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RESUMO

Plantas do género Pteridium sdo samambaias (moniléfitas) e estdo distribuidas
em todo mundo. Sdo consideradas espécies problemas pois invadem areas recentemente
queimadas, abandonadas ou sob impacto antrépico. No Brasil, Pteridium arachnoideum
(Kaulf.) Maxon. apresenta-se como uma importante espécie problema do Cerrado e da Mata
Atlantica. Compreender 0s mecanismos que governam o0 sucesso de plantas com
comportamento invasor tem se mostrado um dos maiores desafios das Ultimas décadas. Dentre
as interacOes que podem influenciar este sucesso esta a alelopatia. No entanto, poucas sdo as
evidéncias apresentadas até entdo para este fendmeno, especialmente a partir do isolamento e
identificacdo de substancias do metabolismo secundario destas plantas. Assim, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o papel da alelopatia por fitotoxicidade direta e alteracfes abidticas na
dominancia de P. arachnoideum nas areas em que ocorre. Para isso, foi realizado estudo
fitoquimico biodirigido de diferentes 6rgédos e serrapilheira desta planta, avaliacao da atividade
fitotoxica dos polifendis e do metabolito secundério isolado e identificado sobre o
desenvolvimento inicial da espécie bioindicadora gergelim, identificacdo da presenca deste
composto no solo, sua quantificacdo e avaliacdo de sua interagdo com caracteristicas fisico-
quimicas do solo. O estudo fitoquimico levou ao isolamento de um composto majoritario
presente em suas frondes verdes e serrapilheira desta planta, a proantocianidina selligueina A.
Esta € a primeira vez que este composto é descrito para P. arachnoideum, assim como para a
familia Dennstaediaceae. A selligueina A apresentou atividade fitotdxica sobre o alongamento
de coledptilos de trigo, com atividade inibitoria acima de 71%, e ICso de 0,69 mM. A fracdo
enriquecida em polifendis extraidos da serrapilheira de P. arachnoideum exerceu atividade
inibitdria sobre o desenvolvimento inicial de espécies bioindicadoras, nativa e invasora do
Cerrado, especialmente sobre o desenvolvimento das raizes dessas plantulas, e atividade sobre
as células do metaxilema de gergelim, e sobre o contetido de clorofila de gergelim e de capim
rabo-de-raposa. O potencial alelopatico do principal composto polifendlico desta planta,
selligueina A, também foi testado sobre o crescimento inicial de gergelim, promovendo inibicéo
do comprimento final do caule e da raiz de plantulas de gergelim em todas as concentragdes
testadas. Plantulas de gergelim crescidas na presenca de selligueina A apresentaram células do
metaxilema menores do que o as do controle nas concentragdes de 0,3 mM e 1 mM, com
inibicdo de 50,82% na maior concentragéo e I1Cso de 0,98 mM. N&o houve atividade de
selligueina A sobre o conteudo de clorofila dessas plantulas. Analises dos extratos de solo
coletado sob manchas de P. arachnoideum apontaram a presenca de selligueina A como
composto majoritario na solucdo do solo, e, portanto, como aleloquimico produzido por esta
planta. As concentracdes do composto no solo variaram entre 0,02 e 0,65 mM. De acordo com
resultados de potencial alelopatico essa faixa de concentracdo seria suficiente para
potencialmente atuar sobre espécies co-ocorrentes, favorecendo a dominancia de P.
arachnoideum. A presenca de P. arachnoideum em areas de Cerrado altera condi¢des quimicas
do solo, especialmente com relacdo & concentragdo do nutriente N e de Al, quando comparada
a presenca de braquiadria (U. decumbens). Além disso, a concentracdo de Al se encontra
correlacionada & massa de serrapilheira e & concentracdo de selligueina A nas areas amostradas.
Estes resultados corroboram a hipdtese de alelopatia como mecanismo de dominancia dessa
planta nas areas em que ocorre, com a primeira descri¢cdo de um aleloquimico para uma espécie
do género Pteridium, que apresenta atividade ndo apenas por fitotoxicidade direta, mas também
por acdo indireta, ao controlar a concentracdo de Al nessas areas.

Palavras-chave: Samambaido, espécie problema, comportamento invasor, aleloquimico,
isolamento biodirigido, atividade fitotoxica, cromatografia analitica.



ABSTRACT

Pteridium plants are ferns (monilopytes) distributed all around the globe. These
plants are considered problem species as they invade recently abandoned or burned areas, and
areas under anthropogenic impacts. In Brazil, Pteridium arachnoideum (Kaulf.) Maxon. has
become an important problem species at the Cerrado (Tropical Savanna) and Atlantic Forest
biomes. To understand the mechanisms underlying invasive plants success are one of the
greatest challenges of the last decades. Among the interaction that can influence this success,
we find allelopathy. However, untill now we have few evidences for this phenomenon on these
plants, especially from the isolation and indentification of secondary metabolites with activities
related to allelopathy. Therefore, the present work aimed to evaluate the allelopathy role by
direct phytotoxicity and abiotic changes in Pteridium arachnoideum (Kaulf.) Maxon.
dominance in the areas it invades. To do so, the bioguided phytochemical study of this plant
tissues and litter was performed, as well as the evaluation of the phytotoxic activity of phenolic
compounds present in its litter and of its isolated and identified secondary metabolite against
the early development of sesame, verifying the presence of this compound in the soil, its
quantification, and evaluation of its interactions with physical and chemical soil characteristics.
The phytochemical study led to the isolation and identification of a majoritarian compound in
the plants green fronds and litter, the proanthocianidin selligueian A. This is the first time this
compound is described for P. arachnoideum, as well as for the Dennstaediaceae family.
Selligueain A showed phytotoxic activity against wheat coleoptiles elongation, with inhibitory
activity over 71%, and 1Cso of 0.69 mM. The poliphenols enriched fraction extracted from P.
arachnoideum litter exert inhibitory activity against the early development of bioindicators
species, native and invasive species of the Cerrado biome, specially over the development of
these seedlings roots, besides activity against the metaxylem cells of sesame, and against
chlorophyll content of sesame and the native weed Setaria parviflora. The allelopathic potential
of the main poliphenolic compound of P. arachnoideum, selligueain A, was also evaluated
against the early growth of sesame seedlings, promoting root and shoot growth in all the
concentrations tested. Sesame seedlings grown in the presence of selligueain A showed smaller
metaxylem cells when compared to the control, in the concentrations of 0.3 mM e 1 mM, with
50.82% inhibition in the greatest concentration and ICso value of 0.98 mM. There was no
activity of selligueain A against chlorophyll content of these seedlings. Analyses of extracts of
soil collect under a P. arachnoideum patches pointed to the presence of selligueain A as major
compound in soil solution, and, therefore, as a putative allelochemical produced by this plant.
The concentration observed for this compound in the soil raged between 0.02 and 0.65 mM.
According to allelopathic potential results, this concentration rage is sufficient to act over co-
occurring plant species, promoting P. arachnoideum dominance. The presence of P.
arachnoideum in Cerrado areas alters the chemical conditions of the soil, especially regarding
N and Al, when compared to the presence of U. decumbens. Additionally, Al concentration is
correlated to litter mass and to selligueain A concentration at the sites sampled. These results
corroborates the hypothesis of allelopathy as a dominance mechanism of this plant in the areas
where it occurs, with the first report of an allelochemical for a Pteridium species, by direct
phytotoxic activity as well as by controlling Al concentration at those areas.

Key words: Bracken fern, problem species, ivasive behavior, allelochemical, bioguided
isolation, phytotoxic activity, analytical chromatography.
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Introdugéo Geral 13

INTRODUCAO GERAL

Plantas do género Pteridium sdo samambaias cosmopolitas heliofitas, sendo um
dos taxons de planta mais abundantes do planeta, presente em todos os continentes, com
excecao da Antartida (ALONSO-AMELOT, 2002; SILVA; MATOS, 2006; DER et al., 2009;
GIL DA COSTA et al., 2012). Plantas do género Pteridium apresentam grande plasticidade
fenotipica, muitos intermediarios morfoldgicos entre morfotipos definiveis e capacidade de
hibridizacéo entre si, mesmo a longas distancias. Até recentemente, este género era considerado
monotipico, com a existéncia de duas subespécies (Pteridium aquilinum ssp. aquilinum e
Pteridium aquilinum ssp. caudatum). Para a subespécie ssp. aquilinum, eram reconhecidas oito
variedades europeias, enquanto que para a subespécie ssp. caudatum eram reconhecidas quatro
variedades encontradas na América do Sul e Central, Asia e Oceania. Dentre essas subespécies
e variedades, encontrava-se Pteridium aquilinum ssp. caudatum var. arachnoideum (DER et
al., 2009; GIL DA COSTA et al., 2012). A crescente necessidade de revisdo do complexo de
espécies do género Pteridium culminou na proposta de organizacdo taxonémica infragenérica
adotada atualmente, baseada em andlises de ploidia cromossdmica e de DNA mitocondrial, em
que Pteridium arachnoideum é considerada uma espécie independente (DER et al., 2009). Para
efeitos do presente trabalho, a nomenclatura mais recente foi adotada, ainda que muitos
trabalhos de referéncia sobre a biologia, ecologia e fitoquimica da espécie tenha sido publicada
de acordo com a classificacdo em subespécies e variedades.

Pteridium arachnoideum (Kaulf.) Maxon. é uma espécie pertencente ao clado
das monildfitas, familia Dennstaediaceae, conhecida popularmente como samambaido,
samambaia das taperas ou samambaia do campo (SILVA; MATOS, 2006; SCHWARTSBURD
etal., 2014). No Brasil, sua distribuicdo se estende por todo territorio das regides sul e sudeste,
ocorrendo também em parte das regides nordeste e norte, sendo considerada nativa de dois dos
principais biomas brasileiros, o Cerrado e a Mata Atlantica (SCHWARTSBURD et al., 2014).

Plantas do género Pteridium representam um desafio para 0 manejo e
conservacdo da biodiversidade ao redor do mundo, por se tornarem dominantes em areas
degradadas ou que sofrem impactos antropicos (ROYO; CARSON, 2006; GHORBANI et al.,
2007; MAREN et al., 2008; STEWART et al., 2008), capazes de provocar alteragdes ambientais
significativas nas areas em que se estabelece (GRIFFITHS; FILAN, 2007; OLIVARES et al.,
2007; ADIE et al., 2011). No Brasil, P. arachnoideum é descrita como uma espécie pioneira
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agressiva de dificil manejo, invadindo &reas abandonadas ou recém-queimadas (MATOS;
BELINATO, 2010; GIL DA COSTA et al., 2012).

Figura 1. Area de Cerrado (21°58'01.7"S 047°52'10.3"0) dominada por Pteridium
arachnoideum e camada de serrapilheira (30 centimetros). Fotos: Luciana de Jesus Jatoba, abril
de 2014.

O Cerrado é considerado como o segundo maior bioma brasileiro, cobrindo
originalmente cerca de 42% do territorio nacional. Até o final de 2009, estima-se que esta
cobertura original tenha sido reduzida quase que pela metade (GANEM et al., 2013; BORGES
etal., 2014). O Cerrado é considerado um hotspot de conservagéo de biodiversidade, dados sua
alta taxa de endemismo e de risco a biodiversidade. Apresenta-se como a savana mais
biodiversa do mundo, assim como uma das mais ameacadas, principalmente pela expansao
agricola e fragmentacéo da paisagem (MYERS et al., 2000; PHALAN et al., 2013; GANEM et
al., 2013). Somam-se a estes impactos aqueles decorrentes da sua vulnerabilidade a espécies
invasoras, como as gramineas africanas capim-braquiaria (Urochloa decumbens) e capim-
gordura (Melinis minutiflora) (ROSSI et al., 2014; GORGONE-BARBOSA et al., 2016). Os
efeitos da invasdo por estas duas espécies de gramineas incluem supressdo da biomassa de
gramineas nativas, grande acimulo de biomassa seca como combustivel para incéndios (ROSSI
et al., 2014) e interferéncia sobre o desenvolvimento inicial de espécies arboreas nativas
(FONSECA et al., 2013). Areas de Cerrado submetidas a impactos antrépicos estdo sujeitas ndo
apenas a invasdo por essas espécies exoticas (GORGONE-BARBOSA et al., 2016), mas
também por espécies nativas de comportamento invasor, como € o caso de P. arachnoideum

(GIL DA COSTA et al., 2012). Compreender 0s mecanismos que permitem a dominancia
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dessas espécies nas areas em que se estabelecem pode resultar em estratégias de manejo mais

eficientes para a conservagdo da biodiversidade nesse bioma.

Fitoquimica de Pteridium

Muitos estudos sobre a fitoquimica de plantas do género Pteridium foram
realizadas devido ao interesse farmacéutico e toxicologico das substancias de seu metabolismo
secundario. Animais que se alimentam destas plantas, especialmente de suas frondes verdes,
apresentam diferentes sindromes, como deficiéncia de tiamina, envenenamento agudo,
degeneracgéo progressiva da retina, e cancer do trato digestivo (FINNIE et al., 2011; GIL DA
COSTA etal., 2012; FURLAN et al., 2014).

Entre os compostos bioativos isolados e identificados a partir destas plantas,
encontramos glicosideos cianogénicos com atividade deterrente alimentar e de interferéncia no
desenvolvimento de insetos (ALONSO-AMELOT; OLIVEROS-BASTIDAS, 2005); taninos
com atividade carcinogénica (WANG et al., 1976; PAMUKCU; WANG; et al., 1980) e
deterrente da alimentacdo de insetos (TEMPEL, 1981); flavonoides (CHEN et al., 2013a,
2013b), incluindo o flavonoide carcinogénico quercetina (PAMUKCU; YALCINER; et al.,
1980); pterosinas e pterosideos com atividade carcinogénica (SAITO et al., 1975; HOEVEN,
VAN DER et al., 1983; FLETCHER et al., 2010); assim como o sesquiterpeno ptaquilosideo,
principal responsavel pela atividade carcinogénica do consume de P. aquilinum por mamiferos
(PRAKASH et al., 2006; GIL DA COSTA et al., 2012) (Figura 2).

""'CH3
H4C

Figura 2. Compostos bioativos isolados de plantas do género Pteridium. (A) Glicosidio
cianogénio prunasina. (B) Flavonoide quercetina. (C) Pterosina B. (D) Ptaquilosideo.
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Apesar do grande esforgo empregado para se compreender aspectos biologicos,
ecoldgicos e toxicoldgicos desta planta, ainda sdo necessarios estudos para que se possa
compreender adequadamente as diferentes atividades bioldgicas da grande quantidade de
compostos secundarios produzidos por plantas do género Pteridium (HOJO-SOUZA et al.,
2010; GIL DA COSTA et al., 2012).

Alelopatia e Ecologia de Plantas Invasoras

Plantas invasoras sao definidas como espécies exoticas, ou seja, ndo nativas de
determinado ambiente, que, ao se estabelecerem nele, provocam importantes alteracoes
ambientais que podem ameacar ecossistemas, habitats ou espécies (PEJCHAR; MOONEY,
2009). Entender 0s mecanismos gque governam o sucesso das plantas invasoras tem sido um dos
maiores desafios cientificos das Gltimas décadas (CATFORD et al., 2009), incluindo processos
ecoldgicos e evolutivos (FRIDLEY; SAX, 2014). Dentre os processos ecoldgicos com papel
central no sucesso de plantas invasoras estdo interagdes mediadas por recursos e competi¢ao no
sentido estrito (ORROCK et al., 2015), assim como intera¢6es como a alelopatia (GREER et
al., 2014).

A alelopatia é definida como qualquer efeito direto ou indireto de metabdlitos
secundarios produzidos por uma planta (ou microrganismos) doadora e liberados no ambiente,
sobre o crescimento, sobrevivéncia ou reproducdo de uma planta alvo (ZENG, 2014). Estes
metabolitos secundarios sdo chamados de aleloquimicos, e suas interferéncias ambientais ou
atividade fitotoxica podem ocorrer por fitotoxicidade direta (KATO-NOGUCHI et al., 2013),
interferéncia na microbiota do solo (CIPOLLINI et al., 2012), sobre a dindmica da ciclagem de
nutrientes e sua disponibilidade (KRAUS et al., 2003), entre outros efeitos (INDERJIT;
EVANS; et al., 2011; CANHOTO et al., 2013).

Para que seja possivel afirmar a existéncia de alelopatia como mediadora do
processo de dominancia de espécies invasoras ou nativas com comportamento invasor, fazem-
se necessarios o isolamento e identificagdo dos compostos quimicos responsaveis pelas
atividades observadas, a avaliacdo do potencial alelopatico destes compostos por meio de
experimentos que demonstrem que a alelopatia pode contribuir nos efeitos negativos
observados em outras plantas, assim como a determinacdo dos modos de producéo, liberagédo
para 0 ambiente e quantificacdo da producdo basal dessas substancias pela planta doadora
(BLAIR et al., 2008; DUKE, 2015).
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Neste contexto, identificar compostos que apresentem bioatividade em
condigdes de laboratorio ndo se mostra suficiente na comprovacdo do fendmeno da alelopatia
(INDERJIT; CALLAWAY, 2003; ROMEO, 2011). A alelopatia apenas pode ser imputada
quando o desenho experimental proposto leva em consideracdo aspectos como a relevancia
ecoldgica dos bioensaios, com a escolha de espécies que de fato coabitem com a espécie
doadora sendo investigada, assim como anélises in situ que apresentem evidéncias da presenca
dos compostos com atividade de interesse em concentracdes relevantes para a inibicdo das
espeécies alvo (BLAIR et al., 2008; ROMEO, 2011; DUKE, 2015).

Estudos com enfoque biogeografico sugerem relacdes evolutivas entre plantas,
microrganismos do solo e suas relagfes que podem interferir no papel da alelopatia na
organizacdo das comunidades vegetais. Assim, espécies exoticas invasoras poderiam obter
vantagens nos ambientes invadidos ao produzirem substancias quimicas do metabolismo
secundario com atividade alelopatica, para os quais as plantas nativas e a microbiota do solo do
novo ambiente ndo teriam defesas. Dessa forma, as espécies de plantas invasoras obteriam
vantagem competitiva sobre as espécies nativas, colocando a alelopatia como importante
mecanismo de dominancia (BAIS et al., 2003; CALLAWAY; RIDENOUR, 2004; INDERJIT;
WARDLE; et al., 2011). Estes estudos levaram ao desenvolvimento da “hipotese das novas
armas”, proposta por Callaway e Ridenour (2004) ap6s o estudo em enfoque biogeografico da
invasdo de Centaurea maculosa, espécie nativa da regido do Mediterraneo, nas areas de
comunidades vegetais do oeste da América do Norte, por meio da mediacdo do composto
fitotoxico catequina.

Desde entdo, varios foram os trabalhos publicados indicando a alelopatia como
mecanismo de dominancia de plantas com comportamento. Por exemplo, Nielsen e
colaboradores (2013) determinaram a importancia da alelopatia no padrdo espacial da
dominéancia de Thymus vulgaris na Nova Zelandia, por meio da producéo de 6leos essenciais
ricos em terpenos modulado por fatores abioticos. Fabbro e Prati (2015) determinaram a
importancia do “legado da alelopatia”, ao analisar a continuidade do efeito alelopatico ao longo
do tempo de 11 espécies doadoras, invasoras do continente europeu, por compostos presentes
no solo apos a sua retirada manual. Apenas no caso de espécies de monilofitas (samambaias),
podemos citar 0 envolvimento da alelopatia na formacdo de bancos monotipicos de Gleichenia
japonica (Gleicheniaceae) no sudeste asiatico, mediado pela producdo e liberacdo de
diterpenoides glicosilados (KATO-NOGUCHI et al., 2013); assim como na formacao de bancos
monoespecificos de Dicranopteris linearis (Gleicheniaceae) em terrenos montanhosos em

Takamatsu, Japdo, mediado por taninos condensados produzidos por essas plantas.
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Comportamento Invasor de Pteridium e seus Impactos

Plantas do género Pteridium apresentam comportamento invasor agressivo e
grande diversidade de compostos xenobidticos (MIATTO et al., 2011; GIL DA COSTA et al.,
2012). Entre seus efeitos nos ambientes em que se estabelecem e tornam-se dominantes,
incluem-se alteracGes em parédmetros fisico-quimicos do solo, ciclagem e disponibilidade de
nutrientes (GRIFFITHS; FILAN, 2007; DELUCA et al., 2012). A grande quantidade de
serrapilheira que produzem atua como biomassa combustivel, contribuindo para a ocorréncia
de incéndios grandes e de altas temperaturas (ADIE et al., 2011). Estas plantas também
representam um desafio em areas de restauracao ecoldgica, por interferirem na composicao do
banco de sementes (GHORBANI et al., 2006), no rebrotamento de espécies de interesse (ADIE
etal., 2011), e na dindmica de restauracéo florestal (MAREN et al., 2008).

No caso de P. arachnoideum, essa espécie € descrita como uma espécie pioneira
agressiva, de dificil manejo nas areas em que se torna dominante (MATOS; BELINATO, 2010;
GIL DA COSTA etal., 2012). Apesar de ser uma espécie nativa do Cerrado e da Mata Atlantica,
P. arachnoideum provoca importantes alteragdes ambientais nas areas em que se estabelece e
se torna dominante, caracterizando um comportamento invasor pelo qual é classificada como
uma importante espécie problema destes biomas (PEJCHAR; MOONEY, 2009; GIL DA
COSTA etal., 2012), considerados hotspots de conservacdo de biodiversidade (MYERS et al.,
2000). Seus efeitos nestes biomas incluem esgotamento do banco de sementes (SILVA,;
MATQOS, 2006) e interferéncia no estabelecimento de espécies arbdreas na Mata Atlantica
(MATOS; BELINATO, 2010), assim como interferéncia na estrutura da vegetacdo do Cerrado
(MIATTO et al., 2011).

