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Depois de uma longa espera consegui, finalmente, plantar o meu jardim. Tive de
esperar muito tempo porque jardins precisam de terra para existir. Mas a terra eu nao tinha.
De meu, eu s6 tinha o sonho. Sei que € nos sonhos que os jardins existem, antes de
existirem do lado de fora. Um jardim € um sonho que virou realidade, revelacdo de nossa
verdade interior escondida, a alma nua se oferecendo ao deleite dos outros, sem vergonha
alguma... Mas os sonhos, sendo coisas belas, sdo coisas fracas. Sozinhos, eles nada podem
fazer: passaros sem asas... Sdo como as cangdes, que nada sdo até que alguém as cante;
como as sementes, dentro dos pacotinhos, a espera de alguém que as liberte e as plante na

terra. Os sonhos viviam dentro de mim. Eram posse minha. Mas a terra ndo me pertencia.

Rubem Alves
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RESUMO

Os vegetais liberam metabdlitos primarios e secundarios no ambiente que podem
influenciar no desenvolvimento da vegetacdo adjacente, este fenomeno de interferéncia ¢
denominado alelopatia. E reconhecida como um processo ecoldogico importante, pois
interfere na estrutura, distribuicdo, composicdo e dindmica de comunidades vegetais.
Estudos sobre interagdes alelopaticas podem ser uteis na busca por fitotoxinas naturais,
produzidas por plantas ou microrganismos a serem empregados como herbicidas naturais,
mais especificos e menos prejudiciais ao ambiente. De acordo com inventario floristico
realizado pelo IBGE a familia Myrtaceae ¢ uma das principais em riqueza e diversidade no
ecossistema de cerrado. Assim, este trabalho tentou esclarecer as seguintes questdes:
espécies da familia Myrtaceae presentes no cerrado apresentam potencial alelopatico?
Existe semelhanga na resposta alelopatica dentro dos géneros? Dentre as espécies ativas,
qual a mais promissora para se iniciar uma bioprospeccdo? Alguma dessas espécies
apresenta potencial para utilizagdo como herbicida em sistemas agroflorestais ou de
producdo organica de alimentos? Para responder essas perguntas foram realizados
bioensaios de germinacdo de didsporos e crescimento de plantulas, de espécies alvo
cultivadas e infestantes de cultura, e extragdo quimica de compostos ativos em folhas de
Myrcia tomentosa. As folhas maduras de Blepharocalyx salicifolius, Campomanesia
pubescens, Eugenia bimarginata, Eugenia klotzschiana, Eugenia myrcianthes, Eugenia
punicifolia, Myrcia bella, Myrcia lingua, Myrcia multiflora, Myrcia splendens, Myrcia
tomentosa, Psidium australe, Psidium cinereum, Psidium laruotteanum e Psidium rufum
foram coletadas, higienizadas, trituradas e armazenadas em embalagens plasticas até¢ a
utilizagdo. Na primeira etapa, os bioensaios de germinagdo e crescimento, foram efetuados
utilizando-se extratos aquosos de po6 de folhas em concentracdo de 10% (p/v). Como
espécies receptoras foram selecionadas duas eudicotiledoneas Lactuca sativa e Solanum
lycopersicum e, uma monocotiledonea A/lium cepa, nas quais foram aplicados os extratos
de todas as espécies de Myrtaceae comparadas ao controle (agua destilada). Na segunda
etapa, os bioensaios foram efetuados utilizando-se extratos aquosos de p6 de folhas em
concentracdo de 5 e 10% (p/v). Como espécies receptoras foram selecionadas as
infestantes de cultura Euphorbia heterophylla, Echinochloa crus-galli e Ipomoea
grandifolia, nas quais foram aplicados os extratos de folhas de B. salicifolius, M.
multiflora, M. splendens e M. tomentosa, comparadas ao controle negativo (dgua destilada)
e ao positivo (herbicida Oxifluorfem). Na terceira etapa, foram efetuados biotestes de
germinagdo, crescimento e de coleoptilo de trigo para direcionar a extracdo quimica de
compostos ativos de M. tomentosa. Para tanto as extracdes foram feitas empregando-se o
p6 de folhas e os solventes organicos de diferentes polaridades. Os extratos foram
fracionados em coluna cromatografica e purificados em CLAE. Os compostos isolados e
purificados foram identificados em RMN"C ¢ RMN'H, por comparacao de espectros. Os
resultados mostraram que extratos aquosos de doze das quinze espécies doadoras avaliadas
apresentaram atividade alelopatica e cada espécie demonstrou comportamento distinto em
relacdo a atividade alelopatica, ndo houve agrupamento por proximidade taxonOmica.
Avaliando as quatro espécies mais ativas sobre espécies invasoras, constatou-se o potencial
e a eficiéncia dos extratos, uma vez que estes foram mais fitotoxicos as espécies invasoras
que o herbicida. O extrato foliar de M. tomentosa destacou-se por demonstrar elevada
atividade mesmo em baixa concentragdo, assim foi realizada a extragdo quimica do po
folhas desta espécie. Foram isolados dois compostos do extrato acetato de etila: juglanina e
avicularina, o que as diferencia ¢ a hidroxila ligada ao carbono 3’ na molécula de
avicularina, esta diferenca produziu efeito fitotéxico mais acentuado da molécula de
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juglanina. O presente trabalho relatou pela primeira vez a presenca dos flavonoides
kaempferol (juglanina) e quercetina (avicularina) em uma espécie de Myrtaceae do cerrado
e deu embasamento para futuros estudos relativos a bioprospeccao da espécie Myrcia

tomentosa, da qual ndo se encontrou nenhum relato de estudos alelopaticos, fracionamento
e identificacdo de compostos quimicos.

Palavras-chave: alelopatia, crescimento, germinacao, fitotoxinas, herbicida, similaridade
entre géneros, extrato foliar aquoso, fracionamento quimico, flavondides.
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ABSTRACT

The plants release primary and secondary metabolites in the environment that may
influence the development of adjacent vegetation, this interference phenomenon is called
allelopathy. It is recognized as an important ecological process because it interferes with
the structure, distribution, composition and dynamics of plant communities. Studies on
allelopathic interactions may be useful in the search for natural phytotoxins are produced
by plants or microorganisms to be used as natural herbicides, more specific and less
harmful to the environment. According to floristic survey conducted by IBGE, Myrtaceae
family is one of the major in the cerrado ecosystem. This study attempted to clarify the
following issues: species of Myrtaceae family present in the cerrado (Brazilian savanna)
exhibit allelopathic potential? There is a similar allelopathic response within genera?
Among the active species, which is most promising for starting a bioprospecting? Some of
these species has potential as a herbicide for use in agroforestry or organic production of
food? To answer these questions were conducted experiments of seed germination and
seedling growth of target species cultivated and weedy, and chemical extraction of active
compounds in leaves of Myrcia tomentosa. The leaves of Blepharocalyx salicifolius,
Campomanesia pubescens, Eugenia bimarginata, FEugenia klotzschiana, Eugenia
myrcianthes, Eugenia punicifolia, Myrcia bella, Myrcia lingua, Myrcia multiflora, Myrcia
splendens, Myrcia tomentosa, Psidium australe, Psidium cinereum, Psidium laruotteanum
and Psidium rufum were collected , cleaned, crushed and stored in plastic bags until use. In
the first stage, were carried out the germination and growth bioassays using aqueous
extracts of leaf in a concentration of 10% (w / v). We selected three target species, Lactuca
sativa and Solanum lycopersicum, both eudicotyledonous and a monocotyledonous Allium
cepa. The extracts were applied to all Myrtaceae species compared with the control
(distilled water). In the second phase, bioassays were carried out using aqueous extracts of
leaves at concentrations of 5 and 10% (w / v). We selected as target species three weeds
Euphorbia heterophylla, Echinochloa crus-galli and Ipomoea grandifolia. The leaf
extracts of B. salicifolius, M. multiflora, M. splendens and M. tomentosa were compared to
negative control (distilled water) and positive (herbicide Oxyfluorfen). In the third stage
were carried out biotests germination, growth, and coleoptile of wheat (7riticum aestivum)
to direct chemical extraction of active compounds of M. tomentosa. The extractions were
carried out using dried leaves powdered and organic solvents of different polarity, the
extracts were fractionated using chromatographic column and purified by HPLC. The
isolated and purified compounds were identified in RMN'’C and RMN'H, by comparison
of spectra. The results showed that aqueous extracts of twelve out of fifteen donor species
evaluated showed allelopathic activity and each species showed a distinct behavior
regarding the allelopathic activity, no grouping by taxonomic proximity. Evaluating the
four species most active on weeds species, was detected the potential and efficiency of the
extracts, since these were more toxic to weeds species than the herbicide. The leaf extracts
of M. tomentosa stood out for demonstrating high activity even at low concentrations, so
was chemical extraction from powdered of leaves of M. tomentosa were isolated two
compounds from the ethyl acetate extract: juglanin and avicularin, the difference between
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both is the presence of one hydroxyl attached to carbon 3' in avicularin molecule, this
difference has an phytotoxic effect more pronounced in the juglanin. This paper is the first
report of the presence of the flavonoids kaempferol (juglanin) and quercetin (avicularin) in
species of Myrtaceae of cerrado (Brazilian savanna) and gave foundation for future studies
on bioprospecting of the M. tomentosa, which did not find any reports of allelopathic
studies, fractionation and identification of chemical compounds.

Keywords: allelopathy, growth, germination, phytotoxins, herbicide, genera similarity,
leaf aqueous extracts, chemical fractionation, flavonoids.
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Tese Estudo alelopatico de espécies da familia Myrtaceae do cerrado Introducdo

INTRODUCAO GERAL

O sedentarismo das comunidades vegetais ¢ compensado, evolutivamente, com
mecanismos de defesa, divididos em: estruturais, fenologicos e quimicos. Os estruturais
incluem adaptacdes morfoldgicas, como presenga de espinhos, tricomas, folhas coridceas,
entre outros. A defesa fenoldgica esta relacionada a adequagdo do ciclo bioldgico dos
vegetais, visando evitar condi¢des de estresse. A defesa quimica, constitutiva ou induzida,
¢ representada pela produgdo de compostos de origem secundaria em resposta ao estresse
causado a planta, como a herbivoria, afideos ou patogenos (Oliveiros-Bastidas 2008).

No cerrado as plantas crescem em solos pobres (Haridasan 2000),
conseqiientemente a reposicdo de folhas predadas representa um custo elevado para os
vegetais presentes na comunidade (Fine et al. 2006) e a competicdo por nutrientes ¢
intensa. Deste modo, as espécies desse ecossistema apresentam mecanismos de defesa
como: producdo de folhas em periodos propicios, folhas coridceas, baixos niveis de
nitrogénio e dgua, e quantidades elevadas de compostos fenolicos (Marquis et al 2002).

A predacdo e a competi¢do por recursos restringem a distribui¢do dos vegetais. Elas
agem como um filtro ambiental e selecionam espécies com caracteristicas que levam a
sobrevivéncia de populagdes submetidas as pressdes ambientais (Fukami et al. 2005).
Caracteristicas funcionais sdo geralmente conservadas filogeneticamente em linhagens de
plantas (Ackerly 2003). Assim, a proximidade filogenética entre as espécies e as
caracteristicas herdadas do ancestral comum revela respostas similares aos processos
ambientais (Webb et al. 2002; Nuiez-Farfan et al. 2007; Silva e Batalha 2010). Contudo,
plantas com proximidade filogenética e submetidas as mesmas condi¢cdes ambientais,
tendem a apresentar caracteristicas semelhantes, principalmente em relagdo aos
mecanismos de defesa, no qual se inclui a producdo de compostos quimicos secundarios.
No primeiro capitulo deste trabalho, serdo comparados cinco géneros de Myrtaceae,
presentes no cerrado, na tentativa de verificar a existéncia de atividade alelopatica dessas
plantas e a similaridade dessa atividade com a proximidade filogenética.

A alelopatia refere-se a interagdo entre plantas e outros organismos mediada por
produtos quimicos, que sdo langados no ambiente pelas plantas doadoras, por lixiviagdo,
exsudacao da raiz, volatilizac¢ao, e decomposicao de residuos vegetais. Estes aleloquimicos
podem ter efeito benéfico ou prejudicial sobre as plantas receptoras tanto em sistemas

naturais quanto agricolas (Kobayashi 2004; Lara-Nufiez et al. 2009). A Interacdo



Tese Estudo alelopatico de espécies da familia Myrtaceae do cerrado Introducdo

aleloquimica ¢ um importante mecanismo de interferéncia que influencia nos padrdes de
estrutura e composi¢cdo da vegetacdo, crescimento de plantas invasoras e produtividade de
culturas (Dakshini et al. 1999; Weir et al. 2004). Esta interacdo ¢ complexa e envolve
diversas classes de compostos quimicos que tém diferentes alvos no organismo receptor
(Lara-Nunez et al. 2009).

Os aleloquimicos afetam diferentes processos metabolicos nos organismos,
incluindo alteragdes na permeabilidade da membrana (Bogatek et al. 2005), absorcao de
ions (Gniazdowska e Bogatek 2005), inibicao do transporte de elétrons na respiragdo e na
fotossintese (Abrahim et al. 2000), alteracdes de atividades enzimaticas (Singh et al. 2009)
e inibicao da divisao celular (Teerarak et al. 2010).

O primeiro registro sobre a capacidade das plantas interferirem no desenvolvimento
de plantas vizinhas foi descrito por Theophrastus (300 a.C.), Virgilio (70-19 a.C.) e Plinio
“O velho” (23-79 a.C.), os quais descreveram a existéncia de “interagdes maléficas” entre
os vegetais, nos primeiros tratados sobre agricultura (Willis 2007). Apenas no século XX a
alelopatia adquiriu carater cientifico, com trabalhos que demonstravam as interagdes
alelopaticas, porém eram relatos descritivos e sem rigor experimental. Os estudos mais
recentes teem discutido caminhos para refor¢ar a qualidade das pesquisas em alelopatia,
englobando aspectos fisiologicos, quimicos e ecologicos, o campo da alelopatia tem se
aperfeicoado nos tultimos anos, publicando trabalhos inovadores e metodologicamente
rigorosos (Blair et al. 2009).

Durante o século XX as pesquisas sobre produtos naturais ganharam um grande
impulso em resposta ao desenvolvimento de novas técnicas cromatograficas e
espectroscopicas (Macias et al. 2007). A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) permitiu o isolamento e purificagdo dos compostos em pequenas quantidades e a
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), juntamente com a espectrometria de massa (EM)
e infravermelho (IV), tem permitido a elucida¢do estrutural de muitos aleloquimicos
conhecidos atualmente (Macias et al. 2008).

A alelopatia se tornou uma importante ferramenta para identificar plantas que
apresentam compostos bioativos (Oliveros-Bastidas 2008) a partir dos quais podem ser
produzidos herbicidas naturais, mais especificos e menos prejudiciais ao ambiente (Macias
et al. 1998). Além disso, a alelopatia tem recebido crescente aten¢do na aplicacdo em
sistemas organicos de manejo, no qual ndo é permita a aplicagdo de produtos sintéticos e
em sistemas agroflorestais (Olofsdotter et al. 2002; Weston e Duke 2003; Jose et al. 2004;
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Belz 2008). Outro fator que torna os estudos alelopaticos essenciais ¢ o aparecimento de
espécies de plantas infestantes de cultura mais resistentes aos herbicidas, exigindo
alternativas ao controle quimico convencional (Oliveros-Bastidas 2008; Bertholdsson
2010). No campo da ecologia, a alelopatia tem recebido particular atengdo na invasao
bioldgica, explicando o sucesso de algumas plantas invasoras e de plantas exoticas
introduzidas (Blair et al. 2005; Cappuccino e Arnason 2006; Dorning e Cipollini 2006;
Ridenour et al. 2008; Thorpe et al. 2009).

Produtos naturais que apresentam atividade biologica sdo as principais fontes de
novas estruturas quimicas Uteis ao desenvolvimento de moléculas com potencial para
utilizacdo na farmacologia, agronomia e outros campos do conhecimento humano. Um
crescente interesse tem sido focado nos metabdlitos secundarios das plantas, os quais
desempenham importante fun¢do na comunicagdo quimica entre organismos (Macias et al.
2008).

O interesse por esses metabolitos secundérios surgiu devido a sua composi¢ao
quimica promissora. Taiz e Zeiger (2009) classificam os compostos secundarios, em trés
grupos quimicamente distintos: terpenos, compostos fendlicos e compostos nitrogenados.
Rice (1984) propés um agrupamento dos compostos quimicos que possuem atividade
alelopatica em 14 categorias, de acordo com suas proprias vias de sintese. Estes compostos
incluem as principais classes de quinonas, fendis, acidos cindmicos, cumarinas,
flavondides, taninos, terpenos, esteroides, alcaldides, entre outras.

Os herbicidas sdo a classe de defensivos com maior demanda pela agricultura
brasileira. Em 2008, o consumo dessa classe ultrapassou os 59% do total geral, registrando
demanda aproximada de 186 mil toneladas de ingrediente ativo (Bortoletto et al. 2010).
Segundo dados divulgados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) em
2010, o Brasil ¢ o maior consumidor de agrotdéxicos do mundo pelo segundo ano
consecutivo. Levantamentos do Instituo Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) e do
Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa Vegetal (Sindag) no ano de 2009,
mostram crescimento de 44,6% do consumo de agrotoxicos no Brasil no periodo de 2004 a
2008 (Carneiro e Almeida 2010). A utilizagdo em larga escala de agrotoxicos tem trazido
uma série de problemas ambientais, com impactos significativos na biota e riscos ao
homem (Peres e Moreira 2007). A solugdo para o pais estd na conversdo do modelo

agroquimico para um modelo de base agroecologica (Carneiro e Almeida 2010).
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A demanda por produtos organicos vem aumentando nos Ultimos anos em resposta
aos danos provocados a saude humana pelo uso de herbicidas (Copping e Duke 2007). Na
maioria dos paises, o sistema organico de producdo agricola ndo permite o uso de
herbicidas sintéticos, assim o manejo de plantas invasoras ¢ problematico (Dayan et al.
2009), dessa maneira ¢ necessario o desenvolvimento de produtos naturais com atividade
herbicida que supram esse mercado emergente.

