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RESUMO

O efeito alelopatico é diretamente influenciado pelos fatores ambientais e genéticos. Em
situacdo de estresse, a producdo dos aleloquimicos pode ser alterada. O estagio de
desenvolvimento da planta doadora também afeta esse efeito. Bioensaio é uma
ferramenta importante no estudo da alelopatia e serve de orientacdo no isolamento dos
produtos fitotoxicos presentes em extratos de planta. O género Solanum apresenta 22
espécies descritas no Distrito Federal e muitas dessas apresentam propriedades
medicinais e alelopaticas conhecidas. Com isso, esse trabalho objetivou-se em analisar a
atividade alelopatica de extrato aquoso de folhas de trés espécies de Solanum (S.
lycocarpum, S. subumbellatum e S. granuloso-leprosum) coletadas em duas estacoes,
seca e chuvosa de 10 diferentes matrizes além de estudos fitotoxicos a partir de
isolamento biodirigido de extratos organicos de folhas de S.granuloso-leprosum e S.
lycocarpum. Os bioensaios para avaliacdo do efeito da sazonalidade e da idade das
folhas (jovens e adultas) foram realizados na germinacao e crescimento do gergelim em
condicdes de laboratério. Ja os bioensaios para os testes de isolamento biodirigido
foram realizados com coleoptilo estiolado de trigo e com sementes de espécies
cultivadas como agrido, cebola, alface e tomate. Dentro dos parametros avaliados, a
germinagdo sofreu maior influéncia no tempo médio, causada por extratos de folhas
adultas, e a germinabilidade, causada por extratos de folhas jovens, e o periodo chuvoso
mostrou maior efeito. Ja no crescimento, a parte radicular foi a mais afetada pela
presenca dos extratos de folhas jovens coletadas na época da seca. A época de seca foi
onde, na maioria dos casos, observou-se maior efeito inibitério e as folhas jovens
mostrando uma maior producdo de compostos secundarios. Os extratos das folhas de S.
granuloso-leprosum e S. lycocarpum foi fracionado em coluna cromatogréfica de silica
gel e purificados em CLAE e seus produtos identificados em RMN'H e *C. Foram
isolados o carotendide luteina e também uma lactona sequiterpénica chamada loliolida
das folhas de S. granuloso-leprosum e 6 compostos dos extratos das folhas de S.
lycocarpum sendo estes: estigmasterol, B-sitosterol, a-amirina, oleato glicerol, acido
octadecandico e acido hexadecanodico. A atividade alelopatica desses compostos foi
discutida conforme dados da literatura e ainda ndo haviam sido descritos a presenca
desses produtos nessas espécies.

Palavras chave: alelopatia, Cerrado, Solanum, fitoquimica, bioensaio



ABREVIATURAS E SIMBOLOS UTILIZADOS

CCD - Cromatografia de Camada Delgada

CLAE - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
RMN'H — Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
Tmed — Tempo médio de germinacao

G% - Germinabilidade

Hx - Hexano

DCM - Diclorometano

AcOEt — Acetato de etila

MeOH — Metanol

rpm — rotagdes por minuto

puL — microlitro

mL - mililitro

Hm - micometro

M — Molaridade

mg - miligrama

ppm — parte por milh&o



INDICE DE FIGURAS

INTRODUCAO

Figura 1. Agentes alelopaticos mais representativos segundo modelo proposto por Rice
(1984). Rotas biossintéticas.

Figura 2. Mecanismos de liberacdo de substancias aleloquimicos (Sanchéz 2002).

Figura 3 — Distribuigdo espacial dos Biomas do Brasil (escala 1:5.000.000, IBGE,
2004).

CAPITULO 1

Figura 1.1. Precipitacdo pluvial média mensal dos anos de 2006 e 2007 da regido de
Brasilia. As setas indicam os meses de coleta na época de seca (seta escura) e época de
chuva (seta clara). Fonte: INMET

Figura 2.1. Flores e frutos de S. lycocarpum
Figura 3.1. Flores e arbusto de S. subumbellatum
Figura 4.1. Frutos e arbusto de S. granuloso-leprosum

Figura 5.1. Inibicdo média da germinabilidade de sementes de gergelim tratadas com
extrato aquoso de folhas jovens e adultas de 10 diferentes matrizes de S. lycocarpum,
coletadas nas épocas de seca e de chuva. *Indica diferenca estatistica em relacdo ao
controle pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Figura 6.1. Efeito do extrato aquoso de folhas jovens e adultas de S.lycocarpum
coletadas em diferentes épocas do ano (seca e chuva) no tempo medio de germinacdo de
sementes de gergelim. Extratos a 1, 3 e 5% p/v e controle com agua destilada. *Indica
diferenca estatistica em relagcéo ao controle pelo teste de Tukey a 5%.

Figura 7.1. Inibicdo média da germinabilidade de sementes de gergelim tratadas com
extrato aquoso de folhas jovens e adultas de 10 matrizes de S. subumbellatum, coletadas
nas épocas de seca e de chuva. *Indica diferenca estatistica em relacdo ao controle pelo
teste de Tukey a 5% de significancia.

Figura 8.1. Efeito do extrato aquoso de folhas jovens e adultas de S. subumbellatum
coletadas em diferentes épocas do ano (seca e chuva) no tempo medio de germinacdo de
sementes de gergelim. Extratos a 1, 3 e 5% p/v e controle com agua destilada. *Indica
diferenca estatistica em relagcdo ao controle pelo teste de Tukey a 5%.



Figura 9.1. Inibicdo média da germinabilidade de sementes de gergelim, tratadas com
extrato aquoso de folhas jovens e adultas de 10 matrizes de S. granuloso-leprosum,
coletadas nas épocas de seca e de chuva. *Indica diferenca estatistica em relagdo ao
controle pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Figura 10.1. Efeito do extrato aquoso de folhas jovens e adultas de S. granuloso-
leprosum coletadas em diferentes épocas do ano (seca e chuva) no tempo médio de
germinagdo de sementes de gergelim. Extratos a 1, 3 e 5% p/v e controle com agua
destilada. *Indica diferenca estatistica em relacdo ao controle pelo teste de Tukey a 5%.

Figura 11.1. Resumo da atividade alelopatica inibitdria das trés espécies de Solanum na
germinabilidade (G%) e tempo médio (Tmed) das sementes de gergelim, tratadas com
extrato de diferentes tipos de folha (jovem e adulta), coletadas em duas épocas do ano
(seca e chuva). Areas coloridas significam maior inibicao dos tratamentos em relacéo ao
controle.

Figura 12.1. Média da porcentagem de inibicdo do crescimento da parte aérea (PA) e
radicular (PR) do gergelim em relacdo ao controle, sob influéncia do extrato aquoso de
folhas jovens e adultas de 10 diferentes matrizes doadoras de S. lycocarpum, coletadas
nas épocas de chuva e seca. *Indica diferenca estatistica em relacdo ao controle pelo
teste de Tukey a 5%.

Figura 13.1. Média da porcentagem de inibicdo do crescimento da parte aérea (PA) e
radicular (PR) do gergelim em relagéo ao controle, sob influéncia do extrato aquoso de
folhas jovens e adultas de 10 diferentes matrizes doadoras de S. subumbellatum,
coletadas nas épocas de chuva e seca. *Indica diferenca estatistica em relacdo ao
controle pelo teste de Tukey a 5%.

Figura 14.1. Média da porcentagem de inibicdo do crescimento da parte aérea (PA) e
radicular (PR) do gergelim em relacdo ao controle, sob influéncia do extrato aquoso de
folhas jovens e adultas de 10 diferentes matrizes doadoras de S. granuloso-leprosum,
coletadas nas épocas de chuva e seca. *Indica diferenca estatistica em relacdo ao
controle pelo teste de Tukey a 5%.

Figura 15.1. Plantulas de gergelim com 7 dias de crescimento, expostas a extrato aquoso
de folhas jovens S. granuloso-leprosum a 5% (p/v) (A); e o controle crescendo em agua
destilada (B). Presenca de necroses nas plantulas tratadas com extrato e reducdo do
crescimento da radicula.

Figura 16.1. Resumo da atividade alelopatica inibitdria das trés espécies de Solanum no
crescimento da parte aérea (PA) e parte radicular (PR) das pléantulas de gergelim,
tratadas com extrato de diferentes tipos de folha (jovem e adulta), coletadas em duas
épocas do ano (seca e chuva). Areas coloridas significam maior inibicdo dos
tratamentos em relagéo ao controle.

CAPITULO 2

Figura 1.2. Fluxograma mostrando as etapas de preparacdo dos extratos diclorometanico
e metanolico das quatro espécies de Solanum avaliadas.

vi



Figura 2.2. Fragmentos de coledptilo estiolado de trigo apos 24h de bioensaio. (A)
efeito do herbicida comercial Logran® no desenvolvimento dos coledptilos e (B) o
controle que cresceu somente com solucdo tampao e (C) o rotor onde eram dispostos 0s
tubos com os fragmentos de coledptilo.

Figura 3.2. Extrato de folhas adultas (SGA) e jovens (SGJ) de Solanum granuloso-
leprosum a partir de extratos metandlicos (MeOH) e diclorometanico (DCM) e
herbicida comercial Logran, e sua influéncia no desenvolvimento do cole6ptilo
estiolado de trigo. *Indica diferenga estatistica em relagdo ao controle, a p<0,05.

Figura 4.2. Extrato de folhas adultas (SSA) e jovens (SSJ) de Solanum subumbellatum
a partir de extratos metandlicos (MeOH) e diclorometanico (DCM) e herbicida
comercial Logran, e sua influéncia no desenvolvimento do coleoptilo estiolado de trigo.
*Indica diferenga estatistica em relagao ao controle, a p<0,05.

Figura 5.2. Extrato de folhas adultas (SPA) e jovens (SPJ) de Solanum paniculatum a
partir de extratos metanolicos (MeOH) e diclorometanico (DCM) e herbicida comercial
Logran, e sua influéncia no desenvolvimento do coledptilo estiolado de trigo. *Indica
diferenca estatistica em rela¢do ao controle, a p<0,05.

Figura 6.2. Extrato de folhas adultas (SLA) e jovens (SLJ) de Solanum lycocarpum a
partir de extratos metanolicos (MeOH) e diclorometanico (DCM) e herbicida comercial
Logran, e sua influéncia no desenvolvimento do coleoptilo estiolado de trigo. *Indica
diferenca estatistica em rela¢ao ao controle, a p<0,05

Figura 7.2. Atividade alelopatica das fracdes do extrato de diclorometano do p6 da folha
de S. granuloso-leprosum, no desenvolvimento dos coledptilos estiolados de trigo.
*Indica diferenga estatistica em relagdo ao controle, a p<0,05.

Figura 8.2. Fluxograma mostrando o rendimento das fracdes do extrato de
diclorometano das folhas de S. granuloso-leprosum, bem como as fragGes eleitas para
serem purificadas.

Figura 9.2. Composto isolado das fracdes F3 e F4 do extrato de diclorometano do pé
das folhas de S. granuloso-leprosum- o carotendide Luteina (P1)

Figura 10.2. Produto extraido da fracdo F6 do extrato de diclorometano do pé das folhas
de S. granuloso-leprosum- a loliolida (P2).

CAPITULO 3

Figura 1.3. Fluxograma com as extragdes e fracionamentos realizados com o po da folha
de S. lycocarpum.

Figura 2.3. Inibigdo dos coledptilos com o uso do herbicida comercial Logran® (A) em
comparagdo com controle (B).

Figura 3.3. Rendimento em % dos extratos do pé das folhas de S. lycocarpum.
Fracionamento liquido-liquido de acetato de etila -AcOEt (lig-lig)- e diclorometano -
DCM (lig-lig); extragdes diretamente das folhas aquoso, metanol (MeOH), Acetona
(ACE) Acetato de etila (AcOEt), Diclorometano (DCM) e Hexano.

vii



Figura 4.3. Porcentagem de inibicdo do crescimento do coleoptilo de trigo (Triticum
aestivum), durante 24 horas de crescimento no escuro, em contato com diferentes
extratos e fracbes de folhas de S. lycocarpum. Fracionamento liquido-liquido de acetato
de etila -AcOEt (lig-liq)- e diclorometano -DCM (lig-liq); extracbes diretamente das
folhas: aquoso, metanol (MeOH), Acetona (ACE) Acetato de etila (AcOEt),
Diclorometano (DCM) e Hexano (Hx).

Figura 5.3. Inibicdo da germinacdo de sementes agrido (Lepidium sativum L) sob
influéncia dos extratos e fracGes do pd da folha de lobeira (S. lycocarpum) durante 4
dias de crescimento (25 °C/escuro): extrato Hexano (Hx), Diclorometano (DCM),
Acetato de etila (AcOEt), Acetona (ACE) e Metanol (MeOH). As fragdes liquido-
liquido: Diclorometano (DCM lig-liq), Acetato de etila (AcOEt lig-lig) e aquoso.
Herbicida comercial Logran®. * Indica diferencas significativas em relacdo ao controle.

Figura 6.3. Inibicdo da germinacdo de sementes de tomate (Solanum lycopersicum L.),
sob influéncia dos extratos e fragBes do pé da folha de lobeira (S. lycocarpum), durante
5 dias de crescimento (25 °Clescuro): extrato Hexano (Hx), Diclorometano (DCM),
Acetato de etila (AcOEt), Acetona (ACE) e Metanol (MeOH). Frages liquido-liquido:
Diclorometano (DCM lig-liq), Acetato de etila (AcOEt lig-lig) e aquoso. Herbicida
comercial Logran®. * Indica diferencas significativas em relacio ao controle.

Figura 7.3. Inibicdo da germinacdo de sementes de alface (Lactuca sativa L.), sob
influéncia dos extratos e fracdes do p6 da folha de lobeira (S. lycocarpum) durante 6
dias de crescimento (25 °Cl/escuro): extrato Hexano (Hx), Diclorometano (DCM),
Acetato de etila (AcOELt), Acetona (ACE) e Metanol (MeOH). Fraces liquido-liquido:
Diclorometano (DCM lig-liq), Acetato de etila (AcOEt lig-lig) e aquoso. Herbicida
comercial Logran®. * Indica diferencas significativas em relacio ao controle.

Figura 8.3. Inibicdo da germinacdo de sementes de cebola (Allium cepa L), sob
influéncia dos extratos e fracdes do pd da folha de lobeira (S. lycocarpum), durante 7
dias de crescimento (25 °Cl/escuro): extrato Hexano (Hx), Diclorometano (DCM),
Acetato de etila (AcOEt), Acetona (ACE) e Metanol (MeOH). Fracgdes liquido-liquido:
Diclorometano (DCM lig-lig), Acetato de etila (AcOEt lig-lig) e aquoso. Herbicida
comercial Logran®. * Indica diferencas significativas em relacio ao controle.

Figura 9.3. Porcentagem de inibi¢do e/ou estimulo do crescimento das raizes e parte
aérea das plantulas de agrido, crescidas durante quatro dias, sob influéncia dos extratos
e fracbes do pd da folha de lobeira (S. lycocarpum): extrato Hexano (Hx),
Diclorometano (DCM), Acetato de etila (AcOEt), Acetona (ACE) e Metanol (MeOH).
FracGes liquido-liquido: Diclorometano (DCM lig-lig), Acetato de etila (AcOEt lig-lig)
e aquoso. Herbicida comercial Logran®. * Indica diferencas significativas em relacéo ao
controle.

Figura 10.3. Porcentagem de inibicdo e/ou estimulo do crescimento das raizes e parte
aérea das plantulas de tomate, crescidas durante cinco dias, sob influéncia dos extratos e
fraces do po da folha de lobeira (S. lycocarpum): extrato Hexano (Hx), Diclorometano
(DCM), Acetato de etila (AcOEt), Acetona (ACE) e Metanol (MeOH). Fracdes liquido-
liquido: Diclorometano (DCM lig-liq), Acetato de etila (AcOEt lig-liq) e aquoso.
Herbicida comercial Logran®. * Indica diferencas significativas em relacio ao controle.

viii



Figura 11.3. Porcentagem de inibicdo e/ou estimulo do crescimento das raizes e parte
aérea das plantulas de alface, crescidas durante seis dias, sob influéncia dos extratos e
fragdes do po da folha de lobeira (S. lycocarpum): extrato Hexano (Hx), Diclorometano
(DCM), Acetato de etila (AcOELt), Acetona (ACE) e Metanol (MeOH). Fracdes liquido-
liquido: Diclorometano (DCM lig-lig), Acetato de etila (AcOEt lig-lig) e aquoso.
Herbicida comercial Logran®. * Indica diferencas significativas em relacdo ao controle.

Figura 12.3. Porcentagem de inibicdo e/ou estimulo do crescimento das raizes e parte
aérea das plantulas de cebola, crescidas durante sete dias, sob influéncia dos extratos e
fracdes do po da folha de lobeira (S. lycocarpum): extrato Hexano (Hx), Diclorometano
(DCM), Acetato de etila (AcOELt), Acetona (ACE) e Metanol (MeOH). Fracdes liquido-
liquido: Diclorometano (DCM lig-liq), Acetato de etila (AcOEt lig-lig) e aquoso.
Herbicida comercial Logran®. * Indica diferencas significativas em relacdo ao controle

Figura 13.3. Produtos isolados do extrato de diclorometano de folhas jovens de lobeira.

Figura 14.3. Produtos isolados do extrato de acetona (P11 e P15) e do extrato de
diclorometano (P13) de folhas jovens de lobeira.
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Tese de doutorado Introducéo

INTRODUCAO

Uma caracteristica notavel da maioria das plantas terrestres é que em seu estado
adulto sdo sedentarias. Mesmo que algumas espécies podem desenvolver-se
vegetativamente em diferentes direcOes desde seu lugar de alcance, a maioria
permanece no mesmo lugar de sua germinagdo. Este sedentarismo tem um profundo
impacto na histdria de vida dos individuos, causando uma influencia na sua ecologia e

evolucdo de uma populacéo inteira (Oliveiro-Batidas 2008).

Esta caracteristica de um movimento restringido das plantas tem sido compensada
evolutivamente com outros mecanismos de defesa, subdivididos em mecanicos,
fenoldgicos e quimicos. Entre os mecéanicos encontramos a formacdo de espinhos,
aumento da dureza de suas folhas mediante uma maior deposicao de silica e presenca de
tricomas entre outros; nos quais afetam a morfologia da planta. Entre as defesas
fenologicas, encontra-se, por exemplo, o chamado “escape fenoldgico” que ajusta o
ciclo de biolégico das plantas para evitar condi¢bes de estresse. Por ultimo, a defesa
quimica (constitutiva ou induzida) estdo representadas por aqueles compostos de origem
secundaria que atuam em detrimento de um estresse ocasionado em uma planta como,

por exemplo, herbivoria, afideos ou patdgenos (Oliveiros-Bastidas 2008).

Todos eles, de maneira individual, aditivas ou sinérgicas, tem proporcionado as
plantas uma excelente capacidade adaptativa ocupando o0s mais variados nichos
ecologicos. A defesa quimica sdo metabdlitos secundarios, responsaveis pela
transmissdo de informacgdes de uma planta com seu entorno, e incluem as interacdes

planta-planta, planta-inseto, planta-microorganismos (Harbone 1997).

Dependendo do tipo de interacdo ou informagdo a transmitir, muitos desses
metabolitos sdo sintetizados desde 0s primeiros estagios de crescimento (defesa
constitutiva), como no caso de interagdes planta-planta de uma mesma espécie, ou ao
contrario, estes podem ser sintetizados por estimulos externos, como a presenga de
herbivoros, que se traduzem em um ‘“alarme metabolico” que disparam suas rotas

biossintéticas (defesa induzida) (Tallamy & Raupp 1991).

Os produtos naturais tém sido usados desde a antiguidade com numerosas

aplicacdes, como remédios, pigmentos e esséncias. Todavia, essa area veio a ter sua
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importancia no século XIX, onde seus estudos ganharam forca e € uma area forte dentro
da quimica organica. O desenvolvimento de novos e mais potentes técnicas
cromatogréaficas e espectroscopicas também foram chave para o avanco nos estudos
(Macias et al. 2007).

As primeiras evidencias, de carater intuitivo, da interacdo quimica entre plantas
datam a mais de dois mil anos (Rice 1984), com as observacGes de outros como
Teofrasto (370-285 a.C.), Virgilio (70-19 a.C.) e Plinio “o velho” (23-79 a.C.), 0s quais,
nos primeiros tratados sobre agricultura que se conhece, recorrem a idéia da existéncia
de “interagdes maléficas” entre os vegetais. No livro “The History of Allelopathy” (a
historia da alelopatia) ha relatos de efeito alelopaticos antigos nos mais diversos locais
do mundo como Grécia, Roma, China, Japdo e India e o seu papel na agricultura dessas
regides (Willis 2007).

Durante os séculos posteriores ndo se produziu muitos avangos significativos
enquanto a descoberta dos mecanismos que operam nestas interacOes. Desta forma,
durante os séculos XV e XVI se obtém evidencias da participacdo de exudados de raiz
na chamada “enfermidade do solo”. Neste sentido, destacam autores como Otto

Brunfels, Leonhart Fuchs e, sobre todos, Augusto De Candole (Rice 1984).

A falta de uma metodologia bem estabelecida e, sobre tudo, de resultados
experimentais concludentes, prejudicaram notavelmente a consolidacdo dessa idéia, 0s
quais nao foram retomados até o século XX, onde, definitivamente a alelopatia adquire
um carater cientifico. A primeira definicdo do termo alelopatia foi proposta por Molish
em 1937 (Willis 2007), como a ciéncia que estuda as “interagdes bioquimicas entre todo
tipo de plantas, incluindo microorganismos”. Esta definicdo contemplava efeitos tanto
estimulatorios como inibitérios. O significado etimoldgico do termo alelopatia vem do
grego “allelo” (mutuo” e “pathos” (prejuizo) e tem provocado, historicamente, uma
tendéncia a considerar os efeitos prejudiciais (Sanchez 2002). A definicdo mais ampla
proposta pela Sociedade Internacional, de Alelopatia em 1996, define alelopatia como:
“qualquer processo que envolve metabdlitos secundarios produzidos por plantas, algas,
bactérias e fungos, que influem no crescimento e desenvolvimento de sistemas

bioldgicos e agricolas” (IAS 1996).