Alelopatia em Pteridium

As plantas do género Pteridium produzem grande diversidade de metabdlitos
secundarios, com diversas atividades bioldgicas e tornam-se dominantes e problematicas nas
areas em que ocorrem (HOJO-SOUZA et al., 2010; GIL DA COSTA et al., 2012). No entanto,
0S mecanismos que permitem esta dominancia ainda ndo estdo bem esclarecidos. A alelopatia
pode ter um papel importante neste fenémeno.

Atividade fitotoxica sobre cevada (Hordeum vulgare) foi observada para
solugdes contendo &cidos fendlicos associados a rizosfera de P. aquilinum, com inibi¢do do
desenvolvimento radicular (GLASS, 1976). Da mesma forma, o potencial alelopatico de

solucBes aquosas de frondes verdes de P. aquilinum foi observado sobre diferentes espécies
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vegetais bioindicadoras, apresentando reducgéo no tamanho radicular (WANG et al., 2011). Para
P. arachnoideum, foi observado potencial alelopatico do extrato aquoso de frondes verdes sobre
o0 desenvolvimento de espécies arboreas comumente utilizadas para reflorestamento na Mata
Atlantica, com atividade sobre a germinacao, mortalidade de plantulas e comprimento final
(MATOS; BELINATO, 2010).

Apesar destes relatos, nenhum composto com atividade fitotdxica ou qualquer
outra atividade relacionada a alelopatia havia sido isolada ou individualmente identificada em

P. arachnoideum ou qualquer uma das outras espécies do mesmo género.

Justificativa

Muitos dos estudos realizados a fim de se compreender como plantas invasoras
obtém sucesso nos ecossistemas em que se estabelecem se concentram em mecanismos como
competicdo, alelopatia, falta de inimigos naturais, entre outros, mas poucos trabalhos se
dedicaram a compreender a interacdo entre estes fatores. Entender a variedade de mecanismos
pelos quais espécies invasoras e espécies problema modificam o ecossistema invadido e
eliminam espécies nativas de seus habitats € importante pois permite ampliar os conhecimentos
em ecologia vegetal e promover a conservacdo de ecossistemas naturais (MATTINGLY;
REYNOLDS, 2014; DEL FABBRO; PRATI, 2015). Tendo em vista a importancia da
conservacdo do bioma Cerrado e a falta de conhecimentos sobre o papel dos compostos
secundarios de Pteridium arachnoideum nos processos de dominancia dessa planta, maiores
estudos sdo necessarios para a determinacdo dos compostos com potencial alelopéatico e suas
atividades com potencial de alterar seu ambiente, por meio de fitotoxicidade direta e alteracao

de condicionantes abioticos do solo.

Hipoteses

Pteridium arachnoideum produz substancias do metabolismo secundario com
atividade fitotdxica, presentes em suas frondes verdes, serrapilheira e rizoma.

Metabdlitos secundarios de P. arachnoideum apresentam atividade fitotdxica e,
portanto, potencial alelopatico sobre o desenvolvimento de espécies bioindicadoras, de

gramineas nativa e invasora do Cerrado.
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Os compostos do metabolismo secundario com atividade fitotoxica produzidos
por P. arachnoideum estdo presentes no ambiente e disponiveis para agir sobre o
desenvolvimento de espécies vegetais co-existentes.

Os compostos do metabolismo secundario com atividade fitotoxica produzidos
por P. arachnoideum que se encontram presentes no ambiente alteram propriedades fisico-

quimicas do solo, favorecendo seu estabelecimento e desenvolvimento.

Objetivos

Obijetivo Geral

Avaliar o papel da alelopatia por fitotoxicidade direta e alteragdes abioticas na

dominancia de Pteridium arachnoideum nas areas em que ocorre.

Obijetivos Especificos

Isolar e caracterizar substancia(s) com atividade fitotoxica em frondes verdes,
serrapilheira e rizoma de Pteridium arachnoideum, por meio do método de isolamento
biodirigido.

Determinar métodos de fracionamento cromatografico, isolamento e purificacdo
dos compostos ativos de interesse obtidos por isolamento biodirigido.

Estudar o efeito fitotdxico de diferentes fracdes e substancia(s) isolada(s) dos
extratos de P. arachnoideum sobre a germinacdo e desenvolvimento inicial de espécies
bioindicadoras, nativa e invasora do Cerrado.

Determinar as curvas de dose-resposta para a atividade fitotoxica da(s)
substancia(s) isoladas de P. arachnoideum.

Verificar se a presenca de manchas (agrupamentos) de P. arachnoideum
modifica propriedades fisico-quimicas do solo quando comparadas as de solo sob manchas de
U. decumbens.

Determinar correlacdo entre a presenca e a concentragdo de substancia(s)
produzidas por P. arachnoideum com a biomassa da planta e propriedades fisico-quimicas do

solo.
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ISOLAMENTO, CARACTERIZACAO E FITOTOXICIDADE DE METABOLITOS
SECUNDARIQOS DE Pteridium arachnoideum (Kaulf.) Maxon.
(DENNSTAEDTIACEAE)
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RESUMO

Pteridium spp. sdo samambaias (monilofitas) distribuidas em todo mundo, que
invadem areas recentemente queimadas ou abandonadas, e que, portanto, séo uma importante
espeécie problema do Cerrado e da Mata Atlantica no Brasil. Compreender os mecanismos que
governam o sucesso de plantas com comportamento invasor tem se mostrado um dos maiores
desafios das Ultimas décadas. Dentre as interagdes que podem influenciar este sucesso esta a
alelopatia. No entanto, poucas sdo as evidéncias apresentadas até entdo para este fenémeno,
especialmente a partir do isolamento e identificacdo de substancias do metabolismo secundario
destas plantas. Assim, o objetivo deste trabalho foi realizar o estudo fitoquimico de compostos
com atividade fitotoxica em Pteridium arachnoideum pelo método de isolamento biodirigido.
Este estudo fitoquimico levou ao isolamento de um composto majoritario presente em suas
frondes verdes e serrapilheira desta planta, a proantocianidina selligueina A. Esta substancia é
produzida por P. arachnoideum em suas frondes verdes, ndo sofrendo alteragdes durante a
senescéncia foliar e mantendo-se como metabdlito secundario majoritario na serrapilheira. A
selligueina A apresentou atividade fitotoxica sobre o alongamento de coleoptilos de trigo, com
atividade inibitoria acima de 71%, e 1Cso de 0,69 mM. Esta é a primeira vez que este composto
é descrito para P. arachnoideum, assim como para a familia Dennstaediaceae. Da mesma forma,
esta € a primeira vez que um composto isolado com atividade relacionada ao fenémeno da
alelopatia é descrito para membros do género Pteridium. Estes resultados apresentam-se, ent&o,
como indicativos do possivel papel da alelopatia na dominancia dessas plantas nas areas em

que ocorrem.

Palavras-chave: Espécie problema, comportamento invasor, aleloquimico, isolamento

biodirigido.
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1. INTRODUCAO

Pteridium aquilinum (Kaulf.) Maxon. € uma espécie pertencente ao clado das
moniléfitas, familia Dennstaediaceae, conhecida popularmente como samambaido, samambaia
das taperas ou samambaia do campo (SILVA; MATOS, 2006; SCHWARTSBURD et al.,
2014). No Brasil, sua distribuicdo se estende por todo territorio das regides sul e sudeste,
ocorrendo também em parte das regides nordeste e norte, sendo considerada nativa de dois dos
principais biomas brasileiros, o Cerrado e a Mata Atlantica (SCHWARTSBURD et al., 2014).

Plantas do género Pteridium sdo samambaias cosmopolitas helidfitas, difundidas
mundialmente, sendo um dos taxons de planta mais abundantes do planeta, presente em todos
0s continentes, com excecdo da Antartida (DER et al., 2009; GIL DA COSTA et al., 2012).
Estas plantas representam um desafio para 0 manejo e conservagdo da biodiversidade ao redor
do mundo, por se tornarem dominantes em areas degradadas ou que sofrem impactos antrépicos
(STEWART et al., 2008; SUAZO-ORTUNO et al., 2015), capazes de provocar alteracdes
ambientais significativas nas areas em que se estabelecem (GRIFFITHS; FILAN, 2007; ADIE
etal., 2011; DELUCA et al., 2012). No Brasil, P. arachnoideum é descrita como uma espécie
pioneira agressiva de dificil manejo, invadindo &reas abandonadas ou recém-queimadas
(MATOS; BELINATO, 2010; GIL DA COSTA et al., 2012), tendo se tornado uma importante
espécie problema da Mata Atlantica e do Cerrado (SILVA; MATOS, 2006; MATOS;
BELINATO, 2010; MIATTO et al., 2011).

Compreender os mecanismos que governam a dominancia e sucesso de plantas
invasoras tém sido um dos maiores desafios cientificos das ultimas décadas (CATFORD et al.,
2009). Estes mecanismos compreendem processos evolutivos (FRIDLEY; SAX, 2014), como
as interagdes mediadas por recursos e competicdo no sentido estrito (ORROCK et al., 2015);
assim como interacdes como a alelopatia (GREER et al., 2014). Neste contexto, a alelopatia
pode ser definida como qualquer efeito direto ou indireto produzido sobre o crescimento,
sobrevivéncia ou reproducdo de uma planta alvo por compostos do metabolismo secundario
produzidos por uma planta doadora e liberados no ambiente (ZENG, 2014).

Metabolitos secundarios com potencial alelopatico sdo conhecidos como
aleloguimicos, e seus efeitos sobre o ambiente ou atividade fitotoxica podem ocorrer por
fitotoxicidade direta (KATO-NOGUCHI et al., 2013), interferéncia sobre a microbiota do solo
(CIPOLLINI et al., 2012), sobre a dindmica de ciclagem de nutrientes e sua disponibilidade
(KRAUS et al., 2003), entre outras interferéncias (INDERJIT et al., 2011; CANHOTO et al.,

2013). Neste cenério, o isolamento e identificacdo de compostos com atividades observadas
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experimentalmente consistem em passos essenciais na confirmagdo do fenémeno da alelopatia
(BLAIR et al., 2008; DUKE, 2015).

Muitos estudos sobre a fitoquimica de Pteridium spp. foram realizados devido
ao interesse farmacéutico e toxicoldgico sobre as substancias do seu metabolismo secundario.
Entre os compostos bioativos identificados encontram-se glicosideos cianogénicos, com
atividade deterrente da alimentagdo e de interferéncia no desenvolvimento de insetos
(ALONSO-AMELOT; OLIVEROS-BASTIDAS, 2005); taninos, com atividade carcinogénica
(WANG etal., 1976; PAMUKCU; WANG,; et al., 1980) e deterrente da alimentacao de insetos
(TEMPEL, 1981); flavonoides (CHEN et al., 2013a, 2013b), incluindo o composto
carcinogénico quercetina (PAMUKCU; YALCINER; et al., 1980); pterosinas e pterosideos
com atividade carcinogénica (SAITO et al.,, 1975; HOEVEN, VAN DER et al., 1983;
FLETCHER et al., 2010); assim como o sesquiterpeno ptaquilosideo, responsavel pelo efeito
carcinogénico do consumo de P. aquilinum por animais (PRAKASH et al., 2006). No entanto,
pouco se conhece sobre o papel destes compostos na ecologia da planta (WEIDENHAMER,;
CALLAWAY, 2010).

Justificativa

Plantas do género Pteridium produzem grande quantidade de metabdlitos
secundarios com diversas atividades bioldgicas, ainda ndo totalmente compreendidas (GIL DA
COSTA et al., 2012); tornam-se dominantes e espécies problema nas areas em que ocorrem, e
seus mecanismos de dominancia ndo foram bem estabelecidos. A alelopatia poderia, entéo, ter
um papel importante nesse fenémeno. Mas, apesar de alguns relatos sobre o possivel papel da
alelopatia na dominéncia de Pteridium spp. (MATOS; BELINATO, 2010; WANG et al., 2011),
nenhum composto com atividade fitotoxica, ou outras atividades relacionadas a interacao
alelopatica, foram isolados e individualmente identificados para P. arachnoideum ou qualquer

outra especie do género Pteridium.
Hipotese
Pteridium arachnoideum produz substancias do metabolismo secundario com

atividade fitotoxica, presentes em suas frondes verdes, serrapilheira e rizoma.

Objetivos
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O presente trabalho teve como objetivo o estudo fitoquimico de compostos com
atividade fitotoxica presentes nas frondes verdes, rizoma e serrapilheira de P. arachnoideum

pelo método de isolamento biodirigido.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Extracao Inicial e Isolamento Biodirigido

2.1.1. Material Vegetal

O material vegetal consistiu de frondes verdes, serrapilheira e rizomas de
Pteridium arachnoideum coletados na area de reserva de Cerrado da Universidade Federal de
Sédo Carlos (UFSCar), Sdo Carlos - SP (21°58'02.0" S 047°52'09.9" O), no final da estacéo seca.
Uma exsicata foi depositada no herbario do Departamento de Botanica da UFSCar (Voucher n°
HUFSCAR8797). Apos triagem, o material foi lavado, as frondes verdes e serrapilheira foram
secas em casa de vegetacdo a sombra (17 - 43 °C). Os rizomas foram secos em estufa de
circulacdo forcada de ar a 40 °C até atingirem peso constante (190 h). Os materiais vegetais
foram moidos em moinho industrial e o pé resultante foi transportado para a Universidade de
Cadiz, Espanha (permissdo de exportagdo CITES/FLORA IBAMA n° 12BR009485/DF) para

ser usado para extracao e estudo fitoquimico.

2.1.2. Equipamentos e Reagentes

Solventes e reagentes comerciais foram utilizados de acordo com a
disponibilidade. Ressonancia magnética nuclear (RMN) foram realizadas em espectrometros
Agilent 400 MHz, 500 MHz, e 600 MHz ou Bruker 400 MHz. Os deslocamentos quimicos
foram dados em ppm, referenciados para o sinal residual de H (5 4.78) do metanol deuterado
(Metanol-d4, equipamentos Agilent), ou usando tetrametilsilano (TMS) como padréo interno
(equipamento Bruker). Analise por cromatografia de camada delgada (CCD) foram realizadas
utilizando placas Alugram Sil G UV254 W/UV254, eluidas com acetato de etila (AcOEt); e
placas Alugram Sil G RP-18 W/UV254 (ambas Macherey-Nagel), eluidas com H>O/metanol
(MeOH) (5:2 v/v) ou H2O/MeOH/Acetonitrila (ACN) (5:1:1 v/v), e reveladas por submersao
em revelador oleum (acido sulfurico, &gua e acido acetico 1:4:20 v/v), seguido de aguecimento
a 120 °C. Cromatografia classica de bancada foi realizada utilizando silica Lichroprep RP-18
(40-63 um; Merck), Discovery DSC-18 (50 um; SUPELCO, Sigma-Aldrich), e silica gel
0,060-0,200, 60 A (Acros Organics). Cromatografia flash foi realizada em aparelho
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CombiFlash Rf utilizando coluna RediSep Rf Gold C18 de 15,5 g (ambos Teledyne Isco), com
fluxo de 15 mL m? a 25°C. Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de
indice de refracdo (CLAE-IR; Merck-Hitachi) foi realizada utilizando colunas LiChrospher RP-
18 (10 pm, 250 x 10 mm; Merck) e Gemini C18 (5 pum, 250 x 4,60 mm; Phenomenex); com
volumes de injegdo de 150 pL; fluxo de eluicdo de 3 mL m™ e 1 mL m’, respectivamente; a
20°C. Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo de diodos (CLAE-
DAD) foi realizada em equipamento Waters Alliance 2695 acoplado a detector Waters 2995
PDA, utilizando coluna Luna 5 um Phenyl-Hexyl (5 um, 250 x 4,6 mm; Phenomenex), com

volume de injecdo de 15 pL e fluxo de eluigdo de 0,7 mL m, a 25°C.

2.1.3. Extragéo e Isolamento

Cada material vegetal foi extraido utilizando 100 g de pd vegetal e 500 mL de
hexano (Hex) em banho de ultrassom por 15 minutos, para retirada de ceras e gorduras. Apos
filtracdo a vacuo, o procedimento de extracdo foi repetido mais quatro vezes. Em seguida, o
material foi submetido a cinco extragcdes com AcOEt e cinco extracbes com MeOH, resultando
em dois extratos para frondes verdes (AcOEt, 1,12 g; MeOH, 30,86 g), assim como para
serrapilheira (AcOEt, 455,8 mg; MeOH, 4,80 g) e rizoma (AcOEt, 255,3 mg; MeOH, 6,78 g)
(MIRANDA et al., 2015).

Os extratos AcOEt e MeOH de frondes verdes e serrapilheira exibiram
composicdo quimica semelhante por analises de CCD e 'H-RMN, com a presenca de um
composto majoritario em ambos extratos AcOEt. N&o foi possivel alcancar resolucdo
apropriada para a separacdo cromatografica dos extratos MeOH, utilizando diferentes fases
estaciondrias e eluentes, na presenca ou auséncia de acido acético (0,01%), acido férmico
(0,001%) ou &cido trifluoroacético (0,001%). Assim, o isolamento biodirigido e isolamento foi
realizando com os extratos AcCOEt de frondes verdes e serrapilheira (Figuras 1.1 e 1.2).

Os extratos AcOEt de frondes verdes e serrapilheira foram submetidos a
cromatografia de fase reversa para remocéo de clorofila, com eluicdo em gradiente de MeOH
em agua (agua pura; H.O/MeOH 5:1, 5:2, 5:3, 5:4 v/v; MeOH puro), seguido por diclorometano
(DCM) puro (MIRANDA et al., 2015). Apds analise por CCD, quatro fragdes foram obtidas
para frondes verdes (GF-1 a GF-4) e para serrapilheira (L-1 a L-4).

Fracdes GF-2 e L-2 foram submetidas a cromatografia de fase normal em coluna
de silica gel eluida com um gradiente de acetona em hexano (Hex/Acetona 1:1, 5:3, 10:7; 5:4;
acetona pura), seguido por MeOH puro, resultando em vérias sub-fracbes: GF-2A a GF-2E e
L-2Aa L-2D.
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{ Frondes Verdes ‘

AcOEt
w FR (H:0/MeOH)
{ GF-1 ‘ { GF-2 ‘ { GF-3 ‘ { GF-4 ‘

Cromatografia FN (Hex/Acetona)

{ GF-2A H GF-2B { GF-2C H GF-2D H GF-2E ‘

CLAE-RI{ACN/H:0)

GF-2B.1 { GF-2B.2 ‘

CLAE-RI{ACN/H:0)

GF-2B.2p

Figura 1.1. Processo de fracionamento cromatogréfico do extrato AcOEt de frondes verdes de
P. arachnoideum.

Serrapilheira ‘
AcOEt

Cromatografia FR (H.OMeOH)

{LJ‘{L-E‘{L-S‘{L-:l‘

Cromatografia FN (Hex/Acetona)

{ L-2A ‘ { L-2B { L-2C ‘ { L-2D ‘

CLAE-RI{ACN/MH,Q)

L-2C1 L-2C.2

Figura 1.2. Processo de fracionamento cromatografico do extrato AcOEt de serrapilheira de P.
arachnoideum.

Sub-fragbes GF-2B e L-2C foram submetidas a CLAE-RI de fase reversa com
coluna semi-preparativa e eluicdo isocraticacom ACN/H-0 (20:7 v/v), resultando nas seguintes
sub-fragdes: (GF-2B) GF-2B.1 e GF-2B.2; (L-2C) L-2C.1 e L-2C.2. A sub-fragdo GF-2B.2 foi
purificada em CLAE-RI de fase reversa com coluna analitica e elui¢do isocratica com
ACN/H20 (1:5 v/v). As fragdes purificadas GF-2B.2p e L-2C-1 foram submetidas a anélises de
RMN (*H, 3C, COSY-tH-tH, HMBC, HSQC e NOESY).
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2.2. Bioensaios com Coledptilos de Trigo

A atividade fitotoxica das fracdes obtidas foi testada utilizando bioensaios com
fragmentos de coleoptilo estiolado de trigo. Sementes de trigo (Triticum aestivum L. v. Catervo)
foram distribuidas em placas de Petri (20 mm de didmetro), forradas com uma folha de papel
de filtro e umedecidas com 5 mL de &gua destilada. Estas placas de Petri foram embrulhadas
em papel aluminio e acondicionadas em estufa B.O.D. por 72 ha 25 + 1 °C, no escuro. Sob luz
verde de seguranca, a porcao apical dos coleoptilos estiolados (2 mm) foi cortada e descartada.
Os 4 mm seguintes dos coledptilos foram cortados e utilizados nos bioensaios (MIRANDA et
al., 2015). As sementes de trigo foram doadas pelo Instituto de Pesquisa e Formacao Agraria e
Pesqueira da Espanha (IFAPA Centro Rancho de la Merced, Jerez de la Frontera — CA,
Espanha). As fragOes testadas foram pré-solubilizadas em dimetilsulfoxido (DMSO) e diluidas
em solucdo tampdo de fosfato de potéssio (250 mL de agua destilada, 5 g de glicose, 0,2625 g
de &cido citrico e 0,725 g de fosfato de potassio di-basico; pH 5.6), para obtencdo de solucdes
a0,8; 0,4 e 0,2 mg mL™ com concentracio constante de DMSO de 5 uL mL™. Para o bioensaio
com selligueina A isolada, solugdes a 1, 0,3, 0,1, 0,03 e 0,01 mM foram preparadas como
descrito anteriormente (MIRANDA et al., 2015).