Segundo Copping e Duke (2007) existem poucos herbicidas naturais sendo
comercializados atualmente, esses autores citam alguns exemplos como os Bilanafos,
Acido acético, Acidos graxos, Acido pelargénico, gliiten de milho, 2-Phenethyl propinato,
Azadirachtin /dihydroazadirachtin e Oleo de cravo. Embora ja existam herbicidas naturais
comerciais, ainda ha poucos estudos que comparam a eficacia de herbicidas naturais com
sintéticos (Copping e Duke 2007). No segundo capitulo do presente estudo, os efeitos
alelopaticos dos extratos aquosos de folhas de mirtaceas foram comparados com os do
herbicida sintético Oxifluorfem, dessa maneira foi verificado o potencial de aplicagdo das
espécies estudadas no controle de plantas invasoras de culturas.

O conhecimento das potencialidades alelopaticas ¢ essencial para o sucesso dos
sistemas agroflorestais (uso de associagdes de espécies arboreas com a agricultura). Rizvi
et al. (1999) enfatiza a importincia de sistemas agroflorestais para o uso sustentavel da
terra ¢ o aumento da produtividade agricola, listando aproximadamente 80 espécies
consideradas agroflorestais com potencialidades alelopaticas, espécies com potencial
contra patdgenos de culturas e insetos, além de aleloquimicos ja isolados que sdo utilizados
como herbicidas.

Pouco tem sido feito para compreender as implicagdes de aleloquimicos em
sistemas agroflorestais, embora seja um importante fator na determinacdo do sucesso das
arvores e das culturas agricolas nestes ambientes, uma vez que uma pode interferir sobre o
desenvolvimento da outra. No entanto, informacdes sobre a natureza das substancias
quimicas das espécies utilizadas em sistemas agroflorestais podem fornecer subsidios para
o seu manejo adequado. Dessa maneira, a implantacdo de culturas consorciadas com
espécies arboreas adequadas, ou seja, das quais ja existam informagdes da natureza
quimica, pode proporcionar aumento da produtividade agricola por meio do controle de
plantas invasoras, nematoides, patdgenos e insetos (Kohli et al. 1998; Rizvi et al. 1999).

Os compostos naturais possuem vantagens sobre os compostos sintéticos, como
auséncia de moléculas halogenadas e menor meia vida (Duke et al. 2000; Rimando e Duke
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2006). A necessidade de produzir herbicidas menos impactantes ao ambiente tem
aumentado a busca por compostos naturais mais especificos em seu modo de acdo e por
produtos de degradagdao mais toleraveis pelos organismos que compde a biota (Oliveros-
Bastidas 2008).

A familia Myrtaceae possui cerca de 3.100 espécies em aproximadamente 140
géneros, separados em duas subfamilias: Leptospermoideae e Myrtoideae (segundo APG 11
modificado por Judd et al. 1999; Watson e Dallwitz 2007). A familia Myrtaceae destaca-se
como uma das familias mais abundantes e diversificadas nos ecossistemas brasileiros
(Mori et al. 1983), onde ocorrem 23 géneros e aproximadamente 1.000 espécies da
subfamilia Myrtoideae (Cardoso e Sajo 2006). O inventario da flora brasileira efetuado
pelo IBGE indica que o cerrado apresenta aproximadamente 14 géneros e 211 espécies,
sendo considerada uma das familias mais representativas do ecossistema. Apesar da
importancia dessa familia, poucos sdao os estudos referentes ao seu potencial alelopatico.
Assim, surgiram duas perguntas: Espécies da familia Myrtaceae, presentes no cerrado
apresentam atividade alelopatica? E qual das espécies estudadas € a mais promissora para
se iniciar uma bioprospeccao?

Para responder a estas perguntas, o presente estudo foi realizado em trés etapas:

No primeiro capitulo, foram testadas as hipoteses: as Myrtaceae presentes no
cerrado apresentam potencial alelopatico e, as espécies dentro de cada género apresentam
respostas alelopaticas semelhantes. Para testar estas hipoteses foram investigadas as
atividades alelopaticas de 15 espécies (5 géneros) de Myrtaceae presentes no cerrado sobre
trés espécies alvo bioindicadoras.

No segundo capitulo, foi testada a hipdtese: extratos aquosos de folhas de
Myrtaceae apresentam potencial para inibir o desenvolvimento de plantas infestantes de
culturas. Para testar esta hipotese foram avaliadas as atividades alelopaticas de folhas das
quatro espécies de Myrtaceae, selecionadas a partir dos resultados da primeira etapa.
Foram avaliados extratos aquosos de folhas sobre a germinag¢do e morfologia das trés
plantas infestantes mais freqiientes em sistemas agricolas e comparados com o herbicida
oxifluorfem comumente utilizado no controle dessas espécies.

No terceiro capitulo, foi testada a hipdtese: As folhas de Myrcia tomentosa
apresentam fitotoxinas promissoras na busca por compostos bioativos. Para testar esta

hipétese foi efetuado estudo biodirigido para isolamento e identificagdo desses compostos.
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VARIAGCAO INTERESPECIFICA NO
POTENCIAL ALELOPATICO DA FAMILIA
MYRTACEAE
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Resumo Alelopatia ¢ o processo de interferéncia, no qual espécies vegetais liberam
metabolitos no ambiente que podem influenciar no desenvolvimento de plantas adjacentes.
E reconhecida como um processo ecoldogico importante, interferindo na estrutura,
distribuicao, composi¢ao e dinamica de comunidades vegetais. A vegetacdo de cerrado
apresenta aproximadamente 14 géneros e 211 espécies pertencentes a familia Myrtaceae,
sendo considerada uma das familias mais representativas deste ecossistema. Apesar da
importancia dessa familia, poucos sdo os estudos referentes ao potencial alelopatico dessas
plantas. Assim, as hipdteses testadas foram: 1) espécies de plantas da familia Myrtaceae
presentes no cerrado apresentam potencial alelopatico; 2) espécies dentro do mesmo
género apresentam respostas alelopaticas semelhantes. Para testar essas hipdteses, foram
investigadas as atividades alelopaticas de 15 espécies (cinco géneros) de Myrtaceae
presentes no cerrado no estado de Sao Paulo, Brasil. Para isso, foi avaliada a germinacao e
morfologia das espécies bioindicadoras (cebola, alface e tomate) submetidas ao extrato
aquoso de folhas de Myrtaceae. Estes extratos foram avaliados em bioensaios de
germinagdo e crescimento. Os resultados mostraram que extratos aquosos de doze dos
quinze espécies doadoras avaliadas apresentaram atividade alelopética. Cada espécie
demonstrou comportamento distinto em relagdo a atividade alelopatica, ndo houve
agrupamento por proximidade taxondmica.

Palavras-chave alelopatia, crescimento, extratos foliares aquosos, germinacao,
similaridade entre géneros.

Abstract Allelopathy is a interference process whereby plant species release metabolites
into the environment, influencing the development of adjacent plants. It is recognized as an
important ecological process because it affects the structure, distribution, composition and
dynamics of plant communities. The cerrado (savannah) vegetation has approximately 14
genera and 211 species belonging to the Myrtaceae family, which is considered one of the
most representative families in this ecosystem. There are few studies on the allelopathic
potential of these plants despite the importance of this family. Thus, we addressed two
specifically questions: 1) plant species of the Myrtaceae family present in the cerrado show
allelopathic potential, and 2) species within the same genera have similar allelopathic
responses. To answer these, we investigated the allelopathic activities of 15 species (five
genera) of Myrtaceae present in the cerrado in Sao Paulo state, Brazil. We evaluated the
germination and morphology of bioindicator plants (lettuce, onion and tomato) submitted
to the leaf Myrtaceae aqueous extracts. This extracts were evaluated in germination and
growth bioassay. The results showed that twelve aqueous extracts out of fifteen evaluated
donor species showed allelopathic activity. Each species showed different behavior in
relation to allelopathic activity, there was no grouping by taxonomic proximity.

Keywords Allelopathy, Growth, Germination, Genera similarity, Leaf aqueous extracts.
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Introducio

Os vegetais liberam metabdlitos primarios e secundarios no ambiente que podem
influenciar no desenvolvimento da vegetacao adjacente, este fendmeno de interferéncia ¢
denominado alelopatia (Rice 1984; Inderjit e Duke 2003). As rotas de liberacdo destes
aleloquimicos para o ambiente podem ocorrer por meio da volatilizacdo da parte aérea da
planta, lixiviacdo das superficies do vegetal e serrapilheira, liberacdo de exsudados pelas
raizes e da decomposicao de residuos vegetais (Rice 1984; Ahmed et al. 2008; Zhang et al.
2010).

Os aleloquimicos afetam diferentes processos metabolicos nos organismos,
incluindo alteragdes na permeabilidade da membrana (Bogatek et al. 2005), absorcao de
ions (Gniazdowska e Bogatek 2005), inibicao do transporte de elétrons na respiragdo e na
fotossintese (Abrahim et al. 2000), alteracdes de atividades enzimaticas (Singh et al. 2009)
e inibicdo da divisdo celular (Teerarak et al. 2010). Em fungdo dessas alteragdes, a
alelopatia ¢ reconhecida como um processo ecofisioldgico importante nos ecossistemas,
influenciando na sucessdao vegetal primaria e secundaria, na estrutura, composicao e na
dindmica de comunidades vegetais nativas ou cultivadas (Rizvi et al. 1992; 1999; Scrivanti
et al. 2003).

As Myrtaceae possuem cerca de 3.100 espécies em aproximadamente 140 géneros,
separados em duas subfamilias: Leptospermoideac e Myrtoideae (segundo APG I
modificado por Judd et al. 1999; Watson e Dallwitz 2007). No Brasil ocorrem 23 géneros e
aproximadamente 1.000 espécies da subfamilia Myrtoideae (Cardoso e Sajo 2006). O
inventario da flora brasileira efetuado pelo IBGE indica que o cerrado apresenta
aproximadamente 14 géneros e 211 espécies, sendo considerada uma das familias mais
representativas dessa vegetagdo. Apesar da importancia dessa familia, poucos sdo os
estudos referentes ao seu potencial alelopatico.

Segundo Oliveiros-Bastidas (2008) o sedentarismo das comunidades vegetais ¢
compensado, evolutivamente, com mecanismos de defesa, divididos em: estruturais,
fenologicos e quimicos. Os estruturais incluem adaptacdes morfoldgicas, como presenga de
espinhos, tricomas, folhas coridceas, entre outros. A defesa fenoldgica esta relacionada a
adequagdo do ciclo bioldgico dos vegetais, visando evitar condigdes de estresse. A defesa

quimica, constitutiva ou induzida, é representada pela producdo de compostos de origem
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secundaria em resposta ao estresse causado a planta, como a herbivoria, afideos ou
patogenos.

No cerrado as plantas crescem em solos pobres (Haridasan 2000),
conseqiientemente a reposi¢ao de folhas predadas representa um custo elevado para os
vegetais presentes na comunidade (Fine et al. 2006) e a competicdo por nutrientes ¢
intensa. Deste modo, as espécies deste ecossistema apresentam mecanismos de defesa
como: producdo de folhas em periodos propicios, folhas coridceas, baixos niveis de
nitrogénio e agua, e quantidades elevadas de compostos fendlicos (Marquis et al 2002).

A predagdo e a competicdo agem como um filtro ambiental, selecionando espécies
com caracteristicas funcionais semelhantes que levam a sobrevivéncia de populagdes
submetidas as pressdes ambientais (Fukami et al. 2005). Caracteristicas funcionais sao
geralmente conservadas filogeneticamente em linhagens de plantas (Ackerly 2003). Assim,
a proximidade filogenética entre as espécies e as caracteristicas herdadas do ancestral
comum revela respostas similares aos processos ambientais (Webb et al. 2002; Nufiez-
Farfan et al. 2007; Silva e Batalha 2010). Em adi¢ao, plantas com proximidade filogenética
e submetidas as mesmas condi¢gdes ambientais, tendem a apresentar caracteristicas
semelhantes, principalmente em relacdo aos mecanismos de defesa, no qual se inclui a
producdo de compostos quimicos secundarios.

Assim, hipotetizamos que os extratos de folhas dos géneros da familia Myrtaceae
apresentam atividade alelopatica semelhante, pois, espécies de myrtaceae ocorrentes em
cerrado stricto sensu, submetidas as mesmas condi¢des ambientais devem apresentar
respostas alelopaticas semelhantes, devido a proximidade filogenética e fatores ambientais.

Neste trabalho, foram comparados cinco géneros de Mpyrtaceae, presentes no
cerrado, na tentativa de verificar a existéncia de atividade alelopatica dessas plantas e a
similaridade dessa atividade com a proximidade filogenética. NOs investigamos as
atividades alelopaticas de 15 espécies dessa familia, presentes no cerrado do estado de Sao
Paulo, Brasil, sobre a germinagdo e morfologia de plantas bioindicadoras (alface, cebola e

tomate).
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Material e Métodos

Local de coleta

As coletas de material bioldgico foram realizadas no cerrado sensu stricto do
Estado de Sao Paulo, Brasil. O clima da regido, pela classificagdo de K&ppen ¢ do tipo
Cwa (tropical de altitude). Existem duas estagdes climaticas bem definidas, uma chuvosa,
normalmente entre os meses de Outubro a Marco e um periodo seco, entre os meses de
Abril a Setembro (Monteiro e Prado 2006). A vegetacdo € caracterizada por um estrato
lenhoso formado por arvores e arbustos que se projetam acima de um estrato herbaceo bem

definido (Ribeiro e Walter 1998).

Material biologico

As espécies de Myrtaceae encontradas na area de estudo foram marcadas e os
individuos acompanhados até o periodo de floragdo e frutificacdo, o que possibilitou a
identificacdo das espécies. As folhas de cada espécie foram coletadas assistematicamente
em pelo menos cinco individuos em estadio vegetativo, no periodo seco (julho a outubro
de 2008). As folhas coletadas foram secas em estufa sob 40 °C durante 48horas, em
seguida trituradas em moinho elétrico e armazenadas em embalagens plasticas sob
ambiente de laboratorio (£ 25 °C). Para a confec¢do dos extratos utilizaram-se folhas das
seguintes espécies doadoras: Blepharocalyx salicifolius Kuth O. Berg, Campomanesia
pubescens O. Berg, Eugenia bimarginata O. Berg, Eugenia klotzschiana O. Berg, Eugenia
myrcianthes Nied., Eugenia punicifolia (Kunth) DC., Myrcia bella Cambess., Myrcia
lingua (O. Berg) Mattos, Myrcia multiflora DC., Myrcia splendens DC., Myrcia tomentosa
DC., Psidium australe Cambess., Psidium cinereum Mart., Psidium laruotteanum
Cambess. e Psidium rufum Mart. Ex DC. As excicatas das espécies utilizadas foram
depositadas no Herbario da Universidade Federal de Sao Carlos (HUFSCar) sob os
numeros 8308, 8309, 8310, 8311, 83,12 8313, 8314, 8315, 8316, 8317, 8318, 8319, 8320,
8321, 8322 respectivamente.

O potencial alelopatico dos extratos provenientes das folhas das espécies doadoras
foi testado nos didsporos de trés espécies receptoras. Foram selecionadas duas espécies de
eudicotiledoneas Lactuca sativa L. var Regina (alface) e Solanum lycopersicum L. var IPA

6 (tomate) e uma monocotiledonea Allium cepa L. var Baia Periforme (cebola).
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Preparacdo dos extratos foliares

Os extratos foram obtidos a partir da mistura do p6 das folhas com agua destilada
em concentragdo de 10% (1 g de po: 10 mL de 4gua). Essa solucdo, extrato foliar aquoso
bruto, permaneceu em repouso durante 12 horas em refrigerador. Decorrido este periodo, o
extrato foi filtrado com auxilio de uma bomba elétrica de vacuo acoplada a um funil de

Buckner coberto com papel de filtro qualitativo (Gatti et al. 2004).

Bioensaio de germinagdo

Os didsporos das espécies alvo foram colocadas em placas de Petri de 9 cm de
diametro forradas com duas folhas de papel de filtro e umedecidas com 5 mL do extrato
foliar aquoso bruto das espécies doadoras ou dgua destilada (controle).

Os experimentos foram conduzidos com quatro repeticdes de 20 didsporos por
placa de Petri mantidas em cdmara de germinacdo (BOD). As placas de Petri contendo
alface e tomate foram mantidas a 25 °C e as placas com cebola foram mantidas a 20 °C,
ambas com fotoperiodo de 12 horas, seguindo avaliagdes prévias realizadas para a
determinagdo das condi¢des adequadas para as espécies alvo.

As contagens foram realizadas em intervalos de 12 horas nos sete primeiros dias,
apos esse periodo, os intervalos passavam a ser de 24 horas até totalizar quinze dias apos a
semeadura ou até que as placas permanecessem trés dias sem a ocorréncia de germinacao.
Foram considerados germinados os diasporos com protrusdo de uma das partes do embrido

de dentro dos envoltdrios (Borghetti e Ferreira 2004).