Os compostos quimicos que possuem atividade alelopatica sdo produtos

secundarios produzidos pelas plantas e sdo chamados de aleloquimicos, substancias

2



Tese de doutorado Introducéo

alelopaticas, fitotoxinas ou apenas metabolitos secundarios. Seus efeitos podem ser intra
e interespecificos e podem proporcionar vantagem tanto ao produtor (doador) como a
receptor. Existem relatos de compostos aleloquimicos em todas as partes das plantas
como raizes (Tsanuo et al. 2003; Viles & Reese 1996), caules (Gatti et al. 2004; Smith
1990), folhas (Oliveira et al. 2004b, Oliveira & Campos 2006), flores (Ballester et al.
1982; Tefera 2002), frutos (Nogushi & Tanaka 2004; Oliveira et al. 2004b), sementes
(Noor et al. 1995) e até mesmo no pélen (Murphy 2000). Para Friedman (1995) todos os
Orgdos da planta tém potencial para armazenar aleloquimicos, mas a quantidade e o

caminho pelos quais sdo emitidos difere de espécie para espécie.

Além disso, é conhecido que varios estresses podem aumentar a producdo pela
planta de aleloquimicos fitotoxicos. Por exemplo, o papel da limitacdo de nutrientes
onde a competicdo por nutrientes pode resultar numa interacdo alelopatica uma vez que
0 aumento da producéo de aleloquimicos pode inibir uma futura competicao por recurso
(Blum 1999; Humphy et al. 2001).

As plantas interagem com sua vizinhanca por varios caminhos e estas podem
competir com uma com as outras por recursos como nutrientes, agua, luz e
polinizadores (fontes de competicdo). Elas também podem produzir substancias
quimicas que inibem ou estimulem a germinacdo ou crescimento, ou indiretamente
afetando o crescimento da vizinhanga inibindo ou estimulando micorrizas ou bactérias
simbiontes como Rhizobium (alelopatia). A emissdo de quimicos volateis em resposta a
herbivoria pode ser detectado pelas plantas vizinhas, induzindo mudangas na sua defesa
quimica. E por fim, plantas podem alojar patégenos e herbivoros ou modificar as
propriedades do solo (Weidenhamer 2006). As interacdes sdo muitas e complexas, 0

que dificulta muitas vezes, em condi¢des de campo, separar alelopatia de competicéo.

Weidenhamer (2006) discute sobre o papel da fitotoxicidade densidade-
dependente como uma forma de distinguir alelopatia de competicdo. O efeito da
fitotoxicidade densidade-dependente é definido com a diferenca em magnitude de
inibicdo observada quando uma planta cresce em varias densidades num solo contendo a
substancia fitotoxica. Em solo contendo uma quantidade finita de fitotoxina, plantas que
crescem em baixa densidade tém uma maior quantidade de toxinas disponivel por planta
e esta tende a sofrer maior reducéo de crescimento que as plantadas em alta densidade,

onde as toxinas sdo diluidas entre as plantas e cada recebe, proporcionalmente, uma
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dose menor. Esse é o contrario da competicdo, onde plantas crescendo em baixa
densidade tem uma maior disponibilidade de recurso por planta e consequentemente
apresentam um maior crescimento como resultado. Essa resposta diferenciada é um

meio de distinguir fonte de competicao de alelopatia.

O sucesso da pratica da agricultura moderna € devido, em parte, a descoberta e
adocdo de quimicos no controle de pragas. Realmente, 0 aumento exagerado dos
campos cultivados associado com a “revolucdo verde” ndo teria sido alcangcado sem a
contribuicdo dos compostos sintéticos. Mas toda essa conquista trouxe a preocupacao
com a contaminacdo do meio ambiente e resisténcia aos pesticidas. Todavia, 0s
herbicidas sintéticos sdo altamente efetivos, onde sdo aplicados poucas gramas por
hectare e muitos deles apresentam uma boa seletividade no campo e, com uso correto,
tem baixo impacto no meio ambiente na vida selvagem (Dayan et al. 2009). Segundo
dados divulgados pela ANDEF (Associacdo Nacional das Empresas de Defensivos
Agricolas) o Brasil consumiu em 2007 o equivalente a US$ 2,3bilhdes em herbicidas,
bem a cima do segundo colocado, os fungicidas, que ficaram na casa dos US$1,2
bilhdes, sendo a plantacdo de soja a lider de consumo. O aumento anual desse consumo
gira em torno de 5,25% (ANDEF 2008).

A agricultura orgénica ndo utiliza pesticidas sintéticos, incluindo herbicidas
(Lotter 2003). O controle de plantas invasoras na pratica da agricultura organica é muito
problematico sendo realizado através de controles bioldgicos, uso de matéria verde
(palhada) e cobertura do solo com plastico (sintético) e o uso de alguns produtos
naturais sdo permitidos. Ao contrério dos herbicidas sintéticos, os herbicidas naturais
disponiveis tém baixa seletividade e tem que ser aplicados em grande quantidade. Além
disso, existe pouca literatura cientifica disponivel que mostra o impacto dos produtos

naturais na agricultura orgénica (Dayan et al. 2009).

Alguns problemas no controle de plantas invasoras, tanto na agricultura
convencional como a agricultura organica, tem sido um desafio crescente. Muitos
bidtipos de ervas invasoras resistentes aos pesticidas comuns tem se desenrolado
rapidamente (Preston 2005) e sua resisténcia é o resultado da evolucéo das popula¢des
de plantas invasoras, juntamente com herbicidas de modo de acdo ineficiente. Com isso,
faz se necessario uma estratégia no controle quimico baseado em multiplos modo de

acao para as fitotoxinas (Macias et al. 2008).
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Os produtos naturais de plantas sdo fontes quase infinitas de compostos que

podem ser utilizados como fonte de novos compostos para o controle de plantas

invasoras. Essa grande diversidade se da principalmente pelas diversas rotas de origem

no metabolismo da planta. As principais vias de sintese desses compostos séo a via do

acetato e do chiquimato, mesmo que também sejam descritos outros esqueletos

procedentes da combinacdo destes. Rice (1984) relne os agentes quimicos em 14

grupos que incluem todos os tipos de metabdlitos secundarios (Figura 1). Estes

compostos incluem as principais classes de quinonas, fendis, &acidos cindmicos,

cumarinas, flavonoides, taninos, terpenos, esteroides, alcaldides, entre outras. Taiz e

Zeiger (2004) didaticamente classificam os compostos secundarios, em trés grupos

quimicamente distintos: terpenos, compostos fenolicos e compostos nitrogenados.

\ l Cumarinas
Acidos organicos soltveis em agua, alcoois, aldeidos e cetonas
E Lactonas insaturadas

\

/

Acido cinamico e derivados — »

Taninos hidrolizaveis

> Acido digalico

' 7

Acido desidroshiquimico ——»  Acido gélico e protocatéquico

{

Acido shiquimico — s Naftoquinonas e antraquinonas

l Aminodcidos e polipeptideos
oY Alcaldides e cianidrinas
Aminoacidos — » .
Glicosideos
l Purinas e nucleosideos

Fenodis, &cido benzobico e derivados

Flavondides ——— »  Taninos condensados

Acidos graxos de cadeia longa

Naftoquinonas e antraguinonas

Acido mevalonico| —» Terpenoides e esterdides

Figura 1. Agentes alelopaticos mais representativos segundo modelo proposto por
Rice (1984). Rotas biossintéticas.
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Esses compostos sintetizados pelas plantas podem tornar-se disponiveis no
ambiente em diversas condigdes. A localizagdo e sua natureza séo os fatores principais
que determinam o modo de liberagdo dos compostos aleloquimicos para o ambiente.
Eles podem ser liberados por exudacao, volatilizacdo, lixiviacdo e/ou decomposic¢ao dos
residuos (Figura 2). Sua toxicidade no ambiente € uma funcdo da concentracdo, taxa de
fluxo, idade e estdgio fisiologico da planta, clima, estacdo do ano e condigdes
ambientais (Gniazdowska & Bogatek 2005).

J/ volatilizagéo

S| _
N /27

" v lixiviagdo

exudacao

Figura 2. Mecanismos de liberacdo de substancias aleloquimicos (Sanchéz 2002).

Um grande numero dos aleloquimicos isolados exibe sua bioatividade em baixa
(10 — 10-6M) ou extremamente baixa como 10"°M (Macias et al. 2001). Uma vez
esses aleloguimicos disponiveis no ambiente, ha algumas hipbteses sobre como eles
podem ser transferidos para a planta alvo. Eles podem ser transferidos pelo contato
célula-célula ou o contato fisico da raiz com o composto alelopatico, sendo essa a forma

de absorcdo mais importante (Inderjit & Duke 2003).

Um programa de descobertas de novos herbicidas é dependente de bioensaios que

devem ser padronizados e reproduziveis. As espécies selecionadas como espécie alvo
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deve germinar facilmente e uniformemente e seu crescimento deve ser rapido. Espécies
como alface (Lactuca sativa L.), Arabidospis thaliana e Echinochloa crus-galli séo
alguns dos exemplos de espécies-alvo amplamente utilizadas quando se busca espécie
sensivel, com enfoque genémico ou plantas invasoras de arroz, respectivamente (Dayan
& Duke 2006).

Bioensaios podem ser feitos em papel filtro, substrato inerte (areia ou
vermiculita), hidroponia ou solo. As duas ultimas formas ndo sdo muito utilizadas
porque requerem uma grande quantidade de composto para serem testados. H& varios
outros fatores que devem ser considerados no desenvolvimento de um bioensaio. A
concentracdo entre o total de composto quimico e o tamanho da semente € uma
consideracdo importante no potencial fitotoxico. Uma concentracdo particular pode ser
mais fitotoxico para espécies de sementes pequenas do que para sementes grandes
(Weidenhamer et al. 1989). No mais, outros fatores devem ser observados como efeito
osmotico ou pH da solucdo testada se ndo é afetado pelo composto avaliado (Dayan &
Duke 2009).

Um bioensaio é baseado na habilidade de medir um pardmetro que responda a
presenca do composto testado. Tipicamente, o0s parametros selecionados sao:
germinacdo, o comprimento da parte aérea e da parte radicular. Os aleloquimicos podem
afetar indiretamente muitos processos fisioldgicos e respostas fenotipicas para
compostos especificos, mas principalmente pode ser resultado de efeito secundario,
consequéncia do mecanismo primario (Dayan et al. 2000). Modifica¢6es do crescimento
e desenvolvimento vegetal em resposta ao aleloquimico podem ser explicada pela
alteracdo da moleculares da célula, ultra-estruturais tdo bem como processos

fisiolégicos e bioguimico (Gniazdowska & Bogatek 2005).

A observacdo do efeito macroscopico causado por um aleloquimico num
bioensaio pode indicar 0 modo de acdo do mesmo. A inibi¢do do crescimento radicular
pode ser analisada como um experimento de medicdo de indice mitotico e
consequentemente na divisdo celular (Armbruster et al. 1991). Efeito na biossintese de
pigmentos fotossintéticos pode ser detectado em bioensaios de germinacdo e
crescimento e sua posterior quantificacdo dos pigmentos. Experimentos de mudanca de
diéxido de carbono podem ser detectados através de alteragdo do processo

fotossintético. H& varios modos de acdo que podem ser detectados macroscopicamente
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apos um bioensaio fitotoxico, mas também pode ser facilmente medidos através de um
condutivimetro, como o efeito de aleloquimicos na integridade da membrana (Macias et
al. 2008).

Alguns exemplos do modo de acdo dos aleloquimicos sdo mostrados a seguir.
Aleloguimicos produzidos por raizes de pepino (Cucumis sativus) afetam, entre outros
parametros, a taxa fotossintética, a transpiracdo e a atividade de enzimas antioxidantes
(Yu et al., 2003). Romagni et al. (2000) verificaram que a reducdo do crescimento
radicular em alface (Lactuca sativa) pelo monoterpeno cineol foi, em grande parte,
devido a inibicdo da enzima asparagina sintetase, envolvida na biossintese de asparagina
nos tecidos vegetais. Outro exemplo que pode ser citado ¢ a influéncia da mimosina no
crescimento radicular de plantulas de milho (Zea mays). Estas sofreram redugdo no
indice mitdtico, aumento na atividade de peroxidases e aumento na concentracdo de
proteinas totais nos tecidos da raiz e da parte aérea (Pires et al. 2001). Tanto o cineol
guanto a mimosina tém sido considerados excelentes herbicidas naturais para o controle
do desenvolvimento de invasoras, inclusive os estudos conduzidos com o cineol
permitiram identificar com maior exatiddo o mecanismo de agdo do seu equivalente

sintético, o herbicida cinmetilina (Romagni et al. 2000).

As ferramentas moleculares também tém sido aliadas no estudo do modo de acédo
dos aleloquimicos. O estudo do genoma de Arabidopsis thaliana tem ajudado
grandemente na descoberta de aspectos fisioldgicos da atividade fitotoxica. A expressdo
dos genes pode ser monitorada apontando as alteracfes causadas pelo aleloquimico na
expressdo génica e consequentemente a via fisiol6gica atingida. O uso de mutantes
também é uma possibilidade ja que existem varios ec6tipos de A. thaliana que podem
ser avaliadas em bioensaio e observadas as alteragdes no desenvolvimento e no perfil
protéico (Fitter 2003; Meinke, et al. 1998; Pennacchio et al. 2005).

Historicamente, os estudos de interacdes alelopaticas tem sido focado principal
ente na relacdo entre plantas cultivadas e invasoras, e recentemente, a quimica e 0 modo
de acdo dos aleloquimicos tem sido investigados (Einhellig, 2004). No entanto, estudos
de relagdes dificuldades de separacéo do efeito aleloquimico de outros fatores. Varios
estudos tém mostrando a importancia da alelopatia em ecossistemas florestais e, Blanco
(2007), em seu trabalho, tem mostrado varios exemplos comprovados da acdo da

alelopatia nestes ambientes.
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O Brasil possui uma das maiores biodiversidade do planeta, sendo uma fonte
inesgotavel de exploracdo na procura de novos compostos alelopéaticos na flora nativa.
Dentre esses ambientes naturais brasileiros, o Bioma Cerrado é um deles. A palavra
cerrado ¢ de origem espanhola e significa “fechado”, devido a caracteristica geral da
vegetacdo arbustivo-herbacea densa que ocorre na formacéo savanica. Este é o segundo
maior bioma brasileiro cobrindo cerca de dois milhdes de Km? do territério nacional e é
composto por um mosaico continuo de fitofisionomias que vdo de campestres a
florestais (Ribeiro & Walter 2008) O cerrado ocupa a por¢do central do Brasil, e
apresenta em partes dos estados da Bahia, Goias, Mato Grosso do Sul, Maranhdo, Mato
Grosso, Mato Grasso do Sul, Minas Gerais, Parand, Piaui, S&o Paulo, Tocantins, além
do Distrito Federal (Figura 3) (Klink & Machado, 2005; Sano et al., 2008).

i ; ) LEGENDA

Biomas
bt Amazdnia
” Caatinga

Cerrade

Mata Atlintica
1 Pampa

Pantanal

Figura 3 — Distribuicdo espacial dos Biomas do Brasil (escala 1:5.000.000, IBGE,
2004).

Os solos sdo classificados como distréficos A soma das bases trocaveis (K, Ca e
Mg) é baixa, a acidez é alta, resultando em altos niveis de saturagdo por aluminio
(Haridasan 2000).
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A frequéncia de fogo no Cerrado, causado por a¢les antropicas, € comum na
estacdo seca e tem ocorrido por varios anos neste bioma (Coutinho 1981). Juntamente
com a sazonalidade das chuvas e os poucos nutrientes no solo, o fogo tem sido apontado

como determinante na estrutura e composicao da vegetacdo do Cerrado (Moreira 2000).

O efeito alelopatico é fortemente influenciado pelas questdes ambientais. Em
ecossistemas com alta frequéncia de incéndios, alta producdo de aleloquimcos pelas
plantas € observado (Williamson & Black 1981; Coley et al. 1985). Essa produ¢do pode
ser uma consequéncia dos danos fisicos causados pelo fogo ou uma estratégia de reduzir
a proliferacdo de grande quantidade de combustivel vegetal proximo da planta doadora
(Willianson et al. 1992). No entanto, o fogo € um importante fator de reducdo da
concentracdo de aleloquimicos nos solos florestais, via queima do himus e da liteira

com alta concentragdo de inibidores de crescimento (Malik 2003).

Segundo Sano et al., (2008) quase 40% da &rea total do cerrado est4 ocupada com
usos da terra diferentes do dominio Cerrado. As duas classes mais representativas de
diferente uso da terra sdo pastagens e culturas agricolas, ocupando cerca de 26% e

10,5% deste bioma respectivamente, com distribuicdo espacial bastante heterogénea.

No Distrito Federal as areas de Cerrado sdo mantidas gracas a presenca da
unidades de conservacdo como a Floresta Nacional de Brasilia (com mais de 9.000
hectares), Parque Nacional de Brasilia (30.000 hectares) e a reserva ecoldgica do IBGE
(com mais de 1.000 hectares) (IBRAM 2009).

Recentemente, foi langado um listagem da flora vascular do bioma Cerrado,
demonstrando sua riqueza e uma lista de 12.356 estpécies foram entdo catalogadas
(Sano et al. 2008). Dentre essa grande diversidade encontra-se o género Solanum. O
género Solanum, descrito por Carl Linnaeus, compreende 1700 espécies
subcosmopolitas. O nome do género deriva de solamen = “consolo, alivio”, referindo-se
aos efeitos analgésicos e sedativos de muitas de suas espécies (Stasi & Hiruma-Lima
2002). No Cerrado do Distrito Federal, ja foi identificada a ocorréncia de 22 espécies,
sendo duas destas raras e ainda ndo descritas (Silva 1996). A maioria encontra-se em
grandes populacdes e, de preferéncia, em ambientes perturbados como éareas de

pastagens, margem de estradas ou areas recentemente desmatada.
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Evidéncias alelopaticas no género Solanum ja foram identificadas para varias
espécies (Aires et al. 2005; Frank 1990; Oliveira et al. 2004; Rice 1974; Singh et al.
2003) e alguns componentes j& foram descritos, tais como flavonas, flavonodides e seus
glicosideos (Silva et al. 2003), bem como alguns alcaléides como solamargina e

solasodina (Gintner et al. 1997).

OBJETIVOS GERAIS

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a influencia de aspectos ecoldgicos e
0 estudo fitoquimicos de espécies do género Solanum presentes no Cerrado do Distrito

Federal.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos foram:

1. Awvaliar a atividade alelopética das folhas de trés espécies de Solanum coletadas
na época seca e chuvosa, além de diferentes idades das folhas (jovens e adultas);

2. Realizar o isolamento biodirigido das espécies de Solanum na busca de
compostos ativos presentes nas folhas dessas espécies e,

3. Estudar as substancias quimicas presentes na folha jovens de Solanum

lycocarpum responsavel pela atividade fitotoxica dessa planta.
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EFEITO ALELOPATICO DE DIFERENTES MATRIZES,
SAZONALIDADE E IDADE DAS FOLHAS DE TRES ESPECIES DE

SOLANUM DO DISTRITO FEDERAL

RESUMO: O efeito alelopatico é diretamente influenciado pelos fatores ambientais e
genéticos. Em situacdo de estresse, a producdo dos aleloquimicos pode ser alterada. O
estagio de desenvolvimento da planta doadora tambem afeta o efeito alelopatico e em
tecidos mais jovens se observa uma maior producdo de aleloquimicos que séo perdidos
ao longo do amadurecimento do 6rgdo. O objetivo deste trabalho foi comparar a
atividade alelopética de folhas jovens e adultas de 10 matrizes, de trés espécies de
Solanum (S. lycocarpum, S. subumbellatum e S. granuloso-leprosum) coletadas em duas
estacOes, seca e chuvosa. Foram realizados experimentos de germinagdo e crescimento
em substrato papel filtro e foram avaliados a germinabilidade, o tempo médio da
germinacgdo e a porcentagem de inibicdo do crescimento da parte aérea e radicular do
gergelim. Dentro dos parametros avaliados, a germinacdo sofreu maior influéncia no
tempo médio, causada por extratos de folhas adultas, e a germinabilidade, causada por
extratos de folhas jovens, e o periodo chuvoso mostrou maior efeito. J& no crescimento,
a parte radicular foi a mais afetada pela presenca dos extratos de folhas jovens coletadas
na época da seca. Houve diferenca de resposta do efeito dos extratos entre as matrizes,
mostrando o papel da variabilidade genética das espécies. A época de seca foi onde, na
maioria dos casos, observou-se maior efeito inibitdrio e as folhas jovens mostrando uma
maior producdo de compostos secundarios.

Palavras-chave: cerrado, germinacgdo, tempo médio, estacdo seca, estacdo chuvosa.