Dois controles foram realizados, um controle negativo com solucdo tampéo e
DMSO (5 uL mL™?) e um controle positivo com o herbicida Logran Extra (terbutryn 59,4% +
triasulfuron 0,6%; Syngenta Agro) solubilizado em solugcdo tamp&o nas mesmas concentragoes
testadas para as fragdes ou composto isolado e DMSO (5 pL mL™). Os bioensaios foram
preparados em triplicata para cada tratamento, adicionando-se 2 mL de cada solugédo e cinco
fragmentos de coledptilos em tubos de ensaio. Os tubos de ensaio foram tampados e mantidos
em estufa B.O.D. a 25 = 1 °C, no escuro e sob rotacdo constante (0,25 rpm) (MIRANDA et al.,
2015). Apoés 24 h, os tubos de ensaio foram abertos e os coledptilos foram fotografados e
medidos utilizando o software Photomed 4.

2.3. Andlises Estatisticas

Os dados dos bioensaios com coledptilos de trigo foram avaliados pela sua
inibicdo ou estimulo percentual quando comparado com o controle negativo (MIRANDA et al.,
2015), de acordo com a equagéo (1):

Yoinibicio/estimulo = [ ct; —z < ] x 100 (1)



Capitulol 35

Onde C; corresponde ao comprimento de referéncia do coledptilo (4mm); C, é a
média do comprimento dos coledptilos em cada tratamento; e C, € a média do comprimento dos
coléptilos do controle negativo.

Os resultados foram submetidos aos testes de normalidade (Shapiro-Wilk, o =
0,05) e homocedasticidade (Levene, o = 0,05). Tendo sido verificado a ndo normalidade dos
dados, estes foram submetidos ao teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste
de Welch para comparagao entre médias (a = 0,05).

A atividade inibitéria media (ICso) foi calculada para os resultados obtidos com
selligueina A isolada. Para tanto, os dados de fitotoxicidade foram ajustados para uma curva

sigmoidal de dose-resposta (escala logaritmica) definida pela equacéo (2):

_ Ymax—Ymin
Y = Ymin + 1+10l(0ogIC50—X)xh] (2)

Onde X indica o logaritmo da concentracdo; Y indica a resposta (fitotoxicidade);
Ymax € Ymin S80 0S Valores maximo e minimo da resposta, respectivamente; e ICso indica o valor
de X que se encontra no meio de Ymax € Ymin Na curva (ANESE et al., 2015). O ajuste dos dados
ao modelo logistico de trés parametros (3PL) para o célculo do ICso € descrito pelo valor do
coeficiente de determinacéo (R?). Os calculos de ajuste da curva, ICso e do R? foram realizados

utilizando o software GraphPad Prism 4.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Isolamento Biodirigido

Andlises de CCD e *H-RMN mostraram que ambos os extratos brutos AcOEt de
frondes verdes e serrapilheira apresentavam como composto majoritario um polifenol, que ndo
se encontrava presente no extrato AcOEt de rizoma (Figura 1.3). Devido & presenca desse
composto majoritario nos extratos AcOEt de frondes verdes e serrapilheira, e dificuldades
técnicas para desenvolver a separacdo cromatografica dos compostos dos extratos metanolicos,
0 isolamento biodirigido foi realizado utilizando-se os extratos AcOEt de frondes verdes e

serrapilheira.
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Figura 1.3. Placas de CCD dos extratos AcOEt (a direita de cada placa) e MeOH (a esquerda
de cada placa) dos extratos de frondes verdes (A), serrapilheira (B) e rizoma (C) de P.
arachnoideum. Placas eluidas com H20/MeOH (5:2 v/v).

Apds cromatografia de fase reversa de uma aliquota do extrato ACOEt de frondes
verdes (810 mg), quatro fragBes foram obtidas (GF-1 - GF-4). Essas fragdes foram submetidas
ao bioensaio com coledptilos de trigo. Os resultados destes bioensaios foram utilizados como
indicadores de atividade fitotoxica, permitindo o planejamento dos procedimentos
cromatograficos adotados. Além dos dados de atividade fornecidos por esses bioensaios, fatores
como rendimento e composicdo quimica das fragdes de acordo com analises de CCD e *H-
RMN foram levados em consideracéo nesse planejamento.

As fraces GF-1 a GF-3 apresentaram atividade inibitoria significativa sobre o
alongamento dos coleoptilos de trigo (Figura 1.4 A). A fracdo GF-1 (9,26 mg) apresentou a
maior atividade inibitoria, variando entre 76% e 39%, da maior para a menor concentracdo. As
fracbes GF-2 e GF-3 também foram ativas (253,3 mg and 56,4 mg, respectivamente), variando
entre 52% e 18% para a fracdo GF-2 e de 53% a 26% para a fracdo GF-3. De acordo com
analises por CCD e 'H-RMN, estas fragOes apresentaram como composto majoritario a mesma
substancia, que estava mais purificada na fracdo GF-1. Nas fracGes subsequentes havia maior
presenca de compostos interferentes (Figura 1.5 A). Assim, o estudo fitoquimico e isolamento
biodirigido foi continuado com a fracdo GF-2, de maior massa que GF-1 e mais purificada que
GF-3.
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Figura 1.4. Inibicdo do alongamento de fragmentos de coleoptilos de trigo (T. aestivum) na
presenca de fracOes dos extratos ACOEt de frondes verdes de P. arachnoideum, e do herbicida
Logran em diferentes concentragGes. Colunas pretas, 0,8 mg mL™; colunas cinzas escuro, 0,4
mg mL%; colunas cinzas claro, 0,2 mg mL™. Barras verticais indicam desvio padrdo. Valores
marcados com a letra “a” (p < 0,01) e “b” (0,01 < p < 0,05) sdo significativamente diferentes
do controle negativo, de acordo com o teste de Welch.

Apos cromatografia de coluna em fase normal, cinco sub-fragfes foram obtidas
a partir do fracionamento de GF-2 (GF-2A - GF-2E). As sub-fracdes GF-2A, GF-2B e GF-2C
apresentaram atividade inibitdria significativamente diferente do controle negativo, porém, a
sub-fragdo mais ativa foi GF-2A (17,3 mg), com atividade inibitdria entre 76% e 38%, da maior
para a menor concentracdo; seguida pela sub-fragdo GF-2B (69,7 mg), com atividade inibitoria
variando de 43% a 15% (Figura 1.4 B). De acordo com analises de *H-RMN, as sub-fracGes
GF-2A e GF-2B apresentavam 0 mesmo composto majoritario, presente de forma mais

purificada na sub-fracdo GF-2A (Figura 1.5 B). Novamente, frente ao pequeno rendimento da
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sub-fragdo GF-2A, o isolamento deste composto majoritario por CLAE —IR foi realizado com
a sub-fragdo GF-2B, resultando na sub-fragdo GF-2B.2p (11,3 mg), um composto purificado

das frondes verdes.

GF-1 GF-2 GF-3 GF-2A GF-2B GF-2C GF-2D
' > -

A e B

Figura 1.5. Placas de CCD das fragoes GF-1 — GF-2 (A) e das sub-fragdes GF-2A — GF-2D do
extrato ACOEt de frondes verdes de P. arachnoideum. Placas eluidas com H20/MeOH (5:2
vIv).

Figura 1.6. Selligueina A, isolada das frondes verdes e serrapilheira de P. arachnoideum.

Os dados das analises de RMN comparados com os reportados na literatura
levaram a identificacdo da sub-fragdo GF-2B.2p como a proantocianidina selligueina A (BAEK
etal., 1993; FU et al., 2013) (Anexos A - E, Figura 1.6).
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Apos o isolamento e identificacdo de selligueina A no extrato de frondes verdes,
0 estudo fitoquimico do extrato de serrapilheira foi realizado a fim de determinar se 0 composto
polifendlico majoritario deste extrato corresponderia aquele encontrado nas frondes verdes, ou
se seria um derivativo deste, resultante do metabolismo de senescéncia foliar.

Ap0s cromatografia de fase reversa, foram obtidas quarto fragdes para o extrato
AcOEt de serrapilheira (L-1 - L-4). As fragbes L-1 (9,9 mg) e L-2 (82,1 mg) apresentavam em
sua constituicdo quimica a presenca do composto majoritario presente no extrato AcOEt, com
maior presenca de substancias interferentes nas fracGes subsequentes. Atividade inibitoria foi
observada para a fragdo L-1, variando entre 84% e 53%, enquanto a fragdo L-2 apresentou
atividade variando entre 64% e 23% (Figura 1.7). A fracdo L-3 (13,9 mg) também apresentou
forte atividade inibitoria, comparavel a do herbicida utilizado como controle positivo. Esta
atividade variou entre 90% e 60% (Figura 1.7), mas a fracdo L-3 ndo apresentava a presenca do
composto majoritario presente nas duas outras fragdes. Para a fragdo L-3, analises de *H-RMN
apresentaram a presenca de flavonoides glicosilados como compostos majoritarios (Anexo F).
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Figura 1.7. Inibicdo do alongamento de fragmentos de coleoptilos de trigo (T. aestivum) na
presenca de fracdes dos extratos AcOEt de serrapilheira de P. arachnoideum, e do herbicida
Logran em diferentes concentragdes. Colunas pretas, 0,8 mg mL™; colunas cinzas escuro, 0,4
mg mL%; colunas cinzas claro, 0,2 mg mL™. Barras verticais indicam desvio padrio. Valores
marcados com a letra “a” (p < 0,01) e “b” (0,01 < p < 0,05) s&o significativamente diferentes
do controle negativo, de acordo com o teste de Welch.

Frente ao pequeno rendimento da fragdo L-1, o isolamento do polifenol
majoritario foi realizado utilizando a fragdo L-2. Ap6s cromatografia classica de fase normal e

isolamento por CLAE-IR, a fragcdo L-2C.1 (6,1 mg) foi isolada e identificada como sendo
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selligueina A por analises de RMN (Anexo G), 0 mesmo composto presente no extrato AcOEt

de frondes verdes como composto majoritario.

3.1.1 A Proantocianidina Selligueina A

Proantocianidinas sdo taninos condensados, oligopolimeros de flavonoides de
trés anéis com ligagdes C-C, caracterizados pelos mondmeros catequina e epi-catequina e dois
radicais hidroxilas ligadas ao anel B (EBRAHIMNEJAD et al., 2014). Taninos séao
considerados 0 mais importante grupo de substancias bioquimicas produzidas por plantas
vasculares, representando uma parte significativa da biomassa de carbono terrestre. Por serem
substancias custosas do ponto de vista energético, acredita-se que tenham um papel importante
no funcionamento e evolugédo das plantas produtoras, com importante atividade relacionada
com a protecao contra radiacao ultravioleta (ALONSO-AMELOT et al., 2004, 2007). Varias
atividades biologicas foram descritas para proantocianidinas ou materiais ricos nestes
compostos, como atividade antioxidante, anti-inflamatoria e antibidtica (SARG et al., 2011;
WANG et al., 2011; NAKASHIMA et al., 2012).

Do ponto de vista ecoldgico, para os taninos condensados foram observadas
atividade defensiva contra herbivoria (MOCTEZUMA et al., 2014), influéncia sobre a
decomposicdo de serrapilheira (HATTENSCHWILER; JBRGENSEN, 2010; COQ et al.,
2010), sobre a ciclagem de nutrientes e atividade microbiana do solo (SMOLANDER et al.,
2011), dentre outras atividades.

A selligueina A foi descrita pela primeira vez nos rizomas de Selliguea feei Bory
(Polypodiaceae) (BAEK et al., 1993), e também esta presente em Polypodium feei (Bory) Mett.,
outra espécie da familia Polypodiaceae (SUBARNAS; WAGNER, 2000). A selligueina A é
descrita aqui pela primeira vez para Pteridium arachnoideum, assim como para a familia

Dennstaedtiaceae, ocorrendo em suas frondes verdes e serrapilheira, mas ndo no seu rizoma.

3.2 Atividade Fitotoxica de Selligueina A

A maior parte dos taninos condensados produzidos por Pteridium spp. sdo do
tipo condensado, proantocianidinas, prodelfinas ou seus derivados. Apesar de ndo serem
considerados como as principais toxinas produzidas por essas plantas, ja foi observada atividade
anti-herbivoria (ALONSO-AMELOT et al., 2001; GIL DA COSTA et al., 2012).

Foi observada correlagéo entre a concentracdo de proantocianidinas e a altitude

em que plantas do género Pteridium cresciam na regido dos Andes (ALONSO-AMELOT et al.,



Capitulol 41

2004). Esta correlacdo pode estar associada com a resposta adaptativa & maior incidéncia de
radiacdo UV-B em altitudes mais elevadas. Para selligueina A ja foram descritas atividades
analgesica e anti-inflamatoria, a partir do seu isolamento dos rizomas de Polypodium feei
(SUBARNAS; WAGNER, 2000).

No entanto, até agora nao havia registro de possiveis atividades com relevancia
ecoldgica para essa substancia. A selligueina A esta presente nas frondes verdes e serrapilheira
de P. arachnoideum, sem sofrer modificacdes durante o processo de senescéncia foliar. Por ser
uma substancia cara do ponto de vista de recursos e energético, sua persisténcia na serrapilheira
indica uma possivel importancia ecoldgica. Assim, a atividade fitotdxica de selligueina A foi
testada no bioensaio com coledptilos de trigo.

Foi observada atividade inibitoria do alongamento de coledptilos de trigo em
todas as concentracOes testadas de selligueina A, ainda que uma reducdo drastica na atividade
tenha sido observada entre a maior concentragdo e as subsequentes (Figura 1.8). Na maior
concentragéo, esta atividade inibitoria superou os 71%, com 1Cso = 0,69 mM (R? = 0,94). Esta
atividade fitotoxica indica que, além da funcdo de protecdo contra radiacdo ultra-violeta, as
proantocianidinas e outros taninos condensados produzidos por P. arachnoideum poderiam

também apresentar potencial alelopatico.
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Figura 1.8. Inibicdo do alongamento de fragmentos de coleodptilo de trigo (T. aestivum) na
presenca de selligueina A isolada de P. arachnoideum, e do herbicida em diferentes
concentragOes. Barras verticais indicam desvio padrao. Valores marcados com a letra “a” (p <
0,01) e “b” (0,01 <p <0,05) sao significantemente diferentes do controle negativo, de acordo
com o teste de Welch.
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4. CONCLUSAO

O estudo fitoquimico por isolamento biodirigido de compostos com atividade
fitotoxica presentes nos diferentes 6rgdos e serrapilheira de Pteridium arachnoideum levou ao
isolamento de um composto majoritario presente em suas frondes verdes e serrapilheira, a
proantocianidina selligueina A. Esta é a primeira vez que este composto é descrito para P.
arachnoideum, assim como para a familia Dennstaediaceae. Da mesma forma, esta é a primeira
vez que um composto isolado com atividade relacionada ao fenémeno da alelopatia é descrito
para membros do género Pteridium. A selligueina A é produzida por P. arachnoideum em suas
frondes verdes, ndo sofrendo alteracfes durante a senescéncia foliar e mantendo-se como
metabdlito secundario majoritario na serrapilheira. Estes resultados apresentam-se, entdo, como
indicativos do possivel papel da alelopatia na dominéncia dessas plantas nas areas em que

ocorrem.
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CAPITULO I

POTENCIAL ALELOPATICO DE POLIFENOIS DA SERRAPILHEIRA DE
Pteridium arachnoideum (Kaulf.) Maxon. (DENNSTAEDTIACEAE)



Capitulo Il 48

RESUMO

Pteridium arachnoideum €é descrita como uma espécie pioneira agressiva, de
dificil manejo, que invade areas abandonadas ou recentemente queimadas, produzindo grande
quantidade de biomassa e serrapilheira. Pteridium spp. produzem grande variedade de
compostos com atividades biologicas. Apesar de ndo serem consideradas como as suas
principais toxinas, os polifendis sdo majoritarios. Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar o
potencial alelopatico de polifendis da serrapilheira de P. arachnoideum sobre o crescimento
inicial de quatro espécies alvo: cebola (Allium cepa), gergelim (Sesamum indicum), capim rabo-
de-raposa (Setaria geniculata) e capim braquiaria (Urochloa decumbens). A serrapilheira foi
coletada na area de reserva de Cerrado da UFSCar e, ap0s extracdo e cromatografia, procedeu-
se a quantificacdo de polifendis totais pelo método de Folin-Ciocalteu. A fracdo PaS-1 foi
apontada como a mais enriquecida em polifendis (EAG = 169 + 1,46 mg g?), sendo entdo
empregada na realizacdo de bioensaios de crescimento inicial. Esta fracdo exerceu atividade
inibitdria sobre o desenvolvimento inicial das espécies alvo testadas. Para a parte aérea, a maior
inibicdo observada (47,83%) foi sobre capim rabo-de-raposa, na maior concentragao do extrato
(0,8 mg mL™). Com relagio ao crescimento da raiz, todas as espécies alvo foram afetadas, com
a maior inibicdo (53,20%) observada em cebola, na concentragdo de 0,8 mg mL™. A fracéo
PaS-1 também apresentou atividade inibitoria sobre as células do metaxilema de gergelim, o
conteido de clorofila de gergelim e de capim rabo-de-raposa. O potencial alelopatico do
principal composto fendlico presente na fragdo PaS-1, selligueina A, também foi testado sobre
o0 crescimento inicial de gergelim. Houve inibicdo do comprimento final do caule e da raiz de
gergelim em todas as concentrages testadas (1 mM — 0,01 mM), com inibicdo de crescimento
do caule e raiz de 52,21% e 46,17%, respectivamente, na maior concentracdo. Plantulas de
gergelim crescidas na presenca deste composto apresentaram células do metaxilema menores
do que o as do controle nas concentracfes de 0,3 mM e 1 mM, com inibicdo de 50,82% na
maior concentragéo e ICso de 0,98 mM. Néo houve atividade de selligueina A sobre o conteudo
de clorofila dessas plantulas. Esta é a primeira vez que o potencial alelopatico de uma substancia
isolada de uma espécie do género Pteridium é verificado, providenciando novas evidéncias
sobre o papel da alelopatia na dominancia dessas plantas.

Palavras-chave: Alelopatia, samambaido, crescimento inicial, tanino

condensado.
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1. INTRODUCAO

Pteridium aquilinum (Kaulf.) Maxon. é uma espécie pertencente ao clado das
monildfitas, familia Dennstaediaceae, conhecida popularmente como samambaifo. E parte de
um complexo de espécies difundido mundialmente, presente em todos os continentes, com
excecdo da Antartida (DER et al., 2009; GIL DA COSTA et al., 2012). E descrito como uma
espécie pioneira agressiva de dificil manejo, invadindo areas abandonadas ou recém-
queimadas. Produz grande biomassa de frondes, extensos rizomas e grande quantidade de
serrapilheira, tendo se tornado uma importante espécie problema da Mata Atlantica e do
Cerrado no Brasil (MATOS; BELINATO, 2010; MIATTO et al., 2011).

Muitos estudos sobre a fitoquimica de Pteridium spp. foram realizados devido
ao interesse farmacéutico e toxicologico sobre as substancias do seu metabolismo secundario.
Animais que se alimentam de P. aquilinum, principalmente de frondes jovens, apresentam
sindromes como deficiéncia de tiamina, envenenamento agudo, degeneracdo progressiva da
retina e cancer do trato digestivo. Entre os compostos bioativos identificados nessas plantas
encontram-se glicosideos cianogénicos, taninos, flavonoides, derivados do &cido chiquimico,
pterosinas e pterosideos, entre 0s quais se destaca o ptaquilosideo, responsavel pelo efeito
carcinogénico do consumo de P. aquilinum por animais (GIL DA COSTA et al., 2012). No
entanto, pouco se conhece sobre o papel destes compostos na ecologia da planta
(WEIDENHAMER; CALLAWAY, 2010).

Os compostos polifendlicos sdo a principal classe quimica de metabdlitos
secundarios em plantas do género Pteridium (ALONSO-AMELOT et al., 2007), apesar de ndo
serem considerados como as principais substancias toxicas produzidas por P. arachnoideum.
Dentre estes compostos, os taninos condensados, como derivados de proantocianidina ou de
prodelfinas, sdo os principais. Para estas substancias foram observadas atividade anti-herbivoria
(ALONSO-AMELOT etal., 2001; GIL DA COSTA et al., 2012), além de estarem relacionadas
a protecdo contra radiacdo ultravioleta (ALONSO-AMELOQOT et al., 2004).