Bioensaio de crescimento

Os diasporos utilizados neste bioensaio foram previamente germinados em agua (2
a 4 mm de radicula), posteriormente foram distribuidos em caixas plasticas transparentes
de 500 mL (14 x 10 cm) forradas com duas folhas de papel de filtro ¢ umedecidas com 13
mL de extrato foliar aquoso bruto das espécies doadoras ou agua destilada (controle) e
tampadas. As caixas foram mantidas em cdmara de germinagdo (BOD) a 25 °C para o
desenvolvimento da alface e tomate e 20 °C para a cebola, ambas com fotoperiodo de 12
horas. Apoés sete dias foram medidos os comprimentos da parte aérea e da raiz primaria

com um paquimetro digital.

17



Tese Estudo alelopatico de espécies da familia Myrtaceae do cerrado Capitulo 1

Caracteristica dos extratos

Os potenciais osmaticos dos extratos foram medidos utilizando um osmometro. As
medidas foram obtidas em mOsm.Kg' e convertidos para pressio osmética (MPa)
(Larcher 2004).

Posteriormente foi realizado bioensaio de germinacao e crescimento com didsporos
de alface, cebola e tomate utilizando-se solugdes de polietilenoglicol 6000 (PEG-6000)
para simular os potenciais osmoticos encontrados nos extratos. A preparacao das solucdes
de PEG foi realizada seguindo as especificagdes de Villela et al. (1991) e o bioensaio de
germinagdo e crescimento seguiu a metodologia descrita acima.

Além do potencial osmdtico também foi medido o potencial hidrogenidnico (pH)
dos extratos com um phmetro. O pH obtido para todos os extratos manteve-se dentro dos
limites tolerados para a germinacao e desenvolvimento das espécies (Larcher 2004), assim

os bioensaios foram dispensados.

Calculos matematicos e andlise estatistica

Foram calculadas:

- Porcentagem de germinacao (G) (Ranal e Santana 2006):

G=ZX n; 100
n

onde:
n;: namero de didsporos que germinam no tempo #;
n: nimero total de diasporos.

- Tempo médio (7M) (Ranal e Santana 2006):

k
Lo
m= S5m0

= ni

E =1
t;: tempo entre o in’icio do experimento e a iésima observagao;
n;: mamero de didsporos que germinam no tempo ¢;;
k : ultimo tempo de germinagao dos diasporos.

- Entropia informacional (/) (Ranal e Santana 2006):
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I1=-X [ fi loga(f) ]

onde: fi=n;/ 2Zn;

- Indice de resposta a efeitos alelopaticos (RI), calculado a partir da velocidade de

germinacao (Zhang et al. 2010):

RI=1-C/T(T=C),ouR[=C/T-1(T<C)

Onde:
C: valor da velocidade do controle

T: valor da velocidade do tratamento; RI < 0 indica efeito inibitorio.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro repeti¢des
para cada tratamento. As varidveis porcentagem de germinacao (G), tempo médio (7M) e a
entropia informacional (/) foram submetidos ao teste de normalidade de Lilliefors
(Kolmogorov-Smirnoff). Quando foi constatada a normalidade dos dados, foi aplicada
Andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey a 5% de significancia e para
os dados ndo normais foi empregado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do
teste de Dunn para comparagdes binarias, a 1% de significancia. Todas as analises foram
realizadas utilizando-se o programa estatistico BioEstat 3.0 (Sociedade civil Mamiraud,
CNPq). Devido a ausencia de repeti¢des, uma vez que o indice ¢ calculado baseando-se na
média obtida das repeticdes do controle, ndo foi efetuada andlise estatistica dos valores do
indice de resposta alelopatica (R/).

Para avaliar a similaridade entre as espécies foi utilizada a analise de
conglomerados por meio da similaridade de Bray-Curtis. Foram plotados os valores de
porcentagem de germinagdo (G), tempo médio (7M), entropia informacional (/) e
comprimento da parte aérea e raiz de todas as espécies alvo utilizadas. Os valores foram
estandardizadas devido as diferengas nas escalas. Para a realizacao deste teste utilizou-se o

programa estatistico PAST (Hammer et al. 2009).
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Resultados

O potencial osmotico dos extratos de folhas das espécies doadoras variaram de -0,1
a -0,2 MPa. A partir dos resultados dos bioensaios de germinacdo e de crescimento,
utilizando-se PEG 6000, foi constatado que estes potenciais ndo interferiram
significativamente sobre a germinabilidade, tempo médio e desenvolvimento das plantulas
bioindicadoras.

Os extratos aquosos das folhas das espécies doadoras Eugenia bimarginata, E.
punicifolia, M. multiflora, M. splendens e M. tomentosa reduziram significativamente a
porcentagem de germinacdo ao menos de duas espécies alvo e extrato de P. australe
reduziu apenas a germinabilidade dos didsporos de alface. A espécie alvo menos sensivel a
avaliagdo da germinabilidade foi a cebola, apresentando reducdo da porcentagem de
germinacdo apenas quando submetida ao extrato de folhas de M. tomentosa (Fig. 1.1).

Com relacdo ao tempo médio, extratos aquosos de folhas das espécies doadoras E.
bimarginata ¢ E. punicifolia foram capazes de aumentar significativamente este parametro
em duas espécies alvo. Os extratos de folhas das espécies doadoras de C. pubescens, M.
lingua, M. splendens, P. laroutteanum e P. rufum afetaram apenas o tempo médio de
germinagdo de uma das espécies alvo (Fig. 1.1).

O indice de resposta a efeitos alelopaticos (RI) ¢ um importante indicador da
atividade dos extratos, ele foi calculado em relacdo a velocidade de germinagdo do controle
e do tratamento com os diferentes extratos (Gao et al. 2009). Todos os didsporos
apresentaram RI negativo, indicando presenca de atividade alelopatica de todas as espécies
doadoras sob todas as espécies alvo (Fig. 1.1).

Valores elevados de entropia informacional refletem menor sincronia do processo
germinativo. De acordo com os resultados, os tratamentos que reduziram
significativamente os valores de entropia nos didsporos de alface, coincidiram com os
tratamentos que produziram valores baixos de porcentagem de germinacdo devido a
relacdo direta que existe entre estes parametros (Fig. 1.1). Os diasporos de cebola e alface
foram insensiveis a este parametro, nenhum extrato alterou significativamente os valores

de entropia em relacdo ao controle (Fig. 1.1).
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Figura 1.1. Valores médios de porcentagem de germinacao (m), tempo médio (A ), entropia
informacional de germinagdo (0) e indice de resposta alelopatica (R/, 0), de didasporos de
alface, cebola, e tomate submetidas aos extratos aquosos de folhas das espécies doadoras e
controle (Kruskal-Wallis, p<1% e Tukey, p<5%). (*) significativamente diferente do

controle.
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As plantulas de alface, cebola e tomate submetidas aos tratamentos com extratos
das folhas das espécies doadoras apresentaram desenvolvimento anormal das raizes, essas
se encontravam deterioradas ou até necrosadas. As plantulas de tomate e cebola sofreram
necrose da raiz primaria e desenvolvimento das secundarias em todas as plantulas
avaliadas.

De acordo com os resultados obtidos para o desenvolvimento inicial de plantulas,
treze extratos de espécies doadoras provocaram necrose das raizes das plantulas das
espécies alvo. Os comprimentos de raiz e parte aérea das plantulas das espécies alvo
utilizadas, foram significativamente reduzidos pela acdo dos extratos de folhas de B.
salicifolius, E. punicifolia e P. australe. O extrato de folhas de M. splendens reduziu
apenas os comprimentos da raiz e parte aérea de plantulas de alface e a parte aérea das
plantulas de cebola. O extrato de M. lingua reduziu o comprimento da raiz e parte aérea de
plantulas de cebola e a parte aérea das plantulas de tomate. Outros extratos inibiram o

crescimento de apenas uma das partes das plantulas (Fig. 1.2).
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Figura 1.2. Valores médios do comprimento da parte aérea (0) e raiz (m) de plantulas de
diasporos de alface, cebola, e tomate submetidas aos extratos aquosos de folhas das
espécies doadoras e controle (Kruskal-Wallis, p<1%). (*) Diferem significativamente do

controle.
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As espécies doadoras foram ranqueadas em ordem decrescente de atividade,
baseando-se no somatorio da presenga e auséncia dos dados de germinabilidade, tempo
médio, entropia e comprimento da parte aérea e da raiz, obtendo-se a seqliéncia mostrada
na tabela 1.1. As espécies com maior atividade sobre a germinagdo dos didsporos alvo
foram E. bimarginata, E. punicifolia e M. splendens e, sobre o crescimento foram B.
salicifolius, E. punicifolia e P. australe. A espécie alvo mais sensivel aos testes de
germinacao foi a cebola, no entanto nos testes de crescimento nao houve diferencas quanto

a sensibilidade das espécies alvo avaliadas (Tab.1.1).

Tabela 1.1. Ordem decrescente da freqiiéncia de atividade alelopatica proporcionada pelos
extratos aquosos de folhas das espécies doadoras. Presenga (1) e auséncia (0) de atividade
alelopatica, em relagdo ao controle, nos didsporos e plantulas de alface (A), cebola (C) e
tomate (T) para a porcentagem de germinacdo (G), tempo médio (7M), entropia

informacional (/) e comprimentos da parte aérea e raiz das plantulas.

Comprimento

Variaveis G ™ I Partc Rals
aérea
Espécies
doadoras/alve ACT ACT ACT ACT A CT Total

E. punicifolia 1 0 1 1 1 0 0 0 1 I 11 1 11 11
P. australe 1 00 1 0 0 0 0 0 1 11 1 1 1 8
M. splendens 1 0 1 0 1 0 0 01 1 1 0 1 00 7
M. multiflora 1 0 1 0 0 0 0 01 I 11 0 00 6
B. salicifolius 0 0 0 0 0 O 0 0 0 1 1 1 1 1 1 6
E. bimarginata 1 0 1 0 1 1 0 01 0 0 0 0 0 0 5
M. lingua 0 00 0 1 0 0 00 0 1 1 0 10 4
M. tomentosa 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 00 0 0 0 3
P. laroutteanum 0 00 1 0 0 0 00 0 00 1 00 2
P. rufum 0 0 0 1 0 0 0 00 0 00 1 00 2
C. pubescens 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
E. Klotzschiana 0 0 0 0 1 0 0 00 0 00 0 0 0 1
M. bella 0 0 0 0 0 0 0 00 0 00 0 0 0 0
E. myrcianthes 0 0 O 0 0 O 0 0 0 0 00 0 0 0 0
P. cinereum 0 00 0 0 0 0 00 0 00 0 0 0 0
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O dendrograma, baseado na atividade alelopatica das espécies doadoras, mostra a
formagdo de quatro grupos, estes refletem os resultados observados na tabela 1.1, na qual
as espécies doadoras foram ranqueadas. O agrupamento I incluiu espécies ativas na
supressao da germinagdo, com similaridade de 0,72. No grupo II, foram encontradas
espécies agrupadas em funcdo da elevada atividade dos extratos dessas espécies sobre o
crescimento, com similaridade variando de 0,83 a 0,85. No grupo III encontram-se as
espécies que apresentaram atividade reduzida tanto na germinagdo quanto no crescimento,
neste foram encontrados os maiores valores de similaridade (0,84 a 0,93). Foi observado
que no grupo IV as espécies doadoras mais ativas sobre a geminagdo e crescimento das
espécies alvo, M. splendens e M. multiflora com similaridade de 0,78 e E. punicifolia com

similaridade de 0,66 (Fig. 1.3).
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Figura 1.3. Dendrograma da Similaridade de Bray-Curtis para as variaveis de germinagdo e
crescimento de alface, cebola e tomate entre as espécies doadoras avaliadas (Coeficiente de

correlagdo: 0,85; min y:0,59).

Discussao

Os potenciais osmoticos encontrados nos extratos das espécies doadoras nado
interferiram significativamente sobre a germinagdo dos diasporos e desenvolvimento das
plantulas. Outros trabalhos corroboram os resultados apresentados evidenciando que
apenas potenciais osmoticos extremos influenciam nos resultados destes biotestes

(Sodaeizadeh et al. 2009; Zhang et al. 2010).
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Nesse trabalho doze dos quinze extratos foliares aquosos das espécies doadoras
alteraram os valores de alguma das varidveis analisadas para a germinacdo de didsporos
e/ou desenvolvimento de plantulas das espécies doadoras corroborando a hipotese testada.

Viérios processos fisiologicos do didsporo podem ser afetados pela presenga de
fitotoxinas, os mais relatados foram a supressdo das atividades de enzimas e/ou
fitormonios relacionados com a quebra do material de reserva que ¢ fornecido ao embrido
no momento de seu desenvolvimento inicial (Kato-Noguchi e Macias 2004; Singh et al.
2009) e a inibigdo da absor¢ao de agua por meio de alteragdes na permeabilidade da
membrana (Bogatek et al. 2005).

Os resultados deste trabalho mostraram que as espécies alvo respondem de maneira
distinta aos extratos (Fig. 1.1 e Tab. 1.1), confirmando que a suscetibilidade das espécies
alvo as substancias fitotoxicas, sob condi¢des de laboratério, depende das caracteristicas
fisioldgicas e bioquimicas dessas espécies (Kobayashi 2004), ou seja, a resposta as
fitotoxinas € espécie-dependente. A interferéncia dos extratos sobre a germinagao depende
do tamanho e estrutura das sementes (Hodgson e Mackey 1986), bem como da
permeabilidade da casca (Hanley e Whiting 2005). Prati ¢ Bossdorf (2004) observaram
diferencas quanto a sensibilidade de duas espécies de Geum sp. a extratos de Alliaria
petiolata. Batish et al. (2007) indicaram que extratos de folhas de Tagetes minuta teve
maior atividade sobre Cyperus rotundus quando comparada a Echinochloa crus-galli.

Sodaeizadeh et al. (2009) testando atividade alelopatica de diferentes orgaos de
Peganum harmala observou diferencas nas respostas das espécies alvo avaliadas. Neste
trabalho foi observado que a cebola apresentou menor sensibilidade quanto a porcentagem
de germinacdo quando comparada com outras espécies alvo testadas. Com relacdo a
velocidade de germinagdo, a espécie alvo menos afetada pelos extratos foi o tomate,
corroborando com os trabalhos supramencionados. Devido a esta caracteristica, os
aleloquimicos sdo fundamentais tanto em ambientes naturais, influenciando na composi¢ao
floristica, quanto na agricultura, podendo ser utilizado como herbicida seletivo.

Assim como os aleloquimicos afetam a germinagdo das sementes, também
interferem diretamente sobre reacdes fisiologicas e bioquimicas do crescimento e
desenvolvimento dos o6rgaos das plantas (Weir et al. 2004). Nesse estudo observou-se que
a raiz foi tdo sensivel quanto a parte aérea quando submetida aos extratos da maioria das

espécies doadoras, confirmando que as espécies de Myrtaceae testadas apresentam
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potencial alelopatico. Resultados semelhantes foram encontrados por outros autores
(Ahmed et al. 2008; Gao et al. 2009; Kato-Noguchi et al. 2010).

As plantulas submetidas ao estresse alelopatico sofrem alteragdes sobre as enzimas
presentes na membrana plasmatica, como a ATPase da bomba de proton que € responsavel
pela formacdo de um gradiente eletroquimico. Sua inibi¢do resulta na auséncia de forca
motriz para efetuar o transporte de ions e metabolitos pela membrana. Isso reflete na
redugdo da absorcdo de dgua e sais minerais pela raiz e, conseqiientemente prejudica as
funcdes essenciais da planta como a fotossintese, respiracdo e sintese de proteinas,
resultando na reducdo do crescimento (Gniazdowska e Bogatek 2005). Além disso, os
aleloquimicos estdo associados a inibicdo da mitose e/ou rompimento da estrutura das
organelas, como o nucleo e a mitocondria. Observacdes microscopicas tém ajudado na
deteccdo de anomalias no arranjo mitdtico ou formacao de paredes celulares atipicas
podendo sugerir o rompimento dos microtubulos ou alteracdes na biossintese da parede
celular (Zhang et al. 2010).

A segunda hipotese foi rejeitada, as espécies doadoras investigadas neste estudo
ndo apresentaram agrupamento por género como esperado, corroborando os resultados
obtidos por Santos e Salatino (2000) que ndo obtiveram sucesso na tentativa de agrupar
espécies da Familia Anonaceae presentes no cerrado de acordo com a composi¢do de
flavondides presentes nas folhas.

Todas as espécies estudadas pertencem a tribo Myrteae, a qual apresenta
sistematica obscura. Muitos autores estudaram Myrteae na tentativa de determinar o
melhor agrupamento dentro da tribo (McVaugh 1968; Salywon et al. 2002; Snow et al.
2003; Wilson et al. 2005). Wilson et al. (2001) afirmaram que esta tribo forma um grupo
parafilético, pois andlises da seqiiéncia de genes matK demonstraram que o grupo
Syzygium/Acmena surgiram independentemente da subfamilia Myrtoideae. Lucas et al.
(2007) confirmaram que esta tribo ¢ monofilética, excluindo o grupo em questao.

A tribo Myrteae ¢ dividida em trés subtribos: Myrtinae, que inclui os géneros
estudados Blepharocalyx, Campomanesia e Psidium; Eugeniinae no qual se inclui o género
Eugenia e Myrciinae o género Myrcia.