ABSTRACT: The allelopathic effect is directly influenced by environmental and
genetic factors. Under stress, the production of allelochemicals can be changed. The
developmental stage of the donor plant also affects the allelopathic effects on younger
tissues and is a higher production of allelochemicals that are lost during the maturation
of the organ. The objective of this study was to compare the allelopathic activity of
young and mature leaves of 10 matrices of three species of Solanum (S. lycocarpum, S.
subumbellatum, and S. granuloso-leprosum) collected in two seasons, dry and wet.
Experiments of germination and growth were carried out on filter paper substrate and
germination, the average evaluated percentage of germination and growth inhibition of
shoot and root of sesame. Within the parameters evaluated, the germination was most
influenced on the average time caused by extracts of adult leaves and on germination
caused by extracts of young leaves and the wet season showed the greatest effect. In the
growth, the root was the most affected by the presence of extracts of young leaves
collected in the dry season. There were differences in response of the effect of extracts
among matrices showing the role of genetic variability of the species. The dry season
was where, in most cases, there were greater inhibitory effect and the young tissues
showing a higher production of secondary compounds.

Key words: cerrado, germination, average time, dry season, rainy season.
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INTRODUCAO

O segundo maior bioma do Brasil em extens&o (2 milhdes de km?), o Cerrado,
possui como caracteristica marcante a sazonalidade entre a estagdo chuvosa e a estagdo
seca. A chuva concentra-se entre 0s meses de outubro a marco, seguida de um periodo
seco, de abril a setembro (Klink & Machado 2005). Durante a estacdo seca no Cerrado,
0 solo esta sujeito a um déficit hidrico sazonal nas camadas mais superficiais afetando
as plantas de porte herbaceos e arbustivo (Haridasan 2000), exigindo adaptacdes da
vegetacdo, como regulacdo do potencial de &gua e trocas gasosas como forma de evitar

0s danos causados pelo estresse hidrico desse periodo (Prado et al. 2004).

A producdo de metabdlitos secundarios pela planta é determinada pela sua
genética em combinacdo com fatores ambientais (An et al. 2003). Interacbes com
diferentes fatores ambientais tém um importante papel na expressdo da alelopatia
(Blanco 2007), que é a inibigdo e/ou estimulo do crescimento e desenvolvimento de
outras plantas através da liberacdo de aleloquimicos (compostos secundarios com
atividade) (Dakshini et al. 1999). Fatores de estresse podem influenciar tanto a
producdo dos aleloquimicos pela planta doadora como modificar o efeito dos
aleloquimicos na planta receptora (Pedrol et al. 2006) e os estresses bidticos também
exercem sua influencia (Gawronska & Golisz 2006). A concentracdo do alelogquimico
na planta doadora pode ser influenciada pelas condi¢cBes ambientais, tais como
temperatura, luz, estrutura do solo e disponibilidade de nutrientes (Chaves & Escudero
1999). Os efeitos de alguns estresses abidticos na producdo de metabolitos secundarios
séo bem conhecidos e descritos por Rice (1974).

Estresse hidrico, causado por seca ou estresse osmatico, em geral pode estimular
0 acumulo de monoterpenos (Kainulainen, et al. 1992), acido clorogénico (del Moral
1972), acido hidroxamico (Richardson & Bacon 1993) ou fendis, em geral
(Karageorgosu et al. 2002). A atividade alelopatica de plantas que crescem em solo seco
€ maior que as interacOes alelopaticas provocadas por plantas que crescem em solo
irrigado. Em condi¢bes de campo, sob condicBes de estresse hidrico, o crescimento da
planta-alvo pode ser reduzido devido a grande quantidade de aleloguimico por peso

seco se comparado com locais onde ha auséncia de estresse hidrico (Pedrol et al. 2006).
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Esse fator pode ainda causar problemas de autotoxicicidade em condi¢bes de campo
(Tongam et al. 2001).

O estagio fenoldgico da planta doadora também exerce uma influéncia na
inducdo da producdo dos aleloquimicos e seu custo para a planta. Hoballah et al. (2004)
mostraram que a inducdo da producdo de metabdlitos secundarios em milho somente foi
detectavel em plantas jovens ou em folhas muito jovens imediatamente apos a sua
exposicdo ao estresse. Esse investimento da inducdo da producdo dos metabdlitos
secundarios tem relagdo direta com a atividade alelopéatica, uma vez que melhora a
chance de estabelecimento na pequena area onde ocorre a planta. An et al. (2003)
propdem dois tipos de producao de aleloquimicos em plantas: influenciado pela idade e
pelo estresse da planta, e sdo reflexo da dindmica do meio ambiente. O declinio no
contetdo de aleloquimico com o aumento da idade da planta pode ser observado em
diversos casos (Copaja et al. 1999, An et al. 2003). Mas também ha casos que
apresentam uma dinamica alternativa com picos de producdo em estagios tardios de
desenvolvimento (Kato-Noguchi & Ino 2005) ou que o aleloquimico aumenta sua
producdo com a idade da planta (Reinhardt, et al. 2006).

Chou (1999) sugeriu que aleloquimicos poderiam regular o nivel populacional
de acordo com as condigdes de crescimento e disponibilidade de recurso, além do papel
da autotoxicidade. Uma vantagem na manutencdo da dominancia na comunidade
vegetal pode ser mantida pela producdo de aleloquimicos em alta quantidade durante
todo o ciclo de vida da planta. O aumento da producéo e seu acumulo no final do ciclo
de vida também podem ser um ponto estratégico ja que os “residuos alelopaticos”
poderdo vir a inibir a germinacao e o estabelecimento de outras, ou da mesma, espécie
(Nilsson & Zackrisson 1992; Wallstedt et al. 1997).

A familia Solanaceae é conhecida por produzir muito compostos secundarios,
tais como terpenos, saponinas esteroidais, alcaldides esteroidais e glicoalcaldides (Eich
2008). Dentro de género Solanum, ha estudo da presenca de compostos como
solasodina, solamargina e solanina, presentes com freqiliéncia nas espécies desse género.
No Distrito Federal, hd a ocorréncia de 22 espécies de Solanum distribuidas em
diferentes fitofisionomias (Silva 1996). Essas espécies sdo muito comuns em ambientes
perturbados de Cerrado e espécies como S. lycocarpum ja demonstraram evidéncias de

atividade alelopética (Oliveira et al. 2004).
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Com isso, este trabalho teve como objetivos verificar a atividade alelopatica de

extratos aquosos de folhas jovens e adultas de diferentes matrizes de trés espécies de

Solanum presentes no Distrito Federal, coletadas em diferentes épocas do ano (chuva e

seca) sobre a germinacao e crescimento do gergelim.

MATERIAL E METODOS

‘ COLETA DO MATERIAL

Foram feitas duas coletas, uma na estacdo seca (junho/2006) e outra na estacéo

chuvosa (fevereiro/2007), e as condi¢des de precipitacdo na época da coleta encontra-se

na Figura 1.1.
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Figura 1.1. Precipitacdo pluvial média mensal dos anos de 2006 e 2007 da regido de
Brasilia. As setas indicam os meses de coleta na época de seca (seta escura) e época de

chuva (seta clara). Fonte: INMET

As trés espécies estudadas foram: Solanum lycocarpum A.St-Hil., S. granuloso-

leprosum Dunal e S.subumbellatum Vell. As folhas das trés espécies foram coletadas de

10 matrizes diferentes (marcadas com placa de metal), na regido da Fazenda Sucupira,

de propriedade da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, localizada Brasilia-
DF, (S15°55°41,9”W 048°01°46,2”). As 10 matrizes foram selecionadas com uma

distancia minima de 20 metros uma das outras. As suas folhas coletadas foram

separadas em folhas jovens (acima do segundo no), e folhas adultas (maduras, abaixo do
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segundo no). Estas folhas foram devidamente identificadas e acondicionadas em sacos

de papel e levadas para o laboratdrio de boténica da Universidade Catélica de Brasilia.

ESPECIES ESTUDADAS

Solanum lycocarpum A.St-Hil.

Conhecida popularmente como lobeira ou fruta-do-lobo, é um
arbusto armado de 1,5 a 4,0 m de altura. Ocorre em cerradéo,
campo sujo, cerrado pertubado, geralmente a beira de estrada.
Floresce e frutifica o ano todo (Oliveira 2003). Possui flores
roxas com cerca de 4,1 cm de didmetro que chamam a atencao

pela sua beleza. E alimento importante para o lobo-guara e seus

frutos vém sendo utilizados na fabricacdo de doces e geléias

(Silva et al. 1994). Os frutos dessa espécie sdo 0s maiores desse

frutos de S. lycocarpum
Solanum subumbellatum Vell.

Conhecida popularmente como velame-do-cupim, jurubeba-de-
cupim ou jurubebinha. E um arbusto cerca de 0,30 a 1,5 m de
altura e é encontrada em cerrado, campo sujo, campo cerrado,

geralmente na beira da estrada. E utilizada na medicina popular

para tratamento de gripe, bronquite e asma (Rodrigues &
Carvalho 2001). Floresce e frutifica o ano todo. Frutos

vermelhos e amarelados na maturidade sdo caracteristicas que a

distinguem das outras espécies que ocorrem no DF (Silva 1996)

(Figura 3.1). Figura 3.1. Flores e arbusto
de S. subumbellatum
Solanum granuloso-leprosum Dunal

Conhecida popularmente como fumo-bravo ou tabaquilo. E um
arbusto cerca de 1,0 a 2,5 m de altura e possui na base do peciolo

folhas geminadas, verde-esbranquicadas, velutinas, flores lilases

Figura 4.1. Frutos e arbusto
de S. granuloso-leprosum
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e presenca de tricomas nos ramos. E muito frequente em terrenos baldios e floresce de

julho a setembro e frutifica de julho a outubro (Silva 1996) (Figura 4.1).

PREPARACAO E OBTENCAO DOS EXTRATOS BRUTOS
Logo apds a coleta das folhas, essas foram secas em estufa ventilada, a 50 °C. até

peso constante. O material seco foi triturado e com o pé assim obtido foram preparados
0s extratos aquosos a 1, 3 e 5% (p/v) e agua destilada como controle. Esse material foi
extraido a frio e permaneceu durante 24 h a 4 °C. Apds esse procedimento, 0s extratos
foram filtrados em papel filtro, com a ajuda de uma bomba a vacuo acoplada a um funil.

O material filtrado foi imediatamente utilizado.

‘BIOENSAIOS PARA VERIFICAR EFEITO ALELOPATICO NA
‘GERMINACAO DAS SEMENTES

Nos bioensaios, foram utilizadas sementes de gergelim (Sesamum indicum L. —
Pedaliaceae) como espécie-alvo. No experimento de germinacdo, 25 sementes de
gergelim foram colocadas para germinar em placas de Petri (90 x 150 mm), forradas
com papel filtro e adicionados 5 mL do extrato testado. A contagem das sementes
germinadas era realizada diariamente, durante sete dias, retirando-se das placas as
sementes germinadas. Esse bioensaio foi conduzido em céamaras B.O.D., com
temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas. O experimento foi realizado com trés
repeticGes e o critério de germinacdo utilizado foi a protusdo da radicula. Ao final do
experimento, calculou-se a germinabilidade e o tempo médio de acordo com as

férmulas abaixo:

Germinabilidade (G%)

n

2%

Gy, = i=lN 100

onde ' x € a soma das sementes de cada matriz i germinadas, em relagéo ao nimero

total de sementes (N) colocadas a germinar, sendo os dados expressos em porcentagem.
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Em seguida, essa porcentagem foi calculado a porcentagem de inibicdo em relacdo ao

controle com agua destilada e os resultados apresentados em forma de gréficos.

Tempo médio de germinacdo (Tmed - horas)

> (xt)

Tmed = ‘:1n

2%

i=1

e que x; € o numero de sementes germinadas dentro de determinado intervalo de tempo

t;. Essa informacg&o € normalmente expressa em horas (Ferreira & Borghetti, 2004).

‘BIOENSAIOS PARA VERIFICAR EFEITO ALELOPATICO NO
‘CRESCIMENTO DE PLANTULAS

Sementes de gergelim foram previamente germinadas em caixas Gerbox (11 x
11 x 3,5 cm), forradas com papel filtro banhado com 12 mL de 4gua, a encubadas a 30
°C. Apbs a germinacgdo (periodo de 24 horas), vinte sementes pré-germinadas eram
colocadas para crescer em caixas Gerbox forradas com papel filtro banhado com 12 mL
dos extratos avaliados e os tratamentos foram feitos em triplicata. As concentracdes
foram as mesmas utilizadas para o bioensaio de germinacdo e o experimento foi feito
em triplicata. O tempo de crescimento foi de sete dias, a 25 °C e 12 horas de
fotoperiodo. As plantulas tiveram suas partes aéreas e radiculares medidas com ajuda de
um paquimetro digital. O nivel de atividade foi expresso em porcentagem de inibicdo da

parte aérea e radicular em relacdo ao controle, a partir da formula:

Porcentagem de inibigéo

Opinibicdo = AT X ¢ x 10004
oLTLL I.g.'.'ﬂ'ﬂ— fc 0

onde XT é a média de alongamento dos tratamentos e X €, a média de alongamento do

controle.
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ANALISE ESTATISTICA

Nos testes preliminares realizados em laboratério e a analise dos resultados,
esses apresentavam normalidade compativel para se utilizar uma analise paramétrica.
Entdo, optou-se por comparar os resultados obtidos nos experimentos, utilizando um
programa estatistico, SISVAR® ver. 4.6., no médulo analise de variancia (ANOVA), e

as medidas comparadas segundo o teste de Tukey, a 5% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

EFEITO NA GERMINACAO DE SEMENTES

Na tentativa de facilitar a analise dos dados, esses foram separados entre o efeito
dos extratos aquosos analisados na germinacdo e no crescimento do gergelim. Além
disso, também esses efeitos foram separados por espécie doadora. As figuras a seguir
indicam a média da porcentagem de germinacdo e o tempo médio de germinacdo do
gergelim tratados com extrato aquoso de folhas jovens e adultas coletadas em duas
épocas do ano, estacdo de seca e chuvosa de 10 matrizes.
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éSoIanum lycocarpum
Germinabilidade
O efeito dos diferentes extratos aquosos de folhas de S. lycocarpum na

porcentagem de inibicdo da germinabilidade das sementes de gergelim pode ser
observado na Figura 5.1.

Jovens Adultas
Chuva
0 -

,—o\ '5
S
3 -10
2
=
= -15

-20

Tratamentos
H1% ®3% 5%

Figura 5.1. Inibicdo média da germinabilidade de sementes de gergelim tratadas com
extrato aquoso de folhas jovens e adultas de 10 diferentes matrizes de S. lycocarpum,
coletadas nas épocas de seca e de chuva. *Indica diferenca estatistica em relacdo ao
controle pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Essa porcentagem de inibicdo ¢ uma media do efeito na germinabilidade do
gergelim ocasionado pelo extrato de folhas coletadas das 10 diferentes matrizes. O que
se observa é uma inibicdo modesta e que o efeito do extrato de folhas jovens apresentou
uma inibicdo dose-dependente da concentracdo, fato ndo observado para o efeito dos
extratos de folhas adultas, uma vez que a concentracdo intermediaria (3%) apresenta

maior inibicdo em media.

O efeito do extrato de folhas adultas coletadas tanto na estacdo seca quanto na

chuvosa na concentracdo intermediaria do extrato (3%), este mostrou uma inibicéo 2

27



Tese de doutorado Capitulo 1

vezes maior na germinabilidade comparado com as outras concentragdes. Esse fato pode
ser devido a alta concentracdo dos compostos alelopaticos presentes no extrato a 5%,
competindo entre si para agir na inibicdo da germinagdo, e a diluicdo dos mesmos
compostos a 1%, tendo entdo a acdo reduzida. Sendo assim, a 3% no extrato da folha
adulta encontra-se a concentracdo ideal dos aleloquimicos que podem inibir a

germinacdo de sementes do gergelim.

Tempo médio

Ao se analisar a média do tempo médio de germinacdo do gergelim nos
diferentes extratos das 10 matrizes estudadas, observou-se maior tempo médio de
germinacdo para os tratamentos com extratos de folhas coletadas no periodo de seca (a

5%) ao passo que para os tratamentos com folhas coletada na época de chuva observa-se
um efeito contréario (Figura 6.1).

Tempo médio (h)

Chuva Seca Chuva

Jovens Adultas

H Controle ®19% ®H3% " 5%

Figura 6.1. Efeito do extrato aquoso de folhas jovens e adultas de S.lycocarpum
coletadas em diferentes épocas do ano (seca e chuva) no tempo médio de germinagéo de
sementes de gergelim. Extratos a 1, 3 e 5% p/v e controle com agua destilada. *Indica
diferenca estatistica em relagdo ao controle pelo teste de Tukey a 5%.

Esse fato pode ser um indicador de que os aleloquimicos presentes no periodo da
chuva ja ndo tenham a mesma composicao e concentragdo dos aleloquimicos presentes

nas folhas na época de seca, possivelmente ocasionado pela lixiviagdo dos compostos
alelopaticos.
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éSoIanum subumbellatum
Germinabilidade
O efeito dos diferentes extratos aquosos de folhas de S. subumbellatum na

porcentagem de inibicdo da germinabilidade das sementes de gergelim pode ser
observado na Figura 7.1.

Jovens ‘ Adultas ‘
Seca Chuva ‘ Seca Chuva ‘
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Fi
gura 7.1. Inibicdo média da germinabilidade de sementes de gergelim tratadas com
extrato aquoso de folhas jovens e adultas de 10 matrizes de S. subumbellatum, coletadas
nas épocas de seca e de chuva. *Indica diferenca estatistica em relacdo ao controle pelo
teste de Tukey a 5% de significancia.

Analisando a germinabilidade do gergelim afetado por extrato de folhas
coletadas na estacdo seca, houve uma reducéo significativa da germinabilidade de
extratos oriundos de folhas jovens. Na estacdo chuvosa, ndo houve redugdo da
germinabilidade do gergelim tratado com extrato de folha de nenhuma das matrizes
analisadas. Observa-se uma inibicdo dose-dependente da concentracdo dos extratos de

folhas jovens coletadas nas duas estagdes, fato observado para folha adulta somente na
estacao de seca.

A comparacdo do efeito do extrato aquoso de folhas coletadas nas diferentes
estacOes mostra que, para S. subumbellatum, as folhas coletadas na época chuvosa, em
média, inibiram um pouco mais (por volta de 2x) a germinabilidade do que as folhas
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coletadas na época da seca. Observa-se que para folhas adultas coletadas na época da
chuva, had o mesmo comportamento de maior inibicdo da germinabilidade do gergelim a
3%, como também ocorreu para S. lycocarpum. Quanto aos extratos aquosos de folhas
jovens e adultas, a inibicdo da germinabilidade do gergelim foi independente do estagio
de desenvolvimento das folhas coletadas. A diferenca entre as estacBes € o que foi mais
importante, sendo que o0s extratos produzidos por folhas coletadas na estagcdo chuvosa
foram os que apresentaram maior efeito inibitorio da germinabilidade do que o extrato
de folhas coletadas na estacdo seca, para essa espécie, comportamento contrario ao

observado para os biotestes realizados com S. lycocarpum.

Tempo médio

Comparando as duas estacGes estudadas, o tempo médio de germinacdo do
gergelim sofreu mais influéncia dos extratos de folhas coletadas na época chuvosa do

que na época de seca, como também foi observado para a germinabilidade (Figura 8.1).

80 -
70 -
< 60 -
2 50 -
e 40 -
S 30 -
§ 20 -
10 -
O -
Seca Chuva Seca Chuva
Jovens ‘ Adultas ‘

H Controle m1% = 3% ' 5%

Figura 8.1. Efeito do extrato aquoso de folhas jovens e adultas de S. subumbellatum
coletadas em diferentes épocas do ano (seca e chuva) no tempo médio de germinagéo de
sementes de gergelim. Extratos a 1, 3 e 5% p/v e controle com &gua destilada. *Indica
diferenca estatistica em relagdo ao controle pelo teste de Tukey a 5%.

Analisando os valores médios do tempo meédio de germinacdo do gergelim

tratado com os extratos de folhas coletadas das diferentes matrizes doadoras, observa-se
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que com o aumento da concentracdo do extrato ha um aumento do tempo médio de
germinacdo nas concentracdes mais altas e uma flutuacdo nas concentragdes

intermediérias.

Analisando o efeito do extrato originados de folhas jovens e adultas no tempo
médio de germinacdo do gergelim através do incremento do tempo médio entre o
controle e a concentracdo mais alta do extrato (5%), nota-se que as extrato de folhas
adultas aumentaram 18 e 13% o tempo médio em relagdo ao controle da estacdo seca e
chuvosa, respectivamente, e j& para o extrato de folhas jovens esse aumento foi de 3 e
8%. Com isso, é possivel concluir que os extratos das folhas adultas foram mais efetivos
no aumento do tempo médio de germinacdo do gergelim do que os extratos de folhas
jovens de S. subumbellatum mesmo n&o apresentando uma diferenca significativa do

controle.
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. Solanum granuloso-leprosum

Germinabilidade

O efeito dos diferentes extratos aquosos de folhas de S. granuloso-leprosum na
porcentagem de inibicdo da germinabilidade das sementes de gergelim em relagéo ao

controle pode ser observado na Figura 9.1.
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Figura 9.1. Inibicdo média da germinabilidade de sementes de gergelim, tratadas com
extrato aquoso de folhas jovens e adultas de 10 matrizes de S. granuloso-leprosum,
coletadas nas épocas de seca e de chuva. *Indica diferenca estatistica em relagdo ao
controle pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Mais uma vez, fica evidente que os extratos de folhas jovens de S. granuloso-
leprosum foram mais eficientes na inibicdo da germinabilidade do gergelim do que os
extratos de folhas adultas, e sem diferenca entre as estacGes, chegando a ser trés vezes
maior o efeito inibitdrio. Isso indica que, independente da sazonalidade, as folhas mais
jovens de S. granuloso-leprosum encontram-se com uma dose de compostos
secundarios suficientes para causar inibicdo da germinacao do gergelim, se comparadas

com extratos produzidos pelas folhas adultas.
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Tempo meédio

A interferéncia de extratos de folhas jovens e adultas no tempo médio da
germinacdo do gergelim, coletadas na estacdo seca, ndo diferiram entre si. Todavia, 0s
extratos de folhas adultas coletadas na época da chuva, apresentaram atraso no tempo de
germinacado e, para os extratos de folhas jovens causaram o mesmo efeito. Na Figura
10.1 ¢é possivel analisar a média do tempo medio de germinacdo do gergelim tratados
com extrato aquoso de folhas jovens e adultas de S. granuloso-leprosum coletadas nas
duas estacOes das 10 diferentes matrizes doadoras.