A alelopatia pode ser definida como qualquer efeito direto ou indireto sobre o
crescimento, sobrevivéncia ou reproducdo de uma planta alvo, causado por compostos do
metabolismo secundario de uma planta doadora e liberada no ambiente (ZENG, 2014). Esta
interacdo € considerada como importante na domindncia de espécies vegetais com
comportamento invasor e, por ser mediada por metabolitos secundarios, a composi¢do quimica
dos tecidos vegetais pode ser utilizada como indicador de seu potencial invasor (INDERJIT et
al., 2011).
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A alelopatia é considerada em alguns trabalhos como um dos mecanismos que
permitem a dominéncia de Pteridium spp. nas &reas em que se estabelecem (MATOS;
BELINATO, 2010; WANG et al., 2011). Apesar disso, sdo poucas as evidéncias disponiveis
sobre o potencial alelopatico de metabdlitos secundarios produzidos por essas plantas.
Atividade alelopatica (fitotoxica) foi observada para compostos fenolicos associados ao sistema
radicular de P. aquilinum, assim como a lixiviados de frondes de P. esculentum (GLASS, 1976;
TAYLOR; THOMSON, 1990). Mais recentemente, o estudo fitoquimico biodirigido com
extratos de frondes verdes e serrpailheira de P. arachnoideum levou ao isolamento e
identificacdo da proantocianidina selligueina A, um composto polifenélico com atividade
fitotoxica (JATOBA et al., submetido).

Justificativa

Frente a importancia de se compreender 0s mecanismos que permitem as plantas
com comportamento invasor obterem sucesso nas areas em que se estabelecem (CATFORD et
al., 2009; GREER et al., 2014), e frente aos impactos observados em areas dominadas por P.
arachnoideum no Cerrado (MIATTO et al., 2011), maiores estudos fazem-se necessarios para
esclarecer o papel da alelopatia na dominancia dessa planta. Além do isolamento e identificagdo
de compostos com atividade fitotoxica (BLAIR et al., 2008; DUKE, 2015), faz-se necessario
verificar o potencial alelopatico destas substancias no desenvolvimento de espécies vegetais

ecologicamente relevantes e co-existentes com a espécie doadora (ROMEO, 2011).

Hipdtese
Metabdlitos secundarios de P. arachnoideum apresentam potencial alelopéatico
sobre o desenvolvimento de espécies bioindicadoras, de gramineas nativa e invasora do

Cerrado.

Objetivos

O objetivo desse estudo foi avaliar o potencial alelopatico, de compostos do
metabolismo secundario de P. arachnoideum sobre o desenvolvimento de outras espécies
vegetais. Para isso, a atividade fitotoxica de polifendis da serrapilheira de P. arachnoideum foi
avaliada sobre o desenvolvimento inicial de espécies bioindicadoras, uma espécie de graminea

nativa e outra invasora do Cerrado.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material Vegetal

O material vegetal utilizado consistiu de serrapilheira de Pteridium
arachnoideum coletada na area de Cerrado do campus S&o Carlos da Universidade Federal de
Sdo Carlos, Estado de Séo Paulo (21°58'02.0" S, 047°52'09.9" O). Uma exsicata da planta foi
depositada no herbdrio do Departamento de Botanica da UFSCar (Voucher n°
HUFSCAR8797). Para evitar a avaliacdo de polifendis produtos da atuagdo de microrganismos
durante a decomposicdo das frondes, foram coletadas folhas mortas presentes nas camadas
superficiais da serrapilheira. O material foi triado para descarte das frondes visualmente
atacadas por fungos, lavado e seco em casa de vegetacdo (17 — 43 °C) até atingir massa
constante (190 h). Apds secagem, o material vegetal foi triturado em moinho elétrico e o po

vegetal resultante foi utilizado para a obtencdo dos extratos.

2.2. Equipamentos e Reagentes

Solventes comercialmente disponiveis (grau P.A. ou HPLC) foram utilizados
conforme a necessidade. Andlises por cromatografia de camada delgada (CCD) foram
realizadas utilizando-se placas Alugram Sil RP — 18 W/UV2s4 (Macherey-Nagel, Germany),
eluidas com uma mistura de metanol (MeOH) em agua (H2O/MeOH 5:2). Apos eluicdo, as
placas foram reveladas por submerséo em revelador oleum (&cido sulfarico, &gua e acido acético
1:4:20 v/v), seguido de aquecimento a 120 °C. Cromatografia em fase reversa foi realizada
utilizando-se silica gel derivatizada com grupo octadesilsilano (Cis) Discovery® DSC-18
(Supelco). Cromatografia flash foi realizada em equipamento CombiFlash Rf usando coluna
RediSep Rf Gold C18 (15,5 g, ambos Teledyne Isco), com fluxo de 15 mL m™* a 25°C a 25°C.
Os reagentes Folin-Ciocalteau e acido galico anidro foram providos por Haloquimica Ind. E
Com. Ltda. (Sdo Paulo — SP) e Vetec Quimica Fina (Sigma-Aldrich, Rio de Janeiro — RJ),
respectivamente. As avaliagfes de absorbancia foram realizadas em espectrofotdmetro
UV /visivel Hach DR 5000. Micrografias foram obtidas em microscopio 6ptico Olympus BX41,

com camera fotogréafica digital Sony CCD-IRIS acoplada.

2.3. Extracéo Inicial e Cromatografia

A extracgdo inicial do material vegetal foi realizada misturando-se 100 g de p6
vegetal e 500 mL de cada solvente utilizado. Primeiramente, foi realizada a extragdo com

hexano (Hex) para a retirada de ceras e gorduras, em banho de ultrassom por 15 minutos. Apés
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filtracdo a vacuo, o processo foi repetido por outras quatro vezes com o solvente Hex. Em
sequida, foram realizadas cinco extragdes com acetato de etila (AcOEt), como descrito
anteriormente. O extrato AcOEt foi submetido a analise de CCD e submetido a cromatografia
em fase reversa.

A cromatografia em fase reversa foi realizada com silica gel Cis em placa
filtrante acoplada a kitasato e bomba de vacuo, eluida com gradiente de metanol em agua (dgua
pura; H2O/MeOH 5:1, 5:2, 5:3, 5:4 v/v; MeOH puro), seguido por diclorometano (DCM) puro
para a eluicao de substancias apolares (MIRANDA et al., 2015). Ao final do processo, foram
obtidas sete fracdes, submetidas a analise de CCD e reunidas de acordo com sua similaridade,
resultando em quatro fragdes finais (PaS-1 a PaS-4). A fracdo PaS-4 (0,180 g; DCM) foi
descartada, por apresentar-se majoritariamente composta por substancias apolares e clorofila,
de acordo com analise por CCD.

Uma aliquota (0,122 g) da fracdo PaS-1 (0,964 g; H.O/MeOH 1:0 — 5:3 v/v) foi
utilizada para o isolamento de selligueina A (JATOBA et al., submetido), a partir da otimizacao
do isolamento em cromatografia flash. Assim, a aliquota da fracdo PaS-1 foi submetida a
cromatografia flash de fase reversa em silica gel C18, com monitoramento UV a 214 nm e
eluicdo em gradiente de MeOH (solvente B) em &gua (solvente A). O gradiente foi
desenvolvido como segue: 0 — 10 minutos, aumento linear de 0% - 10% de B; 10 — 20 minutos,
aumento linear de 10% - 40% de B; 20 — 30 minutos, aumento linear de 40% - 70% de B; 30 —
45 minutos, aumento linear de 70% - 100% de B. O composto selligueina A foi coletado como
um pico em 22 min (40% de B; H2O/MeOH 5:2 v/v).

2.4. Quantificagdo de Polifendis Totais

As fragdes do extrato de serrapilheira de P. arachnoideum foram submetidas a
quantificacdo de polifendis totais pelo método de Folin-Ciocalteau (GEORGE et al., 2005,
adaptado). Para isso, aliquotas de cada fracdo foram solubilizadas em MeOH nas concentracdes
29 mg mL?, 54 mg mL? e 96 mg mL* para as fracdes PaS-1, PaS-2 e PaS-3, respectivamente.
Em seguida, 0,05 mL de cada solugcdo foi misturado em 4,95 mL de agua destilada. Desta
solucdo, 0,5 mL foi adicionado a 2,5 mL de solucdo Folin-Ciocalteau, pré-diluido em agua
destilada (1:3), em quatro réplicas em tubos de ensaio. Apds dois minutos de reacdo em
temperatura ambiente, foram adicionados 2 mL de solu¢do aquosa de carbonato de sodio
(Na,COs, 75 g L) a cada tubo. Os tubos foram entdo submetidos a banho-maria a 50 °C por
15 minutos, ao final dos quais foram submetidos a banho de gelo para finalizar a reagdo. A

absorbancia final de cada solugéo foi medida em espectrofotdmetro a 760 nm. Uma curva de
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calibragdo foi preparada utilizando-se acido galico como padrdo (1 mg L™ a 8 mg L™%). Assim,
os resultados obtidos para os extratos avaliados foram expressos em miligramas de equivalentes
de &cido galico por grama de extrato (EAG, mg g*) (TAKAO et al., 2015).

A regressdo linear (r? = 0,99, Figura 2.1) obtida para a curva de calibragio esta
representada pela equacdo (5):

y = 0,1303 x + 0,0053  (5)

Onde y indica a absorbancia a 760 nm e x indica a concentracao de acido galico

(mg L™).
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Figura 2.1. Curva analitica do padrdo acido géalico para avaliacdo do teor total de polifendis das
fragcdes do extrato de serrapilheira de P. arachnoideum.

2.5. Bioensaios de Crescimento Inicial

O potencial alelopéatico do extrato PaS-1 foi testado sobre o desenvolvimento
inicial de duas espécies bioindicadoras — cebola (Allium cepa L., monocotiled6nea) e gergelim
(Sesamum indicum L., eudicotileddnea) —, uma espécie de graminea nativa do Cerrado — capim
rabo-de-raposa [Setaria parviflora (Poir.) Kerguélen, monocotiledénea] — e uma espécie de
graminea invasora do Cerrado — capim braquiaria [Urochloa decumbens (Stapf) R.D.Webster,
monocotileddnea]. As espécies bioindicadoras sdo aquelas que por sua homogeneidade
genética, permitem a avaliacdo da atividade fitotoxica com a obtengdo de valores de desvio-
padrdo menores do que aqueles obtidos na resposta de espécies nativas, devido a sua maior
variabilidade genética (MACIAS et al., 2000). As espécies bioindicadoras aqui empregadas
estdo de acordo com o indicado por Macias e colaboradores (2000) para espécies alvo-padrédo
(standard target species, STS), sendo portanto adequadas para uma primeira abordagem do
potencial alelopatico de compostos do metabolismo secundério de P. arachnoideum. Ja para as
espécies de gramineas utilizadas nos bioensaios, o critério de escolha se baseou na relevancia
ecologica das especies (BLAIR et al., 2008; ROMEO, 2011; DUKE, 2015), j& que ambas



Capitulo 1l 54

coexistem com P. arachnoideum em condigdes naturais no bioma Cerrado e representam uma
espécie invasora resistente e de dificil manejo (U. decumbens), e uma espécie nativa (S.
parviflora) que sofre os impactos da competicdo tanto contra P. arachnoideum quanto contra
U. decumbens.

Para o desenvolvimento dos bioensaios, solucdes a 0,8, 0,4 e 0,2 mg mL™ da
fracdo PaS-1 foram preparadas em solucdo tampdo 10 mM de &cido 2-[N-morfolino]-
etanossulfénico (MES), com pH ajustado a 6,00 com solu¢do 1 M de hidroxido de sodio
(NaOH), com concentragio constante de dimetilsulfoxido (DMSO) de 5 uL mL™. Sementes de
cebola e gergelim foram pré-germinadas a 25 °C e fotoperiodo de 12 h de luz, em estufa de
germinacdo. Da mesma forma, sementes de capim rabo-de-raposa e capim braquiaria foram
pré-germinadas com alternancia de temperatura 27 °C — 18°C e fotoperiodo de 16 h de luz em
estufa de germinacdo. As condicdes estabelecidas para a germinacao e crescimento inicial das
espécies alvo testadas foram determinados em bioensaios preliminares. Foram consideradas
germinadas aquelas sementes que apresentavam protrusao de qualquer parte da plantula maior
ou igual a trés milimetros (ANESE et al., 2015 a).

O potencial alelopatico do composto selligueina A foi testado sobre o
desenvolvimento inicial da espécie bioindicadora gergelim (S. indicum). Para isso, solucdes a
1 mM, 0,3 mM, 0,1 mM, 0,03 mM e 0,01 mM foram preparadas conforme descrito
anteriormente para a fragdo PaS-1. As sementes de gergelim foram pré-germinadas nas mesmas
condicdes descritas anteriormente.

Os bioensaios foram realizados com quatro réplicas, em potes plasticos
transparentes (11 x 6 x 4 cm) forrados com duas folhas de papel de filtro e umedecidas com 6
mL de cada solucdo, separadamente. O controle negativo foi realizado na presenca de solugéo
tamp&o e DMSO (5 pL mL™1). Dez sementes pré-germinadas de cada espécie supra mencionada
foram acomodadas por caixa, separadamente, lacradas em sacos plasticos e acondicionadas em
estufa de germinacdo nas mesmas condicdes utilizadas para a germinacdo, durante sete dias
(ANESE et al., 2015 b).

Ao final desse periodo, a parte aérea (caule ou talo) e a raiz das plantulas foram
medidas, e as plantulas foram classificadas como normais ou anormais, de acordo com Brasil
(2009). As folhas ou cotilédones fotossintetizantes foram separados para a quantificagdo de
clorofilas, e as raizes de gergelim foram separadas para a preparacdo de laminas e avaliagédo das

células do metaxilema.
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2.6. Teores de Clorofila

Amostras de aproximadamente 30 mg (peso fresco) de folhas ou cotilédones
fotossintetizantes das espécies alvo foram coletadas e pesadas ao final dos bioensaios de
crescimento inicial, uma amostra por repeticao para cada tratamento.

As folhas ou cotilédones fotossintetizantes foram mergulhados em 5 mL de
DMSO em tubos de ensaio tampados, mantidos em banho-maria a 70 °C por duas horas, sob
luz verde de seguranca, para a extracdo total de clorofila (PARRY et al., 2014, adaptado). Apos
esse periodo, os tubos foram mantidos em temperatura ambiente e protegidos da luz, até
atingirem temperatura ambiente.

A absorbancia dos extratos de clorofila assim obtidos foi observada em
espectrofotdbmetro a 665 nm e 648 nm. Os resultados foram expressos em miligrama de clorofila
a, clorofila b e clorofila total por grama de peso fresco de folha ou cotilédone fotossintetizante,
a partir das equacoes (1), (2) e (3) (BARNES et al., 1992):

Ca = 14,85(A%%) —5,14(A%8) (1)

Cp = 25,48(A%®) — 7,36(A%%%)  (2)

Ci = 7,94(A%) + 20,34(A%®)  (3)

Onde C, indica a concentragdo de clorofila a, Cp indica a concentracdo de
clorofila b e C; indica a concentracéo de clorofila total (mg g de material fresco); A%® e A®48
indicam as absorbéancias obtidas a 665 nm e 648 nm, respectivamente.

2.7. Avaliacdo de Células do Metaxilema

Para a avaliacdo das células do metaxilema, quatro raizes de gergelim crescidas
nas diferentes concentracfes da fragdo PaS-1, do composto selligueina A ou do controle
negativo foram imediatamente imersas em solucéo de etanol (H2O/EtOH 10:7 v/v) ao final do
bioensaio de crescimento inicial. A coloracdo das raizes foi feita pelo método de Fuchs
modificado (KRAUS; ARDUIN, 1997). Apds sete dias em solucdo de EtOH, as raizes foram
submetidas a clarificacdo com solugdo de hidroxido de sédio (H2O/NaOH 10:1 v/m) a 50 °C
por 48 h. Ao final desse periodo, as raizes foram coradas em solucgéo etanolica de lacmoide
0,25% por 24 h.

Apdbs esse processo, as raizes foram montadas entre lamina e laminula de
microscopia Optica com xarope de Apathy (KRAUS; ARDUIN, 1997), deixadas em
temperatura ambiente e protegidas da luz por sete dias, até a completa secagem das laminas.

As raizes foram entdo observadas sob microscopio éptico com camera digital

acoplada. Foram fotografados trechos do feixe central do metaxilema na regido média de cada
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raiz, com aumento de 10 ou 20 vezes. De cada micrografia foram medidas dez células do
metaxilema, com o auxilio do software Image J 1.48v (SCHNEIDER et al., 2012).

2.8. Andlise Estatistica

Os resultados foram submetidos aos testes de normalidade (Shapiro-Wilk, a =
0,05) e homocedasticidade (Levene, a. = 0,05). Quando os pré-requisitos de distribuicdo normal
e homogeneidade de variancias foram cumpridos, os dados foram submetidos a anélise de
variancia (ANOVA, a = 0,05), seguida do teste de Tuckey (a = 0,05) para comparagdo entre
médias. Nos casos em que um ou ambos pre-requisitos ndo foram cumpridos, os dados foram
submetidos ao teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis (a. = 0,05), seguido de teste de Welch
(o =0,05) para comparagao entre médias.

A concentracéo de inibicdo media (ICso) foi calculada para os resultados do
bioensaio com selligueina A que apresentaram inibicdo de pelo menos 50% com relacdo ao
controle negativo. Para isso, os dados foram ajustados a uma curva sigmoide de dose-resposta

(escala logaritmica) definida pela equag&o (4):

V= Yoin + o (@)

Onde X indica o logaritmo da concentracdo; Y indica a resposta (atividade
inibitdria); Ymax € Ymin S40 0s valores maximo e minimo da resposta, respectivamente; e 1Csg
indica o valor de X para o qual a curva se encontra entre Ymax € Ymin (ANESE, S. et al., 2015).
O ajuste dos dados ao modelo logistico de trés parametros (3PL) para o calculo do ICso é
descrito pelo valor do coeficiente de determinacdo (R?). Os calculos de ajuste da curva, valores

de ICso e de R? foram realizados utilizando o software GraphPad Prism 4.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A quantificagdo de polifenois pelo método Folin-Ciocalteu, fazendo uso da
curva analitica definida pela equagéo (5), apresentou a fracdo PaS-1 (0,963 g; Ho.O/MeOH 1:0
— 5:3 v/v) como a mais enriquecida em polifendis totais (EAG = 169,44 + 1,46 mg g). A
segunda fracdo com maior quantidade de polifendis totais foi PaS-3 (0,023g; H.O/MeOH 5:4
viv; EAG = 47,93 + 1,21 mg g), sequida pela fragdo PaS-2 (0,187 g; MeOH; EAG = 42,68 +
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0,30 mg g). Por se apresentar como a fragdo mais enriquecida em polifendis, a fracdo PaS-1
foi escolhida para realizar os bioensaios de crescimento inicial.

A fracdo PaS-1 apresentou potencial alelopatico contra todas as espécies
testadas, com atividade inibitdria significativamente diferentes do controle para todos os
parametros morfoldgicos avaliados (Tabela 1). Para as espécies bioindicadoras gergelim (S.
indicum) e cebola (A. cepa), o 6rgdo mais afetado foi a raiz. Para gergelim ndo houve inibigdo
do crescimento inicial do caule (Tabela 1, Figura 2.2), enquanto que para cebola houve
atividade inibitoria significativa sobre o talo apenas na maior concentragdo (0,8 mg mL™).
Neste caso, houve uma reducédo do valor médio do comprimento do talo de cebola de 31,99 mm
no controle para 22,64 mm na concentracéo de 0,8 mg mL™, correspondente a uma inibicéo de
29,23% (Tabela 2.1, Figura 2.3).

Figura 2.2. Aspecto das plantulas de gergelim (S. indicum) crescidas na presenca da fragdo PaS-
1.
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Figura 2.3. Aspecto das plantulas de cebola (A. cepa) crescidas na presenca da fracdo PaS-1.

Para cebola, a inibicdo do desenvolvimento inicial da raiz resultou em uma
significativa reducdo do valor médio do comprimento, de 24,29 mm no controle para 11,37 mm
na concentragéo de 0,8 mg mL™, correspondente a uma inibicdo de 53,20% (Tabela 1, Figura
2.3). Para gergelim, a fragdo PaS-1 exerceu uma redugdo significativa do comprimento final
médio da raiz, de 55,08 mm no controle para 35,52 mm na concentracdo de 0,8 mg mL™,
correspondente a uma inibicdo de 35,51% (Tabela 1, Figura 2.2). Para gergelim também foi
avaliado o tamanho das células do metaxilema radicular. Baseado nos dados de distribuigéo das
classes de tamanho das células do metaxilema radicular de gergelim (Tabela 2.2), foi observada
distribuicdo uniforme das células das plantas do controle, com maior distribuicdo das células
(32,5%) entre 170 um e 230 um. Plantulas de gergelim crescidas na presenca da fragéo PaS-1
apresentaram células do metaxilema significativamente menores do que o as do controle, com
reducdo significativamente diferente do controle nas concentracdes de 0,4 mg mL™* e 0,8 mg
mL1, com valores médios de 121,75 um e 108,96 um, respectivamente (Tabela 2.2, Figura

2.4). Essa redugdo corresponde a uma inibicdo de 41,41% na maior concentrag&o.
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Tabela 2.1. Crescimento inicial de plantulas de gergelim (S. indicum), cebola (A. cepa), capim-rabo-de-raposa (S. parviflora) e capim-braquiaria
(U. decumbens) crescidas na presenca da fragcdo PaS-1.