Myrtinae e Eugeniinae sdo parafiléticas enquanto Myrciinae ¢ monofilética (Lucas
et al. 2005). Estudos baseados na seqiiéncia do DNA nuclear sugeriram que o género

Psidium (subtribo Myrtinae) pode ser parafilético (Salywon et al. 2002), porém Lucas et al.
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(2005), utilizando seqiiéncias do DNA nuclear e do plastidio, afirmaram que este género
apresenta bom suporte para ser monofilético. O género Blepharocalyx (subtribo Myrtinae)
¢ extremamente isolado, sdo necessarios estudos futuros para avaliar a relevancia deste
grupo dentro da tribo (Lucas et al. 2005). O género Eugenia (subtribo Eugeniinae)
apresenta sinais de parafiletismo (Lucas et al. 2005). Estudos do DNA nuclear e do
plastidio também demonstraram que o género Myrcia ¢ parafilético (Lucas et al. 2005).
Assim, pode-se observar que a maioria dos géneros investigados neste trabalho apresenta
uma tendéncia a ser parafiléticos, corroborando os resultados observados.

Outro fator que explica a auséncia de agrupamento dos géneros € a variagdo quanto
a composicao e quantidade de aleloquimicos nessa familia. Keszei et al. (2008) afirma que
familia Myrtaceae € conhecida pela alta concentragdao de terpenos nas folhas e pela grande
variacdo qualitativa e quantitativa destes compostos de acordo com o taxon, populagdo e
individuo. Outros estudos fitoquimicos de folhas de Myrtaceae identificaram
sesquiterpenos, triterpenos, flavonoides e alcaldides em Calycorectes psidiiflorus
(Domingues et al. 2010), flavondides, taninos e fendis em Plinia cauliflora (Souza-Moreira
etal. 2010) e flavondides em Baeckea frutescens (Kamiya e Satake 2010).

Os resultados mostraram que doze dos quinze extratos foliares aquosos das espécies
doadoras alteraram os valores de alguma das varidveis analisadas para a germinacdo de
diasporos e/ou desenvolvimento de plantulas das espécies doadoras, no entanto, o indice de
resposta alelopatica (RI) aponta para um efeito alelopatico uniforme em relagdo as 15
espécies testadas mostrando a importancia dos aleloquimicos para a familia Myrtaceae no
ambiente de cerrado. Cada espécie demonstrou comportamento distinto em relagdo a

atividade alelopatica, ndo houve agrupamento por género.
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EXTRATOS DE FOLHAS DE MYRTACEAE
APRESENTAM POTENCIAL PARA
UTILIZACAO NO CONTROLE DE
PLANTAS INVASORAS?
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Resumo O uso indiscriminado de herbicidas tornou necesséaria a conversdao do modelo
agroquimico para um modelo de base agroecologica visando reduzir os impactos
ambientais e as injurias a saude humana. Estudos acerca das interagdes alelopaticas podem
ser uteis na busca por fitotoxinas produzidas por plantas que podem ser empregadas como
herbicidas naturais, mais especificos € menos prejudiciais ao ambiente. De acordo com
inventario floristico realizado pelo IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica) a
familia Myrtaceae ¢ uma das mais representativas na vegetacdo de cerrado. Assim, o
objetivo deste trabalho foi testar se extratos aquosos de folhas de Blepharocalyx
salicifolius, Myrcia multiflora, Myrcia splendens e Myrcia tomentosa, todas pertencentes a
familia Myrtaceae presentes no cerrado, inibem o desenvolvimento de plantas invasoras,
podendo ser aplicados em substituigdo a herbicidas comerciais. De acordo com os
resultados expostos no primeiro capitulo deste trabalho, extratos de folhas de Myrtaceae
apresentam atividade alelopdtica sobre espécies bioindicadoras. Assim, formulamos a
hipotese: os extratos de folhas de Myrtaceae sdo capazes de controlar plantas invasoras de
culturas, apresentando potencial para serem utilizados na fabricacao de herbicidas naturais.
Para testar esta hipotese foram avaliadas as atividades alelopaticas de folhas de quatro
espécies de Myrtaceae. Os extratos foliares aquosos, nas concentragdes de 5 e 10% (p/v),
foram testados sobre a germinagdo e morfologia das trés plantas invasoras mais freqiientes
em sistemas agricolas e comparados com o herbicida Oxifluorfem comumente utilizado no
controle dessas pragas. Os extratos promoveram atrasos acentuados na germinacdo e
interferiram sobre o crescimento das plantulas. Extratos de B. salicifoilius e M. splendens a
10% foram os mais ativos, de acordo com o ranqueamento efetuado. No presente estudo
constatou-se o potencial e a eficiéncia dos extratos, uma vez que foram mais fitotoxicos as
espécies invasoras que o herbicida, dessa forma a hipotese testada foi aceita, ressaltando
que o extrato foliar de M. tomentosa destacou-se por demonstrar elevada atividade mesmo
em baixa concentracao.

Palavras chave: agroecossistemas, alelopatia, crescimento, germinagao, oxifluorfem.

Abstract The indiscriminate use of herbicides has required the conversion of a model
agrochemical for a model based in agroecological methods to reduce environmental
impacts and injuries to human health. Studies about allelopathic effects may be useful in
searching for phytotoxins produced by plants to be used as natural herbicides, more
specific and less harmful to the environment. The inventory of flora compiled by the IBGE
(Brazilian Institute of Geography and Statistic) indicates that the family Myrtaceae is one
of the most representatives in the cerrado vegetation. Thus, the objective this work was
evaluate if leaf aqueous extracts of Blepharocalyx salicifolius, Myrcia multiflora, Myrcia
splendens and Myrcia tomentosa, all belonging to the Myrtaceae family present in the
cerrado, inhibit the development of weeds, can be applied in replacement commercial
herbicides. According to the results presented in the first chapter of this work, leaf aqueous
extracts of Myrtaceae have allelopathic activity on bioindicators. Thus, we hypothesized:
extracts of leaves of Myrtaceae may be able to control weeds in crops, with potential to be
used in the manufacture of natural herbicides. To test this hypothesis we studied the
allelopathic activity of leaves of four species of Myrtaceae. The aqueous leaf extracts at
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concentrations of 5 and 10% (w/v) were tested on the germination and morphology of three
common weeds of agricultural systems and compared with the Oxyfluorfen herbicide. The
extracts promoted pronounced delay in the germination and interferences on the seedling
growth. Extracts of B. salicifoilius and M. splendens 10% were the most active, according
to the ranking done. In this study we found the efficiency of these extracts, because these
were more toxic to weeds than the herbicide, thus the hypothesis was accepted,
emphasizing that the extracts leaves of M. tomentosa stood out for demonstrate high
activity even at low concentration.

Key words: agroecosystem, allelopathy, growth, germination, oxyfluorfen.
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Introducio

Segundo dados divulgados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa)
em 2010, o Brasil ¢ o maior consumidor de agrotéxicos do mundo pelo segundo ano
consecutivo (Carneiro e Almeida 2010). Levantamentos do Instituo Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) e do Sindicato Nacional da Induastria de Produtos para
Defesa Vegetal (Sindag) mostram crescimento de 44,6% do consumo de agrotdxicos no
Brasil no periodo de 2004 a 2008 (Carneiro e Almeida 2010). A utilizagdo em larga escala
de agrotoxicos tem trazido uma série de problemas ambientais, com impactos
significativos na biota e riscos ao homem (Peres e Moreira 2007). A solugdo para o pais
esta na conversao do modelo agroquimico para um modelo de base agroecologica
(Carneiro e Almeida 2010).

A alelopatia se tornou uma importante ferramenta para identificar plantas que
apresentam compostos bioativos (Oliveros-Bastidas 2008) a partir dos quais podem ser
produzidos herbicidas naturais, mais especificos € menos prejudiciais ao ambiente (Macias
et al. 1998). O conceito de alelopatia descreve a influencia de um individuo sobre o outro
em um ecossistema por meio de biomoléculas (aleloquimicos) produzidas pelas plantas,
seja prejudicando ou favorecendo a planta alvo (Rizvi et al. 1999). Nos tltimos anos os
estudos sobre o processo alelopatico tém enfocado a sua aplicagdo na agricultura. O uso de
aleloquimicos como herbicidas sobre espécies invasoras de culturas visa desenvolver uma
agricultura mais sustentavel (Chon et al. 2003).

O uso excessivo de herbicidas sintéticos pode causar a poluicdo do solo, dgua e
injurias a saude humana. Dentre os herbicidas utilizados no controle de plantas infestantes
de culturas, destaca-se o Oxifluorfem (240 g/L de ingrediente ativo). Este herbicida ¢
classificado como seletivo, de acdo ndo sistémica, pertencente ao grupo quimico éter
difenilico. E indicado para o controle de plantas invasoras, mono e eudicotiledoneas, em
aplicacdes de pré-emergéncia ou pos-emergéncia inicial. E um produto considerado
perigoso ao ambiente por ser altamente persistente e tOxico para organismos aquaticos e
bioconcentravel em peixes (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento).

Os compostos naturais possuem vantagens sobre os sintéticos, como auséncia de
moléculas halogenadas, menor meia vida (Duke et al. 2000; Rimando e Duke 2006) e a
maioria ¢ soluvel em agua, o que proporciona atividade inibitoria acentuada em baixas
concentragdes (Oliveros-Bastidas 2008). A necessidade de produzir herbicidas menos
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impactantes ao ambiente tem gerado uma crescente busca de compostos naturais mais
especificos em seu modo de agdo e com produtos de degradagdo mais toleraveis pelos
organismos (Oliveros-Bastidas 2008).

Em resposta aos danos provocados a satide humana pelo uso de herbicidas, a
demanda por produtos organicos vem aumentando nos ultimos anos (Copping ¢ Duke
2007). Na maioria dos paises, o sistema de produgdo organica ndo permite o uso de
herbicidas sintéticos, assim o manejo de plantas invasoras ¢ problematico (Dayan et al.
2009), dessa maneira € necessario o desenvolvimento de produtos naturais com atividade
herbicida que supram esse mercado emergente.

A familia Myrtaceae destaca-se como uma das familias mais abundantes e
diversificadas nos ecossistemas brasileiros (Mori et al. 1983). O inventario da flora
brasileira, efetuado pelo IBGE, indica que esta familia ¢ considerada uma das mais
representativas do cerrado. Apesar da importancia em riqueza e diversidade dessa familia,
pouco se conhece sobre o seu potencial alelopatico. Assim, o objetivo deste trabalho foi
testar se extratos aquosos de folhas de quatro espécies de Myrtaceae, presentes no cerrado,
inibem o desenvolvimento de plantas invasoras, podendo ser aplicados em substituicao a
herbicidas comerciais. De acordo com resultados preliminares de Imatomi (2010), extratos
de folhas de Myrtaceae apresentam atividade alelopatica sobre espécies bioindicadoras.
Assim, foi formulada a hipdtese: os extratos de folhas de Myrtaceae sdo capazes de
controlar plantas infestantes de culturas, apresentando potencial para serem utilizados na
fabricagdo de herbicidas naturais.

Para testar esta hipotese foram avaliadas as atividades alelopaticas de folhas de
Blepharocalyx salicifolius, Myrcia multiflora, Myrcia splendens e Myrcia tomentosa
pertencentes a familia Myrtaceae. Foram utilizadas duas concentragdes para verificar a
redug¢do do potencial com a diluicdo do extrato, fator determinante para utilizagdo em
sistemas agroecologicos. Os extratos aquosos foram testados sobre a germinagdo e
morfologia das espécies infestantes mais freqiientes em sistemas agricolas. Essas espécies
provocam prejuizos de cerca de 95 bilhdes de ddlares anuais na produgdo de alimentos em
nivel mundial (FAO 2009) competindo por recursos com as espécies cultivadas e
reduzindo a producdo agricola. Para evidenciar a atividade dos extratos, estes foram
comparados com o herbicida Oxifluorfem comumente utilizado no controle dessas espécies

infestantes de culturas.

38



Tese Estudo alelopatico de espécies da familia Myrtaceae do cerrado Capitulo 2

Material e Métodos

Local de coleta

O material biologico foi coletado na reserva de cerrado sensu stricto da
Universidade Federal de Sao Carlos, campus Sao Carlos, Sao Paulo, Brasil (21° 58” a 22°
00> S e 47°51° a47°52° O). O clima da regido, segundo a classificagdo de Koppen ¢ do
tipo Cwa (tropical de altitude). A vegetagdo ¢ caracterizada por um estrato lenhoso

formado por arvores e arbustos que se projetam acima de um estrato herbaceo bem

definido (Ribeiro e Walter 1998).

Material biologico

Para a confeccdo dos extratos foram selecionadas as espécies doadoras
Blepharocalyx salicifolius Kuth O. Berg, Myrcia multiflora DC., Myrcia splendens DC. e
Myrcia tomentosa DC.devido a riqueza dessas espécies no cerrado e a atividade alelopatica
diferenciada de cada uma. De acordo com Imatomi (2010) extratos aquosos de folhas de B.
salicifolius atuam inibindo o desenvolvimento das plantulas alvo, extratos aquosos de
folhas M. tomentosa atuam sobre a germinacdo de didsporos e extratos aquosos de folhas
M. multiflora e M. splendens inibem intensamente a germinacdo € o desenvolvimento de
espécies alvo bioindicadoras. As excicatas das espécies utilizadas foram depositadas no
Herbario da Universidade Federal de Sao Carlos (HUFSCar) sob os numeros 8308 (B.
salicifolius), 8316 (M. multiflora), 8317 (M. splendens) e 8318 (M. tomentosa).

As espécies de Myrtaceae encontradas no local de coleta foram marcadas e os
individuos acompanhados até o periodo de floracdo e frutificacdo, o que possibilitou a
identificacdao das espécies. As folhas de cada espécie foram coletadas assistematicamente
em pelo menos cinco individuos em estadio vegetativo, no periodo seco (julho a outubro
de 2008). As folhas coletadas foram secas em estufa sob 40 °C durante 48h, em seguida
trituradas em moinho elétrico e armazenadas em embalagens plasticas em ambiente de
laboratorio (+ 25 °C).

O potencial alelopatico dos extratos provenientes das folhas das espécies doadoras
foi testado sob os diasporos de trés espécies invasoras Echinochloa crus-galli (L.) Beauv.
(Poaceae, capim arroz), Euphorbia heterophylla L., (Euphorbiaceae, amendoim bravo) e
Ipomoea grandifolia L., (Convolvulaceae, corda de viola). Para quebrar a dorméncia
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mecanica presente nos diasporos de I. grandifolia, estes foram escarificados em dacido
sulfurico (98%) durante 5 minutos, em seguida lavados em agua destilada, secos em papel

de filtro e imediatamente utilizados nos bioensaios (Voll et al. 2010).

Preparagao dos extratos

Os extratos aquosos foram obtidos a partir da mistura do p6 das folhas com agua
destilada em concentragdo de 10% (1 g de pd: 10 mL de agua destilada). Essa solucao
permaneceu em repouso durante 12 h em refrigerador. Decorrido esse periodo, o extrato
foi filtrado a véacuo utilizando-se bomba elétrica e Kitasato com um funil de Buckner
coberto com papel de filtro qualitativo. O extrato resultante foi recolhido em um béquer e a
partir desse extrato concentrado foi feita diluicdo em agua destilada para 5% (Gatti et al.
2004).

O controle positivo foi efetuado com o herbicida comercial Oxifluorfem (24% m/v)
que ¢ um herbicida de contato indicado para o controle de plantas invasoras, sejam
gramineas ou plantas de “folhas largas”, em aplicacdes de pré-emergéncia ou pds-
emergéncia inicial (Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento). A solucdo foi
preparada em concentragdo de 10 e 5%, a partir da recomendagéo de uso (720 g.i.a.ha™).

Assim os bioensaios foram conduzidos utilizando-se extratos aquosos foliares ou o

herbicida a 5 ou 10%, mais o grupo controle com agua destilada.

Bioensaio de germinagdo

Os diasporos das espécies alvo foram colocados em placas de Petri de 9 cm de
diametro forradas com duas folhas de papel de filtro e umedecidas com 5 mL do extrato
foliar aquoso ou herbicida (controle positivo) ou dgua destilada (controle negativo).

Os experimentos foram conduzidos com quatro repeticdes de 20 diasporos por
placa de Petri. As placas de Petri contendo os didsporos foram mantidas em camara de
germinagdo (BOD) a 27 °C com fotoperiodo de 12 horas, seguindo avaliagdes prévias
realizadas para a determinagao das condi¢des adequadas para as espécies alvo.

As contagens foram realizadas em intervalos de 12 horas, até totalizar 15 dias apds
a semeadura. Foram consideradas germinados os didsporos com protrusdo de uma das

partes do embrido de dentro dos envoltdrios (Borghetti e Ferreira 2004).
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Bioensaio de crescimento

Os diasporos utilizados nesse bioensaio foram previamente germinados em agua (2
a 4 mm de radicula), posteriormente foram distribuidos em caixas plasticas transparentes
de 500 mL (14x10 cm) forradas com duas folhas de papel de filtro umedecidas com 13 mL
de extrato foliar aquoso a 5 e 10% ou herbicida a 5 e 10% (controle positivo) ou dgua
destilada (controle negativo) e tampadas. Os experimentos foram conduzidos com quatro
repeticoes de 10 didsporos por caixa plastica. As caixas foram mantidas em camara de
germinagdo (BOD) a 27 °C com fotoperiodo de 12 horas. Apos cinco dias foram medidos
os comprimentos da parte aérea e da raiz primaria com um paquimetro digital e avaliadas

as anomalias das plantulas.

Potencial osmotico e hidrogenionico dos extratos

Os potenciais osmaticos dos extratos foram medidos utilizando um osmometro. As
medidas de potencial osmotico foram obtidas em mOsm.Kg" e convertidos para pressio
osmotica (MPa) (Larcher 2004).