Tempo médio (h)

Chuva Seca Chuva

Jovens Adultas

B Controle ®m19% ®m 3% 5%

Figura 10.1. Efeito do extrato aquoso de folhas jovens e adultas de S. granuloso-
leprosum coletadas em diferentes épocas do ano (seca e chuva) no tempo médio de
germinacdo de sementes de gergelim. Extratos a 1, 3 e 5% p/v e controle com &gua
destilada. *Indica diferenca estatistica em relacdo ao controle pelo teste de Tukey a 5%.

O aumento do tempo de germinacdo do gergelim ocorreu em todos os
tratamentos e foi proporcional & concentracdo do extrato. Esse incremento do tempo
médio produzido por extrato de folhas adultas e jovens, se comparado o extrato de
maior concentragdo com o controle, as folhas jovens coletadas na estagdo seca
aumentaram em 44% o tempo médio de germinagdo do gergelim, enquanto que 0s
extratos das folhas adultas aumentaram, nas mesmas condicdes, 40% do tempo médio.

Na estacdo chuvosa, os extratos das folhas jovens aumentaram 42% e os das folhas
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adultas 50%. Analisando dessa forma, os extratos aquosos de folhas adultas coletadas
na estacdo chuvosa aumentam levemente a mais o tempo médio de germinagdo

comparado com 0s outros experimentos.

Na Figura 11.1, encontra-se um fluxograma que mostra de forma simplificada os
principais resultados sobre o efeito dos extratos das espécies de Solanum na germinacao

do gergelim.

Dentro dos parametros analisados, o maior efeito na germinacdo pode ser
percebido, para todos os extratos das folhas de Solanum, em uma maior influéncia no
tempo médio de germinacdo do que sobre a germinabilidade em si. Para alguns
trabalhos realizados com o efeito de extrato de plantas na germinabilidade, existem
casos de reducdo significativa desse parametro, inclusive para extrato de espécies do
Cerrado. Alguns exemplos sdo para Machaerium acutifolium (Povh et al. 2007),
Bacharis dracunculifolia (Rozete et al. 2007) e Casearia sylvestris (Sousa et al. 2007).
Mas também h& varios casos onde ndo ocorre o efeito inibitério na germinabilidade,
mas ha um efeito inibitério significativo no tempo médio de germinacdo, como para
outras espécies (Gorla & Perez 1997; Giotto et al. 2007; Gatti et al. 2004; Periotto et al.
2004; Oliveira et al. 2004).
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Figura 11.1. Resumo da atividade alelopatica inibitoria das trés espécies de Solanum na
germinabilidade (G%) e tempo médio (Tmed) das sementes de gergelim, tratadas com
extrato de diferentes tipos de folha (jovem e adulta), coletadas em duas épocas do ano
(seca e chuva). Areas coloridas significam maior inibicao dos tratamentos em relacéo ao
controle.

Muitas vezes, o efeito alelopatico ndo se manifesta sobre a porcentagem de
germinacdo, mas sobre o0 tempo em que essa semente pode levar para germinar (Ferreira
2004). Este fator pode ter um significado ecoldgico importante, pois plantas que
germinam lentamente podem apresentar tamanho reduzido e como consequéncia serem
mais suscetiveis a influéncias externas e terem menores chances de competicdo por

recurso (Jefferson & Pennachio 2005).
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No entanto, o efeito dos aleloquimicos na germinacdo de sementes pode
aparecer através da disfuncdo do metabolismo celular normal, além de danos a
organelas. A atuacdo na mobilizacdo de reservas, um processo que ocorre rapidamente
durante os estagios iniciais da germinacdo de sementes, também pode ser vistas como
um fator que leva ao atraso ou a diminuicdo da germinacdo (Gniazdowska & Bogatek
2005).

Entre as estagdes estudadas, o maior efeito dos extratos na germinagéo foram na
das folhas coletadas na estacdo seca para S. lycocarpum e na chuvosa para S.
subumbellatum e S. granuloso-leprosum (Figura 11). E bem conhecido que, para
algumas plantas, o estresse do ambiente cause aumento na producdo de compostos
secundérios. Como por exemplo, os teores de Oleos volateis de Lippia alba foram
superiores na estacdo de seca em relagdo a estacdo chuvosa (Santos & Innecco 2003).
Outro trabalho que relata a influéncia da sazonalidade na atividade alelopatica é o de
Jacobi e Ferreira (1991), mostrando que extrato aquoso de Mimosa bimucronata inibiu a
germinagdo de espécies cultivadas e esta foi dependente da época de coleta das folhas.
Blanco (2007) também relata 0 aumento na producdo de cumarinas por Helacleum

lanatum, exposta a condi¢des de temperatura elevada.

Considerando que todas as espécies estudadas estavam submetidas aos mesmos
tipos de estresse na aérea de coleta (seca e chuva), pode-se dizer que as diferencas
obtidas nos bioensaios frente a esses extratos sejam devido as caracteristicas genéticas
de cada espécie associada a situacdo de estresse, seja ele por restricdo hidrica (seca),
seja por excesso de agua (chuvoso). Outro fato que também ndo se pode ignorar € da
influéncia da fertilidade do solo e interacBes com outras espécies. Com isso, pode-se
explicar a diferenca de resposta entre as espécies estudadas e ressaltar a complexidade

desses estudos em condigdes de campo.

Quanto a influéncia dos extratos de folhas de diferentes idades (jovem ou adulta)
no efeito alelopatico, o que chama a atengcdo é que para cada um dos parametros
analisados (germinabilidade ou tempo médio), ha um tipo de folha associada.
Analisando novamente o resumo de todos os efeitos na Figura 11, S. subumbellatum e S.
granuloso-leprosum mantiveram o mesmo padrao, no qual folhas jovens influenciaram
a germinabilidade e folhas adultas o tempo médio. Em S. lycocarpum, observou-se o

efeito contrario.
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Ha numerosos exemplos de casos onde a concentracdo do aleloquimico aumenta
com a idade do 6rgdo (Feeny 1970; Inderjit& Asakawa 2001; Maufette & Oechel 1989;
Nilsson et al. 1998), mas também h& evidéncias da diminuicdo desses aleloquimicos ao
longo do desenvolvimento do ¢rgdo (Inderjit & Duke 2003), sendo a maior
concentracdo em plantas jovens (An et al. 2003; Dayan 2006; Marchi, et al. 2008). No
caso das espécies de Solanum estudadas, o que se pode discutir ndo € o aumento ou a
perda dos aleloquimicos durante a maturacdo das folhas e sim uma mudanca na
composicdo quimica destes causando entdo o efeito diferenciado nos diferentes
parametros da germinacdo. Assim, pode-se inferir que o modo de acdo dos extratos
correspondentes aos dois tipos de folhas seja diferente e que também ha diferencas entre

as espécies estudadas.

As diferengas encontradas entre as matrizes doadoras quanto ao efeito
alelopatico sdo algo pouco discutido na literatura. Além de o fator genético ter sua
influéncia, ja que o trabalho foi realizado com espécies nativas sem nenhuma selecéo
prévia como em plantas cultivadas, os fatores bidticos e abidticos também sdo bem
conhecidos sobre sua influéncia na biossintese dos aleloquimicos. Os efeitos dos
estresses bioticos, tais como diferentes caracteristicas do solo, disponibilidade de
nutrientes, condi¢bes de umidade, disponibilidade de luz, temperatura, sdo alguns
desses fatores importantes (Gowranska & Golisz 2005). Como exemplos de influéncia
de fatores abidticos, tém-se patdgenos, herbivoros e a vegetacdo associada (Pedrol et al.
2006). Assim, o conjunto desses fatores pode agir junto com a diversidade genética de
uma populacdo nativa, influenciando a resposta diferenciada do efeito alelopatico entre
matrizes. Com isso, fica evidente a necessidade de realizar coletas de diferentes plantas
na tentativa de minimizar o efeito da diversidade genética e ambiental em que as
especies nativas estdo expostas e, assim, mostrar de fato um efeito proprio da especie

em estudo.

EFEITO NO CRESCIMENTO DO GERGELIM

O efeito do extrato aquoso de folhas de diferentes idades (jovens e adultas) das
trés espécies de Solanum coletadas em diferentes época do ano (seca e chuvosa)

encontram-se nas figuras a seguir e séo divididos por espécie.
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. Solanum lycocarpum

Na Figura 12.1, tem-se a média de inibicdo causada pelos extratos oriundos das
folhas das 10 diferentes matrizes doadoras em todos os parametros analisados. Desta
forma fica mais claro o maior efeito inibitorio no crescimento da raiz em relacdo a parte
aérea tratado com os diferentes extratos. Além disso, o efeito inibitorio do crescimento
do gergelim tem uma forte relacdo dose-dependente da concentragao dos extratos.

Os extratos obtidos das folhas coletadas no periodo de seca produziram maior
inibicdo média, tanto da parte aérea como da parte radicular do gergelim, ndo havendo
muita diferenca entre os extratos obtidos de folhas adultas e jovens. O efeito inibitdrio
das folhas coletadas no periodo chuvoso foram relativamente inferior aos observados no
periodo da seca. A lixiviacdo dos compostos ativos da folha de lobeira poderia ser uma

explicacdo para essa reducdo da inibicdo do crescimento da espécie-alvo.
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Figura 12.1. Média da porcentagem de inibicdo do crescimento da parte aérea (PA) e
radicular (PR) do gergelim em relacéo ao controle, sob influéncia do extrato aquoso de
folhas jovens e adultas de 10 diferentes matrizes doadoras de S. lycocarpum, coletadas
nas épocas de chuva e seca. *Indica diferenca estatistica em relagdo ao controle pelo
teste de Tukey a 5%.

. Solanum subumbellatum

Na Figura 13.1, tém-se as médias de inibicdo dos extratos de folha coletada das
10 diferentes matrizes doadoras e todos os parametros analisados. Desta forma, fica
claro que a parte radicular também foi a mais afetada pela presencga do extrato da folha
de S. subumbellatum, independente da época de coleta da folha e sua idade.
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Figura 13.1. Média da porcentagem de inibicdo do crescimento da parte aérea (PA) e
radicular (PR) do gergelim em relacdo ao controle, sob influéncia do extrato aquoso de
folhas jovens e adultas de 10 diferentes matrizes doadoras de S. subumbellatum,
coletadas nas épocas de chuva e seca. *Indica diferenca estatistica em relacdo ao
controle pelo teste de Tukey a 5%.

O comportamento da inibicdo da parte radicular do gergelim produzido por
extratos de folhas coletada na estacdo de seca chama a atencdo pelo fato da atividade
ndo diminuir acentuadamente com a diluicdo do extrato, tanto para extratos de folhas
adultas quanto de folhas jovens. Isso da indicios de que o principio ativo presente no
extrato aquoso de folhas de S. subumbellatum, coletadas na estacdo seca encontram-se
em concentracdo suficiente para promover a inibicdo da parte radicular do gergelim,

mesmo nas concentragfes mais baixas.

40



Tese de doutorado Capitulo 1

. Solanum granuloso-leprosum

Na Figura 14.1, tém-se as médias de inibicdo da parte aérea e radicular do
gergelim tratadas com os diferentes extratos de folha de S. granuloso-leprosum

originado de 10 diferentes matrizes.

Os extratos das folhas jovens apresentaram maior inibicdo no crescimento da
parte radicular quando coletadas na estacdo de seca, se comparado com a estacao
chuvosa, o que ndo foi observado para o efeito inibitério de folhas adultas, que
independente da estagé@o apresentaram o mesmo padrdo de inibicao. Além da
avaliacdo quantitativa, na Figura 15.1 pode se analisar qualitativamente como se
encontravam as plantas de gergelim tratadas com o extrato aquoso das folhas das
espécies analisadas. Nesse caso especifico, trata-se de extrato aquoso de folhas jovens
de S. granuloso-leprosum, mas esse padrdo de necrose se manteve na grande maioria

dos extratos analisados.
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Figura 14.1. Média da porcentagem de inibicdo do crescimento da parte aérea (PA) e
radicular (PR) do gergelim em relagéo ao controle, sob influéncia do extrato aquoso de
folhas jovens e adultas de 10 diferentes matrizes doadoras de S. granuloso-leprosum,
coletadas nas épocas de chuva e seca. *Indica diferenca estatistica em relacdo ao
controle pelo teste de Tukey a 5%.
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Figura 15.1. Plantulas de gergelim com 7 dias de crescimento, expostas a extrato aquoso
de folhas jovens S. granuloso-leprosum a 5% (p/v) (A); e o controle crescendo em &gua
destilada (B). Presenca de necroses nas plantulas tratadas com extrato e reducdo do
crescimento da radicula.

O fluxograma apresentado na Figura 16.1 indica os principais resultados sobre o

efeito dos extratos das espécies de Solanum no crescimento do gergelim.
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Figura 16.1. Resumo da atividade alelopatica inibitdria das trés espécies de Solanum no
crescimento da parte aérea (PA) e parte radicular (PR) das plantulas de gergelim,
tratadas com extrato de diferentes tipos de folha (jovem e adulta), coletadas em duas
épocas do ano (seca e chuva). Areas coloridas significam maior inibicdo dos
tratamentos em relagéo ao controle.

Para o efeito no crescimento, foi possivel verificar um padrdo de inibi¢cdo do
gergelim causado por extrato de folhas jovens coletadas na epoca de seca, algo que foi
variavel na germinacgdo. A inibicdo da parte radicular do gergelim foi a mais afetada

pela presenca dos aleloquimicos do que a parte aérea em todas as situacdes.

Correia et al. (2005) sugerem que a inibicdo da radicula por substancias

alelopéticas em experimentos com placa de Petri € sempre maior que a inibi¢do da parte
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aérea, uma vez que os aleloguimicos sdo concentrados e absorvidos pelo tecido
radicular, favorecidos pelo contato fisico com o papel filtro. A inibi¢do da raiz pode
coincidir com o estimulo do crescimento do hipocétilo (parte aérea). Esses efeitos
inibitdérios e estimulatorios em conjunto podem ser interpretados como resultado da
acao direta de alteracbes moleculares ou como uma re-orientacdo de crescimento na
tentativa de evitar o estresse do aleloquimico (Fernandez et al. 2006). Outra hipdtese é
embasada no trabalho de Pasternak et al. (2005) que trabalharam com Arabidopsis
thaliana e observaram que apds a inducdo a estresse, as plantas apresentavam um
aumento da relacdo parte aérea/parte radicular. Essa mudanca foi ocasionada pela
influéncia na homeostase hormonal e consequente inibicdo do transporte polar de
auxina, que sdo processos que podem estar envolvidos nessa redistribuicdo do sinal
mitotico. Todavia, em alguns casos, alteracbes moleculares ou respostas fisiologicas
especificas podem enfraquecer a arquitetura da raiz, comprometendo a sobrevivéncia da
plantula em longo prazo, ainda mais em ambiente de Cerrado onde, na época de seca, as
camadas superficiais do solo secam, diminuindo em muito a probabilidade de
sobrevivéncia das plantas que apresentam algum problema na estrutura e funcionamento
do sistema radicular. Desta forma, essas plantas de Solanum podem evitar o surgimento
de outras espécies na sua vizinhanca, através da liberacdo desses compostos acumulados
durante a estacdo seca, no ambiente, seja por lixiviacdo ou por decomposicéo das folhas.

Que a concentracdo dos aleloquimicos pode variar com a idade do 6rgdo da
planta, é algo ja alertado por Rice (1974). Tecidos jovens, como as folhas, apresentam
menos estrutura fisica (como espinhos, ligninas, ceras e tricomas) para se protegerem de
estresses como herbivoros, por exemplo. Para a espécie Empetrum hermaphroditum, o
nivel de batasasina Il era muito maior nos tecidos jovens e diminuia com a maturacao
do 6rgéo, atingindo outro pico em folhas senescentes. No primeiro caso, a batatasina 11
protegia as folhas contra o ataque de herbivoros e, no segundo caso, esse composto era
disponibilizado no ambiente, causando assim o efeito alelopatico (Wallstedt et al.
1997). Neste trabalho, ndo foi avaliado o efeito alelopatico de folhas senescentes, mas
pode-se levantar a discussdo sobre o papel dos aleloquimicos em folhas jovens
exercerem tanto um possivel efeito alelopatico, como também protegerem as folhas
contra ataques externos, ja que os produtos secundarios apresentam mdaltiplas fungdes

(Hadacek 2002; Taiz & Zeiger 2004). Sendo assim, as folhas jovens avaliadas nas trés
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espécies de Solanum apresentam um maior efeito como também observado para Pinus
(Fernandez et al. 2006) e Alliaria petiolata (Cipollini & Gruner 2007).

Embora ndo existam plantas em condicdes de campo que ndo estejam
submetidas a varios estresses como U.V, temperatura etc, sendo assim o estresse é 0
fator menos previsivel e indeterminado em condi¢des de campo. O periodo de seca no
Cerrado foi, nesse experimento, considerado como um periodo de estresse para as
plantas analisadas. Estresse causado pela perda da agua nas camadas superficiais do
solo, a baixa umidade relativa e a alta incidéncia luminosa nessa época. Quando as
condigdes ambientais para o crescimento de uma planta se tornam estressantes, 0
conteddo de aleloquimicos nas plantas aumenta dramaticamente. Esse fendbmeno junto
com a producdo periodica dos aleloquimicos pode ser visto como uma resposta do

sistema de defesa quimico da planta ao estresse (An et al. 2003).

Além disso, ambientes em condicBes estressantes podem restringir o
crescimento da planta e a taxa fotossintética, com isso acumular carboidratos néo-
estruturais. Esse acumulo justificaria 0 aumento de substancias defensivas a base de
carbono, que sdo os compostos derivados do metabolismo secundario (Chaves &
Escudero 1999). Sendo assim, o maior efeito inibitorio observado na estacdo seca do
extrato das folhas das trés espécies de Solanum poderia ser explicado pelos maltiplos
estresses que as plantas estariam sofrendo nesse periodo, ocasionando o aumento do

efeito alelopéatico observado no crescimento do gergelim.

Também é importante ressaltar que, além da influéncia ambiental, a producéo de
aleloquimicos é geneticamente regulada e pode haver importante diferenca do contetdo
dos aleloquimicos entre os gendétipos doadores. Esse fato ja foi verificado para plantas
forrageiras (Miller 1996), para duas espécies de trigo (Quader et al. 2001; Wu et al.
2007) e para sorgo (Correia et al. 2005). Estudos mostrando o efeito da variabilidade
genética de espécies nativas e sua influéncia no efeito alelopatico ndo foram
encontrados nas buscas realizadas. Os testes aqui realizados por matrizes chamam a
atencdo para essa variacdo do efeito inibitorio dos extratos dentro da mesma espécie e
por isso se optou em realizar coleta de varias matrizes da mesma espécie. Novamente,
mais um fator a ser acrescentado quando se realiza um estudo da alelopatia de uma
especie é a diversidade geneética, além dos estresses e idade do 6rgdo, como foi
discutido acima.
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Assim, concluiu-se que os mdltiplos fatores que podem interferir no efeito
alelopatico de uma espécie tornam-se um desafio ao estudo dessa nova &rea da
ecofisiologia. Compreender um pouco mais desses mecanismos é ferramenta importante
no estudo da dindmica dessas espécies no ambiente natural e o papel que elas
desenvolvem no ambiente onde ocorrem. Sua influéncia dentro da populacdo e dentro
da comunidade também é um fator dindmico e a alelopatia exerce sua influéncia
diretamente e ndo pode ser ignorado nos estudos de levantamento floristico e na
revegetacdo de uma nova area. Primeiro, porque muitas vezes a alta frequéncia de uma
espécie em uma regido pode ter influéncia da alelopatia, favorecendo ou dificultando o
estabelecimento das mesmas. Segundo, por que em um ambiente alterado, as espécies
que normalmente ocupam o primeiro estagio de sucessdo apresentam efeito alelopético,
na tentativa de garantir o seu espaco e diminuir a competicdo com outras espécies. As
espécies de Solanum aqui estudadas sdo muito freqlentes em areas perturbadas do
Cerrado e, consideradas por agricultores, como plantas invasoras. Ou seja, a
agressividade dessas espécies de colonizarem uma nova area pode também ter um papel

direto da alelopatia nesse processo.

CONCLUSOES

1. As espécies de Solanum estudadas apresentaram efeito alelopético influenciado
pelos fatores abidticos (seca e chuva) e pela idade do 6rgao (folhas jovens e
adultas), bem como a variabilidade entre as espécies.

2. O efeito do extrato aquoso de folhas coletados na época da chuva foi mais
pronunciado nos parametros da germinagdo para S. granuloso-leprosum e S.
subumbellatum e o efeito dos extratos de folhas coletadas na época de seca
foram mais ativos para os extratos de folha de S. lycocarpum;

3. Os extratos aquosos da folhas jovens e adultas tiveram modo de acéo diferentes
dentro da germinabilidade e tempo médio;

4. O estresse causado no periodo de seca afetou diretamente a presenca de
aleloguimico nas folhas das espécies estudadas reduzindo o crescimento do
gergelim.