Pardmetro Estatistica
) Controle 0,2 mg mL! 0,4 mg mL? 0,8 mg mL!
(unidade) X2 (p)P F (p)°
S. indicum
Caule (mm) 2285+150a 2264+109a 2357+134a 2224+ 174a - 0,62 (0,61)
Raiz (mm) 55,08 £ 3,63 a 44,80+ 2,58b 4191+127b 3552+148¢c - 45,04 (8,33 x 107)
Células do

metaxilema (pum)

185,96 + 9,63 a

146,15 £ 22,88 ab

121,75 £22,74 b

108,96 £ 15,95 b

- 9,93 (0,0014)

A. cepa

Talo (mm) 31,99+ 3,38a 28,87 +£0,52a 27,16 1,72a 22,64+1,12D 12,07 (0,0070) -

Raiz (mm) 24,29+ 4,67 a 17,78+ 0,49 b 14,15 + 0,66 bc 11,37+£0,94 ¢ - 14,77 (2,48 x 10
S. parviflora

Talo (mm) 6,07 +0,43a 4,86+0,27b 481+0,15b 421+0,13¢ - 32,70 (8,93 x 10°%)

Raiz (mm) 34,05+ 1,38a 29,22+ 0,63 b 25,34+ 0,54 ¢ 23,43+0,93¢ - 93,90 (4,04 x 109)
U. decumbens

Talo (mm) 8,35+0,01la 8,35+ 0,15 ab 7,12+0,12 bc 7,13+0,07 ¢ 10,55 (0,013) -

Raiz (mm) 101,52 + 0,63 a 86,04 +£0,85b 83,80+0,90¢c 62,51+0,61d - 1997,00 (2,50 x 10°%%)

Médias na mesma linha acompanhadas das mesmas letras ndo diferem significativamente entre si (p < 0,05).
@ Média = desvio padrao.
b X2 = Estatistica H do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis.

¢ F = Estatistica F da ANOVA.
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Tabela 2.2. Frequéncia relativa (%) das classes de tamanho de células do metaxilema de
plantulas de gergelim (S. indicum) tratadas com o extrato PaS-1.

Classes de
tamanho  Controle 02mgmL? 04mgmL? 0,8mgmL?
(um)
0] 50 0,0 0,0 2,5 0,0
50 |- 80 0,0 5,0 17,5 22,5
80 |- 110 5,0 12,5 25,0 37,5
110 |- 140 10,0 37,5 17,5 17,5
140 - 170 27,5 20,0 25,0 12,5
170 |- 200 15,0 12,5 10,0 7,5
2001230 275 75 2,5 2,5
230 |- 260 7,5 50 0,0 0,0
260 |- 290 7,5 0,0 0,0 0,0
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Figura 2.4. Micrografias de células do metaxilema da raiz de plantulas de gergelim (S. indicum)
tratadas com a fracdo PaS-1. Micrografias obtidas com aumento de 10 vezes.
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O crescimento radicular ocorre por dois mecanismos principais: divisdo e
alongamento celular. Novas células s&o produzidas por rapida divisdo celular na regido do
meristema apical, seguida por diferenciacdo e alongamento na zona de alongamento da porc¢éo
imediatamente acima do apice da raiz. Na zona de alongamento, as células se expandem,
aumentando o volume vacuolar e a &rea externa de forma direcional, ao longo do eixo
longitudinal da raiz. Este processo é controlado por hormonios e é crucial para o
desenvolvimento de raizes funcionais (DOLAN; DAVIES, 2004; ROY; BASSHAM, 2014).
Neste trabalho, as células avaliadas foram as células do metaxilema radicular, por serem uma
caracteristica anatbmica prontamente mensuravel, maior do que outras células da raiz e com
paredes celulares mais grossas (ANESE, S. et al., 2015), permitindo assim uma avaliacdo
anatdmica do alongamento celular. Assim, a atividade inibitéria da fracdo PaS-1 sobre o
crescimento da raiz de gergelim pode ser visualizada em nivel celular por interferéncia no
processo de alongamento celular, o que pode levar ao comprometimento da funcionalidade da
raiz em condic¢des de campo.

Para as demais espécies alvo, todas elas monocotileddneas, ndo foi possivel
realizar a analise do tamanho das células do metaxilema da raiz, devido a organizacao dos feixes
de vasos condutores nessas plantas ser diferente do presente nas eudicotiledoneas. Este arranjo
diferente ndo permite o uso do método de clarificacdo e coloracdo aqui empregado para
visualizacdo e mensuragdo das células do metaxilema, sendo que um método alternativo eficaz
para esta finalidade ainda néo foi definido. Apesar disso, frente a evidéncia provida por esta
avaliacdo em plantulas de gergelim, pode-se esperar que a inibicdo do desenvolvimento
radicular das outras espécies alvo testadas se deem, pelo menos em parte, gracas a inibicdo do
alongamento celular nesse tecido.

Para a espécie nativa capim-rabo-de-raposa (S. parviflora) e para a espécie
invasora capim braquiaria (U. decumbens), o érgdo mais afetado também foi a raiz. Para capim
rabo-de-raposa houve inibicdo significativa do crescimento do talo e da raiz em todas as
concentragdes testadas da fragdo PaS-1 (Tabela 1). Neste caso, houve reducdo do tamanho
médio final do talo, de 8,07 mm no controle para 4,21 mm na concentracdo de 0,8 mg mL™,
enquanto que para raiz, a reducéo foi de 34,05 mm no controle para 23,43 mm na concentragdo
de 0,8 mg mL*. Estes resultados correspondem a uma inibicéo significativamente diferente do

controle, de 47,83% e 31,18% sobre talo e raiz, respectivamente (Tabela 2.1, Figura 2.5).
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Figura 2.5. Aspecto das plantulas de capim rabo-de-raposa (S. parviflora) crescidas na presenca
da fracdo PaS-1.

Para capim braquiéria houve inibicéo significativa do crescimento inicial do talo
nas concentragdes de 0,4 mg mL™* e 0,8 mg mL™ (Tabela 2.1, Figura 2.6), com reducio do
comprimento médio de 8,35 mm no controle para 7,13 mm na maior concentracao (0,8 mg mL"
1, correspondente a uma inibicdo de 14,61%. A raiz de capim braquiaria também sofreu
inibicdo significativa, com atividade diferente do controle para todas as concentragdes testadas
da fragcdo PaS-1. Nesse caso, houve uma reducdo do valor médio do comprimento da raiz de
101,52 mm no controle para 62,51 mm na concentracéo de 0,8 mg mL™, correspondente a uma
inibicdo de 38,43% (Tabela 2.1, Figura 2.6).

Quanto ao parametro bioquimico teor de clorofila, apenas gergelim e capim
rabo-de-raposa apresentaram inibicao significativa na presenca da fracdo PaS-1 (Tabela 2.3).
Para gergelim, atividade significativamente diferente do controle ocorreu em todas as
concentragOes para os teores de clorofila a e clorofila total, ndo havendo atividade sobre o
contedido de clorofila b. O teor médio de clorofila a foi reduzido de 0,97 mg g* no controle para
0,83 mg g* na concentragéo de 0,8 mg mL, correspondendo a uma inibicéo de 14,43%. O teor
de clorofila total teve reducdo significativa do valor médio de 1,14 mg g™ no controle para 1,00

mg g na maior concentragdo, correspondendo a uma inibicdo de 12,28%.
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Figura 2.6. Aspecto das plantulas de capim braquiaria (U. decumbens) crescidas na presenca da
fracdo PaS-1.

Capim rabo-de-raposa apresentou inibicdo significativamente diferente do
controle para os teores de clorofila a, b e total. Para esta espécie alvo houve reducdo do teor
médio de clorofila a de 1,61 mg g™ no controle para 1,10 mg g na maior concentragéo,
correspondendo a uma inibig&o de 31,68%. Para o teor de clorofila b houve redugéo de 0,23 mg
g para 0,16 mg g, correspondendo a uma inibicdo de 30,43% na maior concentragdo. Da
mesma forma, para clorofila total houve reducio de 1,84 mg g™* no controle para 1,26 mg g*
na concentracdo de 0,8 mg mL™, correspondendo a uma inibicéo de 31,52% (Tabela 2.3).

O capim rabo-de-raposa foi a Gnica espécie de monocotileddnea testada a sofrer
interferéncia da fracdo PaS-1 sobre os teores de clorofila. Esta espécie é nativa do Cerrado,
portanto, ocorre em areas sujeitas a invasao ndo apenas por P. arachnoideum mas também por
capim braquiaria. O conteudo de clorofila esta relacionado com a eficiéncia de captura de luz
(LOHBECK et al., 2014) e, como a clorofila a participa de varias fun¢des fisioldgicas na planta,
este € um pardmetro que permite avaliar disturbios no desenvolvimento e stress toxico
(FLORES-DE-SANTIAGO et al., 2012).

A fracdo enriquecida em polifendis PaS-1 apresentou potencial alelopatico sobre
espécies bioindicadoras, nativa e invasora do Cerrado. Assim, os resultados aqui apresentados
corroboram a hipétese da alelopatia como um dos mecanismos de dominancia de plantas do
género Pteridium (MATOS; BELINATO, 2010; WANG et al., 2011), pela producao e liberacdo
no ambiente de polifendis.

Outros autores se dedicaram a avaliar o potencial alelopatico de Pteridium spp.

Taylor e Thomson (1990) analisaram o efeito fitotdxico do lixiviado de frondes jovens, maduras
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e senescentes de P. esculentum em Sidney, na Australia. As espécies alvo selecionadas foram
a bioindicadora alfafa (Medigago sativa), as nativas trevo-branco (eudicotiledonea, Trifolium
repens) e azevém (monocotiledénea, Lolium perene). Lixiviados de frondes jovens e maduras
causaram inibicdo do desenvolvimento radicular de alfafa e trevo-branco, enquanto o0s
lixiviados de frondes senescentes causaram inibi¢cdo do desenvolvimento radicular tanto de
trevo-branco quanto de azevém. Matos e Belinato (2010) observaram inibicdo na germinacao e
desenvolvimento inicial de espécies arboreas pioneiras e secundarias do Cerrado exercido por
lixiviados de frondes de P. arachnoideum, inclusive com inibi¢do do comprimento radicular.

No presente trabalho, todas as espécies testadas apresentaram inibi¢cdo do
desenvolvimento radicular, quando na presenca da fracdo enriquecida em polifendis da
serrapilheira de P. arachnoideum. Cabe ressaltar que o método de extracdo aqui empregado
pode resultar na presenca de compostos liberados do interior do tecido senescente que podem
néo estar presentes no seu lixiviado (CABOUN; JOHN, 2015), causando maior atividade do
que a que seria observada no ambiente natural.

Glass (1976) analisou o crescimento da espécie bioindicadora cevada
(eudicotiledénea, Hordeum vulgare) na presenca de solucdes que simulavam a constitui¢éo de
compostos fenolicos associados a rizosfera de P. aquilinum na Nova Zelandia, contendo acido
p-hidroxibenzdico, &cido vanilico, acido p-hidroxicindmico e acido fertlico. Apds trés semanas
de experimento, as raizes das plantas tratadas com estas solucGes apresentavam 8 cm de
comprimento, contra 25 centimetros do controle (inibicdo de 68%). Além do periodo
prolongado de experimento, o modelo experimental empregado ndo permite inferir qual dos
compostos seria 0 responsavel pela atividade observada, ou se esta seria resultado de atividade
sinérgica entre eles (SOUZA FILHO et al., 2010).
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Tabela 2.3. Teores? de clorofila a (Ca), clorofila b (Cb) e clorofila total (Ct) de plantulas de gergelim (S.
raposa (S. parviflora) e capim-braquiaria (U. decumbens) crescidas na presenca da fragdo PaS-1.

indicum), cebola (A. cepa), capim-rabo-de-

Estatistica
Controle 0,2 mg mL! 0,4 mg mL! 0,8 mg mL!
X2 (p)° F(p)°
S. indicum
Ca 0,97+0,01la 0,89+0,01b 0,85+0,09 b 0,83+£0,12b 8,47 (0,036) -
Co 0,17+0,01a 0,15+0,01a 0,14+0,02a 0,15+0,03a 6,71 (0,079) -
Ct 1,14+ 0,01a 1,04+£0,02b 0,99+0,11b 1,00£0,14b 8,47 (0,036) -
A. cepa

Ca 0,66+ 0,09 a 0,63+0,05a 0,58 +0,07 a 0,63+0,07 a - 2,82 (0,084)
Co 0,09+0,02a 0,08+0,03a 0,08 +0,01 a 0,09+0,02a - 1,15 (0,369)
Ci 0,75+0,11a 0,71+0,055 a 0,66 + 0,08 a 0,72+0,08a 5,36 (0,147) -

S. parviflora
Ca 1,61+0,09a 160+0,10a 1,17+0,12b 1,10£0,14b - 20,99 (4,58 x 109)
Ch 0,23+0,03a 0,12+0,05 b 0,15+0,01b 0,16+0,01b - 8,41 (0,0028)
C 184+01a 1,70+ 0,06 a 1,32+0,13b 1,26 +£0,15b - 23,23 (2,75 x 109)

U. decumbens
Ca 1,38+ 0,15a 1,38+ 0,16 a 1,23+0,16a 1,37 +0,08 a 3,20 (0,361) -
Cp 0,21+0,07a 0,22+ 0,06 a 0,21+0,03a 0,24+0,05a 2,25 (0,521) -
Ci 1,59+0,12a 160+0,12a 1,43+0,19a 1,62+ 0,09 a - 1,75 (0,210)

Médias na mesma linha acompanhadas das mesmas letras ndo diferem significativamente entre si (p < 0,05).
2 Contetido de clorofila expresso como miligramas de clorofila por grama de tecido fresco (mg g + desvio padréo).

b X? = Estatistica H do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis; p = probabilidade.

¢ F = Estatistica F da ANOVA; p = probabilidade.
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A proantocianidina selligueina A é um tanino condensado encontrado como
composto secundario majoritario em extratos de frondes verdes e serrapilheira de P.
arachnoideum, apresentando atividade fitotoxica (JATOBA et al., submetido). Esta também é
a principal substancia polifendlica encontrada na fragdo PaS-1, de acordo com andlise de CCD.
Assim, foi realizado bioensaio de crescimento inicial com selligueina A isolada da serrapilheira
de P. arachnoideum sobre a espécie bioindicadora gergelim, a fim de estabelecer o seu potencial
alelopatico.

Selligueina A promoveu inibicdo significativa do comprimento final do caule e
daraiz de plantulas de gergelim em todas as concentracGes testadas (Tabela 2.4). Para os valores
médios de comprimento final do caule destas plantulas, houve reducéo significativa de 22,85
mm no controle para 10,92 mm na concentracdo de 1mM, correspondendo a uma inibicéo de
52,21% entre o controle e a maior concentracdo. Para o comprimento médio final da raiz, houve
reducdo significativa de 55,08 mm no controle para 29,65 mm na maior concentragéo,
correspondendo a uma inibicdo de 46,17% (Tabela 2.4, Figura 2.7). Enquanto o
desenvolvimento do caule foi levemente mais afetado do que o da raiz, o que pode afetar a
habilidade competitiva por luz e espaco em condi¢Bes de campo, a inibicdo do desenvolvimento
radicular pode prejudicar a obtencdo de agua e nutrientes, aspectos criticos para a sobrevivéncia
e estabelecimento das plantulas (DOLAN; DAVIES, 2004; GROSSNICKLE, 2012).

Figura 2.7. Aspecto das plantulas de gergelim (S. indicum) crescidas na presenca de selligueina
A.



Capitulo Il 67

Tabela 2.4. Crescimento inicial® de plantulas de gergelim (S. indicum) crescidas na presenca de

selligueina A.
Caule (mm) Raiz (mm) Céfulas do Anormalidades
metaxilema (pm) (%)
Controle 22,85+1,50a 55,08 + 3,63 a 166,17 £ 1591 a -
0,0lmM 14,12+0,64 Db 3597+1,15b 142,20 £ 9,63 a 15,00 + 10,00 a
0,03mM 1499+162b 3528+335bc  130,17+8,28ab 30,00 + 14,14 ab
0lmM 12,73+1,67bc 33,39+193bc 133,20 + 25,93 ab 37,50+9,57b
03mM 1231+050bc 30,88%+1,88bc 103,21+17,71hbc 67,50+ 17,08 c
1mM 10,92+1,30c 29,65+1,05c¢ 81,72 +10,53 ¢ 75,00 £13,00d
F (o) 41,38 58,57 13,12
P) (6,26 x 10°9) (4,08 x 1019 (1,78 x 10°) '
X2 (p)° 15,28 (0,0036)

Médias na mesma coluna seguidas das mesmas letras ndo diferem significativamente entre si de acordo com o
teste de Tuckey (p < 0,05).
4 Média + desvio padréo.

b F = Estatistica F da ANOVA; p = probabilidade.
¢ X? = Estatistica H do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis; p = probabilidade.

Além da inibicdo do seu tamanho final, plantulas de gergelim crescidas na

presenca de selligueina A também apresentaram anormalidades. Plantulas anormais séo

definidas como aquelas que ndo apresentam potencial para continuar crescendo e dar origem a

plantas saudaveis, ou normais (BRASIL, 2009). As anormalidades apresentadas por estas

plantulas incluiram o desenvolvimento de raizes laterais no colo, inversdo geotrépica da raiz, e

necrose do meristema radicular e caulinar (Figura 2.8). Nenhuma plantula do controle

apresentou anormalidades. A proporcao de anormalidades variou de 75% a 15%, da maior para

a menor concentracao, sendo os maiores indices observados nas concentracées de 1 mM e 0,3
mM (Tabela 2.4).
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Figura 2.8. Aspecto das anormalidades apresentadas por plantulas de gergelim crescidas na
presenca de selligueina A. (A) Desenvolvimento de raizes laterais no colo; (B) Inversdo
geotropica da raiz e necrose do meristema radicular; (C) Necrose do meristema caulinar.

Baseado nos dados de distribuicdo das classes de tamanho das células do
metaxilema radicular de gergelim (Tabela 2.5), foi observada distribui¢do uniforme das células
do controle, com maior distribuicdo das células (40%) entre 140 um e 170 um. Plantulas de
gergelim crescidas na presenca de selligueina A apresentaram células do metaxilema
significativamente menores do que o as do controle, com reducdo significativamente diferente
do controle nas concentracdes de 0,3 mM e 1 mM, com valores médios de 103,21 um e 81,72
pm, respectivamente (Tabela 2.5, Figura 2.9). A atividade inibitdria de selligueina A variou
entre 50,82% e 14,42%, da maior para a menor concentragdo, com ICso de 0,98 mM (R? = 0,96).

Ao estudar a influéncia da interagdo alelopatica na formacdo de coldnias
monotipicas de outras samambaias, Kato-Noguchi et al. (2012) observaram inibicdo do
desenvolvimento inicial do talo e raiz de Avena fatua (monocotiledonea) e Echinochloa
colonum (eudicotileddnea) pelo tanino condensado cinnamotanino B-1, isolado de frondes de
Dicranopteris linearis (Gleicheniaceae), com ICsp entre 0,34 e 1,31 mM para inibi¢do da raiz.
Estes valores de concentracdo foram considerados como bastante provaveis de serem
encontrados no ambiente natural, e sua faixa inclui o valor de concentracdo para o ICso

encontrado para selligueina A sobre as células do metaxilema de agrido.
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Tabela 2.5. Frequéncia relativa (%) das classes de tamanho de células do metaxilema de
plantulas de gergelim (S. indicum) tratadas com selligueina A.

Classes de
tamanho Controle 0.01mM 0.03mM 01mM 03mM 1 mM
(Lm)
0 |- 50 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 7,5
50 |- 80 0,0 5,0 2,5 7,5 12,5 37,5
80 |- 110 0,0 22,5 25,0 20,0 52,5 45,0
110 |- 140 25,0 20,0 32,5 30,0 30,0 10,0
140 |- 170 40,0 27,5 27,5 22,5 5,0 0,0
170 |- 200 20,0 15,0 10,0 17,5 0,0 0,0
200 |- 230 7,5 7,5 2,5 2,5 0,0 0,0
230 |- 260 2,5 2,5 0,0 0,0 0,0 0,0
260 |- 290 5,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Figura 2.9. Micrografias de células do metaxilema da raiz de plantulas de gergelim (S. indicum)

tratadas com selligueina A. Micrografias obtidas com aumento de 20 vezes.

Ao contrario do observado para a fracdo PaS-1, ndo houve inibicdo do teor de

clorofila de gergelim crescido na presenca de selligueina A (Tabela 2.6). Assim, a atividade

observada para PaS-1 pode ser devida a outras substancias presentes juntamente a selligueina

A em sua composicdo, ou a atividade sinérgica entre elas (SOUZA FILHO et al., 2010).



Capitulo Il 70

Tabela 2.6. Teores? de clorofila a (Ca), clorofila b (Cp) e clorofila total (Ct) de plantulas de
gergelim (S. indicum) crescidas na presenca de selligueaina A.

Ca Co Ct

Controle 1,05+0,11a 0,18 £0,02 a 1,25+0,13a
0,01 mM 1,00+ 0,03 a 0,19+0,02a 1,19+0,03a
0,03 mM 1,07+ 0,03 a 0,18 +0,02 a 1,26 +0,04 a
0,1 mM 0,95+0,08 a 0,19+0,01a 1,13+ 0,09 a
0,3mM 1,11+0,16 a 0,18+0,01a 1,30+0,18 a

1mM 1,06 £ 0,08 a 0,20+0,03 a 1,24 £ 0,09 a
Statistica Fer X Y Fo)

1,18 (0,36) 3,30 (0,65) 0,90 (0,50)

Meédias na mesma coluna seguidas das mesmas letras ndo diferem significativamente entre si, de
acordo com o respectivo teste de comparagdo entre médias.