Posteriormente foi realizado bioensaio de germinagdo e crescimento com as
espécies receptoras utilizando-se solugdes de polietilenoglicol 6000 (PEG-6000) para
simular os potenciais osmaticos encontrados nos extratos. A preparacdo das solugdes de
PEG foi realizada seguindo as especificacdes de Villela et al. (1991) e o bioensaio de
germinagdo e crescimento seguiu a metodologia descrita anteriormente.

Além do potencial osmdtico também foi medido o potencial hidrogenidnico (pH)
dos extratos com um phmetro. O pH obtido para todos os extratos se manteve dentro dos
limites tolerados para a germinagdo e desenvolvimento das espécies (Larcher 2004) e,

assim os bioensaios foram dispensados.

Calculos matemdaticos e andlise estatistica

Foram calculadas para o bioensaio de germinagdo a porcentagem de germinagao
(G), tempo médio de germinagdo (7M), a entropia informacional (/) (Ranal e Santana
20006) e o indice de resposta a efeitos alelopaticos (R/) (Zhang et al. 2010).

Os dados de comprimento da parte aérea e da raiz das plantulas foram calculados

em porcentagens de inibi¢do/estimulo em relagdo ao controle, onde zero indica 0 mesmo
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valor do controle, valores positivos indicam estimulo, e valores negativos inibicao (Macias
et al. 2006).

O delineamento experimental, em laboratorio, foi inteiramente casualizado, com
quatro repeticdes para cada tratamento. Os dados foram submetidos ao teste de
normalidade de Lilliefors (Kolmogorov-Smirnoff). Quando foi constatada a normalidade
dos dados, foi aplicada Andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey a 5%
de significancia e para os dados ndo normais foi empregado o teste nao-paramétrico de
Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn para comparagdes binarias, a 1% de
significancia. Todas as andlises foram realizadas utilizando-se o programa estatistico

BioEstat 3.0 (Sociedade civil Mamiraua, CNPq).

Resultados e Discussao

O potencial osmotico dos extratos de folhas das espécies doadoras variaram de -0,1
(Myrcia splendens) a -0,19 MPa (M. multiflora). A partir dos resultados dos bioensaios de
germinacgdo e de crescimento, utilizando-se PEG 6000, foi constatado que estes potenciais
ndo interferiram significativamente sobre a germinabilidade, tempo médio e
desenvolvimento das plantulas das espécies invasoras. Outros trabalhos corroboram os
resultados apresentados, evidenciando que apenas potenciais osmoéticos extremos
influenciam sobre a germinagdo e crescimento de espécies vegetais (Sodaeizadeh et al.
2009; Zhang et al. 2010).

Os extratos aquosos foliares de todas as espécies e o herbicida ndo apresentaram
efeito inibitério sobre a porcentagem de germinagdo das espécies alvo ndo diferindo
significativamente (p < 5%) do controle (Fig. 2.1). Com relacdo ao tempo médio de
germinagdo, obervou-se que os diasporos de amendoim bravo apresentaram aumento
significativo (P < 5%) do tempo médio de germinagdo quando submetidos aos extratos
foliares aquosos de todas as espécies doadoras nas duas concentragdes testadas (Fig. 2.1).
Todos os extratos foliares aquosos e o herbicida, nas duas concentragdes, ampliaram o
tempo médio de germinagdo dos diasporos de capim arroz (Fig. 2.1). Os extratos aquosos
de folhas de M. splendens e M. tomentosa nas duas concentracdes e M. multiflora a 10%,
aumentaram o tempo médio de germinagdo dos didsporos de corda de viola (Fig. 2.1).
Matsumoto et al. (2010) trabalhando com as mesmas espécies infestantes de cultura,
verificou que a fra¢do acetato de etila de Annona glabra (Annonaceace), obtida da parti¢ao
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liquido-liquido com hexano e acetato de etila, ndo foi capaz de reduzir a porcentagem de
germinagdo dos didsporos de Echinochloa crus-galli, Euphorbia heterophylla e Ipomoea
grandifolia. No entanto, atrasou o processo germinativo dos diasporos de E. crus-galli,
mas nao interferiu sobre o tempo médio de germinacao das didsporos de E. heterophylla e
L grandifolia. Seyyednejad et al. (2010) verificando o potencial alelopatico de extrato
aquoso de casca de 13 cultivares de arroz (Oryza sativa) sobre a espécie alvo E. crus-galli,
observou que nenhum extrato testado reduziu significamente a porcentagem de germinacao
dos diasporos, corroborando os resultados encontrados nesse trabalho.

Embora a porcentagem final de germinacdo ndo tenha sido afetada pelos extratos
foliares aquosos, os resultados de tempo médio evidenciaram a atividade acentuada dos
extratos em relacdo ao herbicida. Muitas vezes o efeito alelopatico ndo se manifesta sobre
a porcentagem final de germinacgdo, mas sobre a velocidade de germinagdo dos didsporos
ou sobre outro parametro do processo germinativo (Ferreira 2004). De acordo com Fenner
(2000) o tempo de germinagdo ¢ um fator crucial na sobrevivéncia das plantulas, refletindo
sobre o crescimento e desempenho nos estagios subseqiientes do desenvolvimento. Plantas
que germinam mais lentamente podem apresentar tamanho reduzido (Jefferson e
Pennachio 2005) e, como conseqiiéncia, podem ser mais suscetiveis a estresses, a predagdo
e terem menor chance na competi¢do por recursos.

As alteragdes no padrao de germinacdo podem ser o resultado de processos
fisiologicos da semente que sdo afetados pela presenga de fitotoxinas, os mais relatados
foram a supressdo das atividades de enzimas e/ou fitormonios relacionados com a hidrdlise
do material de reserva que ¢ fornecido ao embrido no momento de seu desenvolvimento
inicial (Kato-Noguchi e Macias 2004; Singh et al. 2009) e a inibicao da absorcdo de dgua
por meio de alteragdes na permeabilidade das membranas (Bogatek et al. 2005).

Aumentos nos valores de entropia informacional indicam alteracdes na sincronia
das reagdes metabdlicas que ocorrem durante o processo germinativo (Ranal et al. 2009).
De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, os valores de entropia informacional
dos diasporos de amendoim bravo submetidos aos extratos nao diferiram do controle,
indicando manuten¢do da sincronia no processo germinativo (Fig. 2.1). Os extratos
aquosos de folhas de B. salicifolius, M. multiflora e M. tomentosa, em ao menos uma das
concentragdes aumentaram significativamente os valores de entropia dos didsporos de

capim arroz (Fig. 2.1). Os diasporos de corda de viola apresentaram aumento dos valores
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de entropia quando submetidos aos extratos aquosos de B. salicifolius, M. splendens e M.
tomentosa nas duas concentragdes e M. multiflora a 10% (Fig. 2.1).

Os efeitos alelopaticos na germinacao de diasporos nao devem ser fundamentados
somente no numero final de didsporos germinados. Além desse fator, a velocidade de
germinagdo, a homogeneidade e a sincronia de germinacao dos diasporos sdo fatores que
expressam a taxa e o grau de organizagdo ou desordem nas reagdes quimicas que ocorrem
nas sementes durante o processo germinativo e estes dados devem ser analisados
juntamente com a germinabilidade das sementes (Santana et al. 2006).

O indice de resposta a efeitos alelopaticos (RI) ¢ um importante indicador da
atividade dos extratos, ele foi calculado em relacdo a velocidade de germinag@o do controle
e do tratamento com os diferentes extratos (Gao et al. 2009). Todos os didsporos tratadas
com os extratos apresentaram RI negativo, indicando presenca de atividade alelopatica dos
extratos das espécies testadas. O herbicida nas duas concentragdes inibiu os diasporos das
espécies alvo utilizadas e na concentragdo a 10% proporcionou pequeno estimulo aos

diasporos de amendoim bravo (Fig. 2.1).
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Figura 2.1. Valores médios de porcentagem de germinagdo, tempo médio, entropia
informacional e indice de resposta a efeitos alelopaticos (R/) da germinacdo de diasporos
de amendoim bravo, capim arroz e corda de viola submetidas aos extratos aquosos, nas
concentragdes de 5 e 10%, de folhas das espécies doadoras, herbicida Oxifluorfem
(controle positivo) e agua destilada controle (controle negativo) (Kruskal-Wallis, p<1% e

Tukey, p<5%). (*) significativamente diferente do controle.
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Assim como os aleloquimicos afetam a germinacdo das sementes, também
interferem diretamente sobre reacdes fisioldogicas e bioquimicas do crescimento e
desenvolvimento dos 6rgdos das plantas (Weir et al. 2004). Todos os extratos de folhas das
espécies de Myrtaceae na concentracdo de 10% reduziram o comprimento da parte aérea e
da raiz das plantulas de amendoim bravo e extratos de folhas de B. salicifolius e M.
tomentosa a 5% inibiram apenas a parte aérea, assim como o herbicida nas duas
concentragoes testadas. Nas plantulas de capim arroz foi observado estimulo da parte aérea
proporcionado pelo extrato de folhas de M. fomentosa a 5%, a raiz teve seu comprimento
inibido por todos os extratos foliares nas duas concentragdes, com excecdo de M.
tomentosa a 5%. O herbicida foi o Unico tratamento que inibiu a parte aérea e raiz das
plantulas de capim arroz nas duas concentracdes. As plantulas de corda de viola tiveram o
comprimento da parte aérea e da raiz inibido pelos extratos de folhas de B. salicifolius, M.
splendens e M. tomentosa na concentragdo de 10% e o comprimento da raiz foi inibido
pelas duas concentracdes de todos os extratos foliares testados e pelo herbicida (nas duas
concentragoes) (Fig 2.2).

Matsumoto et al. (2010) trabalhando com as mesmas espécies infestantes de
cultura, verificou que a fragdo acetato de etila de Annona glabra (Annonaceae), obtida da
particdo liquido-liquido com hexano e acetato de etila, afetou o crescimento de
Echinochloa crus-galli, Euphorbia heterophylla e Ipomoea grandifolia. Seyyednejad et al.
(2010) verificando o potencial alelopatico de extrato aquoso de casca de 13 cultivares de
arroz (Oryza sativa) sobre a espécie alvo E. crus-galli, observou que ndo houve efeito

significativo sobre os comprimentos da parte aérea e raiz das plantulas
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Figura 2.2. Valores médios da inibi¢do/estimulo, em rela¢do ao controle, do comprimento
da parte aérea e raiz de plantulas dos diasporos de amendoim bravo, capim arroz e corda de
viola submetidos aos extratos aquosos de folhas das espécies doadoras e ao herbicida
Oxifluorfem nas concentragdes de 5 e 10% (Kruskal-Wallis, p<1% e Tukey, p<5%).

(*)Diferem significativamente do controle.
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A emergéncia da plantula e seu crescimento sdo as fases mais sensiveis na
ontogénese do individuo (Blum 1999). Segundo Jacobi e Ferreira (1991), do ponto de vista
ecologico, a inibi¢do do crescimento da plantula ap6s a germinagdo controla o tamanho da
populacdo de modo mais eficiente, em comparag¢do a inibicdo do processo germinativo,
pois assim o banco de sementes ¢ exaurido.

As partes aéreas das plantulas de capim arroz apresentaram resposta hormética aos
extratos foliares de todas as espécies doadoras testadas, ou seja, os extratos foliares em
baixas concentragdes estimularam o crescimento e com o aumento da concentragdo o
comprimento foi inibido. Varias espécies apresentam resposta hormética sob agdo de
substancias alelopaticas incluindo varios tipos de herbicidas (Calabrese e Baldwin 2003;
Duke et al. 2006).

De acordo com as Regras de Analises de sementes (Brasil 2009) as plantulas
anormais sdo aquelas que ndo apresentam potencial para continuar o seu desenvolvimento.
Baseando-se neste conceito, foram determinados quatro tipos de anomalias que prejudicam
ou inviabilizam o desenvolvimento das plantulas: 1. Morte da plantula; 2. Necrose da raiz;
3. Inversdo gravitropica; e 4. Plantulas atrofiadas. Assim, neste trabalho foi possivel
quantificar e qualificar o tipo de anomalia provocada pelos extratos (Fig. 2.3).

Os aleloquimicos podem induzir o aparecimento de plantulas anormais, nas quais a
necrose ¢ o sintoma mais evidente do efeito alelopatico, inibindo o desenvolvimento da
planta receptora (Ferreira e Aquila 2000), neste trabalho foi observada necrose em todas as
plantulas submetidas a todos os extratos foliares testados, o herbicida proporcionou a

necrose apenas em plantulas de amendoim bravo (Fig. 2.4).
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Amendoim bravo

Corda de viola

bcd

Figura 2.3. Anomalias observadas nas plantulas de amendoim bravo, capim arroz e corda

de viola. a) controle; b) necrose da raiz; ¢) inversao gravitropica; d) plantulas atrofiadas.

As plantulas de amendoim bravo submetidas aos extratos de M. splendens a 10% e
M. tomentosa a 5 e 10%; plantulas de capim arroz submetidas ao extrato de folhas de M.
tomentosa a 10%; e as plantulas de corda de viola submetidas aos extratos de folhas de B.
salicifolius e de M. tomentosa, ambas nas duas concentracdes sofreram oxidacdo dos

tecidos e rapida decomposicao levando a morte dessas plantulas.
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Grande parte das plantulas de amendoim bravo apresentou inversdo gravitropica,
quando submetidas aos extratos, exceto as tratadas com extrato de folhas de B. salicifolius
e de herbicida, ambas nas duas concentragdes (Fig. 2.4). As plantulas de capim arroz nao
apreentaram inversao gravitropica. Nas plantulas de corda de viola todos os extratos
foliares promoveram esta anomalia, apenas o herbicida ndo provocou essa anomalia (Fig.
2.4).

Com relagdo ao desenvolvimento precoce de raiz secundaria, todas as espécies alvo
testadas apresentaram essa anomalia quando tratadas com os extratos foliares, apenas o
herbicida ndo foi capaz de alterar este processo nas plantulas de capim arroz e corda de
viola (Fig. 2.4).

A respeito do atrofiamento severo das plantulas, foi observado que as plantulas de
amendoim bravo apresentaram-se atrofiadas quando submetidas aos extratos, com excecao
do extrato de M. multiflora a 5% e herbicida a 5 e 10%, as plantulas de capim arroz ndo
apresentaram esta alteracdo e todas as plantulas de corda de viola tratadas com os extratos

exibiram atrofiamento, apenas o herbicida ndo promoveu esta alteracao (Fig. 2.4).

50



Tese Estudo alelopatico de espécies da familia Myrtaceae do cerrado Capitulo 2

Amendoim bravo
B. salicifolius 5% XXX ]
B. salicifolius 10% PO |
M. multiflora 5%\~~~ /] LA
M. multiflora 10% )/~~~ 1] |

M. splendens 5%
M. splendens 10%)
M. tomentosa 5%
M. tomentosa 10% |,
Herbicida 5%
Herbicida 10%]

B. salicifolius 5%
B. salicifolius 10% |,
M. multiflora 5%,
M. multiflora 10% |,
M. splendens 5% |,
M. splendens 10%|
M. tomentosa 5%
M. tomentosa 10% |
Herbicida 5% ---
Herbicida 10%)| ---

Corda de viola

B. salicifolius 5%]
B. salicifolius 10%
M. multiflora 5% |,
M. multiflora 10% |,
M. splendens 5%
M. splendens 10%)
M. tomentosa 5%
M. tomentosa 10%),
Herbicida 5% ---
Herbicida 10%) ---

0 50 100 150 200 250 300 350
Porcentagem acumulada (%)

[ ] Atrofia severa PO Raiz secundaria
I [nversdo gravitropica 7] Necrose da raiz

Figura 2.4. Porcentagem acumulada de anomalias proporcionadas pelos extratos aquosos
de folhas de Myrtaceae e pelo herbicida, ambas nas concentracdes de 5 e 10%, nas

plantulas de amendoim bravo, capim arroz e corda de viola

O desenvolvimento e sobrevivéncia das plantas baseiam-se na sua habilidade de
perceber e responder a mudangas ambientais, e essas respostas sdo freqlientemente
moduladas por fitormdnios. O hormoénio etileno desempenha importante papel na
adaptagdo da planta ao estresse (Luwig et al. 2005; Ogawa et al. 2005), exibindo
intensificagdo de sua biosintese quando as plantas sdo estressadas (Liu e Zhang 2004). O
aumento na produgdo de etileno pode ampliar a tolerancia ao estresse (Cao et al. 2007,
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Jackson 2008) ou, em outros casos, aumentar a sensibilidade ao estresse levando a
senescéncia prematura e morte celular (Xu et al. 2008). A resposta das células ao etileno
também depende da sensibilidade dos tecidos ao hormdnio, que pode ser influenciada por
complexas interacdes com outros fitoreguladores (Stepanova e Alonso 2005; Sharabi-
Schwager et al. 2010). Portanto, acredita-se que a morte precoce das plantulas observadas
nesse trabalho pode estar relacionada com alteragdes no balango hormonal em resposta ao
estresse quimico.

As citocininas e a auxina sao hormonios chave que regulam o desenvolvimento da
raiz, a diferenciagcdo do tecido vascular e o gravitropismo da raiz, esses dois hormonios,
junto com o etileno, regulam a iniciag@o da raiz lateral (Aloni et al. 2006).