5. A parte radicular foi o érgdo mais afetado pela presenca dos extratos e a parte

aerea, nas concentragdes mais baixas, sofreu estimulo no seu crescimento;
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6. As folhas jovens apresentaram maior efeito inibitério no crescimento do

gergelim do que as folhas adultas.
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ISOLAMENTO BIODIRIGIDO DE COMPOSTOS ALELOPATICOS DE

FOLHAS DE ESPECIES DE SOLANUM (SOLANACEAE)

RESUMO: Bioensaio ¢ uma ferramenta importante no estudo da alelopatia e serve de
orientacdo no isolamento dos produtos fitotoxicos presentes em extratos de planta. O
objetivo desse trabalho foi realizar um isolamento biodirigido de compostos presentes
em extrato de folhas jovens e adultas de quatro espécies de Solanum (S.lycocarpum, S.
paniculatum, S. subumbellatum e S. granuloso-leprosum). As substancias presentes em
folhas jovens e adultas das espécies estudadas foram extraidas inicialmente com um
solvente orgéanico de baixa polaridade (diclorometano) seguido por um de alta
polaridade (metanol). Esses extratos tiveram sua atividade fitotoxica avaliada no
crescimento de coledptilo estiolado de trigo, nas concentracdes de 800, 400 e 200 ppm.
Em seguida, foi avaliada a porcentagem de inibicdo de cada um dos extratos e o extrato
de diclorometano de S. granuloso-leprosum foi eleito para seguir a purificacdo. Esse
extrato foi fracionado em coluna cromatografica e submetido novamente a avaliacdo em
bioensaio de coledptilo. Das fragdes testadas, trés foram purificadas em CLAE e seus
produtos identificados em RMN'H e '*C. Foram isolados o carotenéide luteina e
também uma lactona sequiterpénica chamada loliolida. A primeira € precursora de
varios compostos alelopaticos e a segunda tem atividade conhecida como aleloguimico.

Palavras-chave: coleoptilo de trigo, bioensaio, luteina, loliolida, isolamento.

ABSTRACT: Bioassay is an important tool in the study of allelopathy and serves as a
guideline in the isolation of phytotoxic products present in plant extracts. The aim of
this study was a biodirected isolation of compounds present in extracts of young and
mature leaves of four species of Solanum (S.lycocarpum, S. paniculatum, S.
subumbellatum and, S. granuloso-leprosum). The young and mature leaves of the
species studied were initially extracted with a solvent of low polarity (dichloromethane)
followed by high polarity one (methanol). These extracts had their phytotoxicity
evaluated on the growth of etiolated wheat coleoptile at concentrations of 800, 400 and
200 ppm. Then we evaluated the percentage of inhibition of each of the extracts and the
dichloromethane extract of S. granuloso-leprosum was elected to continue the
purification. This extract was fractionated on a column and resubmitted for assessment
of coleoptile bioassay of the fractions tested, three were purified on HPLC and their
products identified by NMR'H and *3C. It was found a carotenoid called lutein and also
a sesquiterpene lactone called loliolide. The first is the precursor of several allelopathic
compounds and the second has a knower activity as allelochemicals.

Key words: wheat coleoptiles, bioassay, lutein, loliolide, isolation.
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INTRODUCAO

A alelopatia, dentro da definicdo aceita pela Sociedade Internacional de
Alelopatia, € um processo envolvendo metabolitos secundarios produzidos por plantas,
algas, bactérias e fungos que influencia o crescimento e desenvolvimento dos sistemas
bioldgicos (IAS, 1996). Essa definicdo considera todas as interagdes bioquimicas entre
sistemas vivos, na qual plantas, algas, bactérias e fungos sdo incluidos, e seu meio

ambiente.

O estudo dos produtos naturais oferece, virtualmente, uma infinita fonte de
estruturas quimicas com potencial para utilizacdo na farmacologia, agronomia e outros
campos do conhecimento humano. Entre a ampla variedade de efeito bioldgico que
esses compostos quimicos de origem natural podem oferecer, um especial interesse €
focado nos metabdlitos secundérios, nos quais apresentam um importante papel na
comunicacdo quimica entre organismos (Macias et al. 2008). Muitos metabdlitos
secundarios tém sido descobertos, e um grande nimero tem sido avaliado quanto a sua
atividade fitotoxica com a finalidade do desenvolvimento de pesticidas bio-racionais,
sendo uma das areas da alelopatia mais promissoras atualmente (Macias et al. 2001).

O aprimoramento de técnicas analiticas e de bioensaios foram ferramentas
importantes para deteccdo e compreensdo dos fendmenos fitotoxicos. O
desenvolvimento da alelopatia como ciéncia tem um forte paralelo com o avango das
técnicas cromatogréaficas e de elucidacdo estrutural (Mallik 2000), especialmente com a
Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC — High Performance Liquid
Chromatography) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). A primeira permitiu o
isolamento e purificagdo dos compostos em pequenas quantidades e o segundo,
juntamente com a espectrometria de massa e o infravermelho, tem permitido a

identificacdo de muitos aleloquimicos conhecidos atualmente (Macias et al. 2008)

A caracterizacdo da atividade dos produtos alelopaticos é possivel através de
bioensaios ou ensaios bioldgicos. Bioensaio pode ser definido como: “o uso de material
bioldgico que serve para avaliar a atividade relativa de uma substancia, comparada com
outro padrao de atividade conhecida” (Webster, 1980). Os bioensaios constituem um

procedimento indispensavel na alelopatia e sdo necessarios para avaliacdo do potencial
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alelopatico de espécies vegetais e, em seguida, da bioatividade durante todas as etapas
do estudo: extracdo, purificagdo e identificacio dos compostos supostamente
alelopéticos (Macias et al. 1997).

Na busca de novos aleloquimicos, alguns métodos podem ser usados para
pesquisar 0s novos compostos fitotoxicos, tais como o isolamento biodirigido. Este
método consiste em realizar bioensaios em cada uma das etapas de isolamento,
determinando a (s) fracdo (BGes) testada (s) que apresenta (m) maior atividade bioldgica.
A fracdo mais ativa é fracionada novamente até a purificacdo e identificacdo dos

compostos ai presentes, responsaveis pela atividade detectada (Macias et al. 2000a).

O género Solanum (Solanaceae) apresenta varias espécies com potencial para
estudos de alelopatia. Oliveira et al. (2004) observaram efeito alelopatico no extrato
aquoso de folhas de lobeira (Solanum lycocarpum) espécie comum em &reas
perturbadas do Cerrado. Tajuddin et al. (2002) registraram alelopatia em Solanum
forskalii, uma erva tipica do Paquistdo, que inibiu a germinacdo e crescimento de trés
tipos de mostarda. Smith et al. (1990) verificaram que Solanum elaeagnifolium
interferiu no crescimento de algodéo e Frank (1990) verificou que Solanum carolinense
danificou plantas de feijdo. Outras espécies de Solanum como S. lyratum (Ye et al.
2001), S. criticum (Alves et al. 2003) e S. aruno (Fukuhara et al. 2004) também
apresentaram efeito fitotoxico e 0s compostos secundarios responsaveis por esse efeito

foram os esteroides e alcal6ides glicosilados.

Estas espécies apresentam uma grande diversidade de compostos quimicos
como: flavonas e flavonodides em varias espécies de Solanum (Silva et al. 2003), além
de varios hidrocarbonetos, terpenos e acidos graxos em S. pseudocapisicum (Aliero et
al. 2006) e saponinas esteroidais em S. nigrum (Zhou et al. 2006), bem como alguns
alcaldides como solamargina e solasodina em S. tuberosum (Guntner et al. 1997), sendo
esse Ultimo de grande interesse comercial para a producdo de medicamentos. No
Cerrado da regido do Distrito Federal, foram encontradas 22 espécies desse género
distribuidas nos diferentes habitat e habitos (Silva 1996).

Na busca de novos compostos alelopéaticos presentes nesse género, o objetivo
desse trabalho foi analisar a atividade fitotdxica de folhas de quatro espécies de
Solanum, presentes no Distrito Federal, no desenvolvimento de coleoptilo de trigo e
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realizar o isolamento biodirigido de compostos na espécie que apresentou maior

atividade alelopética.

MATERIAL E METODOS

COLETA DAS FOLHAS DE SOLANUM

As folhas das 4 espécies de Solanum (Solanum granuloso-leprosum Dunal, S.
subumbellatum Roem. & Schult., S. paniculatum L. e S. lycocarpum A. St. Hil.) foram
coletadas no més de novembro de 2007, na Fazenda Sucupiras/EMBRAPA em Brasilia-
DF, nas coordenadas S15°55°41,8" W 048°01°47,3" Brasilia-Brasil. Durante a coleta as
folhas foram colocadas em sacos de papel e separadas por idade: folhas jovens (acima
do segundo n6 de cada ramo) e adultas (abaixo do segundo né de cada ramo). Estas
foram secas em estufa de circulacdo forcada até peso constante a 50 °C e, em seguida,
trituradas com auxilio de um liquidificador, produzindo um p6 que foi embalado a
vacuo até seu processamento no Laboratdrio de Alelopatia na Universidade de Cadiz,

Espanha.

PREPARO DOS EXTRATOS DAS QUATRO ESPECIES DE SOLANUM

Inicialmente, foram preparados extratos de diclorometano (baixa polaridade) e
de metanol (alta polaridade), a partir de 2 g de p6 de folhas de diferentes idades, de 4
espécies de Solanum em uma proporcdo de 1:10. O p6 das folhas, juntamente com o
solvente, foi colocado em frascos de vidro fechados e extraido com auxilio de um
ultrassom durante 1 hora. Apos esse periodo, esse material foi filtrado e evaporado em
rotavapor. A atividade geral desses extratos em coledptilo estiolado de trigo (descricdo
abaixo) foi testada e também foram realizados estudos por placa cromatogréficas de
camada delgada (CCD) e por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN'H 400 MHz) dos
extratos brutos, para comparagédo entre as diferentes espécies e idades das folhas. No

fluxograma representado na Figura 1.2 estdo descritas essas etapas.
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Figura 1.2. Fluxograma mostrando as etapas de preparacdo dos extratos diclorometanico

e metandlico das quatro espécies de Solanum avaliadas.

BIOENSAIO DE COLEOPTILO

Foram utilizados coledptilos estiolados de trigo (Triticum aestivum L.) da

variedade Cortez que cresceram durante 5 dias na auséncia de luz. Cem sementes de

trigo foram umedecidas com 15 mL de &gua destilada e colocadas em cémara de

crescimento, a 25 °C. Depois desse periodo, sob luz verde, foram extraidos fragmentos

de 4 mm de comprimento a partir do epic6tilo, com auxilio de laminas de corte. Os

coledptilos foram incubados em uma solucdo tampéo de crescimento que mantinha o

pH constante, nas condicdes de crescimento. Essa solucdo era composta de acidos

citrico monohidratado (1,05 g/L), hidrogenofosfato de potassio tri-hidratado (2,9 g/L) e

2% de sacarose, sendo o pH ajustado para 5,6. Foram preparadas solucbes nas

concentragcdes de 800, 400 e 200 ppm dos extratos a serem testados nessa solugéo

tampé&o. Os extratos apresentavam dificuldades de se dissolverem na solu¢do tampé&o de
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crescimento e, para isso, utilizou-se dimetilssulfoxido (DMSO), na proporcdo de 5
pL/mL, que facilitou a solubilidade dos extratos em &gua. Os testes foram feitos com 5
fragmentos de coledptilo por tubo de ensaio que continha 2 mL de solucdo e cada
tratamento foi realizado em triplicata. O controle negativo foi feito apenas com solugéo
tampao e DMSO e o controle positivo com herbicida LOGRAN®, comercializado pela
empresa SYNGENTA. Os tubos foram dispostos em um rotor na horizontal e com giro
continuo, com rotagdo de 6 rpm, com auséncia de luz. Apds 24 horas, os fragmentos
eram entdo retirados, dispostos em uma planilha e fotografados para serem medidos
com auxilio do programa Photomed® (Figura 2.2). As medidas foram comparadas com o

controle negativo e analisadas em porcentagem de inibicao.

Figura 2.2. Fragmentos de coledptilo estiolado de trigo ap6s 24h de bioensaio. (A)
efeito do herbicida comercial Logran® no desenvolvimento dos coleéptilos e (B) o
controle que cresceu somente com solucdo tampao e (C) o rotor onde eram dispostos 0s
tubos com os fragmentos de coleoptilo.
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PURIFICACAO DOS COMPOSTOS

O extrato mais ativo (o que apresentava inibi¢do > 50%) foi submetido a uma
separagdo inicial em coluna cromatografica de silica gel Merck (0,06 — 0,2 mm) como
fase estacionaria, em pressdo atmosférica. Foi utilizada como fase mdvel diclorometano
(DCM) e acetona em diferentes propor¢des de 0 a 100%, eluindo posteriormente com
MeOH. Em seguida, as fracdes tiveram sua atividade testada em bioensaio de coleoptilo
e as mais ativas seguiram para purificacdo em cromatografia liquida de alta eficiéncia —
CLAE. O CLAE utilizado era da marca MERCK HITACHI, equipado com canais de
deteccdo L-7490. Os solventes foram impulsionados por bombas de 3 canais LaChrom
L-7100. Os cromatogramas foram processados mediante um software MERCK
HITACHI D-7000. Foram utilizadas colunas de fase normal semipreparativas
(preenchimento Li Chrospher SiO;, Merck, 7 e 10 um, dimensdes 250 x 10 mm) e
analiticas (preenchimento Li Chrospher SiO,, Merck, 5 um, dimensdes 250 x 4 mm). O
fluxo do eluente foi de 3 mL/min para coluna semipreparativa € 1 mL/min para a

analitica.

Cromatografia de camada delgada (CCD) foi utilizada durante todo o processo
de purificacdo. As placas tinham 0,25 mm de espessura com indicadores fluorescentes
da marca Alugram Sil G/UVs4 (Machery Angel). As placas cromatograficas se seguiam
por UV (254 e 360 nm) e por reveladores. Os reveladores usados foram Oleum (solucéo
de &cido sulfurico, agua e acido acético 1:4:20) e anisaldeido (solucdo de etanol,
anisaldeido, &cido sulfurico, acido acético na proporcao 450:25:25:10) e, posteriormente
aquecidos a 150 °C.

Os compostos isolados e purificados eram submetidos a analise em Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN*H). Os espectros de RMN foram registrados no equipamento
VARIAN INOVA 400 e utilizados solventes deuterados conforme a solubilidade da
amostra. Para a calibracdo dos deslocamentos quimicos, & (expressado em ppm) e a
constante de acoplamento foram referenciados em relacdo ao pico residual dos
solventes. Os resultados dos espectros foram entdo comparados com compostos ja

descritos na literatura de produtos naturais.
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PROCESSAMENTO DOS DADOS E TRATAMENTO ESTATISTICO

Para o bioensaio de coledptilo, as trés réplicas foram medidas separadamente
para avaliar a média total e o desvio padrdo da amostra. O nivel de atividade foi
expresso em porcentagem de inibi¢do do alongamento, segundo a férmula abaixo:

onde XT é a média de alongamento dos tratamentos e X C, a média de alongamento do

controle.

Os resultados sdo mostrados em um grafico de barras onde o “0” representa a
longitude do controle. Os valores positivos indicam estimulacdo dos parametros
medidos e o0s negativos, inibicdo dos mesmos. As médias foram entdo submetidas a
analise de variancia (ANOVA) e comparadas entre si pelo teste de comparacdo de

média Tukey 5%, através do programa estatistico SISVAR®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

BIOENSAIO INICIAL COM TODAS AS ESPECIES DE SOLANUM

O rendimento dos extratos diclorometénico e metandlico obtido do po6 das folhas
das 4 espécies de Solanum estudadas encontra-se na Tabela 1.2.
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Tabela 1.2. Rendimento dos extratos diclorometénico e metandlico extraidos do po6 da
folha de quatro espécies do género Solanum com diferentes idades (jovens e adultas).

Espécie Idade da Rendimento (%)
folha

Extrato diclorometanico Extrato metanolico

S. granuloso- Jovem 3,38 10,76
leprosum
Adulta 4,18 8,07
S. subumbellatum Jovem 2,63 12,60
Adulta 17,46 10,52
S. paniculatum Jovem 1,71 11,13
Adulta 2,41 11,74
S. lycocarpum Jovem 0,81 7,09
Adulta 1,71 9,72

Os extratos metandlicos apresentaram um maior rendimento do que os extratos
diclorometanicos para todas as espécies estudadas. Esses extratos ap6s secos foram
entdo preparados para bioensaio em crescimento de cole6ptilo de trigo.

Os extratos de diclorometano e metanol de folhas adultas e jovens de Solanum
granuloso-leprosum e seu efeito no desenvolvimento do coledptilo de trigo podem ser
observados na Figura 3.2. Os extratos de diclorometano, tanto de folhas jovens quanto
de folhas adultas, apresentaram comportamento parecidos, uma maior inibicdo na
concentracdo mais alta (800 ppm) e esta se manteve constante nas concentracfes mais
baixas. Para 0 extrato metanolico, se observa uma atividade maior na concentragdo mais

alta e uma resposta dose-dependente da concentragdo nos dois tipos de folha, além disso
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as atividades observadas sempre foram inferiores ao herbicida Logran® — controle

positivo.
100 -
80 -
60 -
40 -
] 20 -
zo e
g 0 ® 800 ppm
£ 20
2 50 -
5 0 * % H 400 ppm
- - *
* * " 200 ppm
-60 - *
*
-80 - ”
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Figura 3.2. Extrato de folhas adultas (SGA) e jovens (SGJ) de Solanum granuloso-
leprosum a partir de extratos metandlicos (MeOH) e diclorometanico (DCM) e
herbicida comercial Logran, e sua influéncia no desenvolvimento do coledptilo
estiolado de trigo. *Indica diferencga estatistica em relagdo ao controle, a p<0,05.

Na Figura 4.2, tem-se o comportamento do efeito dos extratos de folha de S.
subumbellatum. Para essa espécie, o extrato de diclorometano mostrou-se mais ativo e
sem diferencga entre folhas jovens e adultas. O extrato de metanol teve uma atividade
menor do que o extrato diclorometanico e uma relacdo dose-dependente da

concentracdo, sendo as folhas adultas mais ativas que as jovens.
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Figura 4.2. Extrato de folhas adultas (SSA) e jovens (SSJ) de Solanum subumbellatum
a partir de extratos metandlicos (MeOH) e diclorometanico (DCM) e herbicida
comercial Logran, e sua influéncia no desenvolvimento do coledptilo estiolado de trigo.
*Indica diferenga estatistica em relagao ao controle, a p<0,05.

Para S. paniculatum, novamente o extrato diclorometano manteve a atividade de
inibicdo dos coledptilos, mesmo nas concentracbes mais baixas, o que ndo foi
observado para o extrato metanolico no qual houve inclusive estimulo no crescimento
(Figura 5.2). Entre folhas jovens e adultas, as folhas jovens apresentaram um efeito

inibitdrio maior que as folhas adultas, no extrato diclorometénico.
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Figura 5.2. Extrato de folhas adultas (SPA) e jovens (SPJ) de Solanum paniculatum a
partir de extratos metanolicos (MeOH) e diclorometanico (DCM) e herbicida comercial
Logran, e sua influéncia no desenvolvimento do coledptilo estiolado de trigo. *Indica
diferenca estatistica em relagdo ao controle, a p<0,05.

O extrato obtido de folhas adultas de S. lycocarpum, o extrato diclormetanico
obteve a maior atividade e esta se manteve nas concentracdes mais baixas, o que nédo foi
observado para folhas jovens (Figura 6.2). O extrato metan6lico novamente apresentou
um efeito dose-dependente da concentracdo muito evidente, comportamento observado
em todos 0s extratos das espécies estudadas. Embora apresente uma maior inibi¢do na
concentracdo mais alta, essa atividade ndo se mantém. Novamente, se comparado com o
herbicida comercial Logran®, nenhum dos extratos de nenhuma das espécies obteve

uma inibicdo similar a este.
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Figura 6.2. Extrato de folhas adultas (SLA) e jovens (SLJ) de Solanum lycocarpum a
partir de extratos metanolicos (MeOH) e diclorometanico (DCM) e herbicida comercial
Logran, e sua influéncia no desenvolvimento do coledptilo estiolado de trigo. *Indica
diferenca estatistica em rela¢do ao controle, a p<0,05.

A escolha dos dois solventes organicos utilizados nessa extragdo preliminar foi
para se ter idéia de onde estariam os compostos ativos dessas folhas, em polaridade
mais baixa (diclorometano) ou mais alta (metanol). Além do perfil em placa
cromatografica de camada delgada, a analise dos extratos em RMN1H também foi
utilizado para comparagdes entre os diferentes idades das folhas analisadas e a presenga
de compostos nesses extratos. Esses espectros encontram-se no ANEXO | (extratos
diclorometanico pagina 80 a 87) e ANEXO Il (extrato metandlico paginas 88 a 95).
Para todas as espécies testadas, 0 que se sugere &€ que 0S compostos mais ativos
encontram-se dentro dos extratos de menor polaridade, o diclorometano. De acordo com
os resultados obtidos com bioensaio de coledptilo de trigo, o extrato metandlico,
embora nas concentracbes mais altas demonstre alguma atividade, essa ndo se mantém
nas concentragfes mais baixas. Isso pode sugerir a interferéncia do efeito osmotico
desses extratos, ja que estes extraem um elevado grau de agUcar das folhas. Wardle et
al. (1992), analisando o efeito osmotico e alelopatico de extratos de gramineas,
concluiram que muitas vezes o efeito alelopatico é substancialmente superestimado

quando o efeito osmético ocorre. Maraschin-Silva & Aquila (2006) e Wandscheer &
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Pastorini (2008) também mostraram a importancia de se avaliar o efeito osmotico em

bioensaios alelopaticos.

