mantidas em camara de germinagdo a 25°C durante
4 dias em auséncia de luz, como estabelecido por Hancock et al. (1964). Posteriormente,
sob luz verde (Nitsch e Nitsch, 1956), para evitar a estagnacdo do crescimento das
células, os coleoptilos foram selecionados e cortados com uma guilhotina de Van der
Weij. Os apices dos coledptilos foram descartados, enquanto o restante foi cortado em
4 mm e colocados em tubos de ensaio contendo solu¢do tampdo (pH de 5.6) composta
por sacarose (20 g/L), acido citrico monohidratado (1.05 g/L) e hidrogenofosfato de
potéssio tri-hidratado (2.9 g/L).

Em cada tubo foram adicionados 2 mL das respectivas solucdes nas
concentragdes de 0,8, 0,4 ou 0,2 mg. mL™" e cinco coleodptilos. Como controle positivo
foi utilizado o herbicida comercial GOAL" (240 g.ia. L") nas mesmas concentragdes
que as fracdes e, como controle negativo foi utilizada a solugdo tampao com DMSO.
Esses tubos, distribuidos aleatoriamente, foram mantidos a 25 °C no escuro, sob rotacao
constante de 6 r.p.m., sendo utilizadas trés repeti¢des por tratamento (Macias et al.
2010). Apds 24 horas, os coleoptilos foram retirados dos tubos, fotogratados e medidos
com auxilio do programa de digitalizacao de imagens (Imagel.).

Os dados foram avaliados pela porcentagem de inibigdo ou estimulo em relagao
ao controle negativo, onde o “zero” referencia o controle, enquanto os valores positivos

indicam no estimulo da caracteristica analisada, e os negativos na inibigao.
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3.4 Analises estatisticas
Todos os resultados foram submetidos ao teste de normalidade e
homogeneidade de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Para os dados normais e

homogéneos foi utilizado ANOVA seguida do teste de Tukey .

3.5 Identificacao

Para a identificagdo das substancias foram utilizados um espectrometro de
BRUKER DRX-400 operando a 9.4 Tesla e um espectrometro de massas do tipo triplo
quadrupolo QuattroLC —-MICROMASS equipado com uma fonte de ionizagdo por

electrospray.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Rendimento
Foi calculado o rendimento (em g) de cada fragdo obtida por meio do

fracionamento em cromatografia de coluna, como mostra a tabela 1.

Tabela 1. Massa obtida de cada fragdo de extrato aquoso e etanolico de folhas jovens e maduras

de Serjania lethalis

Fracdo Massa obtida (g)
Fjel 0.47
Fjel 0.68
Fje3 2.80
Fjed 0.97
Fje5 1.18
Fjed 0.33
Fjal 191
Fmel 0.80
Fme2 0.10
Fme3 032
Fmed 4.00
Fmal 214
FmaZ 038
Fma3l 0.73

4.2 Atividade fitotoxica das fracoes sobre coledptilos de trigo (7riticum
aestivum L.)

Foram consideradas fitotoxicas as fracdes que atuaram negativamente sobre o
crescimento de coleodptilos de trigo em pelo menos duas concentracdes (0,8 e 0,4 mg
.mL"' ). A fragio Fje2 inibiu significativamente o crescimento dos coledptilos nas
concentragdes 0,8 (-84,7%); 0,4 (-76,1%) e 0,2 mg. mL™" (-60,7%) (Figura 4). A fracao
Fje3 também promoveu a redugdo do crescimento dos coledptilos nas concentragdes 0,8

mg. mL" (-67,9%); 0,4 mg. mL" (-69,0%) ¢ 0,2mg. mL" (-53,0%) (Figura4). A
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fracdo FjeS inibiu o crescimento nas concentracdes 0,8 (-83,3%) e 0,4 mg. mL(-
66,4%); a fracdo Fmel foi responsavel pela redugdo do crescimento dos coledptilos
apenas nas concentracdes 0,8 (-74,2%) e 0,4 mg. mL™ (-73,6%) (Figura 4). O herbicida
GOAL® (240 g.i.a. L") inibiu o crescimento dos coledptilos em valores superiores a
90,0%. As demais fracdes Fjel, Fje4, Fje6, Fme2, Fme3, Fme4, Fjal, Fmal, Fma2 ¢
Fma3 ndo apresentaram potencial fitotoxico. Dessa forma, as sub-fracdes Fje2 e Fje3
foram submetidas a novos fracionamentos para a identificagdo dos compostos

responsaveis pela atividade inibitoria.

100 - [ 10,2mg. mL" 0,4 mg. mL" |l 0,8 mg. mL"

80 Fragoes/ Controle

-100—- * Kk

Inibicao/ Estimulo do crescimento dos coleoptilos (%)

Figura 4. Efeito das fragdes etanolicas de folhas jovens (Fjel a Fje6) e folhas maduras (Fmel a
Fme4); fragdes aquosas de folhas jovens (Fjal) e folhas maduras (Fmal a Fma3) de Serjania
lethalis sobre o comprimento de coleoptilos de trigo (Triticum aestivum). (*) indicam as fragdes
que apresentaram diferenga significativa quando comparado com o controle negativo. O

controle positivo foi feito com o herbicida comercial GOAL".
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A idade e o desenvolvimento da planta, bem como os diferentes Orgaos
vegetais, sdo de consideravel importancia e podem influenciar a quantidade total de
metabolitos produzidos (Batish et al., 2007; Gobbo-Neto e Lopes, 2007). Em estudo
realizado com folhas jovens de Palouwnia tomentosa (Thunb.) Steud., verificou-se que
a densidade de tricomas contendo flavonodides ¢ maior do que em folhas maduras
(Kobayashi et al., 2008). O maior efeito inibitorio das folhas jovens com relagdo as
folhas maduras também foi relatado por outros autores (Marchi et al., 2008; Nascimento
et al., 2007; Grisi et al. 2012). Eles concluiram que tecidos mais velhos, por possuirem
maior produgdo de biomassa, nem sempre exercem efeito fitotdoxico sobre as espécies
circundantes, apresentando, assim, baixa concentragdo de aleloquimicos. Desta forma,
os resultados mostram que o estagio de maturacdo da folha de Serjania lethalis interfere
nas suas propriedades fitotoxicas e sugerem que a busca de novas substincias com
propriedade reguladora do crescimento de plantas pode ser mais promissora se forem
realizadas em tecidos mais jovens, ou melhor, em tecidos cujo metabolismo secundario
seja mais intenso. As analises por LC-EM indicaram que a sub-fragdo de Fje2, Fje2A, ¢
composta por duas procianidinas epiméricas (m/z 559) (Figura 5). Os seus dados de
RMN'H mostraram que essas duas procianidinas contém, ao menos, uma unidade
formada pelo flavondide Kaempferol, devido a presenga dos dois pares de dubletos
intensos em & 7.75 e 6.89. A presenca da unidade kaempferol ¢ também evidente pelas
absor¢des no UV em 271 e 340 nm (benzoila e cinamoila, respectivamente). Nao foram
encontrados relatos de substancias com essas caracteristicas espectroscopicas na

literatura. O radical R nao foi determinado até o momento.
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Figura 5. Procianidinas epiméricas presentes na sub-fracdo Fje2A.

A fracao Fje2B mostra nos seus espectros de RMN um conjunto de multipletos
para hidrogénios dispostos em um anel aromatico 1,3,5-trissubstituido (6 7.72, dd; o
7.56, d; e & 7.2 d) como observado para a catequina, e também um conjunto de trés
singletos em torno de 8 6.7. Os dados de LC-UV-MS também indicaram que Fje2B
contém dois epimeros (Figura 6). Seus espectros de absor¢do no UV mostram apenas
uma fraca absor¢do em 279 nm como a absorcdo mais bactocromica. Os espectros de
EM dos dois epimeros sdo idénticos e contém [M-H]| em m/z 575, que fragmentam em
MS/MS pra produzir espectros contendo ions em m/z 449 (40%), 423 (48%), 289 (68%)
e 285 (100%). Assim, em conjunto com os dados de RMN mostrados acima, esses
fragmentos i6nicos mostraram que os dois epimeros tratam de procianidinas diméricas

tipo-A (Poupard et al., 2011).
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Figura 6. Procianidinas diméricas tipo-A presentes na sub-fracdo Fje2B

A fracdo Fje2C também apresentou sinais no espectro de RMN para o sistema
catecoico no anel B da unidade flavonoidica (& 7.72, dd; 6 7.56, d; e & 7.2 d), mas
também contém sinais na regido mais blindada os quais s3o caracteristicos de sistemas
ABX, tipicos para os anéis C de proantocianidinas (2.1, dd; 2.6 dd; 2.84, dd; 3.82 d;
4.19 d, 4.36 d) (Figura 7). As analises por LC-UV-MS mostraram que nessa fracdo ha
uma pequena quantidade do dimero identificado em Fje2B, mas contém como

componente principal a procianidina dimero tipo-B (Poupard et al., 2011).
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OH

Figura 7. Procianidina dimero tipo-B presente na sub-fragdo Fje2C

A fracdo Fje3A contém uma mistura de catequinas oligoméricas (taninos
condensados) (Figura 8). Os dados de EM permitiram detectar as procianidinas
discutidas acima na forma polimérica através da deteccdo dos ions em torno de m/z 579,

864 ¢ 1153.

Figura 8. Catequinas oligoméricas (taninos condensados) presentes na sub-fracdo Fje3A
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Os taninos e derivados das catequinas encontrados neste trabalho foram isolados
de fragdes que apresentaram atividade fitotoxica sobre os coleodptilos de trigo. Desta
forma, por estarem presentes nestas fragdes sugere-se que sdo capazes de interferir
negativamente sobre o crescimento de espécies vegetais. Diversas pesquisas tem
apontado que este tipo de atividade ¢ provocada por estes grupos. A fitotoxina - (-)
catequina foi responsavel por desencadear uma onda de espécies reativas de oxigénio
(ROS) quando aplicadas sobre raizes de Arabdopsis thaliana (Bais et al., 2003), jaa (+)
— catequina apresentou atividade antibacteriana e contra patégenos de raizes infestantes
(Bais et al., 2002). Rice (1984) apontou quatorze categorias de compostos quimicos
que interferiram no crescimento de espécies vegetais, dentre eles os taninos e os fendis.