As citocininas produzidas na coifa sdo consideradas os sinais primarios da resposta
gravitropica, a falta desse fitoregulador altera a curvatura normal da raiz. A auxina e o
etileno também estdo envolvidos nesse processo, ao alterar a posicao da plantula, ocorre
acimulo desses hormdnios no apice da raiz, assim o alongamento das células nessa regido
¢ inibido. Por outro lado, na por¢do superior, onde a concentracdo de auxina se torna
menor, o alongamento ¢ estimulado resultando na curvatura da raiz (Aloni et al 2006). De
acordo com Buer et al. (2006) plantulas de Arabidopsis apresentaram a resposta
gravitropica, o alongamento e a curvatura radicular inibidos pela adi¢do do precursor do
etileno ACC (4cido carboxilico 1-aminociclopropano), indicando que o etileno modula
esses processos. Assim, alteragdes nas concentragdes desses fitormonios podem estar
relacionadas a resposta gravitropica anormal relatada nesse trabalho (Fig. 2.4).

A auxina € o principal hormoénio envolvido no processo de formagao da raiz lateral.
Esse processo ¢ complexo e envolve a interacdo da auxina com outros hormoénios. No
estadio de iniciacdo da raiz lateral, as células do periciclo sao estimuladas pelo aumento na
concentracdo de auxina e inibidas pelo aumento na concentragdo de citocinina (impede o
aumento da concentragdo da auxina) e pelo etileno (inibe o transporte da auxina). Apos a
formacdo do primordio radicular, a auxina passa a estimular seu crescimento enquanto a
citocinina inibe. A emergéncia é estimulada pela auxina e pelo etileno e inibida pelo acido
abcisico (Fukaki e Tasaka 2009). A precocidade do surgimento das raizes laterais esta
relacionada a um desbalango hormonal causado por possiveis injirias no apice da raiz
(Dayan et al. 2000). Em geral, a deficiéncia de citocinina (promovida pela injuria a coifa) e

altos niveis de auxina, acompanhados de elevadas concentragdes de etileno (resposta ao
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estresse quimico) levam a formacdo precoce de raizes laterais, evento constatado nos
resultados do presente trabalho (Fig. 2.4).

Observando o somatorio das colunas da tabela 2.1, constatou-se que no processo
germinativo os diasporos de capim arroz apresentaram atraso acentuado na germinacao,
enquanto os didsporos de corda de viola apresentaram menor sincronia, quando
comparados aos demais didsporos testados.

Com relacao ao comprimento das plantulas, o amendoim bravo foi a espécie com
maior inibi¢do do comprimento da parte aérea, enquanto as plantulas de capim arroz e
corda de viola apresentaram inibi¢do acentuada no comprimento das raizes (Tab. 2.1). A
sensibilidade radicular aos aleloquimicos ¢ bem documentada na literatura, sendo uma das
caracteristicas que melhor indica a agdo alelopatica de extratos vegetais (Seal e Pratley
2010; Maraschin-Silva e Aquila 2005).

Os resultados observados evidenciaram que as espécies alvo respondem de maneira
distinta aos extratos (Tab. 2.1), confirmando que a suscetibilidade destas as substancias
fitotoxicas, sob condi¢cdes controladas, depende das caracteristicas fisiologicas e
bioquimicas dessas espécies (Kobayashi 2004). Devido a esta caracteristica, os
aleloquimicos sdo fundamentais em sistemas agroecologicos, pois podem ser aplicados
como herbicidas seletivos. Esses resultados corroboraram com os encontrados por Prati e
Bossdorf (2004) que observaram diferencas quanto a sensibilidade de duas espécies de
Geum sp. a extratos de Alliaria petiolata. Batish et al. (2007) indicaram que extratos de
folhas de Tagetes minuta teve maior atividade sobre Cyperus rotundus quando comparada
a Echinochloa crus-galli. Sodaeizadeh et al. (2009) testando atividade de diferentes 6rgdos
de Peganum harmala observou diferencas nas respostas das espécies alvo avaliadas.
Extratos de sementes, folhas e caules de Annona crassiflora, uma espécie de cerrado,
apresentou potencial para o manejo das espécies invasoras Brachiaria brizantha,
Euphorbia heterophylla e Ipomoea grandifolia, a sensibilidade das espécies alvo variou em
resposta aos extratos (Inoue et al. 2010).

A partir do somatdrio das linhas da Tabela 2.1 foi possivel ordenar de forma
decrescente os extratos em relacdo a presenca de atividade alelopatica. As menores
inibi¢des foram proporcionadas pelo herbicida, nas duas concentragdes e M. multiflora e
M. splendens, ambas a 5%. Foi averiguado que quanto maior a concentragdo dos extratos

maior a inibi¢do proporcionada. Esta relagdo foi menos acentuada nos extratos de folhas de
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M. tomentosa na qual a resposta das espécies alvo ao extrato a 5% foi semelhante a 10%,

este ¢ um indicio de potencial para a producao de herbicidas naturais.

Tabela 2.1. Ordem crescente da freqiiéncia de atividade alelopatica proporcionada pelos
extratos aquosos de folhas das espécies doadoras. Presencga (1) e auséncia (0) de atividade
alelopatica, em relagdo ao controle, nos diasporos e plantulas de amendoim bravo (A),
capim arroz (B) e corda de viola (C) para a porcentagem de germinagao (G), tempo médio

(TM), entropia informacional (/) e comprimentos da parte aérea e raiz das plantulas.

Comprimento
Variaveis Parte
G ™ 1 Raiz Total
aérea
Espécies
A B C A B C A B C A B C A B C
doadora/alvo
Herbicida  05% 0 0 0 0o 1 0 0 0 0 1 1 0 0o 1 1 05
Herbicida 10% 0 0 0 0o 1 0 0 0 0 1 1 0 0o 1 1 05
M. multiflora 05% 0 0 O 1 1 0 01 0 0 0 O 0 1 1 05
M. splendens 05% 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 1 05
B. salicifolius 05% 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 06
M. tomentosa 05% 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0o 0 1 07
M. tomentosa 10% 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1 08
M. multiflora 10% 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 0 0 1 1 1 08
B. salicifolius 10% 0 0 0 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 09
M. splendens 10% 0 0 0 I 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 09
Total 0 0 0 7 10 4 0 3 7 8 2 3 4 9 10

Em geral, a inibi¢do do crescimento de espécies invasoras em resposta a diferentes
extratos de plantas é bem documentada (Duke et al. 1998; Olofsdotter et al. 2002; El-
Rokiek et al. 2006, 2009, 2010), porém nao ha relatos sobre o potencial de uso de espécies
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de Myrtaceae do cerrado brasileiro. No presente estudo constatou-se o potencial e a
eficiéncia desses extratos, uma vez que estes foram mais fitotoxicos as espécies invasoras
que o herbicida, dessa forma a hipotese testada foi aceita, ressaltando que o extrato foliar
de M. tomentosa destacou-se por demonstrar elevada atividade mesmo em baixa

concentracao.
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Resumo Estudos sobre intera¢des alelopaticas sdo uteis na busca por fitotoxinas naturais,
produzidas por plantas ou microrganismos a serem empregadas como herbicidas naturais,
mais especificos e menos prejudiciais ao ambiente. Devido ao melhoramento e refinamento
das técnicas de isolamento e caracterizagdo de compostos quimicos, a alelopatia se tornou
uma importante ferramenta para identificar plantas bioativas. Myrcia tomentosa
(Myrtaceae) ¢ uma espécie arborea, decidua, heliofita e pioneira. No cerrado sensu stricto,
esta espécie inibe o desenvolvimento de outras plantas em seu entorno, indicando possivel
interferéncia alelopatica. Embora esta espécie apresente potencial fitotoxico, ainda ndo ha
estudos que comprovem a sua atividade ou que caracterizem o seu perfil quimico. Nesse
trabalho foi testada a seguinte hipdtese: As folhas de M. fomentosa apresentam fitotoxinas
promissoras na busca por compostos bioativos. Para testar esta hipdtese foi efetuado
isolamento e identificagdo de compostos majoritarios presentes nas folhas de M.
tomentosa. Foram isolados dois compostos do extrato de acetato de etila: juglanina e
avicularina, o que as diferencia ¢ a hidroxila ligada ao carbono 3’ na molécula de
avicularina. De acordo com os resultados, a juglanina foi a substancia que promoveu maior
inibicao do crescimento de coleoptilos de trigo. O presente trabalho relatou pela primeira
vez a presenga dos flavonoides kaempferol e quercetina em uma espécie de Myrtaceae do
cerrado e deu embasamento para futuros estudos relativos a bioprospeccao da espécie M.
tomentosa, da qual ndo se encontrou nenhum relato de estudos alelopaticos, fracionamento
e identificacdo de compostos quimicos.

Palavras-chave: alelopatia, flavonoides glicosilados, fitotoxinas, prospec¢dao de
aleloquimicos.

Abstract Studies on allelopathic interactions may be useful in the search for natural
phytotoxins, produced by plants or microorganisms to be used as natural herbicides, more
specific and less harmful to the environment. Due to the improvement and refinement of
techniques for isolation and characterization of chemical compounds, allelopathy has
become an important tool to identify bioactive plants. Myrcia tomentosa (Myrtaceae) is a
deciduous tree, shade intolerant and pioneer. In the cerrado sensu strictu, this species
inhibits the growth of other plants around it, indicating possible production of
allelochemicals. Although this species show phytotoxic potential, there are no studies
proving their activity or characterizing their chemical profile. In this study we tested the
following hypothesis: The leaves of M. tomentosa present promising phytotoxins in the
search for bioactive compounds. To test this hypothesis was carried out isolation and
identification of major compounds in the leaves of M. fomentosa. Were isolated two
compounds from the ethyl acetate extract: juglanin and avicularin, the difference between
both is the presence of one hydroxyl attached to carbons 3' in avicularina molecule.
According to the results, juglanin was the substance that caused more growth inhibition of
wheat coleoptile. This paper is the first report of the presence of the flavonoids quercetin
and kaempferol in species of Myrtaceae of cerrado (Brazilian savanna) and gave
foundation for future studies on bioprospecting of the M. tomentosa, which did not find
any reports of allelopathic studies, fractionation and identification of chemical compounds.
Keywords: allelopathy, flavonol glicosides, fitotoxins, prospecting of allelochemicals.
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Introducio

Produtos naturais que apresentam atividade biologica sdo as principais fontes de
novas estruturas quimicas uteis ao desenvolvimento de moléculas com potencial para
utilizacdo na farmacologia, agronomia e outros campos do conhecimento humano. Um
crescente interesse tem sido focado nos metabdlitos secundarios, os quais desempenham
importante fun¢do na comunicagdo quimica entre organismos (Macias et al. 2008).

O interesse pelos metabolitos secundarios surgiu devido a possibilidade de
multiplos usos dos compostos quimicos produzidos nessas vias. Taiz e Zeiger (2009)
classificam os compostos secundarios, em trés grupos quimicamente distintos: terpenos,
compostos fendlicos e compostos nitrogenados. Rice (1984) propds um agrupamento dos
compostos quimicos que possuem atividade alelopatica em 14 categorias, de acordo com
suas proprias vias de sintese. Estes compostos incluem as principais classes de quinonas,
fenois, acidos cinamicos, cumarinas, flavondides, taninos, terpenos, esterdides, alcaldides,
entre outras.

A alelopatia inclui qualquer processo envolvendo metabodlitos secundarios
produzidos por plantas, algas, bactérias e fungos que influenciam no crescimento e
desenvolvimento de sistemas bioldgicos. Nessa defini¢do ¢ importante considerar todas as
interacdes bioquimicas entre os sistemas vivos e o ambiente (IAS 1996).

O estudo da alelopatia tem um forte paralelo com o avanco das técnicas
cromatograficas e de elucidagdo estrutural (Mallik 2000), especialmente com a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e a Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN). A primeira permitiu o isolamento e purificagdo dos compostos em pequenas
quantidades e a segunda, juntamente com a espectrometria de massa e de infravermelho,
permitiu a identificacdo de muitos aleloquimicos conhecidos atualmente (Macias et al.
2008). A identificagdo dos compostos quimicos envolvidos na atividade alelopética das
plantas representa importante passo no entendimento do papel ecologico que elas
desempenham na dinadmica das plantas nos agrossistemas (Luz et al. 2010); podem ser de
interesse académico, ndo registrados na literatura especializada; intermediarios de
processos de biossintese; de importdncia quimiotaxondmica; e substancias de interesse
econdmico, como novos agentes medicamentosos ou novas fontes de compostos raros ja

utilizados (Matos 1997; Rodrigues et al. 2010).

62



Tese Estudo alelopatico de espécies da familia Myrtaceae do cerrado Capitulo 3

A prospeccdo dos metabdlitos secundarios permite o conhecimento preliminar do
comportamento quimico dos extratos, sendo um instrumento utilizado na selecdo de
plantas para estudo (Matos 1997; Rodrigues et al. 2010). Esse conhecimento prévio das
classes de componentes quimicos encontrados nos vegetais se torna necessario para
fornecer a relagdo dos principios ativos. Uma vez detectada a presenca de determinados
grupos quimicos, o estudo fitoquimico e biologico pode ser direcionado (Lobo et al. 2010).

Myrcia tomentosa Glaz. pertence a familia Myrtaceae, ¢ uma espécie arborea,
decidua, heliofita, pioneira. Ocorre em mata semidecidua de altitude e em cerrado nos
estados brasileiros de Goids, Minas Gerais, Sao Paulo ¢ Mato Grosso do Sul (Lorenzi
2002). No cerrado sensu stricto, esta espécie inibe o desenvolvimento de outras plantas em
seu entorno, indicando possivel produc¢ao de aleloquimicos (pers. obs). Embora esta
espécie apresente potencial fitotoxico (Imatomi, ndo publicado), ainda ndo ha estudos que
comprovem a sua atividade ou que caracterizem o seu perfil quimico. Assim, nesse
trabalho foi testada a hipotese: As folhas de Myrcia tomentosa apresentam fitotoxinas
promissoras na busca por compostos bioativos.

Para testar esta hipotese foi efetuado isolamento e identificagdo de compostos
baseando-se em bioensiaos de germinacdo de diasporos e crescimento de plantulas de
espécies alvo bioindicadoras, bioensaio de coledptilos de trigo e cromatografia de camada

delgada.

Material e Métodos

Coleta e beneficiamento do material vegetal

As folhas de Myrcia tomentosa Glaz. (Myrtaceae), foram coletadas
assistematicamente em 10 individuos presentes na reserva de cerrado sensu stricto da
Universidade Federal de Sao Carlos, campus Sao Carlos, Sdo Paulo, Brasil (21° 58 a 22°
00> S e 47° 51’ a 47° 52° W). O clima da regido, segundo a classificagdo climatica de
Koppen ¢ do tipo Cwa (tropical de altitude). As coletas foram efetuadas em setembro de
2009, no final da estacdo seca. Apds a coleta, as folhas foram lavadas durante 5 segundos
em solu¢do de hipoclorito de s6dio comercial (0,25%), secas em estufa a 40 °C durante
cinco dias e trituradas em moinho industrial elétrico. O p6 obtido foi embalado a vacuo e

armazenado em ambiente de laboratorio (= 25 °C) até a sua utilizagdo no Laboratdrio de
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Alelopatia na Universidade de Cadiz, Espanha, com licenga do IBAMA n°
08BR002439/DF.

Extra¢do quimica

Foi realizada a extragdo quimica prévia para verificar a atividade por meio de
bioensaios e o rendimento dos extratos. Foram utilizados 10 g de p6 de folhas de Myrcia
tomentosa ¢ 180 mL de cada um dos solventes organicos A extragdo foi realizada em
recipiente de vidro com tampa, no qual se introduziu o pd de folha que foi extraido com 60
mL de solvente organico, em ordem crescente de polaridade: hexano (Hx), diclorometano
(DCM), acetato de etila (AcoEt), acetona (ACE), metanol (MeOH) e agua (Fig. 3.1). O
recipiente foi mantido em banho de ultra-som durante 30 minutos para cada solvente.
Decorrido este periodo, a mistura foi filtrada em funil de Biichner, coberto com papel de
poro 0,22 um e acoplado a uma bomba de vacuo. O extrato obtido foi evaporado em
evaporador rotativo. Essa extracdo se repetiu trés vezes para cada solvente (Macias et al.
2010). Assim, os extratos obtidos apos a filtragem e secagem foram: hexano,
diclorometano, acetato de etila, acetona, metanol e agua (Fig. 3.1).

Ap6s efetuado os bioensaios e obtido os rendimentos, o extrato acetato de etila foi
selecionado para a realizagdo do isolamento e identificacdo de compostos, para tanto, foi
extraido 1,5 Kg de p6 de folhas, utilizando-se 30 L dos solventes hexano, diclorometano e

acetato de etila, seguindo o procedimento supramensionado.
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Figura 3.1. Fluxograma com as extrac¢des e fracionamentos realizados com o p6 das folhas

secas de Myrcia tomentosa.

Bioensaio de coleodptilo de trigo

O bioensaio de coleoptilo de trigo quantifica a elonga¢do da zona apical de
plimulas de trigo, crescidas em meio liquido contendo os agentes fitotoxicos. Este ensaio,
dada sua sensibilidade, tem sido proposto como passo prévio da avaliagdo de agentes
herbicidas.

Foram utilizados coledptilos estiolados de Triticum aestivum L. da variedade Pizon,
proveniente de didsporos germinadas e desenvolvidas em placas de Petri cobertas com
papel de filtro umedecido com agua destilada, as quais foram mantidas em camara de
germinagdo sob 25 °C na auséncia de luz, durante trés dias. Decorrido esse periodo, foram
extraidos fragmentos com 2 mm de comprimento a partir do epicétilo, com auxilio da
guilhotina de Vander Weij, sob luz verde (Macias et al. 2010).