O fato é que a maioria dos compostos conhecidos para o género Solanum
encontram-se na sua forma glicosilada, como esterdides e alcaldides, e foram extraidos
comumente com metanol. Esses resultados sugerem que 0S principais compostos
responsaveis pela atividade fitotoxica das espécies testadas, em crescimento de
coledptilo estiolado de trigo, sejam produtos de menor polaridade presentes nos extratos

de diclorometano usados nesse experimento.

Dentre a diferenca de folhas jovens e adultas, as folhas jovens apresentaram uma
atividade maior na maioria das espécies, embora ndo significativo na maioria dos casos.
As folhas jovens ainda carecem de protecdo fisica como espinhos e tricomas e muitas
vezes a protecdo quimica € um recurso valioso na protecdo dessas das agresses do
meio como herbivorias etc. Marchi et al. (2008), estudando o efeito alelopatico de
diferentes idades de sorgo, concluiram que com o aumento da idade o efeito inibitério
diminuia, sendo maior no inicio do estadgio de desenvolvimento das plantas. Ja no
estudo da dindmica dos aleloquimicos produzidos por Parthenium hysterophorus L.,
observou-se que os contetdos do produto analisado (partenina) na folha, aumentavam
com a idade, tendo o pico antes do inicio da floragdo (Reinhardt et al. 2006). O livro do
Rice (1974), publicacdo classica da alelopatia, discute sobre a idade do érgdo da planta
e a producdo de aleloquimico e, para o tabaco, a quantidade de &cido clorogénico

diminuiu com a idade da folha.

PURIFICACAO DOS COMPOSTOS DE S. granuloso-leprosum

A espécie S. granuloso-leprosum foi eleita para avaliagdo dos compostos
presentes por apresentar uma atividade do extrato de diclorometano satisfatoria (=50%).
Isso porque a atividade se manteve mesmo nas menores concentragoes, fato que néo
aconteceu com extrato metanolico (Figura 2). Além disso, ndo houve diferencas
significativas de atividade, cromatografia em camada delgada e nem nos espectros de
RMN (ANEXO 1) entre folhas jovens e adultas e por isso elas foram unidas para a
extracdo aumentando assim a quantidade de material disponivel. O volume total de po
de folhas secas foi de 800 g. Essa massa foi extraido inicialmente com hexano na
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proporcao de 1:10 por 1 hora no ultrassom, a fim de retirar 0 excesso de gorduras e
ceras. Em seguida, a extracdo com diclorometano se seguiu do mesmo modo. O
rendimento desse extrato gerou 16 g de extrato hexanico (2,00% de rendimento) e 13 g
de extrato diclorometanico (1,63% de rendimento) que, em seguida, foi fracionado. Esse
fracionamento ocorreu em uma coluna de 50 cm de altura por 6 cm de didmetro e a
silica gel atingia uma altura de 23cm na coluna. O material a ser fracionado foi aplicado
na parte superior da coluna e coberto com um pouco se silica. Em seguida, a mescla de
solventes organicos diclorometano:acetona, foram acrescentados em polaridade
crescente até a lavagem da coluna com metanol. Desse fracionamento, foram recolhidos

65 tubos e estes foram unidos conforme similaridade em CCD originando 8 fragdes.

Essas 8 fragOes tiveram novamente sua atividade testada em bioensaio de
coledptilo de trigo e os resultados sdo mostrados na Figura 7.2.

100

20 | U
* * * * *
-40 - o * *
-60 A * * * * * %
* * * .,
*

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 Logran

Inibigdo (%)
o

Fragoes
H3800ppm M 400ppm 200 ppm

Figura 7.2. Atividade alelopatica das fragdes do extrato de diclorometano do po da folha
de S. granuloso-leprosum, no desenvolvimento dos coledptilos estiolados de trigo.
*Indica diferenca estatistica em relagdo ao controle, a p<0,05.

O efeito das fragdes no desenvolvimento do coleoptilo de trigo se mostrou dose-
dependente da concentracdo em todas as fracdes analisadas. As fracGes que
apresentaram menor atividade foram a F1, F5 e a F7, sendo que essa Ultima até

promoveu o crescimento na concentracdo mais baixa. As fracoes F3 e F4 apresentaram
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um efeito inibitério muito similar e 0 composto majoritario em placa de CCD era o
mesmo, entdo se optou por unir as duas fracOes para realizar a identificacdo do
composto ativo, a fim de aumentar a quantidade de produto obtido. A fragdo F6, em
CCD, apresentava dois compostos muito nitidos e aparentemente faceis de separar, além
de uma quantidade em massa suficiente para realizar o isolamento e identificacdo dos
compostos. Por esses motivos além de uma atividade inibitoria importante esta também
foi eleita para ser uma fracdo analisada. A fragdo F8, que apresentou uma das melhores
atividades inibitdrias, possuia compostos muito polares dificeis de serem separados em
fase normal. Uma tentativa de isolar os produtos em fase reversa foi realizada, mas sem
éxito e por isso os produtos dessa fracdo ndo foram identificados. Um esquema

mostrando as fragdes e os procedimentos adotados encontram-se na Figura 8.2.

Fédafolha
(m=2800g)
| | |
Extragiocom hexano Extragio com diclorormetano
(m=16g) (m=13g)
| I
Fracionamento em coluna de silica gel
1
| | PR | | 1} | | | 1
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 Fg
m=370¢g m=2,07g m=0,60g m=0,58g m=0,56g m=0,20g m=0,82 m=2,50g
[ Fracionamento Fracionamento [ Fracionamento
em coluna de em coluna de em coluna de
zilica gal zilica gal zilica gal |
Furificacio Furificacio Furificacio
em CLAE em CLAE em CLAE

I— Luteina J QLoIioIida

Figura 8.2. Fluxograma mostrando o rendimento das fracGes do extrato de
diclorometano das folhas de S. granuloso-leprosum, bem como as fragGes eleitas para
serem purificadas.

O composto isolado em maior quantidade das fracdes 3 e 4 (F3 e F4) foi a
Luteina (P1) (Figura 9.2), identificada a partir do espectro de RMN (Anexo Il paginas
97 e 98) e comparada com a bibliografia (Molnar et al. 2004).

70



Tese de doutorado Capitulo 2

Carotendide

. OH

. /iﬁi\\/k\/\\)\\/\/\r\\/\

luteina

P1

Figura 9.2. Composto isolado das fracdes F3 e F4 do extrato de diclorometano do pé
das folhas de S. granuloso-leprosum- o carotendide Luteina (P1)

A luteina foi obtida a partir do fracionamento em coluna da F3 e F4 (m = 900
mg), com eluente hexano:acetato de etila em ordem crescente de polaridade. Desse
fracionamento, foram obtidas 10 sub-fragdes agrupadas de acordo com a similaridade
em CCD. A sub-fracdo 8 (70 mg) foi entdo aplicada em CLAE, em coluna semi-
preparativa (LiChrospher SiO,, Merck 250 x 10 mm), com eluente hexano:acetato de

etila a 40% , sendo obtido 11 mg do produto puro.

Dentro dos grupos funcionais dos compostos secundarios, a luteina é um terpeno
compostos por 40 carbonos e assim considerado como um tetraterpeno que age como
pigmento acessério na fotossintese e protege os tecidos fotossintéticos contra a
fotoxidacdo. Os terpenos, ou terpendides, constituem o maior grupo de produtos
secundarios, sdo originados a partir da acetil CoA e sdo formados por unidades de cinco

carbonos chamadas unidades isoprénicas (Taiz & Zeiger 2004).

Alguns trabalhos mostram a existéncia de luteina em espécies do género
Solanum como a que foi encontrada em quantidade expressiva em folhas de Solanum
nigrum 84-187 mg/100 g de folha seca (Raju et al. 2007). Também ha relatos da
presenca desse composto em frutos de S. quitoense (Gancel et al. 2008) e em tubérculos
de S. phureja (Griffiths, et al. 2007) e em vérios frutos de espécies de Solanum, secéo
Lycopersicon (Morais 2007). Mas, para S. granuloso-leprosum, é a primeira vez que se

relata a presenca desse composto.
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Sobre o papel da luteina na fitotoxicidade em plantas, ndo ha na literatura
consultada relatos de sua atuacdo. O fato de a fracdo onde ela foi isolada ser uma fragéo
ativa na inibicdo do crescimento do coledptilo de trigo pode ser devido a presenca de
outros compostos minoritarios porém com alta atividade ou simplesmente um efeito de
concentracdo, pois a luteina era claramente o produto majoritario dessa fragdo. Mas
também ndo se pode deixar de comentar que muitos compostos alelopaticos
importantes, como as strigolactonas (Matusova et al. 2005), séo originadas a partir da
via dos carotendides e a luteina poderia ser uma fonte importante para origem de

compostos com atividade fitotoxica.

Os produtos isolados e identificados da fracdo 6 (F6) do extrato de
diclorometano foi a Loliolida identificada a partir da comparacdo do espectro de
RMN'H (ANEXO 111) com a literatura (Isoe et al. 1971). A estrutura da Loliolida é

mostrada na Figura 10.2.

Lactona sesquiterpenica

loliolida

P2

Figura 10.2. Produto extraido da fracdo F6 do extrato de diclorometano do pé das folhas
de S. granuloso-leprosum- a loliolida (P2).

Esse produto foi obtido a partir da fracdo 6 (m = 200 mg) que foi novamente
fracionada em coluna de silica com eluente cloroférmio:metanol, obtendo assim outras
4 sub-fracdes por similaridade em CCD. A sub-fragdo 2 (m = 40 mg) foi aplicada em
CLAE, em coluna semi-preparativa (LiChrospher SiO,, Merck 250 x 10 mm), sendo o
eluente hexano:acetato de etila a 60%, obtendo 1,6 mg do produto puro que era um
solido branco.

Um dos primeiros registros do isolamento desse composto foi feito por Hodege

& Porte (1964) que o isolou da planta Lolium perenne de onde originou o seu nome. E
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um composto cuja férmula é Cy1H1603 (1,3-dihidroxi-3,5,5-trimetilciclohexilideno-4-
acético lactona 4cida). A Loliolida é uma lactona sesquiterpénica e tem sua origem a
partir da degradagdo dos carotenoides e os dados espectroscopicos encontrados para a
amostra em estudo conferem com os da literatura (Isoe et al. 1971). E uma classe de
composto amplamente distribuida nas plantas. Mais de 7000 estruturas diferentes desta

classe j& foram descritas (Fraga 2005).

A atividade alelopatica desse composto ja foi testada na germinacdo e
crescimento de Echinochloa crus-galli. Os resultados de atividades, nas concentragoes
que variavam de 1000 uM a 5 uM, foram estimulatérios para o desenvolvimento da
parte aérea, inibicdo de no maximo 15% da parte radicular e 18% de inibicdo da
germinagdo. Esses dados mostram uma modesta atividade desse composto frente a
espécie testada (Salcedo 2007). Em bioensaio de coledptilo de trigo, esse composto
mostrou inibicdo maxima de 38% a partir da concentragdo de 5x10™ M, mostrando,
segundo o autor, uma atividade pouco relevante para o estudo Tectona grandis
(Pimienta 2006). Em bioensaio realizado com sementes de alface, a loliolida isolada de
folhas de Equisetum arvense foi capaz de inibir a germinacdo dessa espécie (Hiraga et
al. 1997). Esse composto também foi isolado de outras espécies e sua atividade foi
avaliada em bioensaios para girassol (Macias et al. 1999a), Bunia orientalis (Dietz &
WinterHalter 1996), Vallisneria spiralis (Xian et al. 2006) e Melilotus messanensis
(Macias et al. 1999b). Por outro lado, lactonas sesquiterpénicas isoladas de girassol
foram capazes de estimular a germinacdo de sementes de espécies parasitas de raiz
(Luque et al. 2000).

Outros exemplos de lactonas sesquiterpénicas com atividade bioldgica sdo as
guaianolidas. Estas sdo lactonas sesquiterpénicas citadas como agentes alelopaticos,
especialmente na familia das Compositae, apresentando uma grande fitotoxicidade
(Macias et al. 2005). Nesse trabalho, o autor ressalta a importancia da estrutura da
molécula e a lipofilia, que é o fator chave na absor¢do de alguns compostos bioativos,
como determinantes na biodisponibilidade na célula. A lactona sesquiterpénica
guaianolida apresentou uma boa propriedade lipofilica, indicando esses produtos como
promissores para a criacdo de novos herbicidas. Além disso, esse composto também
apresenta atividade citotdxica (Yuuya et al. 1999), antifingica (Wedge et al. 2000) e
larvicida (Neves et al. 1999). Em estudo citotoxico guiado por Helianthus tuberosus, a
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loliolida foi isolada e se mostrou importante no estimulo das defesas metabolicas contra
as células cancerigenas (Pan et al. 2009). Ha relatos também de propriedades repelentes
desse composto para insetos (Borkosky et al. 1996).

E a primeira vez que a loliolida foi isolada no género Solanum, mostrando que
pode ser um dos compostos responsavel pelo potencial herbicida encontrado na espécie

estudada, bem como pelas propriedades medicinais e protetoras acima descritas.

CONCLUSOES

1. O extrato diclorometanico foi 0 mais ativo para as espécies de Solanum estudadas,

com fitotoxicidade mantida mesmo nas concentra¢fes mais baixas;

2. As folhas jovens mostraram maior atividade inibitéria do crescimento de coledptilo

na grande maioria das espécies;

3. Dentre as espécies de Solanum estudadas, o extrato de diclorometano de folhas
jovens e adultas de S. granuloso-leprosum se mostrou mais ativo e por isso foi

fracionado e purificados seus compostos;

4. Os produtos encontrados nas fragdes que mostraram fitotoxicidade no crescimento de
coledptilo foram uma lactona sesquiterpénica (loliolida) e um carotendide (luteina)

sendo a ocorréncia desses inéditos para S. granuloso-leprosum.
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ANEXO |

Espectro de RMN *H dos extratos diclorometanico

das espécies de Solanum estudadas
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RMN-'H do extrato de diclorometano de folhas adultas de S. granuloso-leprosum.
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RMN-H do extrato de diclorometano de folhas jovens de S. granuloso-leprosum.
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RMN-'H do extrato diclorometano das folhas adultas de S. subumbellatum.
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RMN-'H do extrato diclorometano das folhas jovens de S. subumbellatum.
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RMN-'H do extrato diclorometano das folhas adultas de S. paniculatum.
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RMN-H do extrato diclorometano das folhas jovens de S. paniculatum.
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RMN-H do extrato diclorometano das folhas adultas de S. lycocarpum.
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ANEXO 11

Espectros de RMN-'H dos extratos metandlico

das espécies de Solanum estudadas
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RMN-'H do extrato de metanol das folhas adultas de S. granuloso-leprosum.
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RMN-H do extrato de metanol das folhas jovens de S. granuloso-leprosum.

91



,"'1

| -‘\,‘g"'\\/-ﬁ'ul/! 4)"*&&

a 3 2 1 ppm

e e g——————— —r

f 1 |
JMJJLJLJ“” | F*E’?“M '

RMN-H do extrato de metanol das folhas adultas de S. subumbellatum.

92



1 ppa

RMN-H do extrato de metanol das folhas jovens de S. subumbellatum.
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RMN-'H do extrato de metanol das folhas adultas de S. paniculatum.
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RMN-'H do extrato de metanol das folhas jovens de S. paniculatum.
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RMN-H do extrato de metanol das folhas adultas de S. lycocarpum.
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ANEXO 111

Espectro de RMN-"H dos compostos do extrato
diclorometanico das folhas de Solanum granuloso-
leprosum.
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Capitulo 3

Estudo fitotoxico de extratos de folhas
de Solanum lycocarpum A. $t.-Hil.
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ESTUDO FITOTOXICO DE EXTRATOS DE FOLHAS DE SOLANUM

LYCOCARPUM A. ST.-HIL.

RESUMO: S. lycocarpum é conhecida popularmente como “lobeira ou fruta-do-lobo” e
€ uma espécie muito comum em ambientes alterados do Cerrado. O efeito alelopético de
suas folhas e frutos é conhecido em condi¢6es de laboratério. O objetivo desse trabalho
foi avaliar o efeito fitotoxico de diferentes extratos de folhas jovens de lobeira em
bioensaios de semente e coledptilo de trigo bom como identificar os produtos presentes
nos extratos ativos. As folhas de lobeira foram extraidas com solventes organicos em
polaridade crescente e em fracionamento liquido-liquido e os extratos testados sua
atividade em quatro espécies (tomate, alface, cebola e agrido) além de crescimento de
coleoptilo estiolado de trigo. O extrato de diclorometano e acetona foram entdo
fracionados em coluna cromatografica e purificados em CLAE. Foram isolados e
identificados 6 compostos sendo estes: estigmasterol, B-sitosterol, a-amirina, oleato
glicerol, &cido octadecanoico e acido hexadecandico. A atividade alelopatica desses
produtos foram discutidas conforme dados da literatura e ainda ndo haviam sido
descritos a presenca desses produtos em folha de lobeira.

Palavras-chave: Cerrado, lobeira, fitotoxico, bioensaio, fitoquimica.

ABSTRACT: S. lycocarpum is popularly known as “lobeira or fruit-of-wolf” and is a
very common species in disturbed habitats of the Cerrado. The allelopathic effect of
leaves and fruits is known in laboratory conditions. The aim of this study was to
evaluate the phytotoxic effect of different extracts of young leaves lobeira bioassays
seed and coleoptiles of wheat to identify the products present in active extracts. Lobeira
leaves were extracted with solvents in increasing polarity and fractionation liquid-liquid
and tested its activity in four species (tomato, lettuce, onion and watercress) as well as
growth of etiolated wheat coleoptile. The extract of acetone and dichloromethane were
then fractionated on column chromatography and purified by HPLC. Were isolated and
identified and these 6 compounds: stigmasterol, B-sitosterol, a-amyrin, glycerol oleate,
octadecanoic acid and hexadecanoic acid. The allelopathic activity of these products
were discussed as literature data and had not yet been described the presence of these
products in leaves lobeira.

Key words: cerrado, lobeira, phytotoxic, bioassay, phytochemistry.
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INTRODUCAO

Alelopatia envolve a interacdo quimica de plantas e microrganismos tanto em
ambientes naturais quanto em sistemas agricolas. Essa interacdo se da devido a
liberacdo no ambiente de compostos provenientes do metabolismo secundario de
plantas e microrganismos que podem produzir efeitos positivos ou negativos (Rice
1984; IAS 1996). As formas de liberacdo dos compostos no ambiente pela planta
produtora até atingir a planta receptora pode ser pelos seguintes modos: volatilizacéo,
lixiviagdo, decomposicéo e exudacdo das raizes (Ferreira & Aquila 2000). Existe uma
ampla variedade de agentes alelopaticos que sdo sintetizados e armazenados em
diferentes células das plantas, seja na forma livre ou conjugada com outras moléculas, e
que sao liberadas no ambiente como uma resposta a fatores de estresse biotico e abidtico
(Inderjit & Nielsen 2003).

A descoberta de novos aleloquimicos (produtos naturais com atividade bioldgica) é
uma alternativa ao uso de herbicidas convencionais no controle de plantas invasoras. Os
herbicidas atuais tém provocado mudancas nas populacfes de espécies invasoras além
do risco de contaminacdo ambiental e o aumento da resisténcia a esses compostos
(Olofsdotter & Madsen 2000; Duke et al. 2000).

Os estudos com os novos aleloquimicos podem levar a producdo de outro tipo de
herbicida, quer para uso direto dos compostos descobertos quer como modelos
moleculares para sintese de novos agroquimicos (Dias & Dias 2007). Um caso bem
descrito é a cinmetilina, um herbicida andlogo aos monoterpenos naturais 1,4- e 1,8-
cineol (eucaliptol), que apresenta um modo de acdo distinto dos herbicidas
convencionais, sendo uma alternativa para plantas invasoras que ja desenvolveram
algum tipo de resisténcia (Romagni et al. 2000). Na busca de novos aleloquimicos,
alguns métodos podem ser usados para pesquisar 0s hovos compostos fitotoxicos, tais
como o isolamento biodirigido. Este método consiste em realizar bioensaios em cada
uma das etapas de isolamento, determinando a (s) fracdo (Ges) testada (s) que apresenta
(m) maior atividade biologica. A fragcdo mais ativa é fracionada novamente até a
purificacdo e identificacdo dos compostos ai presentes, responsaveis pela atividade
detectada (Macias et al. 2000a). Em alguns casos, a atividade pode ser perdida durante o

fracionamento por modificagdes quimicas ou degradacdo, e outro evento, ndo menos
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importante, é o papel do sinergismo de fragdes e produtos ativos que se estd estudando
(Dayan & Duke 2006). Assim, o isolamento biodirigido ¢ uma ferramenta importante

no estudo alelopatica como uma forma de monitorar todos esses fatores.

Em ambientes naturais, a alelopatia desempenha um importante papel na
dominancia, sucessdo e formacdo de comunidades vegetais (Chou 1999), além de ser
uma das estratégias importantes de colonizagdo de muitas plantas exoticas sobre a
comunidade natural (Hierro & Callaway 2003).

O género Solanum apresenta vérias espécies com potencial para estudos de
alelopatia. Estas espécies apresentam uma grande diversidade de compostos quimicos,
como os glicoalcaldides e glicosideoesteroides, de atividade alelopatica comprovada
(Ye et al. 2001; Alves et al. 2003; Fukuhara et al. 2004), flavonas e flavondides (Silva
et al. 2003), além de varios hidrocarbonetos, terpenos e acidos graxos (Aliero et al.
2006) e saponinas esteroidais (Zhou et al. 2006a). Solanum lycocarpum A. St.-Hil
(Solanaceae) é conhecido popularmente como lobeira ou fruta do lobo e ocorre em alta
frequéncia em ambientes pertubados do bioma Cerrado (Lombardi & Motta Jr. 1993). A
atividade alelopética de extratos brutos de folha e fruto j& foi estudada em diferentes
substratos, como papel (Oliveira et al. 2004a; Oliveira et al. 2004b) e solo (Aires et al.
2005). A composicao fitoquimica do fruto é bem conhecida por apresentar propriedades
farmacéuticas importantes (Dall"Agnol & Poser 2000; Schwarz et al. 2007; Nakamura
et al. 2008), mas ndo ha trabalhos nessa area com folhas e nem com enfoque

alelopatico.