3 Contetido de clorofila expresso como miligramas de clorofila por grama de tecido fresco (mg g
+ desvio padrdo).

b F = Estatistica F da ANOVA,; p = probabilidade.

¢ X? = Estatistica H do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis; p = probabilidade.

Selligueina A apresentou potencial alelopatico sobre as plantulas de gergelim,
afetando especialmente o desenvolvimento do caule e raiz. Em nivel celular, a inibi¢cdo do
crescimento da raiz pode ser explicada, pelo menos para as duas maiores concentra¢des (1mM
e 0,3 mM), pela reducdo observada no comprimento das células do metaxilema. A inibicédo
observada para as menores concentragdes poderia ser explicada por interferéncia no processo
de divisdo celular (DOLAN; DAVIES, 2004; ROY; BASSHAM, 2014), mas este mecanismo
ndo foi testado no presente trabalho. Wang et al. (2011) observaram reducéo da diviséo celular
no meristema radicular de rabanete (dicotileddnea, Raphanus sativus) exercido por extratos
aquosos de frondes de P. aquilinum em Taiwan. Essa atividade inibitoria chegou a interromper
totalmente a divisao celular nas raizes dessa planta alvo, mantendo as células meristematicas
em profase.

Os resultados aqui apresentados providenciam novas evidéncias sobre o papel
da alelopatia na dominéncia de plantas do género Pteridium. No entanto, vale ressaltar que os
obtidos com espécies bioindicadoras e em condi¢do de laboratorio podem néo se reproduzir em
condicBes de campo, devido a complexidade de fatores que podem interferir na atividade de

selligueina A, além das diferentes respostas fisiologicas das espécies nativas do Cerrado.
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4. CONCLUSAO

A fragdo enriquecida em polifendis da serrapilheira de P. arachnoideum, PaS-1,
apresentou potencial alelopatico sobre o crescimento inicial de todas as espécies alvo testadas,
duas espécies bioindicadoras e duas espécies de gramineas do Cerrado, uma invasora e outra
nativa. Além da reducdo das raizes dessas plantas, houve reducdo no contetudo de clorofila de
gergelim e capim-rabo-de-raposa, assim como reducéo no tamanho das células do metaxilema
radicular de plantulas de gergelim. Da mesma forma, o composto fendlico majoritéario desta
fracdo, selligueina A, também exerceu atividade inibitoria sobre a espécie bioindicadora
gergelim, com reducdo da raiz e parte aérea, além de reducdo no tamanho das células do
metaxilema radicular das plantulas que cresceram na presenca deste metabdlito isolado. Esta é
a primeira vez que o potencial alelopatico de uma substancia isolada de uma espécie do género
Pteridium é verificado, providenciando novas evidéncias sobre o papel da alelopatia na

dominéncia dessas plantas.
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CAPITULO 111

SELLIGUEINA A COMO ALELOQUI’MICQ DE Pteridium arachnoideum (Kaulf.)
Maxon. (DENNSTAEDTIACEAE): EVIDENCIAS EM ANALISES DE SOLO
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RESUMO

Pteridium aquilinum (Kaulf.) Maxon. € uma espécie pertencente ao clado das
monildfitas, familia Dennstaediaceae, conhecida popularmente como samambaio. E parte de
um complexo de espécies difundido mundialmente, presente em todos os continentes, com
excecdo da Antartida. Muitos estudos sobre a fitoquimica de Pterdium spp. foram realizados
devido ao interesse farmacéutico e toxicoldgico sobre as substancias do seu metabolismo
secundario. No entanto, pouco se conhece sobre o papel destes compostos na ecologia da planta.
Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a presencga deste composto, selligueina A, no
solo sob manchas de P. arachnoideum, sua concentracdo e sua interagdo com aspectos fisico-
quimicos do solo. Os valores obtidos para a concentracdo deste composto no solo variaram
entre 0,106 mM e 0,648 mM, com valores médios de 0,156 mM e 0,340 mM ao final da estagéo
chuvosa e da estacdo seca, respectivamente. De acordo com resultados de potencial alelopéatico
previamente reportados, selligueina A é encontrada na solucédo do solo em quantidade suficiente
para potencialmente atuar sobre espécies co-ocorrentes, favorecendo a dominancia de P.
arachnoideum. A presenga de P. arachnoideum em &reas de Cerrado altera condi¢Ges quimicas
do solo, especialmente com relacdo a concentragdo do nutriente N e de Al, quando comparada
a presenca de braquiaria (U. decumbens). Além disso, a concentracdo de Al se encontra
correlacionada a massa de serrapilheira e a concentracao de selligueina A nas areas amostradas.
Estes resultados corroboram a hipdtese de alelopatia como mecanismo de dominancia dessa
planta nas areas em que ocorre, com a primeira descri¢cdo de um aleloquimico para uma espécie
do género Pteridium, que apresenta atividade ndo apenas por fitotoxicidade direta, mas também

por acdo indireta, ao controlar a concentracdo de Al nessas areas.

Palavras-chave: Aleloquimico, tanino condensado, proantocianidina, cromatografia analitica.
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1. INTRODUCAO

Pteridium aquilinum (Kaulf.) Maxon. € uma espécie pertencente ao clado das
moniléfitas, familia Dennstaediaceae, conhecida popularmente como samambaio. E parte de
um complexo de espécies difundido mundialmente, presente em todos os continentes, com
excecdo da Antartida (DER et al., 2009; GIL DA COSTA et al., 2012).

O samambaiéo produz grande biomassa de frondes, extensos rizomas e grande
quantidade de serrapilheira. Comporta-se de forma oportunista, tirando vantagem de sua
capacidade de armazenar grandes quantidades de carboidratos nos rizomas, que sao resistentes
ao fogo. E descrito como uma espécie pioneira agressiva de dificil manejo, invadindo areas
abandonadas ou recém-queimadas (MATOS; BELINATO, 2010; GIL DA COSTA et al.,
2012), tendo se tornado uma importante espécie problema da Mata Atlantica e do Cerrado no
Brasil (MATOS; BELINATO, 2010; MIATTO et al., 2011).

Véarios mecanismos podem intermediar relacbes negativas entre plantas,
influenciando sua coexisténcia e distribuicéo espacial, como interagdes mediadas por recursos
e competicdo no sentido estrito, além de interacbes como a alelopatia (GREER et al., 2014;
ORROCK et al., 2015). A alelopatia é definida como qualquer processo envolvendo
metabolitos secundarios que influenciem no crescimento e desenvolvimento de sistemas
naturais e cultivaveis, podendo ser produzidos por plantas, algas, bactérias ou fungos, e
incluindo efeitos positivos ou negativos (IAS, 2011). Os efeitos mais bem documentados das
plantas sobre seu ambiente envolvem competicdo por recursos, principalmente por nutrientes
do solo (WEIDENHAMER; CALLAWAY, 2010). No entanto, a alelopatia tem sido proposta
como mediadora desses efeitos em ambientes naturais e agricolas, com aplicacdo na ciéncia das
plantas invasoras e controle de plantas daninhas (PETROSKI; STANLEY, 2009; INDERJIT et
al., 2011).

Os aleloquimicos pertencem a diferentes classes quimicas, podendo ser
substancias solUveis em agua, liberadas diretamente no ambiente pelas plantas vivas por meio
de exsudacéo radicular ou lixiviacdo, por intermédio da decomposicao de residuos vegetais ou
ainda, por volatilizagdo (ZENG, 2014; DUKE, 2015). Sua agdo pode ser direta, como as
alteracbes celulares e metabdlicas, ou pode ser indireta, incluindo alteracdes sobre o0s
organismos que habitam o solo e tém efeito sobre propriedades e caracteristicas nutricionais de
outras plantas (ROMEO, 2011; CIPOLLINI et al., 2012). Muitos compostos secundarios
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liberados no solo por plantas tem a fungdo de aumentar a disponibilidade de nutrientes, e
também podem apresentar atividade alelopatica (INDERJIT et al., 2011). Os efeitos dos
metabolitos produzidos por plantas invasoras sobre a geoquimica dos ecossistemas invadidos
também podem representar vantagem competitiva destas sobre as plantas nativas, integrando
os fatores envolvidos no processo de interferéncia (WEIDENHAMER; CALLAWAY, 2010).

O primeiro passo a ser tomado nos estudos em alelopatia é avaliar o potencial
alelopatico de uma planta por meio de experimentos que demonstrem que a alelopatia pode
contribuir nos efeitos negativos observados em outras plantas. Em seguida, a identificacdo das
substancias com possivel acdo alelopéatica deve ser realizada, assim como a determinacao dos
modos de producéo, liberacdo para o ambiente e quantificacdo da producdo basal dessas
substancias pela planta doadora (BLAIR et al., 2008; DUKE, 2015). Gracas aos avancos
técnicos nas areas de cromatografia e elucidacdo estrutural, foi possivel o isolamento e a
caracterizacdo de véarios compostos, permitindo o estudo de seus papéis fisiologicos e
ecolégicos (MACIAS et al., 2007).

Muitos estudos sobre a fitoquimica de Pterdium spp. foram realizados devido ao
interesse farmacéutico e toxicoldgico sobre as substancias do seu metabolismo secundario.
Animais que se alimentam de P. aquilinum, principalmente de frondes jovens, apresentam
sindromes como deficiéncia de tiamina, envenenamento agudo, degeneragdo progressiva da
retina e cancer do trato digestivo. Entre 0os compostos bioativos identificados nessas plantas
encontram-se glicosideos cianogénicos, taninos, flavonoides, derivados do &cido chiquimico,
pterosinas e pterosideos, entre 0s quais se destaca o ptaquilosideo, responsavel pelo efeito
carcinogénico do consumo de P. aquilinum por animais (GIL DA COSTA et al., 2012). No
entanto, pouco se conhece sobre o papel destes compostos na ecologia da planta
(WEIDENHAMER; CALLAWAY, 2010).

Justificativa

Frente as novas evidéncias do papel da alelopatia como mecanismo de
dominéncia de P. arachnoideum nas &reas em que se estabelece, com a identificacdo do
composto fitotdxico selligueina A nas frondes verdes e serrapilheira dessa planta (JATOBA et
al., submetido), faz-se necessario o estabelecimento da presenca desse composto no ambiente,
e sua disponibilidade em concentracdes relevantes para inibir o desenvolvimento de espécies
coexistentes em condigdes naturais (BLAIR et al., 2008; ROMEO, 2011; DUKE, 2015).

Hipoteses
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Os compostos do metabolismo secundario com atividade fitotoxica produzidos
por P. arachnoideum estdo presentes no ambiente e disponiveis para agir sobre o
desenvolvimento de espécies vegetais co-existentes.

Os compostos do metabolismo secundario com atividade fitotoxica produzidos
por P. arachnoideum que se encontram presentes no ambiente alteram propriedades fisico-

quimicas do solo, favorecendo seu estabelecimento e desenvolvimento.

Objetivos
O objetivo do presente trabalho foi avaliar a presenca de selligueina A no solo
sob manchas de P. arachnoideum, avaliar a sua concentragéo e a sua interagdo com aspectos

fisico-quimicos do solo.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Equipamentos e Reagentes

Solventes e reagentes comerciais foram utilizados de acordo com a
disponibilidade. Analise por cromatografia de camada delgada (CCD) foram realizadas
utilizando placas Alugram RP-18 W/UV2s4, eluidas com H2O/metanol (MeOH) (5:2 v/v) ou
H>O/MeOH/Acetonitrila (ACN) (5:1:1 v/v). Apos eluicdo, as placas foram reveladas por
submersdao em revelador oleum (&cido sulfarico, agua e &cido acético 1:4:20 v/v), seguido de
aquecimento a 120 °C. Cromatografia em fase reversa foi realizada utilizando-se silica gel
derivatizada com grupo octadesilsilano (C18) Discovery® DSC-18 (Supelco, USA).
Cromatografia flash foi realizada em equipamento CombiFlash Rf utilizando coluna RediSep
Rf Gold C18 de 15.5 g (ambos Teledyne Isco), com fluxo de 15 mL m™ a 25°C. Cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD) foi realizada
em equipamento Waters Alliance 2695 acoplado a detector Waters 2995 PDA, utilizando
coluna Luna 5 pum Phenyl-Hexyl (5 pm, 250 x 4,6 mm; Phenomenex), com volume de inje¢éo
de 15 pL, fluxo de eluicdo de 0,9 mL m™, a 25°C. Andlises de espectrometria de massas (MS)
foi realizado por CLAE-DAD acoplado a espectrometro de massas (CLAE-DAD-MS)
equipado com fonte de ionizacdo por eletrospray e analisador de massas de tipo triplo
quadrupolo, Waters Quattro Premier T-Wave, nas mesmas condi¢Oes especificadas

anteriormente.
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2.2. Preparagédo do Padréo Selligueina A

Selligueina A pura para utilizagdo como padrdo para a determinacdo de sua
presenca em extratos de amostra de solo foi obtida conforme descrito por Jatoba et al.
(submetido). Serrapilheira de Pteridium arachnoideum foi coletada na area de Cerrado da da
Universidade Federal de Séo Carlos, campus S&o Carlos, Estado de S&o Paulo (21°58'02.0" S,
047°52'09.9" O), ao final da estacdo seca. Uma exsicata da planta foi depositada no herbério do
Departamento de Botanica da UFSCar (Voucher n° HUFSCAR8797). Levando-se em
consideracdo a profundidade da camada de serrapilheira produzida por essa planta e 0s
diferentes estagios de decomposicéo ao longo do perfil de deposicédo, foram coletadas as folhas
mortas presentes nas camadas superficiais. O material foi triado para descarte das frondes
visualmente atacadas por fungos, lavado e seco em casa de vegetacdo (17 — 43 °C) até atingir
massa constante (190 h). Apds secagem, o material vegetal foi triturado em moinho elétrico e
0 po resultante foi utilizado para a obtencdo dos extratos.

A extracdo inicial do material vegetal foi realizada misturando-se 100 g de pd
vegetal e 500 mL de cada solvente utilizado. Primeiramente, foi realizada a extracdo com
hexano (Hex) para a retirada de ceras e gorduras, em banho de ultrassom por 15 minutos. Apés
filtracdo a vacuo, o processo foi repetido por outras quatro vezes com o solvente Hex. Em
seguida, foram realizadas cinco extragdes com acetato de etila (AcOEt), como descrito
anteriormente. O extrato AcOEt foi submetido a analise de CCD e submetido a cromatografia
em fase reversa.

A cromatografia em fase reversa foi realizada com silica gel (C18) em placa
filtrante acoplada a kitasato e bomba de vacuo, eluida com gradiente de metanol em agua (dgua
pura; HoO/MeOH 5:1, 5:2, 5:3, 5:4 v/v; MeOH puro), seguido por diclorometano (DCM) puro
para a eluicdo de substancias apolares (MIRANDA et al., 2015). Ao final do processo, foram
obtidas sete fracdes, submetidas a analise de CCD e reunidas de acordo com sua similaridade,
resultando em quatro fragdes finais (PaS-1 a PaS-4). A fracdo PaS-4 (0,180 g; DCM) foi
descartada, por apresentar-se majoritariamente composta por substancias apolares e clorofila,
de acordo com analise por CCD.

Uma aliquota (0,122 g) da fracdo PaS-1 (0,964 g; Ho.O/MeOH 1:0 — 5:3 v/v) foi
utilizada para o isolamento de selligueina A (JATOBA et al., submetido), a partir da otimizacao
do isolamento em cromatografia flash. Assim, a aliquota da fragdo PaS-1 foi submetida a
cromatografia flash de fase reversa (C18), com monitoramento UV a 214 nm e eluicdo em

gradiente de MeOH (solvente B) em agua (solvente A). O gradiente foi desenvolvido como
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segue: 0 — 10 minutos, aumento linear de 0% - 10% de B; 10 — 20 minutos, aumento linear de
10% - 40% de B; 20 — 30 minutos, aumento linear de 40% - 70% de B; 30 — 45 minutos,
aumento linear de 70% - 100% de B. O composto selligueina A foi coletado como um pico em
22 min (40% de B; H.O/MeOH 5:2 v/v).

2.3. Desenho Amostral

Solo e biomassa foram coletados sob dois bancos de Pteridium arachnoideum na reserva
de Cerrado da UFSCar, Sdo Carlos, Sdo Paulo (21°58'02.0" S, 047°52'09.9" W). Em cada banco
de P. arachnoideum foram estabelecidas cinco parcelas aleatdrias de 0,25 m? (0,50 x 0,50 m),
com distancia minima de 2 m entre parcelas (Tabela 3.1). A distancia entre as parcelas e a borda
entre vegetacdo e o aceiro mais proximo foram medidas. De cada parcela foram coletadas toda
a cobertura do solo, triadas para separacdo entre biomassa verde e serrapilheira, e entre material
vegetal de P. arachnoideum e de outras espécies vegetais coexistentes. Para isso, foi
considerado como biomassa verde todo material vegetal de coloracdo verde ainda anexado a
haste central da planta ereta e verde. A serrapilheira foi considerada como todo material vegetal
seco, de coloracdo acinzentada ou marrom, totalmente separado da haste central da planta ereta
e verde, ou ainda anexado a haste central de uma planta caida e acinzentada / marrom. Frondes
parcialmente verdes, anexadas ou ndo a haste da planta ereta, foram classificadas como
biomassa verde.

Para cada parcela também foram coletadas quatro sub-amostras de solo superficial,
combinadas a fim de resultarem em uma Unica amostra composta de solo por parcela (YANG
etal., 2010; CALLAWAY etal., 2011). As coletas foram realizadas ao final da estacdo chuvosa
e ao final da estacdo seca. Outras duas areas dominadas por Urochloa decumbens também
foram amostradas para coleta de solo, da mesma forma descrita anteriormente. Assim, foram
realizadas ao todo 20 amostragens para areas dominadas por P. arachnoideum, 20 amostragens
para areas dominadas por U. decumbens, sendo 10 amostras para cada categoria em cada

estagdo do ano (Figura 3.1).
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Tabela 3.1. Coordenadas geograficas de localizagcdo dos pontos de coleta de solo.

Pteridium arachnoideum

Urochloa decumbens

Estacdo chuvosa

Estacdo seca

Estagdo chuvosa

Estacdo seca

21°58'01.7" S
047°52'10.3" O
21°58'01.7" S
047°52'10.2" O
21°58'02.0" S
047°52'09.8" O
21°58'02.1" S
047°52'09.8" O
21°58'01.9" S
047°52'09.9" O
21°58'19.3" S
047°52'14.0" O
21°58'19.3" S
047°52'14.2" O
21°58'20.8" S
047°52'13.9" O
21°58'33.2" S
047°52'23.6" O
21°58'33.7" S
047°52'24.0" O

21°58'03.3" S
047°52'16.3" O
21°58'0.30 S"
047°52'16.6" O
21°58'03.3" S
047°52'16.8" O
21°58'03.0" S
047°52'17.3" O
21°58'04.1" S
047°52'16.4" O
21°58'32.0" S
047°52'22.9" O
21°58'31.9" S
047°52'23.6" O
21°58'33.4" S
047°52'23.1" O
21°58'33.9" S
047°52'23.2" O
21°58'33.3" S
047°52'23.7" O

21°58'11.1" S
047°51'51.4" O
21°58'11.5" S
047°51'51.3" O
21°58'11.9" S
047°51'51.2" O
21°58'11.7" S
047°51'50.8" O
21°58'12.0" S
047°51'50.8" O
21°58'01.9" S
047°51'43.0" O
21°58'01.8" S
047°51'42.2" O
21°58'01.8" S
047°51'42.0" O
21°58'01.6" S
047°51'41.6" O
21°58'01.8" S
047°51'40.9" O

21°58'19.3" S
047°51'85.9" O
21°58'19.3" S
047°51'85.4" O
21°58'19.7" S
047°51'85.0" O
21°58'20.8" S
047°51'84.8" O
21°58'19.9" S
047°51'83.9" O
21°58'03.1" S
047°51'72.6" O
21°58'02.9" S
047°51'72.1" O
21°58'02.6" S
047°51'71.2" O
21°58'03.1" S
047°51'69.2" O
21°58'04.5" S
047°51'68.1" O
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Figura 3.1. Localizagdo das manchas de P. arachnoideum e U. decumbens sob as quais foram
coletadas amostras de solo para andlise. Baldes assinalados com a letra P (azuis) indicam areas
dominadas por P. arachnoideum. Baldes assinalados com a letra B (amarelos) indicam areas
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dominadas por U. decumbens (braquiaria). Os limites da reserva de Cerrado da UFSCar
encontram-se marcados em laranja. Fonte: Google Earth.

A biomassa verde e de serrapilheira foram triadas para separacéo entre material
vegetal de P. arachnoideum e de outras espécies vegetais, e seca em estufa de circulagdo forcada
de ar a 90°C por 72 h para avaliacdo da biomassa seca (BERTHOLDSSON, 2011).

Amostras superficiais de solo (15 cm de profundidade) foram coletadas sob dois
bancos de P. arachnoideum e dois bancos de Urochloa decumbens. As amostras de solo foram
acondicionadas em sacos plésticos para alimentos e prontamente transportadas para o
laboratdrio e triadas para retirada de fragmentos visiveis de raizes, folhas, pedras, artrépodes
ou outros materiais estranhos ao solo a ser extraido, e separado em aliquotas para realizacdo
das diferentes analises.