A substancia identificada na fracdo Fje2A ndo se assemelha com outras
registradas na literatura, assim, foi identificada uma nova substincia presente em folhas
jovens de Serjania lethalis ainda ndo descrita e também sem qualquer tipo de registro
para esta espécie. Tal substincia, composta por duas procianidinas epiméricas, esteve
presente em uma fracdo que apresentou atividade fitotoxica para o crescimento de
coledptilos de trigo, sugerindo que esta possa apresentar fitotoxicidade.

As substancias presentes nas sub-fragdes de Fje5S ¢ Fmel apresentam alta
complexidade espectroscopica e ainda estdo sendo elucidadas.

Este trabalho contribuiu para o conhecimento do potencial fitotoxico de folhas
jovens e maduras de Serjania lethalis (Sapindaceae), uma vez que foram isoladas e
identificadas quatro compostos presentes em folhas jovens, sendo um deles ainda nao
descrito na literatura (procianidinas epiméricas). E ainda contribui para a
quimiotaxonomia desta espécie, ja que ndo ha registros do perfil quimico de Serjania

lethalis na literatura.
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5. Conclusoes
Fragdes obtidas de extratos etandlicos de folhas jovens de Serjania lethalis
apresentaram-se mais potentes na redugdo do crescimento de coledptilos de trigo
(Triticum aestivum L.) do que fracdes provenientes de extratos de folhas maduras.
Das sub-fracdes de extratos etanolicos de folhas jovens foram isoladas e
identificadas trés procianidinas diméricas e procianidinas poliméricas, sendo que uma

procianidina apresentou dados espectroscopicos ndo encontrados na literatura.
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CAPITULO 111

Atividade fitotoxica de Serjania lethalis A. St- Hil sobre o crescimento de

plantulas e células do metaxilema de gergelim (Sesamum indicum L.)
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RESUMO - O estudo do potencial fitotéxico de plantas do cerrado tem levado ao
isolamento de substancias capazes de controlar o crescimento de outras espécies
vegetais. Neste trabalho buscou-se testar fracdes de extratos aquosos e etanolicos de
folhas jovens e maduras de Serjania lethalis A. St- Hil (Sapindaceae) sobre o
crescimento de plantulas e células do metaxilema de gergelim (Sesamum indicum L.).
Foram preparados extratos brutos etanolicos e aquosos a partir do p6 de folhas jovens e
maduras de S. lethalis. Os extratos foram secos e fracionados por meio da técnica de
cromatografia de coluna. Para o bioensaio de crescimento de plantulas foram utilizadas
sementes de gergelim pré-germinadas, colocadas em caixas plésticas transparentes com
13 mL de solucdo de cada fracdo nas concentragdes de 0.,8; 0,4 e 0,2 mg. mL 10
controle positivo foi feito com o herbicida comercial GOAL® nas mesmas
concentragdes € o controle negativo foi feito com agua destilada com DMSO (5%). As
caixas foram colocadas em sacos plasticos transparentes e mantidas em camara de
germinacdo a 28°C com fotoperiodo de 12 h. Apds sete dias foram medidos o
comprimento da parte aérea e da raiz primaria com o auxilio de um paquimetro digital.
O bioensaio de crescimento de células do metaxilema de gergelim foi feito com
plantulas crescidas em solugdes contendo as fracdes nas mesmas concentragdes.
Posteriormente a raiz primaria das plantulas foi retirada e fixada em éalcool 70% e apos
sete dias foi clarificada com NaOH e corada. Apds esse procedimento as raizes foram
colocadas em laminas de vidro e fotografadas. Os resultados apontam que as fragdes
testadas (Fje2; Fje3; FjeS ¢ Fmel) apresentaram atividade inibitéria do crescimento
das plantulas, interferindo principalmente no crescimento das raizes. A fracao FjeS
apresentou atividade semelhante a causada pelo herbicida GOAL® utilizado como
controle positivo. Essa mesma fracdo foi responsavel por causar a maior inibi¢cao do
crescimento das células do metaxilema de gergelim na concentracdo 0,8 mg. mL™. Isso
leva a crer que nessa fracdo estdo presentes compostos com grande potencial fitotoxico.

A partir da andlise dos resultados foi possivel concluir que fragdes provenientes do
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extrato etanolico de folhas jovens sdo promissoras fontes de substancias com

propriedades fitotoxicas.

Palavras-chave: Fitotoxicidade, plantulas, metaxilema, Serjania lethalis
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ABSTRACT - The study of phytotoxic potential of cerrado plants has led to the
isolation of substances capable of controlling the growth of other plant species, making
possible the study of the use of these plants as a source of substances with phytotoxic
properties. In this study it was intended to test fractions of aqueous and ethanol extracts
of young and mature leaves of Serjania lethalis A. St- Hil (Sapindaceae) on the growth
of seedlings and metaxylem cells of sesame (Sesamum indicum) . Crude extracts
etanolic ans aqueous were prepared from the powder of young and mature leaves of S.
lethalis. They were dried and fractionated through the technique of column
chromatography. For the bioassay for growth of seedlings were used pre-germinated
sesame seeds, placed in transparent plastic boxes with 13 mL of solution at
concentrations of 0.8, 0.4 and 0.2 mg mL . The positive control was done with the
commercial herbicide GOAL® at the same concentrations and the negative control was
made with distilled water with DMSO (5%). The boxes were placed in transparent
plastic bags and kept in a growth chamber at 28°C with a photoperiod of 12 hours. After
seven days the length of the aerial part and the primary root were measured with the aid
of a digital pachymeter. The bioassay of metaxylem sesame cell growth was done using
seedlings grown in solutions containing the fractions at the same concentrations.
Subsequently the primary root was removed and fixed in 70% alcohol and, after seven
days, it was clarified with NaOH and stained. After this procedure the roots were plated
and photographed. The results point that the fractions tested (Fye2; Fye3; FyeS ¢ Fmel)
showed inhibitory activity of seedling growth, interfering mainly in root growth. The
fractions Fye5 showed similar activity to the one caused by the herbicide GOAL ®. This
same fraction was responsible for causing the greatest inhibition of cell growth of
metaxylem sesame at the concentration 0.8 mg mL™". This suggests that in this fraction
are present compounds with great phytotoxic potential. From the analysis of the results
it was possible to conclude that fractions from the ethanol extract of young leaves are

promising sources of substances with phytotoxic properties.
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Introducdo

1. Introducao

A alelopatia ¢ um fendmeno ecoldgico que envolve a liberacdo de produtos do
metabolismo secundario de plantas, algas, bactérias ou fungos. Estes metabolitos podem
exercer efeitos positivos ou negativos sobre sistemas naturais ou agricolas (International
Allelopathy Society, 2012)

Os compostos do metabolismo vegetal também conhecidos como aleloquimicos
pertencem a diversas classes de substancias quimicas, como quinonas, fendis, acidos
cinamicos, cumarinas, flavonoides, taninos, terpenos e alcaldides (Rice, 1984), também
apresentam atividade antifungica como as saponinas isoladas de Sapindus saponaria
(Tsuzuki et al., 2007), moluscicida (Pires, 2008), antioxidante (Oliveira et al., 2007),
fitotoxica (Grisi et al., 2013; Kim et al., 2005), antiparasitica (Traore et al., 2000),
dentre outras.

Atualmente muitos trabalhos comprovam a atividade fitotoxica de extratos de
plantas sobre a germinagdo e crescimento de outras espécies (Grisi et al., 2012; Gatti et
al., 2010; Imatomi, 2010; Alves et al., 2004), outros trabalhos como os de Grisi et al
(2011) vao além e sugerem o uso destes extratos como herbicidas naturais, pois afetam
negativamente a germinacdo e crescimento de espécies de plantas daninhas. Estes
aleloquimicos provocam alteragdes bioquimicas e fisiologicas que afetardo
negativamente o crescimento e desenvolvimento das plantulas (Weir et al., 2004). Os
herbicidas originados de plantas, também conhecidos como herbicidas naturais,
apresentam vantagens quando comparados com os herbicidas sintéticos, pois sdo menos
nocivos ao meio ambiente (Souza-Filho et al., 2006), além de possuirem meia vida
menor (Duke et al., 2000; Rimando e Duke, 2006). Inderjit e Dakshini (1995)

consideram de grande importancia os bioensaios para testar a atividade dos metabolitos
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secundarios vegetais pois sdo através deles que podemos conhecer a suscetibilidade de
determinadas espécies perante os aleloquimicos, e assim conhecer o potencial fitotoxico
da espécie estudada.