Devido as evidéncias da atividade alelopética da lobeira, o presente trabalho teve
por objetivo analisar a atividade fitotoxica de extratos organicos e aquosos de folhas
jovens de Solanum lycocarpum A.St.-Hil e isolar e identificar os compostos ativos

presentes.
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MATERIAL E METODOS

COLETA DAS FOLHAS DE Solanum lycocarpum

As folhas jovens (acima do segundo no a partir do apice) de S. lycocarpum
foram coletadas no més de novembro de 2007, na Fazenda Sucupira/EMBRAPA em
Brasilia-DF, nas coordenadas S15°55°41,8"" W 048°01°47,3" Brasilia - Brasil. Durante a
coleta, as folhas foram colocadas em sacos de papel e consideradas como folhas jovens
aquelas coletadas acima do segundo n6 de cada ramo. Estas foram secas em estufa de
circulagdo forcada até peso constante a 50 °C e, em seguida, trituradas com auxilio de
um liquidificador, produzindo um pé que foi embalado a vacuo até seu processamento,
no Laboratério de Alelopatia na Universidade de Cadiz, Espanha, com licenca do
IBAMA N° 07BR001206/DF.

EXTRACAO DOS COMPOSTOS DAS FOLHAS JOVENS DE LOBEIRA

Para a identificacdo das substdncias quimicas com atividade alelopatica,
presentes nas folhas de lobeira, foram realizados dois tipos de extragdo: uma que
constituiu na obtencdo de extratos a partir do p6 das folhas utilizando solventes
organicos diretamente com polaridade crescente e outra onde primeiramente, foi
preparado um extrato aquoso do pd das folhas seguido de fracionamento liquido-

liquido.

EEXTRACAO DIRETA COM SOLVENTES ORGANICOS

O po das folhas jovens de lobeira apresentou melhor atividade nos bioensaios
realizados no capitulo 1 e, por isso, foi eleito para identificacdo dos seus compostos.
Nesta extracdo, utilizou-se um total de 120 g de po de folha. A extragdo foi realizada em
potes de vidro com tampa onde cada 30 g de p6 eram extraidos com 300 mL de solvente
organicos em ordem crescente de polaridade (hexano, diclorometano, acetato de etila,
acetona e metanol) na proporcao de 1:10. Estes foram mantidos em banho de ultrassom
por um periodo de 1 hora. O ultrassom foi escolhido como método de extracdo devido a
duas razdes previamente testadas: 0 menor tempo de exposi¢do do material vegetal ao
solvente e 0 maior rendimento, chegando ao dobro do método de extracdo comum de 24
h sob agitacdo. Trabalhos como os de Albu et al. (2004) e Rostagno et al. (2003)
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usaram com sucesso 0 ultrassom na extracdo de compostos secundarios, com a melhoria
do rendimento. Depois do periodo de uma hora, o extrato foi filtrado em funil de
Buchner, com papel de poro 0,22 um, acoplado a uma bomba a vacuo e depois
evaporado em rotavapor. Essa extracdo se repetiu duas vezes para cada solvente
organico. Os solventes organicos utilizados foram: Hexano (Hx), Diclorometano
(DCM), Acetato de etila (AcOEt), Acetona (ACE), Metanol (MeOH).

EXTRAGAO AQUOSA

Para a preparacdo do extrato aquoso foram utilizados 348 g do p6 da folha que
foi extraido inicialmente em &gua destilada na proporcdo 1:10 em ultrassom, durante 1
hora. Em seguida, filtrado a vacuo, com filtro de papel de 0,22 um de poro, e evaporado
em rotavapor. O extrato obtido foi pesado (m = 42,09 g) e novamente dissolvido em 200
mL de agua e colocado em um funil de separacdo de 1000 mL. Em seguida foram
adicionados 200 mL de diclorometano que foi levemente agitado para evitar a formacéo
de emulsdes durante esse processo. A mistura foi deixada em um suporte para separacdo
das fases e o solvente orgénico retirado. No fracionamento com diclorometano, essa
operacdo foi repetida 8 vezes. Em seguida, foi adicionado acetato de etila e repetido o
mesmo procedimento descrito para diclorometano, a diferenca foi o numero de
repeticdes do processo que foram 5. O critério usado para escolha do nimero de
repeticGes do processo de fracionamento se deu até que o liquido saisse limpido. Um
resumo da rota de extracdo utilizado pode ser visualizado na Figura 1.3.

Pd dasfolhas

jovensde

lobeira
) | o . 1
Extragio direta
com solventes
otginicos

\ b, %_/

r—r,——7 4 T T @ — 1T
Extrato
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etila

Extragio
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Hexano

Extrato
Diclorom etano

Fragio Fragdo

Diclorot etatio Acetatade

Arcetona Metanol etila
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Extrato ‘ Extrato ‘
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Figura 1.3. Fluxograma com as extragdes e fracionamentos realizados com o po da folha
de S. lycocarpum.
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BIOENSAIOS

Os bioensaios utilizados para verificar o efeito fitotoxico dos extratos de folha
de lobeira foram de crescimento de coledptilo estiolado de trigo estiolado e de sementes
de espécies alvos padréo, conhecidas com o STS (Standard Target Species) que séo

essas agrido, alface, cebola e tomate.

EBIOENSAIO DE COLEOPTILO DE TRIGO

O bioensaio de coledptilo de trigo foi proposto por Cutler (1985). Esses ensaios
eram utilizados fundamentalmente para a avaliacdo da atividade de metabolitos de
origem microbiana como reguladores de crescimento de planta. S& ensaios
relativamentes simples que quantificam a elongagdo da zona apical de plimulas de
cereais (como trigo, neste caso), em presenca de meio liquido onde se incorporam 0s
agentes fitotoxicos. Este ensaio, dada sua sensibilidade, tem sido proposto como passo

prévio da avaliacdo de agentes herbicidas (Sancez 2002).

Foram utilizados coledptilos estiolados de trigo (Triticum aestivum L.) da
variedade Cortez, proveniente de 100 sementes que cresceram durante 5 dias na
auséncia de luz, e umedecidos com 15 mL de &gua destilada. Depois desse periodo, sob
luz verde, foram extraidos fragmentos com 4 mm de comprimento a partir do epicotilo,
com auxilio de laminas de corte. Os coledptilos foram incubados numa solucdo tampéo
de crescimento que mantinha o pH constante nas condi¢cGes adequadas para o
crescimento. Essa solucdo era composta de &cidos citrico monohidratado (1,05 g/L),
hidrogenofosfato de potassio tri-hidratado (2,9 g/L) e 2% de sacarose, sendo o pH
ajustado para 5,6. A partir de 9,6 mg de extrato ou fracdo a ser testada, foram
preparadas solu¢des nas concentracfes de 800, 400 e 200 ppm, nessa solucdo tampao.
Os extratos apresentavam dificuldades de se dissolverem na solucdo de crescimento e,
para isso, utilizou-se dimetilssulfoxido (DMSO), na concentracdo de 5ul /mL, que
facilitou a solubilidade dos extratos em agua. Os testes foram feitos com 5 fragmentos
de coleoptilo por tubo de ensaio, que continha 2 mL de solucdo, e cada tratamento foi
realizado em triplicata. O controle negativo foi feito apenas com solucéo tampdo DMSO
e o controle positivo com herbicida LOGRAN®, comercializado pela empresa
SYNGENTA (composto por 59% de terbutrina, 0,6% de triasulfurona e agentes
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veiculares). Os tubos foram dispostos em um rotor na horizontal e com giro continuo
com rotacdo de 6 rpm, com auséncia de luz. Apds 24 horas, os fragmentos eram entéo
retirados, dispostos em uma planilha e fotografados para serem medidos com auxilio do

programa Photomed®. As medidas eram comparadas com o controle negativo e

analisadas em porcentagem de inibicéo (Figura 2.3).

Figura 2.3. Inibicdo dos coledptilos com o uso do herbicida comercial Logran® (A) em
comparagdo com controle (B).

EBIOENSAIO DE SEMENTES

Neste bioensaio com sementes, foram utilizados 26 mg de cada um dos extratos
e fracBes obtidas e descritas anteriormente. A essa quantidade foi adicionado DMSO
numa propor¢do de 5 puL/mL e preparadas solugdes de 800, 400 e 200 ppm da cada
extrato e fracOes a serem testadas.

Para bioensaio com sementes, utilizaram-se 4 espécies modelo, sendo as
dicotileddneas agrido (Lepidium sativum L. -Cruciferae), alface (Lactuca sativa L.-
Asteraceae) e tomate (Solanum lycocpersicum L. -Solanaceae), além da
monocotileddnea cebola (Allium cepa L. -Alliaceae). Este bioensaio realizou-se com
quatro repeticdes, em placa de Petri (4 cm de diametro) sobre papel Whatman n° 1 como
substrato, onde foram adicionadas 20 sementes por placa. A germinacgdo e o crescimento
ocorreram em solucdo aquosa, tamponada mediante o uso de solucdo de 10 mM de
acido 2-[N-morfolino] etanossulfénico (MES) e 1M de NaOH a pH=5,6. O volume de
solucéo para cada placa de Petri era de 1 mL. Quando se adicionaram as sementes e as
solugdes dos compostos a serem testados nas placas, estas foram seladas com Parafilm®
e incubadas em camara de crescimento Memmert IC 700, com auséncia de luz, a 25 °C.
As placas foram mantidas nessas condi¢des durante quatro, cinco, seis e sete dias,

respectivamente, para as sementes de agrido, tomate, alface e cebola. Decorridos os
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periodos de crescimento acima mencionados, as placas foram armazenadas a -10 °C
durante 24 horas para deter o crescimento. O congelamento favoreceu a manipulagédo
das plantulas, assim se evitou que se produzissem torcOes tanto nas radiculas como na
parte aérea, além de permitir que as medicdes pudessem ser realizadas em dias distintos.
Uma vez descongeladas e esticadas, utilizou-se o programa FITOMED® para realizar as

medicBes dos parametros de longitude da raiz e da parte aérea.

Neste bioensaio, utilizou-se como controle positivo o herbicida comercial com
atividade conhecida LOGRAN®. Os valores obtidos para cada um dos parametros
considerados (porcentagem de germinacdo e longitude da raiz e parte aérea) foram
comparados com o controle negativo, que continha somente a solugdo tamp&o com
DMSO.

EPROCESSAI\/IENTO DOS DADOS E TRATAMENTO ESTATISTICO

Para o bioensaio de atividade geral (coleoptilo), as trés réplicas foram medidas
separadamente para avaliar a média total e o desvio padrdo da amostra. O nivel de
atividade foi expresso em porcentagem de inibicdo do alongamento segundo a formula

abaixo:

Porcentagem de inibigéo

Opinib r-xc 100%
nibicdo = | — | X
0 §: XC ]

Onde XT ¢ a média de alongamento dos tratamentos e X € a média de alongamento do

controle.

Os resultados s@o mostrados em um grafico de barras onde o “0” representa a
longitude do controle. Os valores positivos indicam estimulacdo dos parametros

medidos e 0s negativos, inibicdo dos mesmos.

Por outra parte, os parametros avaliados nos bioensaios de fitotoxicidade foram
a porcentagem de germinacdo de sementes por placas, a longitude da raiz e da parte
aérea. Para germinacdo, a distribuicdo das variaveis € o numero de sementes por placa e

para a raiz e parte aérea, a distribuicdo empregada foram as medidas de cada variavel
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em cada placa, conhecida como distribuicdo de médias. Os resultados foram expressos
em relacdo ao controle negativo (branco). O valor “0” representa o controle. Qualquer
valor positivo implica em estimulacdo dos parametros medidos e os valores negativos,

inibic&o.

As médias foram entdo submetidas a andlise de variancia (ANOVA) e
comparadas entre si pelo teste de comparacéo de média Tukey 5%, através do programa
SISVAR®.

PURIFICACAO E IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS ATIVOS

O extrato diclorometanico e de acetona, obtidos a partir da extragdo direta do pé
da folha de lobeira, foram submetidas ao fracionamento cromatografico. Essa escolha se
baseou na boa atividade do extrato de diclorometano, tanto da extracdo direta como do
fracionamento liquido-liquido. Estes foram submetidos a uma separacdo inicial em
coluna cromatogréfica de silica gel Merck (0,06 — 0,2 mm) como fase estacionaria em
pressdo atmosférica. Utilizou-se como fase moével Hx e AcOET em diferentes
proporcbes de 0 a 100%, eluindo posteriormente com MeOH. Desse fracionamento,
foram obtidas 18 fracdes de cada um dos extratos analisados e estas foram reunidas de
acordo com observacdes em CCD. As fragbes foram purificadas em cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). O CLAE utilizado era da marca MERCK HITACHI
equipado com canais de deteccdo L-7490. Os solventes foram impulsionados por
bombas de 3 canais LaChrom L-7100. Os cromatogramas se processavam mediante o
software MERCK HITACHI D-7000. As colunas de fase normal utilizadas foram
semipreparativas (preenchimento Li Chrospher SiO,, Merck, 7 e 10 pum, dimensdes 250
x 10 mm) e analiticas (preenchimento Li Chrospher SiO,, Merck, 5 um, dimensées 250
x 4 mm). O fluxo do eluente foi de 3 mL/min para coluna semipreparativa e 1 mL/min

para a analitica.

A CCD foi utilizada durante todo o processo de purificacdo. As placas tinham
0,25 mm de espessura, com indicadores fluorescentes da marca Alugram Sil G/UV s
(Machery Angel). A cromatografia se seguia por analise no UV (254 e 360 nm) e por
reveladores. Os reveladores usados foram Oleum (solucdo de &cido sulfarico, agua e
acido acético 1:4:20) e anisaldeido (solucdo de etanol, anisaldeido, &cido sulfurico,

acido acético, na proporcéo 450:25:25:10) e posteriormente aquecidos a 150 °C.
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Os compostos isolados e purificados foram submetidos a analise em
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN'H). Os espectros de RMN foram registrados no
equipamento VARIAN INOVA 400 e utilizados solventes deuterados conforme a
solubilidade da amostra. Para a calibracdo do deslocamento quimico, & (expresso em
ppm) e a constante de acoplamento foram referenciados em relagéo ao pico residual dos

solventes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

‘EXTRACAO DOS COMPOSTOS DAS FOLHAS JOVENS DE LOBEIRA

O rendimento total das fracfes obtidas a partir de 120 g de p6 das folhas com a
extracdo direta com solventes (que serdo chamadas de extratos) e 348 g do
fracionamento liquido-liquido esta (que serdo chamadas de fracdes) representada na
Figura 3.3.
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Figura 3.3. Rendimento em % dos extratos do pé das folhas de S. lycocarpum.
Fracionamento liquido-liquido de acetato de etila -AcOEt (lig-lig)- e diclorometano -
DCM (lig-lig); extragdes diretamente das folhas aquoso, metanol (MeOH), Acetona
(ACE) Acetato de etila (AcOEt), Diclorometano (DCM) e Hexano.

Os extratos aquosos e metanolico foram os que tiveram maior rendimento se
comparado com as outras extracdes. 1sso porque grande parte dos acucares e produtos

glicosilados presentes no p6 da folha sdo extraidos nesses dois solventes.

BIOENSAIO DE COLEOPTILO

O resultado do crescimento do coledptilo de trigo nos diferentes extratos e
fragdes pode ser visualizado na Figura 4.3. Todas as fracGes obtidas por extracdo
liquido-liquido apresentaram as maiores inibiges observadas. A inibigdo se manteve
alta mesmo nas concentragGes mais baixas, comportamento também observado para o

efeito do herbicida comercial Logran® no desenvolvimento dos coledptilos.
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Figura 4.3. Porcentagem de inibicdo do crescimento do coleoptilo de trigo (Triticum
aestivum), durante 24 horas de crescimento no escuro, em contato com diferentes
extratos e fracbes de folhas de S. lycocarpum. Fracionamento liquido-liquido de acetato
de etila -AcOEt (lig-liq)- e diclorometano -DCM (lig-liq); extracbes diretamente das
folhas: aquoso, metanol (MeOH), Acetona (ACE) Acetato de etila (AcOEt),
Diclorometano (DCM) e Hexano (Hx). *Indica diferenga estatistica em relacdo ao
controle pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Dentro das extracdes diretas com solventes organicos, os extratos de acetato de
etila, metanol e aquoso apresentaram atividade inibitoria em todas as concentracdes
analisadas, numa relacdo dose-dependente. O resultado com o extrato de acetona na
concentracdo intermediaria (400 ppm) apresentou uma atividade inibitoria maior que a
concentracdo mais alta, ndo apresentando uma relacdo dose-dependente classica, nos
trabalhos de alelopatia e fitotoxicidade. Uma das justificativas poderia ser a questio da
solubilidade desses extratos em agua que, mesmo com auxilio do DMSO e ultrassom,
apresentava dificuldades. A fragdo de diclorometano na concentragdo mais baixa (200
ppm) apresentou estimulo de crescimento e o0 extrato hexanico apresentou atividade

modesta.

Esse resultado preliminar com coledptilo de trigo sugere que oS compostos
ativos do p6 da folha de lobeira possam estar localizados nas fragdes liquido-liquido.

Essas fracdes sdo livres de clorofila, algo que facilitou o trabalho de purificacdo ja que
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as clorofilas contaminavam todas as amostras. Mas a0 mesmo tempo, estas fragdes

apresentaram rendimento muito baixo.

Os bioensaios utilizando fragmentos de coledptilos de trigo estiolados tém se
mostrado uma alternativa interessante para os estudos de alelopatia e fitotoxicidade e
uma ferramenta fundamental para os os isolamentos biodirigidos. Atraves desse teste,
em apenas 24 horas, é possivel ter um resultado de um bioensaio com atividade geral, ja
que os efeitos sdo apenas no alongamento celular de células ainda indiferenciadas
desses coleoptilos. Trabalhos como de Macias et al. (2005) e (2006a) mostram 0 uso
desse bioensaio como uma ferramenta importante para estudo de estrutura-atividade de
compostos com potencial herbicida e, em Macias et al. 2006b, a atividade desse
bioensaio e de fitotoxicidade (com semente) foram realizadas em conjunto para 0s

mesmos compostos, o que mostra a confiabilidade do método.

BIOENSAIO DE SEMENTES

Para melhor anélise dos dados, a avaliacdo do efeito fitotxico dos extratos e

fracdes das folhas trituradas de lobeira foram separados em germinacgéo e crescimento.

'EFEITO NA GERMINAGAO

Em relacdo aos bioensaios com sementes de agrido, trés extratos e uma fracéo se
mostraram ativos na inibicdo da germinagdo em relagcdo ao controle, sendo elas: acetato
de etila, acetona, metanol e acetato de etila liquido-liquido (Figura 5.3). O que chama a
atencdo nesses resultados é a alta atividade que a fragdo acetato de etila liquido-liquido
causou na inibig&o da porcentagem de germinacdo de sementes de agrido, em relagdo ao
controle. Essa inibigdo alcangou os 85% na concentracdo de 400 ppm, inibicdo maior
que o proprio herbicida Logran®. Essa inibicao elevada, que fugiu do padrdo de resposta
dose-dependente da concentragdo, pode ter sido causada por um problema de
solubilidade da fragdo em &gua, que pode ter alterado a concentracdo original pela
presenca de material em suspensdo. Mesmo com o uso do DMSO e ultrassom, essas
fracOes e/ou extratos de baixa polaridade apresentavam dificuldade na sua solubilizagédo

no tampé&o usado no bioensaio.
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Figura 5.3. Inibicdo da germinacdo de sementes agrido (Lepidium sativum L) sob
influéncia dos extratos e fracGes do pd da folha de lobeira (S. lycocarpum) durante 4
dias de crescimento (25 °Cl/escuro): extrato Hexano (Hx), Diclorometano (DCM),
Acetato de etila (AcOEt), Acetona (ACE) e Metanol (MeOH). As fracbes liquido-
liquido: Diclorometano (DCM lig-liq), Acetato de etila (AcOEt lig-lig) e aquoso.
Herbicida comercial Logran®. * Indica diferencas significativas em relacdo ao controle.

As sementes de agrido germinam uniformemente e em um curto intervalo de
tempo, o que facilita a otimizacdo de bioensaios para os estudos de fitotoxicidade
utilizando essa espécie. Agrido ja se mostrou sensivel a outros aleloquimicos
(Hasegawa et al.1992; Kato-Noguchi et al. 2002) e é uma espécie interessante para ser
usada nos ensaios de alelopatia, tanto que é uma das espécies sugeridas por Macias

(2000b) como espécies-alvo na padronizagao de bioensaios.

A germinagdo das sementes de tomate foi que demonstrou maior sensibilidade
aos compostos presentes nos extratos e fragcdes da folha de lobeira (Figura 6.3). As duas
fracOes liquido-liquido produziram uma alta inibicdo da germinagdo das sementes de
tomate, mesmo na menor concentracdo (200 ppm). Essa inibicdo foi superior a 80% em
relagdo ao controle, muito maior do que a causada pelo herbicida Logran®. Os outros
extratos apresentaram uma inibig&o na seguinte ordem: acetona, aquoso, acetato de etila
e diclorometano, numa relagcdo dose-dependente da concentragdo. O extrato que chamou
a atencdo foi o de metanol, que apresentou uma inversdo nessa relacdo dose-dependente

da concentragéo.
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Figura 6.3. Inibicdo da germinacdo de sementes de tomate (Solanum lycopersicum L.),
sob influéncia dos extratos e fracdes do p6 da folha de lobeira (S. lycocarpum), durante
5 dias de crescimento (25 °C/escuro): extrato Hexano (Hx), Diclorometano (DCM),
Acetato de etila (AcOEt), Acetona (ACE) e Metanol (MeOH). Fracgdes liquido-liquido:
Diclorometano (DCM lig-lig), Acetato de etila (AcOEt lig-lig) e aquoso. Herbicida
comercial Logran®. * Indica diferencas significativas em relagdo ao controle.