Para cada amostra de solo, uma aliquota de aproximadamente 200 g foi
acondicionada em sacos plasticos para alimentos e enviada para realizacdo de andlises de
parametros fisico-quimicos do solo. Estas analises foram realizadas pelo Laboratério de Solos
e pelo Laboratério de Fisica do Solo da UFSCar, Araras, Sdo Paulo. Estas analises incluiram
medidas de pH, caracterizagao fisica (proporcao areia, silte e argila) e teor de nutrientes do solo
(nitrogénio, fésforo, calcio, magnésio, matéria organica total e aluminio) (adaptado de YANG
et al., 2010).

Para as amostras de solo coletadas sob P. arachnoideum, uma outra aliquota de
50 g de solo de cada amostra foi acondicionada em sacos plasticos para alimentos tipo “zip-
lock” e mantidas congeladas (< -20°C) até a realizacdo da extracdo para quantificacdo de
selligueina A (SAMPIETRO et al., 2009). Uma terceira aliquota de aproximadamente 30 g foi
utilizada para avaliacao gravimétrica do teor de umidade de cada uma dessas amostra. Para esta
analise, o solo de cada amostra foi pesado em balanca analitica e acondicionado em estufa a
105°C por 24h. Apos este periodo, as amostras foram novamente pesadas e o teor de umidade
foi calculado como a porcentagem da diferenca da massa da amostra antes e depois da secagem
em estufa (YANG et al., 2010).

Uma coleta de solo independente foi realizada no inicio da estacdo seca sob um
banco de P. arachnoideum na mesma area descrita anteriormente. Foram coletadas quatro
amostras independentes, e distantes entre si a0 menos dois metros (ESQ-1-ESQ-4). Estas
amostras foram triadas como previamente descrito e imediatamente extraidas para as analises

preliminares da presenca de selligueina A no solo sob P. arachnoideum.
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2.4. Extracdo e Analises Preliminares dos Extratos de Solo

As amostras de solo foram extraidas utilizando 50 g de solo fresco e 200 mL de
MeOH, sob agitacdo em agitador orbital (120 rpm) por 18 h (SAMPIETRO et al., 2009). Apo6s
este periodo, o extrato foi filtrado em papel de filtro qualitativo e seco sob fluxo continuo de ar.
O extrato seco foi re-suspendido em MeOH e filtrado com o uso de filtro de seringa Minisart®
(hidrofilico, acetato de celulose, 28 mm, didmetro de poro de 0,2-um, Sartorius Stedim Biotech)
para remocdo de particulas finas em suspensdo e secos novamente sob fluxo continuo de ar.
Para a analise da presenca de selligueina A nos extratos, estes foram solubilizados em 4 mL de
MeOH e analisados por CCD (eluicdo com H20O/MeOH 5:2 v/v) e CLAE-DAD. A andlise por
CLAE-DAD foi realizada utilizando elui¢cdo em gradiente com quantidades crescentes de ACN
(solvente B) em agua (solvente A), com o seguinte perfil: 0-20 min, aumento linear de 20-30%
de B; 20-25 min, aumento linear de 30-100% de B; 25-30 min, aumento linear de 100-20%
de B. As analises foram realizadas por injecOes independentes e subsequentes do padrao
selligueina A isolado a partir da serrapilheira de P. arachnoideum e dos extratos de solo.

A partir destas analises preliminares, o método cromatografico foi otimizado
para o seguinte perfil de eluicdo em gradiente: 0-5 min, aumento linear de 20-30% de B; 5-10
min, aumento linear de 30-40% de B; 10-15 min, aumento linear de 40-50% de B; 15-20 min,
aumento linear de 50-100% de B.

Os extratos de solo coletados para quantificacdo de selligueina A e mantidos
congelados foram descongelados em geladeira (4°C) por 24 horas e extraidos como descrito

anteriormente.
2.5. Quantificacao de Selligueina A no Solo

2.5.1. Curva analitica de padronizacao interna

Uma curva analitica de padronizacdo interna foi estabelecida para a
quantificacdo do composto selligueina A nos extratos de solo. Para isso, uma solugéo padréo
de concentragdo conhecida do padrdo interno quercetina (10 pg mL™) foi preparada, a qual
foram adicionadas concentragcdes conhecidas e variaveis do composto de interesse selligueina
A. As avaliagdes foram realizadas em triplicata para cada concentragdo do composto de
interesse (50; 100; 200; 400; 700 e 1400 ug mL™Y) (RIBANI et al., 2004; GOUVEA et al., 2012).
As solucdes foram analisadas por CLAE-DAD com meétodo cromatografico otimizado,
conforme descrito anteriormente. Para cada injecdo foram calculadas as integrais das areas sob

a curva dos picos de selligueina A (10 min) e quercetina (13 min) observados a272 nm. A curva
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analitica foi entdo calculada por regressao linear, relacionando a razdo de areas dos picos do
composto de interesse e do padrdo interno com as concentragdes do composto de interesse
usadas nas analises, cuja qualidade do ajuste da reta é descrita pelo coeficiente de correlacdo
(r?; Figura 3.2, Equacéo 1) (RIBANI et al., 2004).
y = 0,001 x + 0,0066 (1)
Onde y indica a razdo entre a integral dos picos de selligueina A e do padrdo
interno quercetina, observados a 272 nm, e x indica a concentracio de selligueina A (ug mL™).

Quercetina)

Razdo de Areas (Selligueain A /
B
|

8]}

0 200 400 800 1000 1200 1400 1600

- 600 800, L1000
Concentracdo de Selligueain A (ug/mL)

Figura 3.2. Curva analitica de padronizacéo interna utilizada para quantificacdo de selligueina
A em extratos de solo.

O valor do coeficiente de correlacio para esta curva foi de r2 = 0,9972, indicando
um ajuste adequado para a finalidade de quantificacdo de selligueina A por padronizagao

interna com quercetina.

2.5.2. Limites de Deteccédo e de Quantificacao

Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) da curva analitica de
padronizacdo interna foram calculados pelo método baseado em parametros da curva analitica,

conforme descrito nas equacoes (2) e (3) (RIBANI et al., 2004).

LD =33 x = ()

LQ =10 x = A3)

Onde S = estimativa do desvio-padrédo da resposta, determinada pela estimativa

do desvio-padréo do coeficiente linear da equacdo da reta da curva analitica; e a = coeficiente

angular da curva analitica.
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Os valores obtidos para ambos os parametros foi de LD =51,52 ugmL*e LQ =
156,11 pug mLt. Assim, foram desprezados os resultados obtidos para as amostras em que 0
valor calculado para a concentracdo de selligueina A em extrato reconstituido foi menor que o
valor de LQ.

2.5.3. Calculo da concentracao final de selligueina A no solo

Para quantificacdo de selligueina A nos extratos de solo, estes foram
solubilizados com 4 mL de solugdo de quercetina em MeOH (10 pg mL™) para analise por
CLAE-DAD utilizando o0 mesmo meétodo cromatografico adotado para estabelecimento da
curva analitica de padronizacdo externa, conforme descrito anteriormente. As analises dos
extratos de solo foram realizadas em triplicata, com inje¢des independentes e subsequentes dos
extratos obtidos para as diferentes parcelas e épocas de coleta.

A concentracdo de selligueina A no solo por grama de solo seco (ug g*) foi
calculada de acordo com a Equacéo (4) (SAMPIETRO et al., 2009):

Cs = (Ces X VMeOH)/(Msf - W) 4)

Onde Cs = concentracdo de selligueina A no solo por grama de solo seco (1ug g°
1): Ces = concentracéo de selligueina A no extrato analisado por CLAE-DAD, de acordo com a
curva de calibragdo de padronizacgdo externa (g mL™); Viveon = volume de MeOH utilizado na
reconstituicdo do extrato para injecao (4 mL); Msf = massa de solo fresco utilizado na extracao
(50 g); W = teor de umidade da amostra de solo extraida, medida por avaliagdo gravimétrica.

A concentracdo final de selligueina A nas amostras de solo foi entdo calculada
como concentracdo molar, de acordo com a Equacéo (5):

Cus = [Cs X (Mg = W)/M] /W (5)

Onde Cws = concentracdo molar de selligueina A na amostra de solo (mM); Cs
= concentracéo de selligueina A no solo por grama de solo seco (ug g1); Msf = massa de solo
fresco utilizado na extracdo (50 g); W = teor de umidade da amostra de solo extraida, medida

por avaliagdo gravimétrica; Ms = massa molar da selligueina A em daltons (816 Da).

2.5.4. Ensaios de Recuperacao

Uma curva analitica de padronizacdo externa foi estabelecida a fim de avaliar o
fator de recuperacgédo do composto substituto (surrogate) quercetina nos ensaios de recuperagao.
Para tanto, solucdes metandlicas em seis concentracOes diferentes de quercetina foram
preparadas nas concentragdes de 45, 100, 300, 500, 700 e 900 pg mL™2. As solugdes foram

analisadas por CLAE-DAD conforme descrito anteriormente, e a curva analitica de
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padronizacdo externa foi calculada como um gréfico relacionando a area do pico do composto
substituto (quercetina) com as concentragcdes usadas nas anélises, obtido por meio de regressao
linear (Equacao 6, Figura 3.3) (RIBANI et al., 2004).

y = 1066,3 x — 25769 (6)
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Figura 3.3. Curva analitica de padronizacdo externa utilizada para calculo da concentracéo de
quercetina em extratos de solo nos ensaios de recuperagao.

O valor do coeficiente de correlacio para esta curva foi de r2 = 0,9947, indicando
um ajuste adequado para a finalidade de quantificacdo de quercetina por padronizacao externa
nos ensaios de recuperacao.

Os valores de LD e LQ foram calculados para esta curva analitica conforme
descrito anteriormente para a curva analitica de padronizacao interna. Os valores obtidos para
ambos os parametros foi de LD = 16,02 pg mL* e LQ = 48,54 ug mL™.

O fator de recuperacao (R) do método de extracdo adotado foi calculado como a
proporcdo em porcentagem da quantidade do composto substituto quercetina adicionado em
solo livre de selligueain A, extraido e quantificado por este método (Equagdo 7). Para isso,
ensaios de extracdo foram realizados conforme descrito anteriormente, em triplicata, com
fortificacdo (spiking) nas amostras de solo de 50, 100 e 5000 pg mL™ (1, 2 e 10 vezes o valor
do limite de quantificacdo da curva de padronizacao externa), expresso como concentracdo em
extrato reconstituido (RIBANI et al., 2004; WANG et al., 2011).

_
R=2 ()

Onde Qg = quantidade de quercetina quantificada apds extracdo; Qa =
quantidade de quercetina adicionada ao solo a ser extraido. Medidas obtidas como concentracdo
em extrato reconstituido (ug mL™).

O solo utilizado como porgéo analitica desses ensaios de recuperacdo consistiu

de solo coletado sob manchas de P. arachnoideum, armazenado em sacos plasticos para
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alimentos e acondicionado sob refrigeracdo por 18 meses. No periodo de armazenamento, a
selligueina A do solo foi degradada pela microbiota natural do solo, ndo sendo mais detectavel
por analise CLAE-DAD quando extraido pelo método descrito anteriormente.

Valores aceitaveis para o fator de recuperacéo (R) estardo compreendidos entre
85 e 110%, com precisdo de até £ 20% (RIBANI et al., 2004). Os valores calculados para R
foram de 98,41%, 92,57% e 86,28% para as concentracdes de 50, 100 e 500 pg mL7,
respectivamente. Estes séo valores considerados aceitaveis e representam a exatiddo do método

de extracdo e quantificacao aqui empregados (RIBANI et al., 2004).

2.6. Andlise Estatistica

Os resultados foram submetidos aos testes de normalidade (Shapiro-Wilk, o =
0,05) e homocedasticidade (Levene, a = 0,05). Tendo sido observada ndo normalidade de
muitos grupos de dados, optou-se por realizar as analises de comparacgéo entre médias por testes
ndo-paramétricos. A analise estatistica dos dados obtidos para as concentracfes de sellgueina
A no solo coletado na estacdo chuvosa e na estacdo seca foram submetidos ao teste de Mann-
Whitney para comparacao entre médias (a=0,05). A andlise dos dados de caracteristicas fisico-
quimicas do solo coletado sob P. arachnoideum e sob U. decumbens nas diferentes estacdes de
coleta foi realizado pelo teste de Kruskall-Wallis (oo = 0,05) seguido pelo teste de Mann-
Whitney para comparacdo entre médias (a. = 0,05).

As andlises da relacdo entre fatores bioldgicos e a concentracdo de selligueina A
no solo sob P. arachnoideum, assim como a influéncia da sua concentracdo sobre parametros
fisico-quimicos do solo foram realizadas por andlise de correlacao linear de Pearson (r), seguida
pelo teste de significanciat (a = 0,05). Para os resultados com correlacao significativa também
foram estabelecidos os modelos de regressdo linear simples pelo método dos minimos
guadrados, sendo o intervalo de confianca de 95% calculado pelo método de bootstrap. Todas
as analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software Past 3.11 (HAMMER et al.,
2001).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Andlises Preliminares

A anélise preliminar do padrdo selligueina A isolado da serrapilheira de P.
arachnoideum e das amostras de solo ESQ-1 a ESQ-4 por CLAE-DAD-MS apresentou este
composto como um pico cromatografico em 17.50 min (H20/ACN 5:2 v/v; Figura 3.4), com
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absorcdo UV em 272 nm e adutos de relagdo massa / carga m/z 839 [M+Na]* e m/z 855 [M+K]*

(Figura 3.5). Nao foi possivel encontrar o ion [M+H]" pelo método utilizado.
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Figura 3.4. Cromatogramas de extratos de solo coletado sob manchas de P. arachnoideum para
analise preliminar. (S) Padrdo de selligueina A isolada da serrapilheira de P. arachnoideum;
(E1) Amostra de solo ESQ-1; (E2) Amostra de solo ESQ-2; (E3) Amostra de solo ESQ-3; (E4)
Amostra de solo ESQ-4; (1) Pico de selligueina A em 17.50 minutos.

Assim, o composto selligueina A foi identificado no solo sob P. arachnoideum
nas quatro amostras independentes coletadas, como um dos compostos majoritarios na solucao
do solo (Figura 3.4). Metabdlitos secundarios produzidos por plantas sdo liberados no ambiente
por diversos mecanismos. Dentre eles, a lixiviacdo de frondes verdes e serrapilheira, e
decomposicdo de serrapilheira sdo os mais provaveis meios envolvidos na liberacdo no

ambiente de selligueina A por P. arachnoideum (ZENG, 2014).
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Figura 3.5. Espectro de massas em modo full scan (A) e absorcdo UV (B) do pico
correspondente a selligueina A.

Os resultados aqui reportados corroboram mais uma vez a hipétese de alelopatia
em plantas do género Pteridium, com a identificacdo de um tanino condensado, um composto
polifendlico, produzido nas frondes verdes de P. arachnoideum, presente em sua serrapilheira
como metabdlito secundario majoritario e presente no solo sob as areas dominadas por esta

planta.
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3.2. Quantificacgéo de Selligueina A no Solo sob P. arachnoideum

Andlises quantitativas das amostras de solo coletadas sob P. arachnoideum
foram realizadas a fim de compreender a relacdo entre a biomassa da planta, a concentracéo de
selligueina A no solo e fatores fisico-quimicos do solo, em diferentes estacGes. Para isso,
utilizou-se o método de quantificacdo por CLAE-UV com curva analitica de padronizacao
interna, avaliando-se o0s cromatogramas obtidos a 272 nm. A Figura 3.6 apresenta o
cromatograma obtido para a solugdo de quercetina a 10 pg mL' e um cromatograma
representativo daqueles obtidos para os extratos de solo solubilizados com esta solucédo de
quercetina. O pico referente a quercetina foi identificado em 13 minutos, a partir da analise do
espectro de massas (m/z 303 [M+H]") e da absor¢do UV (253 nm e 366 nm) caracteristicos
(Figura 3.7) (DAY et al., 2000; VACEK et al., 2013).

A partir da analise quantitativa dos extratos de amostras de solo coletadas sob
manchas de P. arachnoideum foram calculadas as concentragdes molares (mM) de selligueina
A na solucédo do solo para cada parcela, em cada estacdo de coleta. Os valores obtidos nesta
analise variaram entre 0,106 mM e 0,648 mM. Os dados de distribuicdo da frequéncia relativa
das classes de concentracdo de selligueina A no solo nas diferentes estacdes de coleta (Tabela
3.2) apresentam uma maior frequéncia de distribuicdo entre 0,1 e 0,2 mM (71,43%) ao fim da
estacdo chuvosa, enquanto essa distribuicdo mostra-se mais uniforme e abrangendo classes de
concentracdo maiores ao final da estacdo seca. Os valores médios encontrados para as amostras
coletadas ao final da estacdo chuvosa (0,156 + 0,045 mM) foram significativamente diferentes
daqueles encontrados ao final da estacdo seca (0,343 + 0,15 mM), de acordo com o teste de
Mann-Whitney (zc = 2,4765; p = 0,0133).
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Figura 3.6. Cromatogramas de solugio metanolica de quercetina a 10 pg mL™ (A) e de extrato
de solo solubilizado com solugdo metandlica de quercetina a 10 ug mL* (B).
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Figura 3.7. Espectro de massas em modo full scan (A) e absorcdo UV (B) do pico
correspondente a quercetina.

Tabela 3.2. Frequéncia relativa (%) das classes de concentracdo de selligueina A (mM) no solo
sob P. arachnoideum ao final da esta¢&o chuvosa e ao final da estagéo seca.

Concentracéo de Estacdo Chuvosa Estacdo Seca
Selligueina A (mM)
0,01-0,1 0,00 0,00
0,1-0,2 71,43 14,29
0,2]-0,3 28,57 28,57
0,3-0,4 0,00 28,57
0,4]-0,5 0,00 14,29
0,5]-0,6 0,00 0,00

Dentre os fenbmenos que podem explicar a variacdo sazonal observada para a
concentragdo de selligueina A no solo sob P. arachnoideum, encontram-se quelacdo por
particulas do solo (SAMPIETRO et al., 2009), degradacdo por microrganismos (LOU et al.,
2015) ou lixiviagdo (ZENG, 2014). O solo do Cerrado, caracterizado por sua origem em rochas
muito antigas e sedimentos marinhos do Proterozdico, e por alto intemperismo, apresenta-se
como &cido e pobre em nutrientes, rico em oxidos de ferro e aluminio, é profundo e muito bem
drenado. Estes solos arenosos apresentam-se pobres em particulas eletricamente carregadas que
favoreceriam a quelagdo de aleloquimicos (PEIXOTO et al., 2010; ZINN; LAL, 2013). A alta
solubilidade em &gua da selligueina A, observada em estudos preliminares (dados ndo

publicados), e a maior atividade da microbiota do solo do Cerrado durante a estacdo chuvosa
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(PIVELLO etal., 2010; SILVA et al., 2012), apontam para a biodegradacao e a lixiviagao deste
metabdlito pela agua percolante para camadas mais profundas do solo como os possiveis
mecanismos responsaveis pela menor concentracdo de selligueina A observada na solucéo do
solo durante a estacdo chuvosa.

Potencial alelopético foi observado para fracdo enriquecida em polifendis da
serrapilheira de P. arachnoideum sobre espécies bioindicadoras e de gramineas do Cerrado.
Para essas espécies foi observada inibicdo do desenvolvimento inicial da raiz e parte aérea, além
de diminuicdo do tamanho das células do metaxilema de gergelim (Sesamum indicum) e do
contetdo de clorofila em gergelim e capim-rabo-de-raposa (Setaria parviflora) (JATOBA et
al., em preparagdo). Tambem foi observado o potencial alelopatico do principal metabdlito
presente nesta fracdo, selligueina A, sobre o desenvolvimento inicial da espécie bioindicadora
gergelim. Dentre os parametros avaliados, houve inibicao do desenvolvimento da parte aérea e
raiz destas plantas nas concentra¢des de 1 mM a 0,03 mM, e reducdo do tamanho das células
do metaxilema da raiz destas plantas nas concentracbes de 1 mM e 0,3 mM. Esta faixa de
concentracdo compreende a encontrada na solucdo do solo sob P. arachnoideum, tanto ao final
da estacdo chuvosa gquanto ao final da estacdo seca. Assim, o aleloguimico selligueina A é
encontrado na solucdo do solo em quantidade suficiente para potencialmente atuar sobre
espécies co-ocorrentes, contribuindo para a dominancia de P. arachnoideum nas areas onde

ocorre.

3.3.Analises de Parametros Fisico-Quimicos do Solo

A fim de compreender se a presenca de P. arachnoideum e seus metabdlitos
secundarios influenciaria em aspectos fisico-quimicos do solo, sub-amostras de solo coletado
em cada parcela sob manchas de P. arachnoideum foram analisadas quanto a aspectos fisicos
(proporcdo areia, silte e argila) e quimicos (umidade, pH, matéria organica, K, Ca, Mg, P, N, e
Al). Da mesma forma, amostras coletadas em parcelas em areas sob manchas de U. decumbens
tambem foram analisadas.