Serjania lethalis A. St- Hil. pertence a familia Sapindaceae, trata-se de uma liana
tipicamente encontrada no cerrado brasileiro (Fernandes e Negreiros, 2001), também
ocorre nos estados da Bahia, Amazonas, Ceara, Pernambuco, Piaui, Parana, Rio de
Janeiro e Santa Catarina, além dos paises Bolivia e Peru (Acevedo-Rodriguez, 1990). A
espécie Serjania lethalis ¢ uma rica fonte de isoprendides e polifendis (Hegnauer,
1970). Corréa (1926) a descreve como uma bela planta ornamental, e como as demais
do género com grande atividade narcética, porém mais venenosa que as demais,
popularmente conhecida como mata-fome. Teixeira et al (1984) relatam que Serjania
lethalis apresentou efeitos ictiotoxicos e que serjanosideos isolados apresentaram-se
cerca de 15 vezes mais toxicos que algumas saponinas. Os efeitos ictiotoxicos causados
pelos géneros Serjania e Paullinia sdo conhecidos e muito utilizados na pescaria
(Guarim Neto et al., 2000). Grisi et al (2011) encontraram elevada atividade herbicida
em extratos de frutos de Sapindus saponaria sobre Lactuca sativa (alface), Allium cepa

(cebola), Echinochloa crus-galli (capim-arroz) e Ilpomoea grandifolia (corda-de-viola).
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2. Objetivo
Estudar a fitotoxicidade de fragdes de extratos aquosos e etanolicos de folhas
jovens e maduras de Serjania lethalis sobre o crescimento de plantulas e comprimento

de células do metaxilema de gergelim (Sesamum indicum) .
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3. Material e Metodologia

3.1 Material vegetal

Folhas jovens e maduras de Serjania lethalis A.St- Hil foram coletadas de pelo
menos dez individuos diferentes, na reserva de cerrado sensu stricto da Universidade
Federal de Sao Carlos, campus Sao Carlos, Sdo Paulo, Brasil (21° 58” a 22° 00° S e 47°
51 a 47° 52° W). Foram consideradas jovens as folhas que apresentaram textura
membrandcea e coloragdo verde clara, as folhas maduras apresentaram textura coridcea
e coloragdo verde escura (Grisi et al., 2011). O material vegetal foi seco em estufa de
circulagdo a 40 °C durante 72h e em seguida triturado em moinho elétrico e
armazenados em sacos plasticos devidamente lacrados. Foi depositado um voucher

(8340) no herbario do Departamento de Botanica da UFSCar (HUFSCar).

3.2 Extracao

Foram preparados extratos aquosos e etandlicos com o p6 das folhas jovens e
maduras, utilizando 1L de 4gua destilada e 100g de p6 das folhas, que permaneceram
durante 24h em geladeira a 4°C, foram filtrados a vacuo, congelados a -70°C e
liofilizados. Os extratos etanolicos passaram pelo mesmo procedimento, porém a
extracdo foi feita utilizando-se etanol e apds a filtragem os extratos etandlicos foram
secos em evaporador rotativo.

Os extratos etandlicos dos dois tipos de folhas foram fracionados por
cromatografia de coluna com silica gel de fase normal (0.063-0.2 mm / 70-230 mesh)
com 450 mL dos eluentes na seguinte ordem: hexano: acetona (7:3); hexano: acetona
(3:7); acetona (1); acetona: metanol (7:3); acetona: metanol (3:7); metanol (1); metanol:

agua (9:1). Os extratos aquosos também passaram pelo mesmo processo, porém com o0s

101



Material e Metodologia

eluentes: acetona (1); acetona: metanol (7:3); acetona: metanol (3:7); metanol (1);
metanol: agua (9:1) (Figura 3). Apds a separagdo cromatografica as fragdes foram
analisadas por cromatografia de camada delgada (CCD) e algumas foram agrupadas
devido a similaridade quimica. A tabela 1 resume o processo de reunido das fracdes e

identificacao.

Tabela 1. Fragdes de extratos aquosos e etandlicos de folhas jovens e maduras reunidas apos a
cromatografia de camada delgada (CCD) com seus respectivos codigos: Fje (Extrato etanolico
de folhas jovens) Fme (Extrato etandlico de folhas maduras) Fja (Extrato aquoso de folhas

jovens) Fma (Extrato aquoso de folhas maduras).

Extrato Eluente Fracao Codigo
Hex: Ac (7:3); Hex:Ac (3:7); Ac (1) F1 Fjel
Extrato etandlico de Ac: MeOH (7:3) F2 (Ativa) Fje2
folhas jovens Ac:MeOH (7:3) F3 (Ativa) Fje3
Ac:MeOH (3:7) F4 Fje4
Ac:MeOH (3:7) ) )
F5 (Ativa) Fje5
MeOH (1)
MeOH: H,0 (9:1) F6 Fje6
F7+F8 (Ativas
Hex: Ac (7:3) ) Fmel
reunidas)
Extrato etandlico de Hex:Ac (3:7)
folhas maduras Hex:Ac (3:7) F9 Fme2
Ac (1) F10 Fme3
Ac: MeOH (7:3); Ac:MeOH (3:7);
F11 Fmel
MeOH (1); MeOH: H,0 (9:1)
Extrato aquoso de Ac (1); Ac: MeOH (7:3); Ac:MeOH 12 Fial
a
folhas jovens (3:7); MeOH (1); MeOH: H20 (9:1) !
Ac (1); Ac: MeOH (7:3) F13 Fmal
Extrat d
virato agquoso de Ac:McOH (3.7) Fl4 Fma2
folhas maduras
MeOH (1); MeOH: H,0 (9:1) F15 Fma3
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3.3 Seleccao das fragoes a serem testadas
Foram testadas apenas as fragcdes que apresentaram atividade fitotoxica sobre o
crescimento de coleoptilos de trigo (7riticum aestivum L.) (Cap. 1) foram elas: Fje2;

Fje3; FjeS ¢ Fmel.

3.4 Bioensaio de avaliacio do crescimento de plintulas de gergelim
(Sesamum indicum L.)

Sementes de gergelim foram pré-germinadas em 4agua destilada e quando
apresentaram 2mm de comprimento de raiz primaria foram colocadas em caixas
plasticas transparentes de 500mL (14 x 10 cm) contendo duas folhas de papel filtro
umedecidas com 13 mL de solucdo de cada fragdo solubilizadas em DMSO (5%) e dgua
destilada, nas concentragdes de 0,8; 0,4 ¢ 0,2 mg. mL 1O controle positivo foi feito
com o herbicida comercial GOAL® nas mesmas concentragdes e o controle negativo foi
feito com 4agua destilada com DMSO (5%). As caixas foram colocadas em sacos
plasticos transparentes e mantidas em cdmara de germinacdo a 28°C com fotoperiodo de
12 h (Carvalho et al., 2001). Apds sete dias foram medidos o comprimento da parte
aérea e da raiz primaria com o auxilio de um paquimetro digital. As plantulas que
apresentaram caracteristicas anormais, segundo a RAS (2009), foram quantificadas e

qualificadas.
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3.5 Bioensaio de crescimento de células do metaxilema de gergelim
(Sesamum indicum L.)

Sementes de gergelim foram pré- germinadas em agua destilada e mantidas por
24 horas em camara de germinagdo a 28°C com fotoperiodo de 12 h (Carvalho et al.,
2001). Foram consideradas germinadas as sementes que apresentaram 2 mm de
protrusdo da raiz primaria (RAS, 2009).

As sementes pré-geminadas foram colocadas em caixas plasticas transparentes
de 250 mL com duas folhas de papel filtro umedecidas com 8 mL de cada frac¢ao diluida
em agua com 5% de DMSO nas concentragdes de 0,8; 0,4 ¢ 0,2 mg. mL"". Foram feitas
trés réplicas para cada concentracdo, com 10 sementes em cada caixa. O controle
negativo utilizado foi dgua destilada com 5% de DMSO, o controle positivo foi feito
com o herbicida comercial GOAL®, nas mesmas concentracdes das fracdes. As caixas
plasticas foram colocadas em sacos transparentes e mantidas em B.O.D. a 28°C com
fotoperiodo de 12 horas. Apo6s quatro dias as plantulas foram retiradas das caixas e
tiveram um segmento da raiz primaria cortado com estilete, este foi mantido em alcool
70% (Gatti et al., 2010), em estufa a 40°C durante sete dias. Posteriormente, as raizes
foram lavadas com agua destilada e mantidas em solucdo de hidréxido de sédio 25%,
em estufa a 40°C, durante dois dias para clarifica-las. Apos a clarificagdo os segmentos
das raizes foram corados com o corante Lacmoéide, durante 24 h, lavados para retirar o
excesso de corante e plaqueados, para tanto cada segmento foi colocado em uma lamina
de vidro e cobertos com uma gota de xarope Apathy e uma laminula. Este material
permaneceu em repouso durante 7 dias para secagem. Todo o procedimento de
coloracdo das raizes foi feito segundo o método de Fuchs modificado (Kraus e Arduin,

1997).
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A observagdo foi feita em microscopio optico (Olympus- BX41) com camera
acoplada (Sony CCD-IRIS). Foram utilizadas quatro raizes primarias submetidas as
fracdes ou aos controles. De cada raiz foram medidas 10 células centrais do metaxilema,

com aumento de 20 vezes e auxilio do programa Imagel.

3.6 Analises estatisticas

Todos os resultados foram submetidos ao teste de normalidade e homogeneidade
de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Para os dados normais ¢ homogéneos foi
utilizado ANOVA seguida do teste de Tukey, para dados n3o normais e nao
homogéneos foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, no programa Past
2.14. Também foi calculada a porcentagem de plantulas anormais obtidas em cada

tratamento.
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4. Resultados e Discussio
4.1 Rendimento
Foi calculado o rendimento (em g) de cada fracdo obtida por meio do

fracionamento em cromatografia de coluna, como mostra a tabela 2.