No bioensaio de coledptilo, foram utilizados 9,7 mg de cada extrato seco, 60 pl de
dimetil-sulfoxido (DMSO) para melhor solubilizagdo dos extratos, e 12 mL de solugdo

tampdo para obter a diluicdo de 800 ppm. Em seguida, as diluigdes para 400 e 200 ppm
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foram realizadas. Além dos tubos contendo os diferentes extratos, foram montados trés
controles, um com solu¢do tampao e DMSO, outro somente com solugdo tampdo e um
controle positivo contendo o herbicida LOGRAN® (59% de terbutrina e 0,6% de
triasulfurona).

Foram utilizados 2 mL de extrato ou solucdes do controle em cada tubo de ensaio
contendo cinco fragmentos de coledptilo de trigo (Macias et al. 2010). A solu¢do tampao
utilizada era composta de acidos citrico monohidratado (1,05 g/L), hidrogenofosfato de
potassio tri-hidratado (2,9 g/L) e sacarose (20 g/L), sendo o pH ajustado para 5,6.

Foram utilizados trés tubos de ensaio (repeti¢des), contendo cinco fragmentos de
coleoptilo para cada extrato avaliado. Os tubos foram dispostos em uma centrifuga, na
horizontal, com rotacdo continua de 6 rpm. A centrifuga foi mantida em camara de
germinagio a 25° C na auséncia de luz. Apds 24 horas os fragmentos foram retirados,
dispostos em uma planilha plastificada e fotografados para serem medidos com auxilio do

programa Photomed® (Macias et al. 2010).

Bioensaio de didasporos e emergéncia de plantulas

Neste bioensaio foram utilizados 26 mg de cada extrato seco, 160 pL de dimetil-
sulfoxido (DMSO), para melhor solubilizagdo dos extratos, e 32 mL de solugdo tampao (10
mM de 4cido 2-[N-morfolino] etanossulfonico (MES) e 1M de NaOH a pH = 5,6) para
obter a concentragdo de 800 ppm, a qual foi diluida para as concentragdes de 400 e 200
ppm. Utilizou-se dois controles, o herbicida comercial LOGRAN® (59% de terbutrina e
0,6% de triasulfurona), com atividade conhecida e o controle negativo, que continha
somente a solugdo tampao com DMSO (Macias et al. 2010).

Diasporos de agrido (Lepidium sativum L.), tomate (Solanum lycocpersicum L.),
alface (Lactuca sativa L.) ou cebola (Allium cepa L.) foram colocadas em placas de Petri
plasticas de 5 cm de didmetro forradas com papel de filtro e umedecidas com um mL de
extrato ou solugdes do controle. Estas placas foram mantidas em cdmara de germinacdo a
25 °C na auséncia de luz, durante quatro, cinco, seis ¢ sete dias respectivamente. Foram
utilizadas quatro repetigoes de 20 diasporos (n = 80, Macias et al. 2010). O procedimento
experimental seguiu o protocolo adotado pelo Grupo de Alelopatia de Cadiz, junto ao qual

foi realizado esse trabalho.
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Decorridos os tempos especificos para cada didsporo, as plantulas foram retiradas e
medidas com auxilio do programa Fitomed. Foram obtidos os valores de comprimentos de

raiz e parte aérea e porcentagem de germinacao (Macias et al. 2010).

Calculos matemadticos e andlise estatistica

Os dados de crescimento dos coleoptilos, porcentagem de germinag¢do dos
diasporos, comprimento da parte aérea e das raizes das plantulas foram calculados em
porcentagens de inibicao/estimulo em relacdo ao controle, onde zero indica 0 mesmo valor
do controle, valores positivos indicam estimulo, e valores negativos inibi¢ao.

O delineamento experimental, em laboratério, foi inteiramente casualizado. Os
dados foram submetidos ao teste de normalidade de Lilliefors (Kolmogorov-SmirnofY).
Quando foi constatada a normalidade dos dados, foi aplicada Andlise de variancia
(ANOVA) seguida pelo teste de Tukey a 5% de significancia e para os dados ndo normais
foi empregado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn para
comparagdes binarias, a 1% de significancia. Todas as andlises foram realizadas

utilizando-se o programa estatistico BioEstat 3.0 (Sociedade civil Mamiraua, CNPq).

Fracionamento cromatogrdfico, purificagdo e identificagcdo das substancias

O extrato acetato de etila obtido da extragcdo direta com solvente, selecionado a
partir de bioensaio de coleodptilo de trigo e de didsporos, foi submetido ao fracionamento
em coluna cromatografica contendo silica gel Merck (0,06 — 0,2 mm) como fase
estacionaria, sob pressdo atmosférica. Utilizou-se como fase movel a mescla de eluentes
hexano/acetona 95/5, 90/10, 80/20, 70/30, 60/40 e 40/60% e acetona 100%. Este
procedimento rendeu um total de 76 fracdes, que foram reunidas, de acordo com
observagao em cromatografia de camada delgada analitica (CCDA), totalizando 11 fracdes.
Cada cromatoplaca foi observada sob luz ultravioleta (UV) nos comprimentos de onda de
254 e 365 nm e revelada com Oleum (solugdo de 10 mL de 4cido sulfurico, 200 mL de
acido acético e 40 mL de agua).

Das 11 fragdes obtidas (Fig. 3.1), foram selecionadas a F8 e F9 para serem
submetidas a novo fracionamento em coluna cromatografica de silica gel, baseando-se na
quantidade de material e na atividade da fracdo, observada em bioensaio de coledptilo de
trigo. Em ambas, foram utilizadas como fase moével a mescla de eluentes hexano/acetona
40/60, 50/50, 60/40 ¢ 70/30%, acetona 100% e metanol 100%. A fra¢do F8 resultou em
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cinco subfracoes ¢ a F9 em seis. As subfracoes F8C e F9E foram submetidas a
fracionamentos posteriores em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Na CLAE foi utilizada a coluna semi-preparativa de fase reversa (Merck
LiChrospher RP-18, 10 um, dimensdes 250 x 10 mm) a mistura metanol/agua 60/40% foi
o eluente utilizado como fase movel, com fluxo de 3 mL.min". A CLAE foi conduzida em
um equipamento da marca MERCK HITACHI equipado com canais de deteccdo L-7490.
Os solventes foram impulsionados por bombas de trés canais LaChrom L-7100. Os
cromatogramas se processaram mediante o software MERCK HITACHI D-7000.

As amostras obtidas nos fracionamentos em CLAE foram submetidas a ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN'H) e de carbono 13 (RMN'*C) para identificacio
das substancias purificadas (Fig. 3.1). Os espectros de RMN'H ¢ RMN'"C foram
registrados no equipamento VARIAN INOVA 600 e interpretados.

Resultados e Discussao

Extra¢do quimica

Os extratos aquosos e metandlicos foram os que tiveram maior rendimento, se
comparados aos outros extratos, devido a afinidade de polaridade desses solventes com
agucares e produtos glicosilados presentes no pd das folhas. Os extratos provenientes de
hexano, acetato de etila e acetona apresentaram rendimento intermedidrio e o extrato

diclorometano apresentou rendimento reduzido em relacio aos demais (Fig. 3.2).
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Figura 3.2. Rendimento (%) dos extratos obtidos a partir de 1,5 Kg do p6 de folhas secas
de Myrcia tomentosa na extragdo com solventes organicos: hexano (Hx), diclorometano
(DCM), acetato de etila (AcOEt), acetona (ACE), metanol (MeOH) e agua. (*) Extrato

selecionado para fracionamento em coluna cromatografica.

Bioensaio de coleodptilo de trigo com extratos

Os extratos provenientes de hexano, acetato de etila e acetona proporcionaram
maior inibicdo sobre a elongagdo dos coledptilos de trigo em todas as concentracdes
analisadas, numa relacdo dose-dependente (Fig. 3.3). O extrato diclorometano nao
apresentou relagdo dose-dependente convencional, ou seja, a maior inibigdo observada foi
na concentragdo de 400 e ndo em 800 ppm, talvez em resposta a dificuldade de
solubilidade dos produtos obtidos a partir desse extrato (Fig. 3.3).

Entre os extratos mais ativos, apenas o de acetato de etila manteve os niveis de
atividade nas menores concentracdes, o que nos indicou que apresentava potencial para ser
aplicado satisfatoriamente no prosseguimento do fracionamento, assim este extrato foi

selecionado para estudo fitoquimico (Fig. 3.3).
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Figura 3.3. Porcentagem de inibi¢do/estimulo, em relagdo ao controle, do comprimento
(mm) de coledptilos de trigo crescidos durante 24 h a 25°C no escuro, em diferentes
extratos obtidos a partir do p6 de folhas secas de Myrcia tomentosa extraidas com hexano
(Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOE?t), acetona (Acet), metanol (MeOH) e,

pelo herbicida (Herb). (*) Diferenca significativa em relagdo ao controle.

Bioensaio de didasporos

Os diasporos de alface submetidos aos extratos e ao herbicida, ndo diferiram
estatisticamente do controle. Os diasporos de agrido foram inibidos significativamente por
pelo menos uma das concentragdes dos extratos oriundos das extracdes com
diclorometano, acetato de etila, acetona e metanol. Os didsporos de tomate tiveram a
germinagdo suprimida significativamente pelo extrato diclorometano e pelo herbicida. O
extrato acetona e o herbicida estimularam a germinagdo de cebola e os demais extratos nao
apresentaram atividade sobre esta espécie alvo (Fig. 3.4).

Comparando a porcentagem de inibicdo da germinacao das espécies alvo avaliadas,
os di’asporos de alface e cebola foram os menos sensiveis aod extratos. Parvez et al.
(2004) submeteram oito espécies de uso agrondmico a extratos de casca e sementes de
Tamarindus indica L. e, dentre todas as espécies de plantas utilizadas apenas a cebola nao

foi inibida, confirmando a sensibilidade reduzida desta espécie alvo.
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A inibicdo da germinacdo dos didsporos por compostos quimicos pode ter uma
grande funcdo na regulacdo da sucessdo das plantas (Fenner 2000). Respostas distintas
obtidas por diferentes espécies receptoras garantem a seletividade das espécies durante o
estabelecimento em condigdes naturais, influenciando a dinamica das populacdes. Além
disso, o processo de co-evolucdo das espécies pode ter uma relacdo com os metabolitos
secundarios pela habilidade de algumas plantas conseguirem se desintoxicar ou
metaboliza-los (Schulz e Wieland 1999; Hofmann et al. 2006).

O comprimento da parte aérea das plantulas de alface foi reduzido
significativamente por todos os extratos nas concentragdes 200 e 800 ppm e pelo herbicida
nas concentragdes avaliadas. As plantulas de agrido tiveram o comprimento da parte aérea
inibido significativamente pelos extratos provenientes de diclorometano (200 ppm),
metanol (800 ppm) e pelo herbicida (200 ppm e 800 ppm). O comprimento da parte aérea
das plantulas de cebola foi inibido por todos os extratos e pelo herbicida em pelo menos
uma das concentragdes. As plantulas de tomate apresentaram reducdo significativa do
comprimento da parte aérea promovida pelo herbicida (Fig. 3.4).

O comprimento das raizes das plantulas de alface e cebola foi inibido por todos os
extratos em pelo menos duas das concentragdes testadas e pelo herbicida, em todas as
concentragdes. As raizes das plantulas de tomate tiveram seu comprimento inibido apenas
pelo extrato acetona a 200 ppm e pelo herbicida. Todos os extratos estimularam o
crescimento das raizes de agrido em pelo menos uma das concentracdes € o herbicida

inibiu o crescimento das raizes de agrido em todas as concentragdes (Fig. 3.4).
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Figura 3.4. Porcentagem de inibigdo/estimulo do comprimento das plantulas, em relagdo ao
controle, proporcionado pelos extratos obtidos a partir do pd de folhas secas de Myrcia
tomentosa, extraidas com diferentes solventes organicos, sobre a germinagao de diasporos
e comprimento da parte aérea e raiz de plantulas de alface, agrido, cebola e tomate
mantidas em camara de germinagdo a 25 °C no escuro. Hexano (Hx), diclorometano
(DCM), acetato de etila (AcoEt), acetona (Acet), metanol (MeOH) e pelo herbicida (Herb).

(*) Indica diferenca significativa em relacdo ao controle.
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A resposta do crescimento das plantulas ¢ bastante utilizada para comprovar os
efeitos alelopéticos em laboratdrio, e assim ajudar a conhecer as caracteristicas fisiologicas
e bioquimicas que envolvem os mecanismos de acao alelopatica. Os principais efeitos dos
aleloquimicos estdo relacionados aos processos fisioldgicos da planta receptora, podendo
agir como inibidores ou promotores da germinac¢do de sementes ou do crescimento (Rice
1984; Fischer et al. 1989, 1990).

Os resultados observados nos bioensaios de diasporos mostraram que as espécies
alvo respondem de maneira distinta aos extratos (Fig. 3.4), confirmando que a
suscetibilidade das espécies alvo as substancias fitotoxicas, sob condigdes de laboratorio,
depende das caracteristicas fisioldgicas e bioquimicas dessas espécies (Kobayashi 2004),
ou seja, a resposta as fitotoxinas ¢ espécie-dependente. A interferéncia dos extratos sobre a
germinagdo depende do tamanho e estrutura das sementes (Hodgson e Mackey 1986),
como a permeabilidade da casca (Hanley e Whiting 2005).

Devido a esta caracteristica, os aleloquimicos sdo fundamentais tanto em ambientes
naturais, influenciando a dindmica de comunidades, quanto na agricultura, podendo ser

utilizado como herbicida seletivo.

Fracionamento

Os resultados descritos acima para o bioensaio de diasporos ndo foi eficaz em
determinar qual extrato proporcionou maior atividade inibitoria, todos apresentaram
comportamento semelhante. Assim, baseando-se no teste de coledptilo de trigo, foi
possivel determinar o extrato a ser fracionado, devido a sua atividade acentuada e a
manuten¢do da atividade nas menores concentragdes. Outro aspecto determinante para a
escolha foi a pureza e presenga de produto majoritario evidente na comparacdo em
cromatografia de camada delgada analitica (CCDA) em placas de silica. Assim, o extrato
acetato de etila foi submetido ao fracionamento cromatografico em coluna.

Na figura 3.5 foi observado que a partir do fracionamento do extrato acetato de etila
foram obtidas 11 fragdes. A fragdo com maior rendimento foi a F11, resultante da
utilizagdo de acetona como eluente para a retirada de parte dos compostos ainda retidos na

coluna.
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Figura 3.5. Rendimento (%) das fracdes resultantes do fracionamento em coluna
cromatografica de silica a partir de 18 g do extrato de acetato de etila adquirido a partir do
p6 de folhas secas de Myrcia tomentosa. (*) Fragdes selecionadas para fracionamento em

coluna cromatografica.

Teste do coledptilo de trigo com as fragoes

Para determinar qual a fragdo com maior potencial em apresentar substancias com
potencial alelopatico, foi realizado novamente o teste do coledptilo, porém apenas duas
fragdes foram testadas devido ao tempo disponivel, quantidade e pureza do material.
Assim, foram selecionadas as fragcdes F8 e F9 devido a pureza destas, presenca de produtos
majoritarios e quantidade suficiente para dar seqiiéncia ao estudo (acima de 0,1 g) (Fig.
3.6).

Os resultados do teste de coledptilo para as fragdes mostram que somente a fracao

F8 inibiu significativamente o comprimento dos coleodptilos (Fig. 3.6).
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Figura 3.6. Porcentagem de inibi¢ao/estimulo, em relacdo ao controle, das fragcdes F8 e F9,
resultantes do fracionamento em coluna cromatografica de silica, sobre o crescimento do
coleodptilo de trigo de 2 mm crescidos durante 24 horas a 25 °C no escuro (Kruskal-Wallis,

p<1%). (*) Diferem significativamente do controle.

Fracionamento e purificagdo

Foi dada a continuidade ao fracionamento das fracdes F8 e F9 por meio de
fracionamento cromatografico em coluna, utilizando-se uma coluna mais delgada (3 cm de
diametro), visando efetivar a purificagdo dos compostos. Na Figura 3.7 estdo demonstrados
os rendimentos das subfracdes obtidas, a fracdo F8 foi fracionada em cinco subfracoes ¢ a

F9 em seis.
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Figura 3.7. Rendimento (%) das subfracdes resultantes do segundo fracionamento em

coluna cromatografica de silica a partir das fracdes F8 (m = 159,7 mg ) e F9 (m = 284,6

mg) obtidas do primeiro fracionamento realizado a partir do extrato acetato de etila de po

de folhas secas de Myrcia tomentosa.. (*) Subfracdes selecionadas para fracionamento em

CLAE.

As subfracdes F8C, FOE e FOF, foram submetidas a CLAE que permite a separacao

mais eficiente das diferentes substancias de um composto, de acordo com sua polaridade.