Os resultados destas analises mostraram a auséncia de diferencas significativas
das propriedades fisicas do solo entre as duas espécies e as duas estagdes de coleta. Porém, para
as propriedades quimicas do solo, foram observadas diferencas significativas para todos os

parametros avaliados (Tabela 3.3).
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Tabela 3.3. Parametros fisicos e quimicos! de amostras de solo coletadas sob manchas de P.
arachnoideum e U. decumbens ao fim da estacdo chuvosa e ao fim da estacédo seca.

P. arachnoideum U. decumbens

Estatistica?

Estacéo B B B ’
Estacdo Seca  Estagdo Chuvosa  Estagdo Seca X2 (p)
Chuvosa
Areia (%) 64,90+965a 69,80+4,92a 72,30 + 3,40 a 70,30 +2,90 a 5,432 (0,12)
Silte (%) 6,00+1,70a 500+1,76 a 520+ 2,39a 510+1,06 a 6,993 (0,06)
Argila (%) 29,90+8,10a 2520+4,44a 2350+34la  2440+611la 6,876 (0,0572)
. 27,77
Umidade 1532 +268h 1342+2,13b  874+194a 8,36 +253a
(%) (4,06 x 10°%)
19,90
M.O. 9,89+268c 823+104bc  7,24+1,27ab 6,15+120a
(g dm?®) (1,78 x 104
17,73
pH 4,76 +0,31a 4,66 +0,18 a 496 +0,63 a 561+0,65b
(4,29 X 10%)
26,47
K 1,83+0,31¢c 0,87+0,20a 1,49+£0,73b 1,91 £0,90 bc
(mM dm3) (6,86 x 10°)
Ca 3,66+£297ab 5,02+0,64c 207+168a 7,52 +8,12bc 13,03 (0,0046)
(mM dm3)
20,23
Mg 2,24+0,65b 1,70+ 0,36 a 3,72+0,83¢ 3,33+0,57¢
(mM dm?) (1,52 x 10%)
19,78
P 2,00+£0,47b 2,00+£0,24b 1,87+0,23a 6,00+ 0,63 ¢
(mM dm™) (1,17 x 10%)
N 1607,14 + 1360,00 + 238,00 + 833,33 + 31,41
(mM dm3) 185,80 ¢ 194,08 c 4341 a 81,65b (6,34 x107)
| 33,1
A 11,05+182b 2145+255¢ 551+0,75a 587+0,95a
(mM dm3) (3,01x 107

Médias na mesma linha acompanhadas das mesmas letras ndo diferem significativamente entre si (p <

0,05).

1 Meédia * desvio-padrio.
2 X2 = Estatistica H do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis; p = probabilidade.

Dentre os pardmetros avaliados, as concentracBes de K, Ca, Mg e Al no solo

variaram sazonalmente nas areas dominadas por P. arachnoideum, comportamento néo

observado para as areas dominadas por braquiaria, com excecdo do nutriente Ca (Tabela 3.3).

Para K e Mg observou-se diminuicdo dos niveis de disponibilidade entre o final da estacéo

chuvosa e o final da estacdo seca em areas dominadas por P. arachnoideum. Por outro lado,

para Ca e Al, observou-se aumento da disponibilidade entre o final da estacdo chuvosa e o final

da estacao seca nestas mesmas areas.
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Potéassio e célcio sdo mantidos em niveis mais altos ao final da estagdo chuvosa
em areas dominadas por P. arachnoideum do que em &reas dominadas por braquiéria, mas sdo
encontradas em niveis mais baixos ao final da estacdo seca. Para P e N ndo foi observada
variacdo sazonal em areas dominadas por P. arachnoideum, mas os niveis de N nessas areas
sdo significativamente mais altos do que os encontrados sob braquiéria nas duas estac6es. Para
0s niveis de P, estes sdo mais altos apenas ao final da estagdo chuvosa, sendo que ao final da
estacao seca eles permanecem inalterados para P. arachnoideum e significativamente maiores
para braquiéria.

Para P. aquilinum foi observada a promocdo de ciclo aberto de nitrogénio em
areas de vegetacdo xerofila (heathland ou charneca, dominada por Colluna vulgaris) nas ilhas
britanicas, criando um ambiente mais rico em nitrogénio do que o encontrado sob a vegetacdo
nativa (DELUCA et al., 2012). Olivares e colaboradores (2007) observaram o comportamento
nutricional de P. caudatum em areas de savana tropical na Venezuela como apresentando altos
indices de razdo K/Ca na parte aérea, por apresentarem menor necessidade de K quando
comparado a eudicotileddneas e sendo vantajoso como controle de troca idnica em ambientes
xerofitos.

Os resultados aqui apresentados indicam evidéncias de promogéo de ciclo aberto
de nitrogénio por P. arachnoideum como ja observado para P. aquilinum. Neste caso, as
variagdes sazonais observadas poderiam ser explicadas pelas diferentes exigéncias nutricionais
impostas por diferentes taxas de crescimento e decomposicdo entre as estacfes chuvosa e seca
do Cerrado (WATRUD et al., 2003; SILVA MATOS et al., 2014).
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Figura 3.8. Modelos lineares da relagéo entre a concentracdo de selligueina A no solo e a massa
de serrapilheira (A) e a concentracdo de aluminio no solo (B) em areas dominadas por P.
arachnoideum ao final da estacdo chuvosa. Concentragcdo de selligueina A expressa em
milimolar (mM); massa de serrapilheira expressa em gramas (g); concentragdo de aluminio
expressa em milimolar por decimetro cubico (mM dm ). Linhas curvas (azuis) indicam limites
de 95% de confianca, de acordo com o método de bootstrap.



Capitulo 11l 97

Quando comparado as &reas dominadas por braquidria, os niveis de Al
encontrados em éareas dominadas por P. arachnoideum mostraram-se significativamente
superiores, enquanto os niveis de pH observados foram significativamente inferiores. Estes
resultados concordam com os descritos por Johnson-Maynard e colaboradores (1997) para uma
area dominada por P. aquilinum durante 30 anos na regido noroeste da América do Norte. Estas
alteracbes nas propriedades do solo poderiam entdo interferir significativamente com o

desenvolvimento de outras espécies nessas areas.

Tabela 3.4. Modelos lineares da relacdo entre a concentracdo de selligueina A no solo e a massa
de serrapilheira e a concentracéo de aluminio no solo em areas dominadas por P. arachnoideum
ao final da estacdo chuvosa.

Selligueina A x Serrapilheira Selligueina A x Al
Equacdo da reta y =5429,9x - 36,527 y =-26,678x + 15,587
Intervalo de a (2664; 7800,3) a (-74,702; -15,382)
confianca 95%* b (-538,08; 450,67) b (13,488; 21,277)
r 0,86007 -0,9066
r? 0,73972 0,82192
t(p)f 37,696 (0,013028) * -37211 (0,033782) *

¥ Intervalo de confianga calculado de acordo com o método de bootstrap.
Tt = estatistica t para o coeficiente de correlagdo linear de Pearson (r) entre x e y; p = probabilidade.
Dados marcados com (*) mostram correlagdo significativa.
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Figura 3.9. Modelo linear da relacéo entre a massa de serrapilheira e a concentragédo de aluminio
no solo em &reas dominadas por P. arachnoideum ao final da estacdo seca. Massa de
serrapilheira expressa em gramas (g); concentracdo de aluminio no solo expressa em milimolar
por decimetro ctibico (mM dm). Linhas curvas (azuis) indicam limites de 95% de confianca,
de acordo com o0 metodo de bootstrap.
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Tendo em vista a observacdo de alteragdes nas propriedades quimicas do solo
em areas dominadas por P. arachnoideum, desejou-se verificar a existéncia de relacdo entre
estas alteracGes e a concentracdo de selligueina A nessas areas, assim como com relacdo aos
dados de biomassa coletados. A analise de correlacdo linear de Pearson apresentou correlacao
significativa entre a concentracdo de selligueina A e a massa de serrapilheira, e entre a
concentragdo de selligueina A e a concentragdo de Al no solo ao final da estagdo chuvosa
(Figura 3.8 e Tabela 3.4). Da mesma forma, foi observada correlacéo significativa entre a massa
de serrapilheira e a concentracdo de Al no solo ao final da estacdo seca (Figura 3.9 e Tabela
3.5).

Apesar de ter sido observada correlacéo significativa entre estes parametros, o
ajuste da regressdo linear aos pontos amostrais ndo se apresentou satisfatorio para a relacao
entre selligueina A e serrapilheira, e entre serrapilheira e concentracdo de aluminio no solo
(Tabelas 3.4 e 3.5). Possivelmente, o pequeno nimero amostral a cada estagdo e as coletas
realizadas ao longo de apenas um ano de observagdo podem ter influenciado estes resultados.
Assim, um estudo mais amplo e ao longo de um periodo maior de observacéo seria necessario
para esclarecer a influéncia da cobertura de serrapilheira e da concentracao de selligueina A no
solo sobre os parametros quimicos avaliados.

O melhor ajuste observado do modelo linear (r? = 0,82192) foi para a relacio
entre a concentracgéo de selligueina A e a concentracao de Al no solo ao final da estacdo chuvosa
(Tabela 3.4). Assim, a presenca de selligueina A no solo estaria relacionada a capacidade de
aumento da concentracdo de Al no solo por P. arachnoideum, em uma correlacdo negativa. Esta
correlagdo indicaria, entdo, um importante papel da selligueina A na dominancia de P.
arachnoideum, de forma adicional aquele representado pela atividade inibitéria do
desenvolvimento ja descrita (JATOBA et al., em preparacdo). Considerando-se a toxicidade do
Al para o desenvolvimento vegetal (MORRIS et al., 2009), a maior concentracdo de selligueina
A em areas com menores concentragdes desse ion poderia indicar um trade-off de controle da
dominéncia de P. arachnoideum nessas areas. Da mesma forma que para as correlagdes
anteriores, maiores estudos seriam necessarios para esclarecer 0s mecanismos subjacentes a

relacdo entre a concentragdo deste metabdlito e a de Al no solo.
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Tabela 3.5. Modelo linear da relagao entre a massa de serrapilheira e a concentracao de aluminio
no solo em &reas dominadas por P. arachnoideum ao final da estacéo seca.

Serrapilheira x Al
Equacdo da reta y =0,010719x + 12947
a (-0,00046263; 0,022501)

Intervalo de
confianca 95%* b (3,4084; 20,088)
r 0,76661
r? 0,58768
t (p)T 26696 (0,044371) *
¥ Intervalo de confianca calculado de acordo com o método de
bootstrap.

Tt = estatistica t para o coeficiente de correlacdo linear de
Pearson (r) entre x e y; p = probabilidade. Dados marcados
com (*) mostram correlagdo significativa.

Esforcos realizados a fim de controlar a invasdo por plantas do género Pteridium,
incluindo experimentos de controle e restauracdo ecoldgica realizados no Reiono Unido e na
Noruega, mostraram que, no longo termo, o corte mecénico realizado duas vezes ao ano e
remocao da serrapilheira sdo as melhores abordagens para controlar P. aquilinum e promover
maior riqueza de espécies (GHORBANI et al., 2007; MAREN et al., 2008; STEWART et al.,
2008). A cobertura e profundidade da camada de serrapilheira de samambaido influenciaram a
composic¢do do banco de sementes em areas caracterizadas por vegetacdo herbacea e arbustiva,
e solos &cidos (acid grasslands e heathlands) no Reino Unido, agindo como uma barreira que
interfere na germinacdo ou impede as sementes de atingirem o solo (GHORBANI et al., 2006).
Os efeitos do samambaido neotropical na composi¢do do banco de sementes na Mata Atlantica
brasileira (SILVA; MATOS, 2006) também pode estar associada a cobertura de serrapilheira.
No entanto, em adi¢do ao efeito mecanico, as novas evidéncias aqui apresentadas sugerem que
a remocdo da serrapilheira como fonte de aleloquimicos pode também estar associada a maior
riqueza de espécies observada, quando este método é utilizado para controle e recuperacgéo das
areas invadidas (STEWART et al., 2008). Assim, fica clara a necessidade de se estabelecer se
a plasticidade fenotipica do género Pteridium (DER et al., 2009; GIL DA COSTA et al., 2012)
poderia influenciar sua composi¢do quimica, com especial atencdo aos taninos condensados
presentes nas frondes verdes e serrapilheira. Este conhecimento poderia levar ao
desenvolvimento de protocolos de controle de Pteridium mais eficientes para o proposito de

restauragdo ecoldgica.
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4. CONCLUSAO

A presenca de P. arachnoideum em éreas de Cerrado altera condigdes quimicas
do solo, especialmente com relacdo a concentragdo do nutriente N e de Al, quando comparada
a presenca de braquiaria (U. decumbens). Além disso, a concentracdo de Al se encontra
correlacionada a massa de serrapilheira e a concentracao de selligueina A nas areas amostradas.
Estes resultados corroboram a hipétese de alelopatia como mecanismo de dominéncia dessa
planta nas areas em que ocorre, ndo apenas por fitotoxicidade direta, mas também por acdo

indireta, ao alterar a concentracdo de Al nessas areas.
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CONCLUSOES FINAIS

O isolamento biodirigido dos diferentes tecidos de Pteridium arachnoideum
(Kaulf.) Maxon. levou a purificacdo e identificacdo da proantocianidina selligueina A como
metabdlito secundario majoritario nas frondes verdes e serrapilheira da planta, ainda que
ausente em seu rizoma. Esta € a primeira vez que o composto selligueina A é descrito para
Pteridium araachnoideum e para a familia Dennstaedtiaceae.

A fracdo enriquecida em polifendis extraidos da serrapilheira de P.
arachnoideum exerceu potencial alelopatico sobre o desenvolvimento inicial de espécies
bioindicadoras, nativa e invasora do Cerrado.

O composto selligueina A apresentou atividade fitotdxica sobre o alongamento
de coleoptilos estiolados de trigo, e potencial alelopatico sobre o desenvolvimento inicial de
gergelim.

O composto selligueina A estd presente no solo sob manchas de P.
arachnoideum como um dos principais metabolitos na solugéo do solo. Por apresentar atividade
fitotoxica, potencial alelopatico e estar disponivel no solo na faixa ativa de concentracao,
selligueina A pode ser considerada um aleloquimico desta planta.

A presenca de P. arachnoideum altera caracteristicas quimicas do solo,
especialmente quanto a concentracdo de N e Al, quando comparado a areas dominadas por
braquiaria (U. decumbens).

A concentracdo de Al se encontra correlacionada a massa de serrapilheira e a
concentracdo de selligueina A nas areas amostradas. Assim, P. arachnoideum apresentaria
atividade alelopéatica ndo apenas por fitotoxicidade direta, mas também por acdo indireta, ao
controlar a concentracdo de Al nessas areas.

Estes resultados corroboram a hip6tese de alelopatia como mecanismo de
dominancia dessa planta nas areas em que ocorre, com a primeira descri¢cdo de um aleloquimico

para uma espécie do género Pteridium.
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Mormalized Intensity

ANEXO A — Espectro RMN-'H de selligueina A isolada das frondes verdes de P. arachnoideum
(amostra GF-2B.2p). Espectro obtido em Metanol-d4.
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ANEXO A (continuacdo) — Espectro RMN-!H de selligueina A isolada das frondes verdes de P.

arachnoideum (amostra GF-2B.2p). Espectro obtido em Metanol-d4.

Tabela de dados espectroscopicos

NO. (ppm) {Hz) Height No. (ppm) {Hz) Height MNo. (ppm}) {Hz) Height No. {ppm) (Hz) Height No. {ppm} {Hz) Height
1 083 464 2 0.0146 12 348 17378 0.0144 23 424 21188 0.0142 34 590 2946 8 0.0194 45 6.76 33792 0.0252
2 1.81 954 .2 0.0404 13 3.84 19212 0.0481 24 443 2214 8 0.0164 35 597 28820 0.0813 46 6.78 33889 0.0240
3 2.14 1069.2 0.0753 14 3.85 19241 0.0821 25 4.44 22176 0.0161 36 597 2984.5 0.1226 47 6.80 33977 0.0265
4 2.81 14032 00137 15 3.86 19270 0.0488 26 447 22332 0.1496 ar 6.00 2998 2 01106 48 6.80 33907 0.0332
5 2.84 1419.8 0.1368 16 3.91 1954 4 0.0202 27 4.58 2289.0 0.1015 38 5.00 3000.6 0.0880 49 6.81 34026 0.2089
] 2 85 1423 8 0.08594 17 4.02 20107 0.1086 28 468 23353 0.0174 39 5.01 3005.5 0.0176 50 6.81 3404 6 0.0887
7 2 88 14409 0.0133 18 403 20141 0.1076 29 480 24005 0.0128 40 6.07 30319 0.0149 51 6.82 34005 0.0711
8 311 1553.9 0.1248 19 4.07 20346 0.1100 30 5.04 2518.8 0.0214 41 6.10 3047 .1 0.2214 52 6.83 34114 0.2206
a 312 1557.3 0.1380 20 4.07 20356 0.1108 3 5.32 26573 0.0238 42 6.71 33537 01765 53 6.83 3414 4 0.0546
10 3.34 1668.8 1.0000 21 4.08 20405 0.0233 32 577 28852 0.1554 43 6.73 3362.0 01750 54 6.84 34173 0.0348
11 3.38 1688.9 0.0133 22 4.09 2043.9 0.0205 33 5.81 20901.8 0.1872 44 6.75 3370.8 0.0269 55 6.84 3420.2 0.1738

MNao. {ppm) (Hz) Height No. (ppm}) (Hz) Height MNo. (ppm) {Hz) Height No. {ppm) (Hz) Height No. (ppm) (Hz) Height

56 5.85 3422.2 0.0650 61 7.21 3602.2 0.1699 66 7.33 36623 0.1835 71 7.44 37201 0.0238 76 7.88 3938.7 0.0889

a7 5.86 3426.6 0.0677 62 7.3 36511 0.0256 67 7.33 36653 0.0307 72 7.50 37459.4 0.0252

58 5.86 3428.6 0.1855 63 7.3 3653.5 0.1937 68 7.40 36971 0.0256 73 7.52 3758.2 0.0235

59 6.87 34315 0.0313 64 7.32 3656.0 0.06583 69 7.41 37054 0.0252 74 7.64 3818.3 0.1839

60 7.19 3593.4 0.1700 65 7.32 3660.4 0.0680 70 743 N7 0.0256 75 7.66 3828.1 0.1748
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ANEXO B — Espectro RMN-2C de selligueina A isolada das frondes verdes de P. arachnoideum
(amostra GF-2B.2p). Espectro obtido em Metanol-d4.
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ANEXO B (continuacéo) — Espectro RMN-13C de selligueina A isolada das frondes verdes de P.

arachnoideum (amostra GF-2B.2p). Espectro obtido em Metanol-d4.

Tabela de dados espectroscopicos

No. (ppm) (Hz) Height No. (ppm) Hz) Height No. (ppmm) (Hz) Height No. (ppm) (Hz) Height No. (ppm) (Hz) Height
1 28.93 4363.2 0.0158 10 96.47 14551.2 | 0.0163 19 11570 | 174504 | 0.0330 28 13184 | 198860 | 00129 37 156.86 | 23658.0 | 0.0170
2 29.85 4502.7 D.0141 1 96.57 14565.5 | 0.0185 20 11579 | 174647 | 0.0058 29 13256 | 199944 | 0.0161 38 15744 | 237473 | 0.0180
3 38.29 a9774.7 0.0162 12 98.33 14831.3 | 0.0180 21 115.98 | 174933 | 0.0721 30 15117 [ 22800.7 | 0.0129 39 157.88 | 23812.8 | 0.0210
4 67.23 101403 | 0.0186 13 99 99 15081.7 | 0.0136 22 129.06 | 194663 | 0.0458 Ell 15175 | 228889 | 0.0192 40 158.31 238784 | 0.0196
5 67.42 101689 | 0.1 14 104.71 157834 | 0.0128 23 12936 | 195116 | 0.0421 32 15408 | 232384 | 0.0160 4 158.78 | 239487 | 0.0202
] 72.87 109915 | 0.0173 15 106.24 | 160246 [ 0.0109 24 129.44 | 195235 | 0.0044 33 15555 | 234623 | 0.0188
7 75.94 11907.0 | 0.0218 16 106.73 | 16098.6 [ 0.0153 25 130.21 196404 | 0.0058 34 155.69 | 234826 | 0.0095
8 80.19 120854 | 0.0204 17 108.89 | 164240 [ 0.0145 26 130.74 | 197202 | 0.0441 a5 15586 | 235088 | 0.0190
9 96.05 1448580 | 0.0183 18 11546 | 174147 | 0.0480 27 131.27 | 197989 | 0.0185 36 156.04 [ 23536.3 | 0.0107
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ANEXO C - Espectro RMN-COSY-'H-H de selligueina A isolada das frondes verdes de P.

arachnoideum (amostra GF-2B.2p). Espectro obtido em Metanol-d4.
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ANEXO D — Espectro RMN-HSQC de selligueina A isolada das frondes verdes de P. arachnoideum
(amostra GF-2B.2p). Espectro obtido em Metanol-d4.
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ANEXO E - Espectro RMN-HMBC de selligueina A isolada das frondes verdes de P. arachnoideum
(amostra GF-2B.2p). Espectro obtido em Metanol-d4.
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ANEXO F — Espectro RMN-!H da fragdo L-3, obtida da serrapilheira de P. arachnoideum. Espectro
obtido em Metanol-d4.
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ANEXO G - Espectro RMN-tH de selligueina A isolada da serrapilheira de P. arachnoideum (amostra
L-2C.1). Espectro obtido em Metanol-d4.
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