Tabela 2. Massa obtida de cada fragdo de extrato aquoso e etandlico de folhas jovens e maduras

de Serjania lethalis

Fracdo Massa obtida (g)
Fjel 047
Fjel 0.68
Fje3 2.80
Fjed 0.97
Fje5 1,18
Fjet 0.35
Fjal 292
Fmel 080
Fmel 0.10
Fme3 032
Fmed 4.00
Fmal 214
Fmal 0.38
Fmal 0.73

4.2 Crescimento de plantulas de gergelim (Sesamum indicum L.)

O crescimento da raiz das plantulas nas fracdes Fje2; Fje3; FjeS e Fmel diferiu
significativamente do controle na concentragio 0,8 mg. mL™ (figura 1a), sendo que a
fracdo FjeS produziu a menor média de comprimento (1,16 cm), assemelhando-se ao
efeito provocado pelo herbicida. A parte aérea das plantulas foi afetada negativamente
apenas pelas fragdes Fje3 ¢ Fje5 a 0,8 mg. mL™ (figura 1b) . As fracdes Fje2, Fje3,

Fje5 ¢ Fmel causaram efeitos inibitérios na raiz na oncentragio 0,4 mg. mL™', porém

106



Resultados e Discussdo

nenhuma fragdo inibiu o crescimento da parte aérea na concentracdo 0,4 mg. mL™
(figuras 1c e 1d, respectivamente). A fracdo FjeS produziu a menor média de
comprimento das raizes na concentra¢io 0,2 mg. ml" (2 cm) (figura le), diferindo
estatisticamente do controle negativo; as fracoes Fje2 e Fje3 também foram
responsaveis pela inibi¢io do crescimento da raiz na concentragdo 0,2 mg. mL’ , a
fragdo Fmel nao apresentou diferenga significativa em relagcdo ao controle negativo
(figura le) . O crescimento da parte aérea na concentragio 0,2 mg. mL™' nio foi afetado
por nenhuma fragdo (figura 1f). O controle positivo GOAL® diferiu significativamente

do controle negativo e das fragdes em todas as concentragdes.
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Figura 1. Valores médios de comprimento da raiz e parte aérea de plantulas de gergelim
(Sesamum indicum), submetidas ao efeito das fragdes de extratos de folhas de Serjania lethalis
em diferentes concentragdes. Valores com letras diferentes indicam diferenca significativa, pelo
teste ANOVA a 0,05% de probabilidade. As barras verticais indicam o desvio padrdo em

relacdo as médias.
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Os aleloquimicos sdo capazes de interferir em reagdes fisiologicas e bioquimicas
do crescimento e desenvolvimento de plantulas (Weir et al., 2004). A absorcao de sais
minerais e dgua pela raiz sdo comprometidas pelas alteragdes de enzimas presentes na
membrana plasmatica, assim a sintese de proteinas, respiragdo e fotossintese sao
prejudicadas, levando a reducdo do tamanho da plantula (Bogatek e Gniazdowska,
2005). Extratos etanolicos de folhas e caules de S. lethalis foram responséaveis por
causar inibi¢des no crescimento de plantulas de espécies daninhas, principalmente na
raiz, em alguns casos o efeito causado pelo extrato etandlico foi igual ou superior ao
provocado pelo herbicida utilizado como controle positivo (Grisi et al., 2013). Estes
resultados corroboram os encontrados no presente trabalho, quando se observa o efeito
causado no comprimento da raiz, pela fracdo Fje5 na concentragio de 0,8 mg. mL™ .
Observa-se que o efeito inibitério do crescimento foi estatisticamente igual ao
provocado pelo herbicida, porém o mesmo efeito ndo foi registrado para a parte aérea.
As alteragdes provocadas pelas fragcdes impedirdo que as plantulas desenvolvam-se
normalmente, comprometendo seu estabelecimento.

A figura 2 apresenta as fotos das raizes e partes aéreas das plantulas de
gergelim na concentragdo 0,8 mg. mL™'. Nesta concentragio todas as fragdes reduziram

o tamanho da raiz e parte aérea das plantulas.
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Figura 2. Plantulas de gergelim (Sesamum indicum) ap6s sete dias em contato com fragdes de
extratos de folhas de Serjania lethalis na concentragio 0,8 mg. mL™ a) Controle b) Fje2 c) Fje3

d) Fje5 e) Fmel f) GOAL. (Foto: Pereira, V.C. 2012)

A tabela 3 apresenta as porcentagens de plantulas anormais obtidas em cada
tratamento, assim como a anormalidade predominante no mesmo, segundo a RAS

(2009).
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Tabela 3. Porcentagem e tipo de anomalia presente em cada concentragdo de cada fragdo de

extratos de folhas jovens e maduras de Serjania lethalis. Necrose (N); Atrofia (A); Inversdo

Gravitropica (1G).
Fortngen (0 b saomai m Jo—
Fracio 0.8 0.4 0.2 0.8 0.4 0.2
Fje2 65 623 50 N/AIG N/ATG N/A
Fje3 923 75 57.3 N/AIG N/ATG N/ATG
Fje5 80 623 52.3 N/AIG N/AIG N/ATG
Fmel 15 3.7 52.3 N/AIG N/ATG N/ATG

De acordo com a tabela 3 ¢ possivel notar que a porcentagem de plantulas
anormais foi dependente da concentracao testada, sendo que as maiores concentragdes
apresentaram as maiores porcentagens. A fracdo Fje3 foi responsavel pelas maiores
porcentagens de anomalia em todas as concentragdes, ao contrario da fracdo Fje2 que
apresentou as menores porcentagens. As anomalias detectadas foram necrose, atrofia e
inversdo gravitropica. As necroses observadas nas plantulas de gergelim causaram a
morte dos individuos porque ocasionam o apodrecimento do tecido vegetal, ja a atrofia
e a inversdo gravitropica causaram deformacodes fisicas nas plantulas, impedindo que a
mesma mantenha suas raizes eretas e possa se estabelecer e se desenvolver.

Estas observacdes contribuem para a confirmacdo da hipotese de que fragdes
obtidas de extratos de folhas jovens e maduras de Serjania lethalis podem prejudicar o
crescimento e desenvolvimento de plantulas e assim apresentar caracteristicas de um

herbicida natural.
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4.3 Bioensaio de crescimento de células do metaxilema de gergelim (Sesamum
indicum L.)

As fragdes Fje2, Fje3, FjeS e Fmel foram submetidas ao bioensaio que avalia
o crescimento de células do metaxilema de gergelim que cresceram em contato com
estas fragdes. Os resultados obtidos indicam que na concentragio 0,8 mg. mL™ todas as
fragdes produziram efeito inibitdrio no comprimento, em relacdo ao controle negativo,
sendo que as células do metaxilema de gergelim expostas a fracdo FjeS apresentaram
os menores valores médios de comprimento (95,50 um), sendo este efeito similar ao
produzido pelo herbicida. As mesmas fragdes mencionadas acima apresentaram
atividade inibitéria no crescimento das células na concentragio 0,4 mg. mL™’. Na
concentragdo 0,2 mg. mL™ foi observada inibigdo do crescimento das células apenas nas
fracdes Fje2, Fje3 ¢ Fje5 (Tabela 4). O controle positivo feito com o herbicida GOAL®
causou diferengas significativas quando comparado com os efeitos causados pelas
fragdes e pelo controle negativo. A figura 3 apresenta as imagens das células do
metaxilema de gergelim que cresceram em cada tratamento na concentracdo 0,8 mg.

mL™".
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Figura 3. Células do metaxilema de gergelim (Sesamum indicum) crescidas nos tratamentos de
controle negativo (a), Fje2 (b), Fje3 (c), Fje5 (d), Fmel (e) na concentragdo de 0,8 mg. ml" .

(Foto: Pereira, V.C. 2012). Os circulos destacam o comprimento das células.
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Gatti et al (2010) obteve resultados semelhantes com células do metaxilema de
gergelim crescidas sob extratos aquosos de Aristolochia esperanzae. O crescimento das
células ¢ interrompido sob situagdes de estresse, sendo a auxina o agente responsavel
pela regulacdo do tamanho das células. Estas controlam o crescimento, arquitetura de
caules e raizes, respostas tropicas a luz, dentre outros processos (Tamimoto, 2005). As
fragdes testadas comprometeram o crescimento normal das células do metaxilema,
comprometendo, desta forma, o desenvolvimento dos tecidos e consequentemente o
desenvolvimento do vegetal, outros estudos também comprovam o potencial de
Serjania lethalis sobre o crescimento de células do metaxilema, onde extratos etandlicos
de folhas e caule de S. lethalis causaram inibigdo do crescimento de células do
metaxilema de amendoim-bravo (Grisi et al., 2013). Segundo Al-Wakeel et al. (2007)
os compostos do metabolismo secundario vegetal agem diretamente no processo de

divisdo celular, assim como no equilibrio hormonal do vegetal.
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Tabela 4. Comprimento das células do metaxilema (um) de gergelim (Sesamum indicum),

submetidas ao efeito das fracdes dos extratos de folhas de Serjania lethalis em diferentes

concentracoes.
Fracdo / Controle Comprimento das células (um) comparado com o
controle *

Concentragio (mg. ml™)
0,8 0.4 0,2

Fje2 11350¢d 156,25 b 187,00 b

Fje3 165,25 b 144,50 b 149,00 be

Fjes 95,50 d 14425 b 159,50 be

Fmel 141,25bc 164,50 b 297,75 a

GOAL" 84,50 d 71,00 ¢ 133,25 ¢

a) O valor médio do controle foi de 287,25 um. Médias seguidas por letras iguais na

coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05% de probabilidade.

Ao observar tabela 4 ¢ possivel notar que a fracdo FjeS foi responséavel pelos
menores valores médios de comprimento das células do metaxilema nas concentragdes
0,8 ¢ 0,4 mg. mL", esta mesma fracdo também produziu efeitos semelhantes no
crescimento de plantulas, especialmente no crescimento da raiz.

A inibicdo do crescimento das plantulas esta diretamente associada com a
inibicao do crescimento de células do metaxilema de gergelim, o mesmo foi concluido
no trabalho desenvolvido por Grisi et al. (2013) onde foi observado que a inibicao
do crescimento de plantulas de amendoim-bravo foi associada com a inibicdo do

crescimento de células do metaxilema de gergelim.
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Desta forma pode-se inferir que extratos etandlicos de folhas jovens e maduras
de Serjania lethalis foram fitotoxicos para o crescimento de plantulas e células do
metaxilema de gergelim (Sesamum indicum), sendo estes efeitos mais pronunciados

perante a fragdo de extrato etandlico de folhas jovens Fje5.
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5. Conclusoes

As fragdes testadas apresentaram efeito fitotoxico sobre o crescimento de
plantulas e células xilematicas de gergelim (Sesamum indicum L.).

A fracdo Fje5 apresentou-se mais fitotoxica que as demais, sendo seu efeito
semelhante ao provocado pelo herbicida comercial GOAL" .

O tamanho reduzido das plantulas foi devido a redugdo do tamanho das células
xilematicas.