As subfragdes foram purificadas em coluna semi-preparativa de fase reversa (Merck

LiChrospher RP-18, 10 pm, dimensdes 250 x 10 mm) utilizando-se como fase modvel a

mescla de eluentes metanol/agua 60/40% e como fase estacionaria Merck C18. A partir da

CLAE obtiveram-se seis produtos F8CI, FOEI, FOEII, FIEIII, FOFI e FOFII (Tab. 3.1).
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Tabela 3.1. Produtos obtidos na cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) a partir

das subfragdes purificadas do extrato acetato de etila do p6d de folhas secas de Myrcia

tomentosa.
Subfragoes Massa (mg) Eluente Produtos Massa (mg)
(MeOH/agua)

F8C 80,9 60/40% F8CI* 13,6

F9E 79,3 60/40% FOET* 28,9
FOEIL 36,3
FOEIII 2,9

FOF 74,4 60/40% FOF1 18,6
FOFII 28,9

(*) Produtos submetidos ao RMN'H

Os produtos F8CI ¢ FIEI foram submetidos a0 RMN'H para identificagio das
substancias devido ao grau de pureza elevado. Os dados espectroscopicos dos produtos
F8CI e FIEI coincidem com os descritos na bibliografia para os compostos juglanina
(Fiorentino et al 2009) e avicularina (Kim et al 1994) respectivamente, os espectros obtidos
encontram-se nos anexos I e II. Ambas sdo classificadas como flavonodides, juglanina
pertence ao grupo dos kaempferois glicosilados e a avicularina pertence ao grupo das
quercetinas glicosiladas (Fig. 3.8)

Os flavonoides constituem a maior classe de fenolicos vegetais. O esqueleto de
carbono dos flavondides contém 15 carbonos organizados em dois anéis aromaticos,
ligados por uma cadeia de trés carbonos. Essa estrutura ¢ resultante de duas rotas
biossintéticas separadas: a do 4cido chiquimico e do acido mevalonico (Lima 2004, Fig.
3.8). Os flavondides influenciam no transporte de auxina (Peer e Murphy 2007), na defesa
da planta (Treutter 2005), promove interferéncia alelopatica (Bais et al. 2006), incluindo
kaempferol, quercetina e naringenina (Macias et al. 2007) e modula os niveis de espécies
reativas de oxigénio (Taylor e Grotewold 2005; Bais et al. 2006). Essas alteragdes na
fisiologia vegetal modificam a arquitetura da planta como um todo, em resposta a
interferéncias no crescimento da raiz e da parte aérea, na resposta gravitropica (Buer e

Djordjevic 2009), no nimero de ramificacdes, flores e na estatura (Buer et al. 2010).
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Figura 3.8: Em plantas superiores os flavondides sdo derivados da rota do acido
chiquimico e do acido mevalonico. As férmulas entre parénteses indicam o arranjo basico

dos esqueletos de carbono (Taiz e Zeiger, 2009 modificado).

Os mecanismos pelos quais alteragdes nos niveis de flavonoide promovem essas
alteragdes fisioldgicas ainda ndo sdo bem definidos. Sdo relatados trés possiveis
mecanismos: 1) efeito direto dos flavondides sobre a molécula alvo (ndo identificada); 2)
Efeito indireto, mediado pela habilidade dos flavondides em modular os niveis de auxina;
3) Por meio da regulagdo de espécies reativas de oxigénio, que estdo relacionadas a
atividade antioxidante.

Para entender o mecanismo dos flavondides € necessario entender como ele ¢é
transportado pela planta. Diferentes tecidos das plantas sdo capazes de absorver

flavonoides que podem ser transportados para longas distancias em seu interior. Nao ha

uma defini¢do exata do tecido que conduz estes flavonoides, sabe-se que o transporte da
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raiz para a parte aérea ocorre via simplasto, e o transporte inverso ¢ limitado aos tecidos
vasculares (Buer et al. 2010).

Observando-se os resultados apresentados (Fig. 3.6) da atividade das fragdes F8 e
F9 sobre os coleoptilos de trigo, constatou-se que a fragdo F8, da qual foi isolada e
identificada a molécula juglanina (Fig. 3.9), apresentou maior atividade inibitéria quando
comparada a fracdo F9, da qual se isolou e identificou a molécula avicularina (Fig. 3.9).
Ambas sdo compostas pelo mesmo agucar, um O-glicosideo (pentose), conjugada ao
nucleo aromatico kaempferol na juglanina e a quecetina na avicularina. O que as diferencia
¢ a presenga de uma hidroxila ligada ao carbono nimero 3’ na molécula de avicularina
(Fig. 3.9).

A atividade biologica dos flavonodides esta relacionada com sua estrutura quimica,
particularmente com os grupos hidroxil (Cunha et al. 2007). A toxicidade das moléculas
estd diretamente relacionada a capacidade de se acumular nos tecidos. A avicularina
apresenta duas hidroxilas a mais que a juglanina, isto possivelmente lhe confere maior
solubilidade, assim esta substancia ¢ expelida mais facilmente dos tecidos vegetais, o que a

tornaria menos toxica.
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Juglanina (F8CI)

Figura 3.9. Estrutura molecular dos flavonodides glicosilados isolados e identificados em

folhas de Myrcia tomentosa.

Kaempferol ¢ um flavonoide natural com muitas atividades bioldgicas associadas
(Hong et al. 2009), podendo ser utilizada em produtos comerciais. Um método
comercialmente utilizado para preparacdo do kaempferol foi proposto por hidrélise
enzimatica usando kaempferol glicosilado extraido de sementes de Camellia sinensis
(Theaceae, Park et al. 2006).

No presente trabalho foi evidenciada a atividade inibitoria do kaempferol,

corroborando outros trabalhos nos quais foram utilizadas folhas de Melilotus neapolitana
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(Fabaceae, Esposito et al. 2008), folhas de Lobularia maritima (Brassicaceae, Fiorentino et
al 2009), partes aéreas de Randonia africana (Resedaceae, Berrehal et al. 2010) e folhas de
Senna alata (Fabaceae, Rodrigues et al 2010). Poucos trabalhos demonstram a presenca de
kaempferol na familia Myrtaceae, Wollenweber et al. (2000) investigando composi¢ao
quimica de folhas de nove espécies de Callistemon, duas de Melaleuca e uma de
Metrosideros isolou apenas um kaempferol (6-methyl-kaempferol-3,7-diMe) encontrado
em pequenas quantidades em apenas quatro espécies estudadas. Reynertson et al. (2008)
i1solou e identificou quatro kaempferois nos frutos de 14 espécies de Eugenia, Myrciaria €
Syzigium (dessas apenas uma Eugenia € brasileira, porém foi coletada na Florida-EUA).
Witness e Ojewole (2009) relatou a presenga de kaempferol em folhas de Psidium guajava
coletadas em Durban, Africa do Sul.

No presente trabalho o flavonoide quercetina ndo apresentou diferenga significativa
de inibicdo do crescimento de coledptilos em relagdo a outra fragdo testada (Fig. 3.6),
porém a quercetina e seus glicosideos sdo considerados agentes alelopéticos e tém sido
isolados de varias espécies vegetais (Melos et al. 2007). Foram encontrados alguns
trabalhos que demonstram a presenca desse flavondide em outras espécies da familia
Mpyrtaceae, mas nenhum deles efetuado com o género Myrcia. Reynertson et al. (2008)
observou a presenca de quercetina em 14 frutos de espécies da familia Myrtaceae
estudadas pertencentes aos géneros Myrciaria, Sysigium e Eugenia coletados em um
parque da Florida (USA). Analises fitoquimicas revelaram a presenga de quercetina em
extratos foliares de Psidium guajava coletados em Durban, Africa do Sul (Witness e
Ojewole 2009). Quercetina também foi encontrada em cera das folhas de nove espécies de
do género Calistemon e em uma de Metrosideros ambas pertencentes a familia Myrtaceae.
(Wollenweber et al 2000).

O presente trabalho relatou pela primeira vez a presenca de kaempferol e quercetina
em uma espécie de Myrtaceae do cerrado e deu embasamento para futuros estudos

relativos a bioprospeccdo da espécie Myrcia tomentosa.

81



Tese Estudo alelopatico de espécies da familia Myrtaceae do cerrado Capitulo 3

Referéncias Bibliograficas

Bais HP, Weir TL, Perry LG, Gilroy S, Vivanco JM (2006) The role of root exudates in
rhizosphere interactions with plants and other organisms. Annual Review of Plant

Biology 57: 233-266

Berrehal D, Khalfallah A, Kabouche A, Kabouche Z, Karioti A, Bilia AR (2010)
Flavonoid glycosides from Randonia Africana Coss. (Resedaceae). Biochemical

Systematics and Ecology doi:10.1016/j.bse.2010.09.019

Buer CS, Djordjevic MA (2009) Architectural phenotypes in the transparent test a mutants
of Arabidopsis thaliana. Journal of Experimental Botany 60: 751-763.

Buer CS, Imin N, Djordjevic MA (2010) Flavonoids: News roles for old molecules.
Journal of Integrative Plant Biology 53(1): 98-111

Cunha CRM, Alencar RG, De Oliveira V (2007) Bioconversao: uma alternativa sintética
para a producdo de derivados funcionalizados na naringina e naringenina. Revista

Eletronoca de Farmacia 4 (2): 19-22

Esposito A, Fiorentino A, D'Abrosca B, Izzo A, Cefarelli G, Golino A, Monaco P
(2008) Potential allelopathic interference of Melilotus neapolitana metabolites on
three coexisting species of Mediterranean herbaceous plant community. Journal of

Plant Interactions 3(3): 199 — 210

Fenner M (2000) Seeds. The ecology of regeneration in plant communities 2" ed CABI
publishing, New York

Fiorentino A, Ricci A, D’Abrosca B, Golino A, Izzo A, Pascarella MT, Piccolella S,
Esposito A (2009) Kaempferol glycosides form Lobularia maritima and their potential
role in plant interactions. Chemistry & Biodiversity 6: 204-217

Fischer NH, Weidenhamer JD, Riopel, JL, Quijano L, Menelaou MA (1990) Stimulation
of witchweed germination by sesquiterpene lactones: a structure-activity study.

Phytochemistry 29(8): 2479-2483.

82


http://www.informaworld.com/smpp/content~db=all~content=a902459452~frm=titlelink
http://www.informaworld.com/smpp/content~db=all~content=a902459452~frm=titlelink

Tese Estudo alelopatico de espécies da familia Myrtaceae do cerrado Capitulo 3

Fischer NH, Weidenhamer JD, Bradow J M (1989) Dihydroparthenolide and other
sesquiterpene lactones stimulate witchweed germination. Phytochemistry 28(9):

2315-2317.

Hanley ME, Whiting MD (2005) Insecticides and Arable Weeds: Effects on Germination
and Seedling Growth. Ecotoxicology 14:483—490

Hodgson JG, Mackey JML (1986) The ecological specialization of dicotyledonous families
within a local flora: some factors constraining optimization of seed size. New

Phytologist 104(3):497-515.

Hofmann D, Knop M, Hao H, Hennig L, Sicker D, Schulz M. (2006) Glucosides from
MBOA and BOA detoxification by Zea mays and Portulaca oleracea. Journal of
Natural Products 69:34-7

Hong JT, Yen JH, Wang L, Lo YH, Chen ZT, Wu MJ (2009) Regulation of
hemeoxygenase-1 expression and MAPK pathway sin response to kaempferol and

rhamnocitrinin PC12cells. Toxicology and Applied Pharmacology 237: 59-68.

International Allelopathy Society (1996) Constitutions. Drawn up during First World
Congress on Allelopathy: A Science for the Future. Cadiz, Spain. http://www-
ias.uca.es/bylaws. htm#CONSTI (Acessado em 07/10/2010)

Kim HJ, Woo E-R, Park H (1994) A novel and flavonoids from Polygonum aviculare.
Journal of Natural Products 57(5): 581-586

Kobayashi K (2004) Factors affecting phytotoxic activity of allelochemicals in soil. Weed
Biology and Management 4: 1-7.

Lima MIS (2004). Substancias do metabolismo secundario de algumas espécies nativas e
introduzidas no Brasil. In: Larcher W. Ecofisiologia Vegetal. Prado CHBA, Franco,
AC (trads). Rima Artes e Textos, Sdo Carlos, 33-40 pp.

Lébo KMS, Athayde ACR, Silva AMA, Rodrigues FFG, Lobo IS, Bezerra DAC, Costa
JGM (2010) Avaliacdo da atividade antibacteriana e prospeccao fitoquimica de
Solanum paniculatum Lam. E Operculina hamiltonii (G. Don) D. F. Austin & Staples,

do semi-arido paraibano. Revista Brasileira de Plantas Medicinais 12 (2): 227-233.

83


http://www-ias.uca.es/bylaws.htm#CONSTI
http://www-ias.uca.es/bylaws.htm#CONSTI

Tese Estudo alelopatico de espécies da familia Myrtaceae do cerrado Capitulo 3

Lorenzi, H. (2002) Arvores Brasileiras: Manual de identificacdo e cultivo de plantas

arboreas do Brasil, vol. 2, ed. 2. Instituto Plantarum, Nova Odessa.

Luz SM, Souza Filho APS, Guilohn GMSP, Vilhena KSS (2010) Atividade alelopatica de
substancias quimicas isoladas da Acacia mangium e suas variacdes em funcao do pH.

Planta Daninha 28(3): 479-487

Macias FA, Molinillo JMG, Varela RM, Galindo JCG (2007) Allelopathy — a natural

alternative for weed control. Pest Management Science 63: 327-348

Macias FA, Oliveiros-Bastidas A, Marin D, Carrera C, Chinchilla N, Molinillo JMG
(2008) Plant biocommunicators: their phytotoxicity, degradation studies and potencial

use as herbicides models. Phytochemistry Reviews 7: 179-194

Macias FA, Lacret R, Varela RM, Nogueiras C, Molinillo JMG (2010) Isolation and
phytotoxicity of terpenes from Tectona grandis. Journal of Chemical Ecology 36:
396-404

Mallik, A. (2000). Challenges and opportunities in allelopathy research: a brief overview.
Journal of Chemical Ecology 26: 2007-2009.

Matos FJA (1997) Introducido a fitoquimica experimental. 2.ed. Edi¢des UFC,
Fortaleza. 141 p.

Melos JLR, Silva LB, Peres MTLP, Mapeli AM, Faccenda O, Anjos HH, Torres TG,
Tiviroli SC, Batista AL, Almeida FGN, Flauzino NS, Tibana LA, Hess SC, Honda NK
(2007) Constituintes quimicos e a avaliagdo do potencial alelopatico de Adiantum

tetraphyllum Humb. & Bonpl. Ex. Willd (Pteridaceae). Quimica Nova 30(2): 292-297.

Park JS, Rho HS, Kim DE, Chang IS (2006) Enzymatic preparation of kaempferol from
Green tea seed and its antioxidant activity. Journal of Agricultural and Food

Chemistry 54: 2951-2956.

Parvez SS, Parvez MM, Fujii Y, Gemma H (2004) Differential allelopathic expression of
bark and seed of Tamarindus indica L. Plant Growth Regulation 42: 245-252.

Peer WA, Murphy AS (2007) Flavonoids and auxin transport: modulators or regulators?
Trends in Plant Science 12: 556-563.

84



Tese Estudo alelopatico de espécies da familia Myrtaceae do cerrado Capitulo 3

Reynertson KA, Yang H, Jiang B, Basile MJ, Kennelly EJ (2008) Quantitative analysis of
antiradical phenolic constituents from fourteen edible Myrtaceae fruits. Food

Chemistry 109: 883-890
Rice EL (1984) Allelopathy. 2* ed. New York. Academic Press.

Rodrigues IMC, Souza Filho APS, Ferreira FA, Demuner AJ (2010) Prospec¢do quimica
de compostos produzidos por Senna alata com atividade alelopatica. Planta Daninha

28 (1): 1-12

Schulz M, Wieland I (1999) Variation in metabolism of BOA among species in various
field communities Biochemical evidence for co-evolutionary processes in plant

communities? Chemoecology 9:133-141.
Taiz L, Zeiger E (2009) Fisiologia vegetal. Artmed, Porto Alegre

Taylor LP, Grotewold E (2005) Flavonoids as developmental regulators. Current Opinion
Plant Biology 8:317-323

Treutter D (2005) Significance of flavonoids in plant resistance and enhancement of their

biosynthesis. Plant Biology 7: 581-591.

Witness DHC, Ojewole JAO (2009) Spasmolytic effect of Psidium guajava Linn.
(Myrtaceae) leaf aqueous extract on rat isolated uterine horns. Journal of Smooth

Muscle Research 45 (1): 31-38

Wollenweber E, Wehde R, Dorr M, Lang G, Stevens JF (2000) C-Methyl-flavonoids from
the leaf waxes of some Myrtaceae. Phytochemistry 55: 965-970

85



Tese Estudo alelopatico de espécies da familia Myrtaceae do cerrado Conclusdo

CONCLUSAO GERAL

Os extratos aquosos de doze das quinze espécies doadoras avaliadas apresentaram
atividade alelopatica. Cada espécie demonstrou comportamento distinto em relacdo a
atividade alelopatica, ndo houve agrupamento por proximidade taxondmica.

Os extratos aquosos de Blepharocalyx salicifolius, Myrcia multiflora, Myrcia
splendens e Mpyrcia tomentosa foram mais fitotoxicos as espécies invasoras que O
herbicida. O extrato foliar de M. fomentosa destacou-se por demonstrar elevada atividade
mesmo em baixa concentragao.

No estudo biodirigido em busca de moléculas bioativas nas folhas de Myrcia
tomentosa foram isolados dois compostos do extrato acetato de etila: juglanina e
avicularina, o que as diferencia ¢ a hidroxila ligada ao carbono 3’ na molécula de
avicularina, esta diferenca produz efeito fitotoxico mais acentuado da molécula de
juglanina. O presente trabalho relatou pela primeira vez a presenga dos flavonoides

kaempferol e quercetina em uma espécie de Myrtaceae do cerrado.
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Anexos Juglanina

ANEXO I

Espectro de RMN'H (600MHz, CD;0D, a 25° C)referente a molécula da Juglanina
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Espectro de RMN'"C (150MHz, CD;0D, a 25° C) referente 4 molécula da Juglanina
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ANEXO II
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Espectro de RMN"C (150MHz, CDC;0D, a 40° C) referente a molécula de avicularina
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