As plantulas submetidas a extratos foliares sofreram anomalias como necrose,

atrofia e inversdo gravitropica.
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CAPITULO IV

Potencial fitotoxico de saponinas de folhas, raizes e caules de Serjania

lethalis A.St-Hil
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RESUMO - O género Serjania ¢ pertencente a familia Sapindaceae, que possui cerca de
35 espécies amplamente distribuidas no Brasil. Serjania lethalis ¢ uma liana tipicamente
encontrada no cerrado brasileiro e utilizada na medicina popular. As saponinas
pertencem a um vasto grupo de glicosideos, amplamente distribuido no reino vegetal e
caracteristico da familia Sapindaceae. Apresentam um amplo espectro de atividades
bioldgicas, a saber: atividade antimicrobiana, anti-hemolitica, anticancer, moluscicida,
anti-inflamatoria, anti-parasitica e citotoxica. Sdo compostos soluveis a dagua,
formadores de espuma quando agitados, possuem uma parte lipofilica e outra
hidrofilica, composta por agucares, dispostos em cadeias lineares ou ramificadas, com
elevada massa molecular. Este grupo de compostos apresenta grande interesse
fitoquimico e estudos anteriores revelaram que extratos brutos exerceram efeitos
fitotoxicos em espécies bioindicadoras e invasoras. Desta forma, esta pesquisa teve
como objetivo avaliar a fitotoxicidade de fracdes enriquecidas com saponinas, presentes
em diferentes 6rgaos vegetais. Foram feitas extragcdes com o pd de folhas, raiz e caule
de Serjania lethalis A. St- Hil, utilizando os eluentes metanol e 4gua para a obtengao de
extratos, onde estariam presentes as saponinas. Posteriormente foi feita uma pré-
purificacdo desses extratos, utilizando a técnica de Extracdo em Fase Solida com os
eluentes metanol e agua em diferentes proporgdes, produzindo, dessa forma, as fragdes.
Foram obtidas trinta fragcdes, sendo dez de cada oOrgdo, porém apenas onze destas
apresentaram massa suficiente para a avaliacao da fitotoxicidade por meio do bioensaio
que avalia o crescimento de coledptilos estiolados de trigo (Tritucum aestivum L.).
Cinco fragmentos de coledptilos (4 mm) foram colocados em tubos de ensaio contendo
2 mL de cada uma das fragdes-teste diluidas em uma solu¢do tampao composta por
sacarose, acido citrico e fosfato de potassio di-basico. Foram utilizadas as concentragdes
de 0,8; 0.4 ¢ 0,2 mg. mL". O controle negativo foi feito com a solugdo tampdo e o
controle positivo foi feito com o herbicida comercial GOAL® nas mesmas

concentragdes e em triplicata. Os tubos foram tampados, colocados em um rotor a 6 rpm
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durante 24 h, a 25 °C, no escuro. Depois os coledptilos foram retirados dos tubos,
distribuidos em planilha para serem fotografados e medidos (Image — Pro Plus 5.0%). Os
resultados obtidos indicam que estas fracdes apresentam potencial fitotdxico, sendo as
provenientes de raiz e folhas de S. lethalis as mais fitotoxicas para os coleoptilos.
Algumas fragdes provenientes dos mesmos Orgdos acima citados apresentaram efeito
semelhante ao causado pelo herbicida comercial GOAL® utilizado como controle
positivo.

Palavras- chave: Saponinas, extracdo em fase solida, fitotoxicidade
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ABSTRACT - The genus Serjania belongs to the Sapindaceae family, which has about
35 species widely distributed in Brazil. Serjania lethalis A. St- Hil is a liana typically
found in the Brazilian cerrado and used in popular medicine. Saponins belong to a large
group of glycosides, widely distributed in the plant kingdom and characteristic of family
Sapindaceae. They exhibit a broad spectrum of biological activities, namely:
antimicrobial activity, anti-hemolytic, anti-cancer, molluscicidal, anti-inflammatory,
anti-parasitic and cytotoxic. Saponins are water-soluble compounds, foam makers when
shaken, have a lipophilic part and another hydrophilic, consisting of sugars, arranged in
straight or branched chains with a high molecular mass. This group of compounds
shows great phytochemical interest and previous studies have revealed that crude
extracts had phytotoxic effects on bioindicator and invasive species. Thus, this study
aimed to evaluate the phytotoxicity of saponins in particular, present in different plant
organs. Extractions were done with the powder of leaves, root and stem of S. lethalis,
using eluents methanol and water to obtain extracts which would be present saponins.
Later it was made a pre-purification of these extracts, using the technique of Solid Phase
Extraction with eluents methanol and water in different proportions, thereby producing
the fractions. Thirty fractions were obtained, ten of each organ, but only eleven of these
exhibited sufficient mass to assess the phytotoxicity through bioassay that measures the
etiolated coleoptile growth of wheat (7ritucum aestivum L.). Five fragments of
coleoptile (4 mm) were placed in tubes containing 2 ml of each test fractions diluted in a
buffer solution composed of sucrose, citric acid and potassium phosphate di-basic. It
were used concentrations of 0.8, 0.4 and 0.2 mg mL™". The negative control was done
with the buffer solution and the positive control was done with the commercial
herbicide GOAL®™ at the same concentrations and in triplicate. The tubes were capped,
placed on a rotator at 6 rpm for 24 h at 25 °C, in the dark. After coleoptiles were
removed from the tubes, distributed in spreadsheet in order to be photographed and

measured (Image - Pro Plus 5.0%). The results indicate that these fractions have
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phytotoxic potential, and the ones from the root and leaves of S. lethalis the most
phytotoxic to coleoptiles. Some fractions from the same organs above mentioned
showed similar effect to that caused by commercial herbicide GOAL® used as positive
control.

Keywords: Saponins, solid phase extraction, phytotoxicity
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1. Introducao

Serjania lethalis ¢ uma liana tipicamente encontrada no cerrado brasileiro
(Fernandes e Negreiros, 2001), pertencente a familia Sapindaceae, conhecida por ser
uma rica fonte de saponinas (Murgu e Rodrigues-Filho, 2006).

As saponinas pertencem a um vasto grupo de glicosideos amplamente
distribuido no reino vegetal, porém suas propriedades as diferenciam dos demais
glicosideos. Sdo soluveis a d4gua e formam espuma quando agitadas (Tyler et al., 1981).
Possuem uma parte lipofilica e outra hidrofilica, composta por actcares que formam
cadeias lineares ou ramificadas, também possuem elevada massa molecular (600 a
2000) (Simodes et al., 2003). Trata-se de um composto do metabolismo secundario
vegetal presente em membros da familia Sapindaceae (Murgu e Rodrigues-Filho, 2006).

As saponinas sdo classificadas em dois grupos, de acordo com a natureza do
esqueleto de aglicona. O primeiro grupo contém saponinas esteroidais, estas sdo
caracteristicas de monocotiledoneas, o segundo grupo contém saponinas triterpénicas,
comuns em espécies dicotiledoneas (Bruneton, 1995). Sao listadas diversas atividades
bioldgicas para este grupo, como atividade hemolitica, moluscicida, anti-inflamatoria,
antifungica, antibacteriana, antiparasitica, anti-tumoral, citotoxica, antiviral (Sparg et
al., 2004) e reguladora do crescimento de plantulas (Ohara e Ohira, 2003).

Outras atividades biologicas das saponinas incluem a reducao do colesterol no
sangue, como descrito no trabalho pioneiro de Cheek (1971), onde foi adicionada
saponina na dieta de frangos, levando a reducdo do colesterol no sangue e tecido destes
animais.

Poucos estudos relatam o potencial das saponinas como agentes fitotoxicos. O
trabalho desenvolvido por Hernandéz-Carlos et al (2011) discute que saponinas
provenientes da familia Cucurbitaceae apresentam-se comoo promissores pesticidas

naturais, uma vez que apresentaram efeitos fitotoxicos sobre Lycopersicum esculentum,
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Lolium perenne e Lactuca sativa. Neste mesmo trabalho também foram apresentados
dados a respeito do potencial inseticida das saponinas sobre larvas de Spodoptera
littoralis . Porém, ainda ha caréncia de informagdes sobre esse grupo, presente em uma
familia amplamente distribuida. O conhecimento destas potencialidades pode colaborar

para o enriquecimento de informacdes a respeito de espécies do cerrado.
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2. Objetivos

Com base no que a literatura propde e oferece de informagdes a respeito das
atividades biologicas de saponinas, decidiu-se testar fragdes enriquecidas com saponinas
presentes em folhas, raiz e caule de Serjania lethalis sobre o crescimento de coledptilos

de trigo (Triticum aestivum L.).
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3. Material e Metodologia

3.1 Material vegetal

Folhas, raizes e caules de Serjania lethalis foram coletados na reserva de cerrado
sensu stricto da Universidade Federal de Sdo Carlos, Sao Paulo, Brasil (21° 58” a 22°
00> S e 47°51” a47° 52> W). O material vegetal foi seco em estufa de circulagdo a 40
°C durante 72h e em seguida triturado em moinho elétrico e armazenados em sacos
plasticos devidamente lacrados. Foi depositado um voucher (8340) no herbario do
Departamento de Botanica da UFSCar (HUFSCar).

3.2 Extracao

O processo de extragao seguiu dois protocolos.

3.2.1 Extracao-Protocolo 1

Foram pesados, separadamente, 1g de p6 de folhas, raizes e caules de Serjania
lethalis e transferidos para tubos falcon, onde foram adicionados 10 mL de metanol e
agitados em vortex. Posteriormente foram adicionados 5 mL de dgua deionizada e
novamente agitados em vortex. Os frascos foram colocados em ultrassom por 10
minutos. Em seguida foram centrifugados 10 mL do sobrenadante. Ao residuo restante
foi adicionado mais 5 mL de agua deionizada e 10 mL de metanol, o conteudo foi
novamente agitado em vortex e novamente colocado no ultrassom. As trés aliquotas
foram transferidas para novos tubos e foram centrifugadas. Posteriormente foram
concentradas em SpeedVac. Em seguida foram redissolvidas, reunidas em um sé tubo e

evaporadas.
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3.2.2 Pré- purificacio (Solid Phase Extraction, SPE)

Foi utilizado um cartucho (ODS, 500 mg) ativado com 5 mL de metanol, este
foi condicionado com 10 mL de metanol/agua (1: 9). O material extraido foi dissolvido
em 5 mL de metanol/agua (1: 9) e aplicado no cartucho condicionado, desta forma foi
obtida a fracdo 1 (Frl) (vide tabela 1 para nomenclatura das fragcdes obtidas de cada
material vegetal). Em seguida o cartucho foi eluido com 3 mL metanol/agua (3:7)
produzindo a fracdo 2 (Fr2); a fracdo 3 (Fr3) foi obtida com a elui¢do de 3 mL de
metanol/agua (1:1); a fracdo 4 (Fr4) foi obtida com a elui¢do de 3 mL de metanol/agua
(7:3) e finalmente a fragdo 5 (Fr5) foi obtida com 3 mL de metanol.

As fragdes foram transferidas para vials de HPLC (1,5 mL cada).

3.2.3 Extracao- Protocolo 2

Foram pesados, separadamente, 1g de p6 de folhas, raizes e caules de Serjania
lethalis e transferidas para tubos falcon, onde foram adicionados 5 mL de metanol e
agitados em vortex. Posteriormente foram adicionados 10 mL de dgua deionizada e
novamente agitados em vortex. Os frascos foram colocados em ultrassom por 10
minutos. Em seguida foram centrifugados 10 mL do sobrenadante. Ao residuo restante
foi adicionado mais 10 mL de dgua deionizada e 5 mL de metanol, o conteudo foi
novamente agitado em vortex e colocado em ultrassom. As trés aliquotas foram
transferidas para novos tubos e foram centrifugadas. Em cada uma das aliquotas foi

adicionado 10 mL de dgua deionizada.
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3.2.4 Pré-purificacio (Solid Phase Extraction, SPE)

Foi utilizado um cartucho (ODS, 500 mg) ativado com 5 mL de metanol (figura
1), este foi condicionado com 10 mL de metanol/agua (1: 9). O material extraido foi
dissolvido em 5 mL de metanol/agua (1: 9) e aplicado no cartucho condicionado, desta
forma foi obtida a fragdo 1 (Frl) (vide tabela 1 para nomenclatura das fracdes obtidas de
cada material vegetal). Em seguida o cartucho foi eluido com 3 mL metanol/agua (3:7)
produzindo a fra¢do 2 (Fr2); a fragdo 3 (Fr3) foi obtida com a eluicdo de 3 mL de
metanol/agua (1:1); a fracdo 4 (Fr4) foi obtida com a eluicdo de 3 mL de metanol/dgua
(7:3) e finalmente a fracao 5 (Fr5) foi obtida com 3 mL de metanol. A fragdao 1 de cada
material vegetal foi concentrada em Speed Vac e redissolvida em 3 mL de metanol/
agua (1:1).

As fracdes foram transferidas para vials de HPLC (1,5 mL cada).

Tabela 1. Nomenclatura das fragdes obtidas de cada material vegetal (folhas, raiz e

caule) por meio do protocolo 1 e 2, com seus respectivos eluentes.

Material Vegetal Eluente (3mL) Fracao
Metanol/ agua (1:9) *F1.1 *F2.1
Metanol/ agua (3:7) F1.2 F2.2
Folhas Metanol/ dgua (1:1) F1.3 F23
Metanol/ agua (7:3) F14 F24
Metanol F1.5 F2.5
Metanol/ agua (1:9) R1.1 R2.1
Metanol/ agua (3:7) R1.2 R2.2
Raiz Metanol/ agua (1:1) R1.3 R23
Metanol/ agua (7:3) R14 R24
Metanol R1.5 R25
Metanol/ agua (1:9) Cl.l C21
Metanol/ agua (3:7) Cl2 C22
Caule Metanol/ agua (1:1) Cl3 (23
Metanol/ agua (7:3) Cl4 C24
Metanol Cl.s C25

*F1.1- Fracao obtida por meio do protocolo 1 com o primeiro eluente.
*F2.1- Fracao obtida por meio do protocolo 2 com o primeiro eluente.
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Figura 1. Extracdo em fase solida de amostras de extratos de folha, raiz e caule de Serjania

lethalis obtidos com metanol e dgua (Foto: Pereira, V.C. 2013)

3.3. Bioensaio de crescimento de coleoptilos de trigo (7riticum aestivum)

A avaliacdo da atividade fitotoxica foi feita mediante o bioensaio de coleodptilo
de trigo (Triticum aestivum L. variedade Pizon). Para tanto, cariopses de trigo foram
pré-germinadas com agua destilada e mantidas em camara de germinacdo a 25°C por 4
dias em auséncia de luz (Macias et al., 2010) . Posteriormente sob luz verde (Nitsch e
Nitsch, 1956), para evitar a estagnagdo do crescimento das células, os coledptilos foram
cortados em 4 mm com uma guilhotina de Van der Weij, colocados em tubos de ensaio
contendo solugdo tampao composta por sacarose (20 g/L), acido citrico monoidratado
(1,05 g/L) e hidrogenofosfato de potassio tri-hidratado (2,9 g/L), o pH foi ajustado para
5.6 , assim, cada tubo conteve a solugdo tampao, fragdo nas concentragdes de 0,8; 0,4 ou

0,2 mg. mL™ e cinco coledptilos. Foram feitas trés réplicas com cada fragio e de cada
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diluigdo. Como controle positivo foi utilizado o herbicida comercial GOAL® nas
mesmas concentracdes que as fragdes e como controle negativo foi utilizada a solug¢do
tampao. Os tubos foram mantidos em B.O.D. com rota¢do de 6 rpm durante 24h e
auséncia de luz (Macias et al., 2010). Apos as 24h os coledptilos foram retirados dos
tubos, fotografados e o comprimento foi medido com o auxilio do programa Imagel.
Este bioensaio foi realizado apenas com as amostras que possuiram massa

suficiente para a avaliacao.

3.4 Analise estatistica

Todos os resultados foram submetidos ao teste de normalidade e homogeneidade
de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Para os dados normais e homogéneos foi
utilizado ANOVA seguida do teste de Tukey com 0,05% de significancia. Para dados
ndo paramétricos foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Mann

Whitney.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Obtencao de fragdes ricas em saponinas

O processo de extragdo em fase soOlida permitiu a obtencdo de fragdes ricas em
saponinas. O cartucho de silica de fase reversa (C-18) utilizado reteve compostos apolares e
permitiu a extragdo de compostos polares, esta caracteristica da fase estacionaria associada
com 0 grau crescente nas propor¢des de metanol e agua utilizadas permitiu que as fragdes
iniciais apresentassem maior quantidade de compostos soliveis a 4gua, porém o aumento da
propor¢ao de metanol (Fr4 e Fr5) possibilitou a extragdo de saponinas em maior quantidade,
assim, assumimos que estes compostos estavam presentes principalmente nas fragoes F1. 4;
F1.5; F2.4; F2.5; R1.4; R1.5; R2.4; R2.5; C1.4; C1.5; C2.4 ¢ C2.5. A figura 2 ilustra as

fragdes obtidas de cada material vegetal em cada protocolo testado.

Folhas

Raiz

Protocolo 1 Protocolo 2

Figura 2. Amostras de cada material vegetal (folhas, raiz e caule) obtidas apds a extragdo em fase
solida, por meio dos protocolos 1 ¢ 2 (Foto: Pereira, V.C. 2013). Tubos de vidro com volume de 20

mL.
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4.2 Bioensaio de coledptilos de trigo (Triticum aestivum L.)

Foram testadas as fragoes C1.1; C2.1; F1.1; F1.3; F2.1; F2.3; R1.1; R1.2; R1.5;
R2.1 ¢ R2.2, pois estas foram as que apresentaram massa suficiente para a realizagdo do
bioensaio.

Estes dados foram avaliados pela porcentagem de inibi¢do ou estimulo em relacao

<

ao controle negativo, onde o “zero” representa a longitude do controle, enquanto os
valores positivos implicam no estimulo da caracteristica analisada, e os negativos na
inibi¢do. Todas as amostras apresentaram atividade inibitéria do crescimento dos
coledptilos de trigo, exceto a amostra R1.2, que ndo apresentou atividade em nenhuma
concentragdo. Nota-se que a amostra R1.5 foi responsavel pela maior porcentagem de
inibi¢do do crescimento dos coleodptilos em todas as concentragdes testadas 0,8 ;0,4 ¢ 0,2
mg. mL! (-34,43%; -34,34%; -30,11%, respectivamente). As amostras F2.3; R1.1; F1.3;
F1.1 ¢ C1.1 foram responsaveis pela inibi¢do do crescimento dos coledptilos em todas as
concentragdes testadas e as amostras R2.1 e R2.2 inibiram o crescimento dos coleoptilos
apenas nas concentragdes 0.8 e¢ 0,4 mg.mL"'. A amostra C2.1 apresentou atividade
inibitoria apenas na concentragio 0,8 mg. mL™" . O controle feito com o herbicida

GOAL" inibiu o crescimento dos coledptilos em todas as concentragdes testadas (Figura

3).

A figura 4 apresenta os coledptilos de trigo e seus respectivos controles crescidos na

concentragdo 0,8 mg. mL™.

As altas porcentagens de inibi¢do provocadas pela fracdo R1.5 pode ser explicada

pelo fato desta fragdo ser mais enriquecida com saponinas, uma vez que foi utilizado apenas

metanol durante a elui¢do, possibilitando, desta forma, a obtengdo de uma fragdo mais rica

em tais compostos. As demais fragdes (C1.1; C2.1; F1.1; F1.3; F2.1; F2.3; R1.1; R2.1 ¢

R2.2) também foram responséveis pela inibi¢do do crescimento dos coleoptilos de trigo. Tais
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fragdes contém compostos polares que foram extraidos durante a eluicdo com metanol e

agua, sendo tais compostos fitotoxicos para o crescimento dos coledptilos de trigo.

30 ] [C102mgmL"' 0.4 mgmL" Il 0.8 mg mL"

Fracoes/ Controle

» W) N8 N
> < < &V Q:\

-35 _-

Inibigao/ Estimulo do crescimento dos coleoptilos (%)

Figura 3. Porcentagem de inibi¢do do crescimento de coleodptilos de trigo (Triticum aestivum) em
diferentes concentragdes de saponinas extraidas de folhas, raiz e caule de Serjania lethalis. (*)
indicam as amostras que apresentaram diferenca significativa quando comparado com o controle

negativo.
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Figura 4. Efeito das fragdes provenientes de extratos de folhas, raiz e caule de Serjania lethalis
contendo saponinas ¢ dos controles positivo (solugdo tampao) e negativo (herbicida GOAL®),

sobre o crescimento de coledptilos de trigo (Triticum aestivum L.) (Foto: Pereira, V.C. 2013)

Extratos vegetais, fracdes e substincias purificadas de espécies vegetais do cerrado
apresentaram inibicdo do crescimento de coledptilos de trigo nas mesmas concentragdes
testadas neste trabalho (Jatoba, 2012; Grisi et al., 2011). O estudo do potencial fitotoxico
de espécies de Myrtaceae do Cerrado desenvolvido por Imatomi (2010) indica que
extratos hexanico, diclorometanico e acetato de etila do p6 de folhas de Myrcia

tomentosa produziram altas taxas de inibicao do crescimento de coleoptilos de trigo.

139



Resultados e Discussdo

A tabela 2 apresenta os comprimentos médios dos coledptilos em cada tratamento,
quando comparados com o controle negativo (solu¢do tampao com DMSO). Estes dados
diferem dos obtidos na figura 3, onde ¢ avaliada a porcentagem de inibicdo de cada

tratamento, e ndo o comprimento médio de cada coledptilo.

Tabela 2. Comprimento médio dos coledptilos de trigo (Triticum aestivum) submetidos a

atividade do herbicida e das amostras extraidas de folhas, raiz e caule de Serjania lethalis em

diferentes concentragdes, comparados com o controle negativo.

Comprimento (mm)

Tratamento
0,8 mg. mL" 0,4 mg. mL™" 0,2 mg. mL" Controle

Cl.1 4,50+0,77 b 4> o) 7 b 4,56 +0,82 b 63 0173
C2.1 5,20+ 1,00 b 536+ 1,21 ab 5,50+ 1,60 ab 6,32+£0,17 a
F1.1 443+£1,65 Db 440+0,49 b 4,53 +£0,69 b 632 017 g
F1.3 4,76 + 0,80 b 4,93+0,96 b 5,00£1,56 b 6,32+0,17 a
F2. 1 5,20+ 0,60 b 526+092 b 5,90+ 1,14 ab 032+t017 a
F2.3 440+£0,48 b 4,46+0,43 b 4,60+£0,49 b 6,32+ 0,17 a
R1.1 4,40+0.,55 b 470+ 101 b 5,00+ 1,46 b 632+017 a
R1.2 520+ 1,16 a 5,56 +0,46 a 6,20+2,80 a 6,32+0,17 a
R1.5 4,10+0.67 b 4,15+025 b 505 09 b 6324017 a
R2.1 490+0,35 b 5,00£1,78 b 5,30+ 1,61 ab 6,32+0,17 a
R2.2 5,20+1,00 b 510 053 b 6,10+ 1,00 ab 635 01 a
GOAL ® 4,20+ 0,61 b 423+0,33 b 4,90+ 1,06 b 6,32+0,17 a

M¢édias seguidas por letras iguais na linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de

probabilidade
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Observa-se que a amostra R1.2 ndo apresentou diferenga significativa sobre o
comprimento dos coleodptilos de trigo em relacdo ao controle negativo (solucdo tampao). As
demais amostras apresentaram diferencas significativas em todas as concentragdes, sendo a
menor média causada pela amostra R1.5 na concentragdo 0,8 mg. mL™ (4,10 mm).

A tabela 3 apresenta o comprimento médio dos coledptilos em cada tratamento,

comparados com o controle positivo (herbicida GOAL®)

Tabela 3. Comprimento médio dos coledptilos de trigo (Triticum aestivum) submetidos a
atividade do herbicida GOAL® e das amostras extraidas de folhas, raiz e caule de Serjania
lethalis em diferentes concentragdes, comparados com os submetidos a atividade do herbicida

GOAL® .

Comprimento (mm)

Tratamento

0,8 mg. mL! 0,4 mg. mL"! 0,2 mg. mL"
Cl. 1 4,50+ 0,77 ab 4,53 £ 0,27 ab 456+082a
C2.1 520+ 1,00 b 536+ 121c¢ 5,50+ 1,60 bc
Fl.1 443 + 1,65 ab 440+0,49b 4,53 £0,69 a
F1.3 4,76 £ 0,80 ab 4,93+0,96b 5,00+ 1,56 b
B I 5,20+ 0,60 b o0 09 L 590 | I1he
F2.3 4,40 £ 0,48 ab 4,46 £ 0,43 ab 4,60 +0,49 a
R1.1 4,40 + 0,55 ab 4,70 £ 1,01 ab 500+ 1,46b
R1.2 520+ 1,16 b 5,56+ 0,46 ¢ 6,20+2.80c
R1.5 410 064 41510 54 5051092 b
R2.1 4,90 £ 0,35 ab 5,00+ 1,78 be 5,30+1,61 ab
R2.2 520+ 1,00b 510 053 b 6,10+ 1,00¢
GOAL" 420+0,61a 42340332 4,90 + 1,06 ab

Médias seguidas por letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de
probabilidade
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Ohara e Ohira (2003) avaliaram o crescimento e germina¢do de alface (Lactuca
sativa) na presenca da saponina betulina, e afirmam que o crescimento radicular das plantulas
foi mais afetado do que o hipocotilo. Neste mesmo trabalho também foi testado o 4cido
betulinico e concluiu-se que o crescimento de radiculas de alfafa foi fortemente inibido por
este triterpendide. Trabalhos como este corroboram os resultados obtidos neste trabalho,
onde houve o registro de que as fragdes provenientes de extratos de folhas, raiz e caule de S.
lethalis extraidas com metanol e agua sdo ricas em saponinas, provocando inibicdo do
crescimento dos coledptilos de trigo diferindo estatisticamente da média de crescimento
provocada pelo controle negativo.

Os coleoptilos que cresceram sob o efeito da fracdo R1.5 nas concentragdes 0,8 e 0,4
mg. mL™" apresentaram médias de crescimento (4,10 ¢ 4,15 mm) estatisticamente iguais as
obtidas no tratamento com o herbicida na mesma concentracao (4,20 e 4,23 mm). Em alguns
casos os efeitos inibitorios provocados pelas fracdes foram superiores aos causados pelo
herbicida utilizado como controle positivo, como € o ¢ o caso das fragdes C1.1; F1.1 e F2.3
na concentragdo 0,2 mg. mL™". Neste caso, os coledptilos mantidos em solugdes preparadas
no herbicida na concentragdo 0,2 mg. mL™"' apresentaram médias de crescimento superiores
as encontradas nas fragoes C1.1; F1.1 ¢ F2.3 na mesma concentracao. A fragdo obtida como
o uso de po de raizes de S. lethalis ocasionaram as menores médias de crescimento nas
maiores concentragdes, porém, ja as fracdes obtidas de caule e folhas, foram mais ativas nas

menores concentragdes, quando comparadas com o controle positivo.
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5. Conclusdes

As fragdes enriquecidas com saponinas, obtidas por meio da extragdo em fase
solida de folhas, raiz e caule de Serjania lethalis foram fitotdxicas para o crescimento
dos coleoptilos de trigo (Triticum aestivum). A maior taxa de inibi¢do foi provocada
pela fracao R1.5, obtida das raizes de S. lethalis. Leva-se a crer que as saponinas

extraidas e presentes nesta fracdo causaram tal efeito.
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Conclusoes Finais

v Extratos aquosos de folhas jovens de Serjania lethalis ndo apresentaram
diferencgas significativas em relacdo as varidveis de germinagdo de sementes ¢
crescimento de plantulas de Panicum maximum, quando comparado com o efeito

do extrato aquoso de folhas maduras;

v Fragdes provenientes de extratos etanolicos de folhas jovens de Serjania lethalis
apresentaram-se mais fitotoxicas sobre o crescimento de coleodptilos de trigo
(Triticum aestivum) do que fracdes provenientes de extratos etanolicos de folhas

maduras.

v' Foram isoladas e identificadas trés procianidinas diméricas e procianidinas
poliméricas (taninos condensados), sendo que uma procianidina apresentou

dados espectroscopicos ndo encontrados na literatura.

v' O crescimento de plantulas e células do metaxilema de gergelim (Sesamum
indicum) ¢ negativamente afetado por fragdes provenientes do extrato etandlico

de folhas jovens.

v Quando submetidos a extragdo em fase sélida, folhas, raizes e caules de Serjania

lethalis apresentaram-se fitotoxicas sobre o crescimento de coleodptilos de trigo

(Triticum aestivum).
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v’ Serjania lethalis ¢ uma promissora fonte de herbicidas naturais e suas folhas
jovens e raizes possuem substancias que agem negativamente sobre o

crescimento e desenvolvimento de espécies vegetais.
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Anexo A. Espectro de RMN- 'H referente a sub-fracio Fje2A

SpinWorks 2.5:  Josiane
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number of scans: 32
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Anexo B. Cromatograma de ions produtos referente a sub-fracio Fje2A

Vivi F2A
EDS_F2A_LCESINDI_559b Sm (Mn, 4x2) 1: Daughters of 559ES-
11.64 394.79
7.10e5
10.84
=
2219  23.67
8 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 Time
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00
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Anexo C. Espectros Full Scan referente a sub-fraciao Fje2A

Vivi F2A
EDS_F2A_LCESINb 235 (10.062) Sm (Mn, 4x1.00); Cm (235:242-256:259) 1: Scan ES-
559 2.91e5
1004
. 560
395
396
577
28530 1
EDS_F2A_LCESINb 221 (9.464) Sm (Mn, 4x1.00); Cm (217:221-210:212) 1: Scan ES-
559 4.83e5
1004
395
560
<
396
301 379 457 673
160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 720 740 760 780 800

Anexo D. Espectros de ions produto referentes ao ion m/z 559 da sub-fracao Fje2A

Vivi F2A
EDS_F2A_LCESINDI_559b 496 (11.662) Sm (Mn, 4x1.00); Cm (496:527-548:569) 1: Daughters of 559ES-
395 1.82e4
1004
559
" 293
321
59
103
89 269 295
73 119 457
281 351 377
163 411
bbb b - R nabcniostmatiibsnebeb i
EDS_F2A_LCESINDI_559b 462 (10.864) Sm (Mn, 4x1.00); Cm (442:463-389:416) 1: Daughters of 559ES-
395 1.95e4
1004
N
321
559
269
59 o 103 205 351
ﬂn ﬂ 19 48 281 | 309 4“2 515
Hﬂ‘“‘””‘ sl doresntontnstbbiostespoatandoll bt s ot Mttt otlamsmenstentantsperssssntatmass uscattsst o olosrecsion miz
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600
'”161"054-: F2A_1-16_01_289.d: -MS, 2.4-2.6min #143-153
X 4
5] 577.1565
4]
3]
2] 559.1458
13 591.1357
ol .....‘.....‘....!u‘.:..Ilh.. T T WO
425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 mz
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'"191"054-' F2A_1-16_01_289.d: -MS, 2.8-3.1min #168-187
X

84 559.1460

6 -

44

24

i 577.1563

395.0771
0 —— —— —— iy — SEUGERENW || NN VW |
375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 mz

Anexo E. Espectros da regiao de Ultra-violeta referentes a sub-fracao Fje2A

Vivi F2A
EDS_F2A_LCESINb 582 (9.783) Cm (582:593-514:522)
214

1.2e-1]

1.0e-1]
271
8.0e-2]
6.0e-2]

4.0e-2]

2.0e-2

338

2: Diode Array
1.322e-1

0.0 T T

EDS_F2A_LCESIND 548 (9.217) Cm (542:548-509:523)
15

11641
1.0e-1
9.0e-2-
8.0e-2 271
7.0e:2
5 60e2
<
5.0e-2
4.0e-2:
3.00:2
2,062

1.0e-2

0.0 T T

340

2: Diode Array
1.145e-1

220 240 260 280 300 320

340 360 380 400

480

540

T T T T T T T nm
420 440 460 500 520 560 580 600
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Anexo F. Espectro de RMN- 'H referente a sub-fracio Fje2B

SpinWorks 2.5:  ORIENTADOR EDINHO

PPM 80 76 72 6.8 6.4 6.0 56 52 4.8 44 4.0 36 32 28 24
file: D:\EDSDOC|ColaboragdesIV7A343_EDS_F2BI2\id expt: <zgeppr> freq, of 0 po 400.150000 Mz

ransmiter freq. 400.151953 Mz processed size: 16384 complex poiris.

ime domain size: 32768 points LB: 0,000 GB: 00000

widh: 8223.68 Hz = 20551403 ppm = 0.250067 Helpt
number of scans: 16

Anexo G. Espectros Full Scan referentes a sub-fraciao Fje2B

Vivi F2B
EDS_F2B_LCESINa 170 (7.285) Sm (Mn, 4x1.00); Cm (168:175-191:196) 1: Scan ES-
689 45104
100
575
e
576
423
301
190207 265 395
175 A l | 27 385 449 508 593 645
sl ‘n ORI Y P e A bbbl M‘A‘m‘k 1 el D iy
EDS_F2B_LCESINa 144 (6.175) Sm (Mn, 4x1.00); Cm (136:145-118:125) 1: Scan ES-
191 2.13e4
100
575
285
=] 269 689
175 591
207
227 379305 423
249 441452 479 504 523538  goq 648 659675 || 713 704 74¢ 768 778 821
O A ",\Uw"\ T f T T m/z
160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 720 740 760 780 800 820

152



Anexo H- Espectros de ions produto referentes a sub-fraciao Fje2B

Vivi F2A
EDS_F2B_LCESINDI_575b 286 (6.735) Sm (Mn, 4x1.00); Cm (273:321-368:391) 1: Daughters of 575ES-
285 1.71e3
1004
289 575
423
449
125
102
116 407
182 103 461
52 " 451 206 o 264 390 399 a3 513
62 171 253 318 434 535540553
7387 266 307 377 493500 s70 | 591
92 250 329 339 361
597
o éﬂ j 8‘0 j 160 j 1i0 j 1“10 j 1&0 j 1&0 j 260 j zio j 2&0 j ZéO j 250 j 360 j JiO j 330 j séo j Jéﬂ j Abo j 4‘20 j N‘lﬂ j 4é0 j 4‘80 j 560 j 520 j SAD j Séﬂ j 550 j 666"’1
. . . ~ D
Anexo I- Espectros da regido de Ultra-violeta referente a sub-fracao Fje2B
Vivi F2B

EDS_F2B_LCESINa 419 (7.067) Cm (404:452-495:539)

AU

1.7e-1

1.6e-1]

1.5e-1

1.4e-1

1.3e-1]

1.2e-19

1.1e-14

1.0e-1

9.0e-2]

8.0e-2]

7.0e-2]

6.0e-2]

5.0e-2]

4.0e-2

3.0e-2]

2.0e-2]

1.0e-2

279

2: Diode Array
1.711e-

0.0 T
210 21

5 220 225 230 235 240

245

250

255

260 265 270 275

280

285

20

295 300 305 310 315 320 325

T nm
330
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SpinWorks 2.5:

é

Anexo J. Espectro de RMN- 'H referente a sub-fragio Fje2C

PPM 72

T T T T T T T T T T
6.8 6.4 6.0 5.6 52

fle: DAEDSDOCHColaberagges\Viv Edinho_F2C\24id expt: <cTpri2>

ransmiter freq.: 600.232935 MHz

time domain size: 65536

nts

freq. of O ppm: 600.230073 Mz
processed size: 32768 complex poiris.
LB 0300 GB: 00000

width: 12019.23 Hz = 20.024277 ppm = 0.183399 Hzlpt

Puber of scans: 64

Anexo K- Espectros Full Scan referentes a sub-fracio Fje2C

Vivi F2C
EDS_F2C_LCESINa 164 (7.038) Sm (Mn, 4x1.00); Cm (163:184-236:259) 1: Scan ES-
575 1.77e4
100
m
576
301

EDS_F2C_LCESINa 152 (6.525) Sm (Mn, 4x1.00); Cm (147:158-126:136) 1: Scan ES-
577 1.07e4
1004
o 363
301
575
302 08 i) oo 645 661
5 551
309 318329 345 351 437 451 481495 515 522 | 546 567 590595 613 629 671
L e S B B S e A e L A e L L AR R s L el
300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 me
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Anexo L- Especto da regiao de Ultra-Violeta referente a sub-fracio Fje2C

Vivi F2C

EDS_F2C_LCESINa 411 (6.933) Cm (391:431-514:533) 2: Diode
7.392e-2

AU

7.0e-2

6.5e-2

6.0e-2

5.5e-2

5.0e-2

4.5e-2

4.0e-2

3.5e-2

3.0e-2

2.5e-2

2.0e-2:

1.5e-2

1.0e-2

5.0e-3-

279

Array

nm
0 215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275 280 285 200 295 300 305 310 315 320 325 330 335 340 345 350 355 360 365
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Anexo M- Espectro de RMN- 'H referente a sub-fracio Fje3A

SpinWorks 2.5: ORIENTADOR EDINHO

PPM 8.0 76 72 6.8 6.4 6.0 5.6 52 4.8 44 4.0 36 32 28 24 20 16 12 0.8
file: D:\EDSDOC!\Colaboragdes\Vivi7A345_EDS_F3A\2\fid expt <zgcppr> freq. of 0 ppm: 400.150000 MHz
ransmiter freq.. 400, 151955 MHz processed size: 16384 cormplex poiris.
e Ay
e
X PO
Anexo N- Espectro Full Scan referente a sub-fracio Fje3A
EDS_F3A_LCESINa 41 (1.777) Cm (35:44-23:30) 1: Scan ES-
864 1.93¢5
100
Trimeros
Tetrameros
\ 865
863
1153
866 1154
579 868 11521155
1156
578
1157
577 580 868
580 869 1151
1151
421 1010
426 581
428 576
409 | 452 s7s | m2 848
408 (429 504 740
0 bbbttt b umu bttt O il o bkt i il lummm.m“.w‘h o i iz
350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 200 9250 1000 1050 1100
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Anexo O- Espectros Full Scan referentes a sub-fracio Fje3A

Vivi F3A
EDS_F3A_LCESINa 41 (1.777) Cm (35:44-23:30) 1: Scan ES-
864 1.93e5
1004
864
865

%

847 848 849
852

miz
834 836 838 840

842 844 846 848 850 852 854 856 858 860 862 864 866 868 870 872 874 876 878 880 882 884 886 888 890 892

Intens. F3A_1-17_01_272.d: -MS, 2.7-2.9min #161-175
1 289.0728

577.1379 863.1874

245.l0827 451.2202 719.1539
Y

oL, — LA}Au._.ln' N A A .

200 400 600 800 1000 ' 1200 mz
F3A_1-17_01_272.0: -MS, 2.7-2.9min #161-175

Intens.

1500

1440.3228

1250

1000

750

1565.9734

500

250

14‘00 ' ' ' ' 14‘50 ' ' ' ' ‘I5IOO ' ' ' ' 15‘50 ' ' ' ' 16‘00 ' ' ' ' 16‘50 ' ' mz

'"191"054-- F3A_1-17_01_272.d: -MS, 2.7-2.9min #161-175
X
1 1151.2524
0.8
0.6
0.4
1007.7202
0.2
1296.2907 1440.3228
1 1565.9734
00_ (e A 'y e - Adha A '™
! o o bt ks i S
1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 iz
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