Sementes de tomate tém sido utilizadas em bioensaios de alelopatia como
espécies-alvo com éxito (El-Khatib et al. 2004; Manoel et al. 2009). Wandscheer &
Pastorini (2008) utilizaram sementes de alface e tomate como espécies-alvo do seu
experimento e as sementes de tomate mostraram menos sensiveis do que as sementes de
alface, tradicionalmente utilizadas em bioensaio de alelopatia. Tomate é da mesma
familia e género da lobeira, e essa sensibilidade maior dessa semente aos extratos do po
da folha poderia ser um indicador de efeito autotdxico desse extrato para os membros do
mesmo género. Isso de fato poderia ser comprovado caso mais testes com outras
sementes da mesma familia e género (p ex. berinjela, batata, pimentdo, jil6 etc) além de

sementes da prépria espécie, fossem realizados com os extratos da folha de lobeira.

Usualmente, a espécie-alvo mais empregada nos ensaios alelopaticos é a
semente de alface. Essa tem sido usada extensivamente devido a sua germinacao rapida
e alta sensibilidade (Macias et al., 2000b). Para os extratos e fracfes do p6 da folha de
lobeira, ndo foi bem isso o observado quando se analisou o efeito na germinacéao (Figura

7.3). A germinacdo das sementes ndo foi afetada significativamente pela presenca dos

115



Tese de doutorado Capitulo 3

extratos e fragOes, indicando uma baixa sensibilidade aos compostos ali presentes, se

comparado com sementes de tomate (Figura 6.3).
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Figura 7.3. Inibicdo da germinagdo de sementes de alface (Lactuca sativa L.), sob
influéncia dos extratos e fracGes do pd da folha de lobeira (S. lycocarpum) durante 6
dias de crescimento (25 °Cl/escuro): extrato Hexano (Hx), Diclorometano (DCM),
Acetato de etila (AcOEt), Acetona (ACE) e Metanol (MeOH). Fracgdes liquido-liquido:
Diclorometano (DCM lig-lig), Acetato de etila (AcOEt lig-lig) e aquoso. Herbicida
comercial Logran®. * Indica diferencas significativas em relacéo ao controle.

O efeito dos extratos e fracdes na germinacdo em sementes de cebola nao foi
observado em nenhum dos tratamentos, inclusive do herbicida Logran® (Figura 8.3).
Essa espécie € uma monocotiledénea, assim como um grande nimero de plantas
invasoras, e a sua germinacao ndo sofre influéncia dos compostos presentes no pé da
folha de lobeira. As sementes de cebola também sdo usadas como espeécie-alvo para
ensaios alelopaticos (Abdelgaleil & Hashinaga 2007). Parvez et al. (2004) testaram
varias espécies agronbmicas na atividade alelopatica de casca e sementes de
Tamarindus indica L. Entre todas as espécies avaliadas, a cebola se mostrou a menos
sensivel, mostrando mais uma vez a pouca sensibilidade dessa espécie, pois 0s mesmos
extratos inibiram significativamente outras sete espécies de plantas invasoras utilizadas

como alvos.
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Figura 8.3. Inibicdo da germinacdo de sementes de cebola (Allium cepa L), sob
influéncia dos extratos e fracbes do p6 da folha de lobeira (S. lycocarpum), durante 7
dias de crescimento (25 °Cl/escuro): extrato Hexano (Hx), Diclorometano (DCM),
Acetato de etila (AcOELt), Acetona (ACE) e Metanol (MeOH). Frac@es liquido-liquido:
Diclorometano (DCM lig-liq), Acetato de etila (AcOEt lig-lig) e aquoso. Herbicida
comercial Logran®. * Indica diferencas significativas em relacio ao controle.

Em relacdo as sementes-alvo utilizadas, as sementes de tomate foram as mais
sensiveis, quando se analisa o efeito na germinacdo. As sementes de agrido foram
menos sensiveis e, as sementes de alface e cebola mostraram-se insensiveis aos extratos

e fracGes do pd das folhas de lobeira.

Dos extratos e fragdes testados, e analisando apenas a semente que foi afetada
(tomate), as fracdes liquido-liquido foram as mais ativas, melhor até que o herbicida
Logran®. Essa fracdo € entdo a recomendada para seguir a marcha de purificagdo e

identificacdo dos compostos presentes.

A germinacdo de sementes & amplamente utilizada nos bioensaios alelopaticos e,
na literatura, o uso desse bioensaio é em geral adequado para determinacdo da atividade
alelopatica entre espécies, como tem sido citado por Leather & Einhelling (1986),
Inderjit (1995) e Romeo & Weidenhamer (1988). Muitos trabalhos sdo centrados em
poucas plantas, especialmente sementes de espécies agricolas para descobrir aspectos
bioquimicos e fisiologicos da germinacdo. Por essa razdo, a questdo € como estender 0s

resultados obtidos em laboratério com sementes selecionadas pela méo humana e este
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poder ser extrapolado para plantas nativas e em condi¢cdes de campo (Aliotta et al.
2006).

O numero final de sementes germinadas, no caso aqui avaliada a
germinabilidade, ¢ um pardmetro normalmente pouco sensivel a presenca de
aleloquimicos. Para que a germinacdo ocorra, S40 necessarios apenas agua, oxigénio e
temperatura adequados uma vez que nenhuma das espécies estudadas apresentava
algum tipo de dorméncia. Vale lembrar que o parametro de germinacdo adotado nesse
trabalho foi de protrusdo da radicula com pelo menos 2 mm. O tempo médio de
germinacdo € um parametro mais sensivel a presenca de aleloquimicos porque muitos
deles permitem que a semente germine, mas com um pequeno atraso, seja devido a
presenca de aleloquimicos com essa funcdo, seja pelo efeito osmotico dos extratos
(Oliveira et al. 2004a, 2004b).

EFEITO NO CRESCIMENTO

As plantulas de agrido apresentaram maior inibicdo no crescimento da raiz e
parte aérea se comparado com a germinacdo, algo ja bem relatado nos experimentos de
alelopatia (Gatti, et al. 2004; Oliveira et al. 2004ab) (Figura 9.3). No crescimento da
parte radicular, os extratos que se mostraram com melhor atividade foram acetato de
etila, acetona e a fracdo acetato liquido-liquido. Ja na parte aérea, a sensibilidade foi
maior e 0S extratos mais ativos foram acetona, metanol e aquoso e as fracOes
diclorometano e acetato de etila liquido liquido. A maior sensibilidade da parte aérea do
agrido em relacdo a parte radicular pode ser observada nos extratos e fracdes em alta
concentracdo, havendo estimulo de crescimento em alguns tratamentos. As inibicdes do
crescimento da parte aérea por extratos e fracdes mais ativas foram expressivas se
comparadas com o efeito observado pelo herbicida Logran®, mostrando uma

sensibilidade dessa espécie aos aleloquimicos presentes.
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Figura 9.3. Porcentagem de inibicdo e/ou estimulo do crescimento das raizes e parte
aérea das plantulas de agrido, crescidas durante quatro dias, sob influéncia dos extratos
e fracbes do pd da folha de lobeira (S. lycocarpum): extrato Hexano (Hx),
Diclorometano (DCM), Acetato de etila (AcOEt), Acetona (ACE) e Metanol (MeOH).
FragOes liquido-liquido: Diclorometano (DCM lig-lig), Acetato de etila (AcOEt lig-lig)
e aquoso. Herbicida comercial Logran®. * Indica diferencas significativas em relacdo ao
controle.

Um efeito fitotoxico mais acentuado foi registrado em tomate (Figura 10.3). As
fracdes de DCM (lig-lig) e AcOEt (lig-liq) apresentaram inibigdes maiores que o
herbicida Logran®, mesmo em baixas concentragdes para 0 crescimento da parte
radicular. As partes aéreas e radiculares sofreram inibicdo na presenca da maioria dos

extratos, exceto o extrato hexanico.
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Figura 10.3. Porcentagem de inibi¢do e/ou estimulo do crescimento das raizes e parte
aérea das plantulas de tomate, crescidas durante cinco dias, sob influéncia dos extratos e
fraces do po da folha de lobeira (S. lycocarpum): extrato Hexano (Hx), Diclorometano
(DCM), Acetato de etila (AcOEt), Acetona (ACE) e Metanol (MeOH). Fragdes liquido-
liquido: Diclorometano (DCM lig-liq), Acetato de etila (AcOEt lig-liq) e aquoso.
Herbicida comercial Logran®. * Indica diferencas significativas em relacdo ao controle.

O efeito produzido pelo extrato metandlico na germinacdo e no crescimento da
raiz foi algo que chamou a atengdo, uma vez que se observou um maior efeito inibitério
em baixa concentragdo do extrato. O extrato metandlico € o mais estudado na
fitoquimica do género Solanum (Ye et al. 2001; Fukuhara et al. 2004; Nakamura et al.
2008), sendo os produtos mais encontrados nesses extratos os glicosideos esteroidais e

os glicoalcaldides. Esse comportamento inverso do efeito dose-dependente da
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concentracdo pode estar relacionado a dificuldade de absor¢do dos compostos presentes
nesse extrato em altas concentragfes. Ja nas concentracbes mais baixas, a absorcdo dos
aleloguimicos teria melhor eficiéncia e com isso um maior efeito inibitdrio. Isso mostra
uma possivel relacdo entre os carreadores de membrana e os compostos fitotoxicos
presentes nesse extrato. Os carreadores que levam os aleloquimicos também podem
transportar outros compostos presentes no extrato como agucares e outros. Assim, em
alta concentracdo, haveria uma grande competicédo pelo sitio de ligacdo dos carreadores,
diminuindo assim a entrada dos compostos ativos e, consequentemente, causando

menor inibig&o.

Mesmo que varios trabalhos tenham demonstrado a sensibilidade de sementes de
alface aos aleloquimicos (Alves et al. 2004; Gatti et al. 2004; Maraschin-Silva & Aquila
2006; Franca et al. 2008), esse comportamento ndo foi observado para os extratos
provenientes de folha de lobeira (Figura 11.3). Isso ressalta a importancia do uso de
varias espécies vegetais para averiguar a atividade fitotoxica, uma vez que elas podem
apresentar sensibilidade variada de acordo com o tipo de extrato. Mesmo que a inibigéo
em sementes de alface tenha sido menor, fica evidente que a raiz é o 6rgdo mais

atingido pela presenca dos extratos.

Outros trabalhos também evidenciaram que as raizes sdo mais sensiveis aos
aleloguimicos, quando comparadas com a parte aérea das plantas (Abdelgaleil &
Hashinaga 2007; Ercoli et al. 2007; Parvez et al. 2003; Punjani et al. 2006). Além disso,
em ambiente de Cerrado, possuir um sistema radicular em bom funcionamento € uma
forma de garantir a sobrevivéncia em um ambiente com escassez de agua durante parte
do ano e as plantas afetadas por esses compostos produzidos pela folha de lobeira
podem ter seu estabelecimento comprometido neste ambiente. Os extratos mais ativos

para inibicdo do crescimento da raiz foram AcOEt, ACE e MeOH.
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Figura 11.3. Porcentagem de inibi¢do e/ou estimulo do crescimento das raizes e parte
aérea das plantulas de alface, crescidas durante seis dias, sob influéncia dos extratos e
fragdes do po da folha de lobeira (S. lycocarpum): extrato Hexano (Hx), Diclorometano
(DCM), Acetato de etila (AcOEt), Acetona (ACE) e Metanol (MeOH). Fracdes liquido-
liquido: Diclorometano (DCM lig-lig), Acetato de etila (AcOEt lig-liq) e aquoso.
Herbicida comercial Logran®. * Indica diferencas significativas em relacdo ao controle.

Em cebola, o extrato de AcOEt e a fracdo de AcOEt (lig-liq) mostraram-se mais
ativos na inibicdo do crescimento da parte radicular e DCM, ACE e as duas fracOes
liquido-liquido afetaram o crescimento da parte aérea (Figura 12.3). Como para
germinacdo, cebola também demonstrou pouca sensibilidade aos extratos e fragdes da

folha de lobeira. Essa espécie € um representante das monocotiled6neas e as gramineas
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sdo0 dominantes no extrato sub-arbusto onde normalmente ocorre esta espécie
(observagdo pessoal). Esse resultado reforca essa observacgdo, indicando a pouca
influéncia alelopatica das folhas para espécies de monocotileddneas, 0 que mostra uma

seletividade dos extratos e fracGes quanto ao seu modo de acao.
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Tratamentos  (li9-lia) (lig-liq)
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Figura 12.3. Porcentagem de inibicdo e/ou estimulo do crescimento das raizes e parte
aérea das plantulas de cebola, crescidas durante sete dias, sob influéncia dos extratos e
fragdes do po da folha de lobeira (S. lycocarpum): extrato Hexano (Hx), Diclorometano
(DCM), Acetato de etila (AcOEt), Acetona (ACE) e Metanol (MeOH). Fracdes liquido-
liquido: Diclorometano (DCM lig-lig), Acetato de etila (AcOEt lig-liq) e aquoso.
Herbicida comercial Logran®. * Indica diferencas significativas em relagdo ao controle.
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Embora a germinacdo da semente, em condi¢Oes de campo, possa garantir o
estabelecimento das espécies, 0 estagio de plantula é o periodo mais susceptivel a
influéncia de fatores externos como a influéncia dos aleloquimicos (Fenner 2000;
Adkins et al. 2007).

O efeito inibitorio mais expressivo em sementes de tomate, tanto na germinacao
quanto no crescimento, nos mostra o possivel efeito autotdxico desses extratos dentro
do mesmo género. Evidéncias de autotoxicidade foram relatadas inicialmente em 1907,
quando se verificou que raizes de trigo, aveia e outras plantas cultivadas liberavam
compostos quimicos que inibiam suas proprias plantulas (Shereiner & Reed 1907 apud
Wau et al. 2007). Desde entdo, a autotoxicidade tem sido observada para muitas culturas
agricolas, como alfafa (Hedge & Miller 1990), arroz (Chou & Chou 1979), cevada
(Oueslati et al. 2005) e trigo (Young et al. 1989) e tem sido uma ferramenta importante

para o planejamento de uma rotacdo de cultura.

O significado ecologico da autotoxicidade estd envolvido na distribuicdo
geografica, adaptacdo para induzir dorméncia e prevencdo da mortalidade de sementes e
propagulos (Friedman & Waller 1983). Em ambientes naturais, também ha a evidéncia
de autotoxicidade, o que mostra uma forma eficiente de um autocontrole populacional,
inibindo a germinacdo e o crescimento inicial de plantulas (Alias et al. 2006; Everin &
Wetzel 2000; Perry et al. 2005). Na silvicultura, autotoxinas da litera e do humus
inibem o restabelecimento de varias coniferas de importancia econdmica, como Picea
abies e Cunninghamia lanceolata (Chen et al. 2005; Mallik 2002). Em vérios casos, a
autotoxina inibe o crescimento de plantas junto com outros fatores como patégenos e a
importancia ecoldgica da autotoxicidade varia espacialmente e temporalmente (Wu et
al. 2007; Sinkkonen 2007).

O efeito dos extratos e fragGes aqui estudados pode ser devido a vérias alteracGes
provocadas pelos aleloquimicos, em varios processos fisiolégicos ao mesmo tempo, 0
que dificulta separar os efeitos primarios e secundarios desses compostos presentes em
extratos e fracbes da folha de lobeira. HA& um aumento das evidéncias de que os
aleloquimicos podem agir em diversas frentes como a divisdo celular, diferenciacdo
celular, absorcdo de agua e ions, balanco hidrico, metabolismos dos fitohormdnios,
respiracdo, fotossintese, funcionamento enzimatico, transducao de sinal bem como na
expressdo génica (Singh & Thapar 2003; Inderjit & Duke 2003; Belz & Hurle 2004). E
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possivel que os aleloquimicos tenham produzido um ou mais efeitos no processo celular
que tenha resultado na reducdo do crescimento. Todavia, o detalhamento dos
mecanismos bioquimicos nos quais um composto age com efeito toxico no crescimento
vegetal ndo sdo bem conhecidos (Zhou & Yu 2006) dependendo do grupo de composto

analisado.

PURIFICACAO E IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS

Ap0s analise dos bioensaios de coleodptilo e de sementes, observou-se que houve
uma variacdo dos extratos e fragdes mais ativos. A fracdo diclorometano liquido-liquido
mostrou-se com boa atividade na maioria dos testes realizados, embora o rendimento da
fracdo tenha sido baixo. Comparando, em cromatografia de camada delgada (CCD),
essa fracdo com o extrato de diclorometano, os produtos majoritarios eram 0s mesmos,
embora nesse extrato se observassem maiores impurezas como ceras e clorofilas, algo
ndo observado na fracdo liquido-liquido. Por esse motivo, o extrato de diclorometano

foi escolhido para ser fracionado.

Outro extrato fracionado foi o de acetona que também se mostrou com atividade
no bioensaio de sementes e de coledptilo de trigo e este também foi fracionado e

purificado. Os resultados desse fracionamento e purificacdo estéo relatados a seguir.

EXTRATO DE DICLOROMETANO

Para o fracionamento do extrato, foi aplicado 400 mg de amostra em uma coluna
de silica gel com diametro de 2,5 cm e altura de 30cm. A fase movel foi uma mescla de
polaridade crescente de hexano:acetato de etila e a lavagem com metanol. Do
fracionamento deste extrato, foram obtidas 18 fragdes, seguindo como critério a
analogia CCD. Dessas 18 fracOes, apenas sete apresentavam quantidade em massa e

produtos possiveis de purificacdo. As fragdes encontram-se na Tabela 1.3.
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Tabela 1.3. FracGes obtidas a partir da cromatografia liquida por coluna do extrato de
diclorometano das folhas jovens de S. lycocarpum.

Fracoes Massa (mg) Eluente” Produtos
(Hx:AcOEt)
3 71,2 5-10% P1, P2, P3, P4
4 28,6 10% P5, P6, P7
5 13,9 10% P8
6 15,1 15% P9
14 43,6 50% P10
15-16 24,6 70-80% P11

*0 eluente € a mescla de solvente hexano e acetato de etila em que a fracdo foi coletada
durante o fracionamento em coluna cromatografica.

Em seguida, cada uma das fracGes foi submetida a purificacdo e cada

procedimento esta descrito abaixo.
Estudos da fragdo 3

A fracédo 3 (71,2 mg) foi purificada em CLAE com coluna semipreparativa e Hx/AcOEt
a 5% como eluente, obtendo-se 1,0 mg de P1, 3,5 mg de P2, 4,2 mg de P3 e 26,0 mg de

P4. Os espectros de RMN*H dos produtos encontram-se nas paginas 145 a 148.
Estudos da fracado 4

A fracgdo 4 (28,6 mg) foi purificada em CLAE com coluna semipreparativa e Hx/AcOEt
a 10% como eluente e obtendo 0,9 mg de P5, 1,0 mg de P6 e 1,0 mg de P7. Os RMN'H

dos produtos encontram-se nas paginas 149 a 151.
Estudos da fracdo 5

A fracdo 5 (13,9 mg) foi purificada em CLAE com coluna semipreparativa e Hx/AcOEt
a 10% como eluente, obtendo-se 8,3 mg de P8. Os espectros de RMN'H do produto

encontra-se na pagina 152.
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Estudo da fracéo 6

A fracdo 6 (15,1mg) foi purificada em CLAE com coluna semipreparativa e Hx/AcOEt
a 20% como eluente , obtendo-se 1,6 mg de P9. O espectro de RMN'H do produto
encontra-se na pagina 153.

Estudo da fracéo 14

A fragdo 14 (43,6 mg) foi purificada em CLAE com coluna semipreparativa e
Hx/AcOEt a 20% como eluente, obtendo-se 20,1 mg de P10. O espectro de RMN*H do

produto encontra-se na pagina 154.
Estudo da fracédo 15-16

As fragbes 15-16 (24,6 mg) foram purificadas em CLAE com coluna semipreparativa e
Hx/AcOEt a 70% como eluente, obtendo-se 3,0 mg de P11. O espectro de RMN*H do

produto encontra-se na pagina 155.

Nem todos os produtos puderam ser identificados devido a limitacdo e
quantidade e de grau de pureza. Mesmo assim, 0s espectros sdo apresentados visando
mostrar um aspecto geral dos compostos encontrados nas fracdes analisadas. Os
produtos para os quais foi possivel realizar analise espectroscopica e identificacéo,
gracas ao seu grau de pureza e quantidade, foram P7, P8, P9 e P11, nomeados a-

amirina, estigmasterol, B-sitosterol e oleato glicerol, respectivamente.

Para caracterizacdo e identificacdo dos compostos empregaram-se técnicas
espectroscopicas. Uma vez obtidos os espectros, esses resultados foram idénticos aos
publicados previamente na bibliografia para estigmasterol (Gracian-Tours & Martel
1969), B-sitosterol (Della et al. 1990) e a-amirina (Asiff & Sabir 2003). Para oleato
glicerol, os dados espectroscopicos foram comparados com uma biblioteca que continha
espectros de massa de substancias previamente conhecidas, identificando-a desta

maneira.

EXTRATO DE ACETONA
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Do extrato de acetona, aplicou-se uma amostra de 1,5g em uma coluna de silica
gel de 6 cm de didmetro e 21 cm de altura. Essa foi eluida com a mescla hexano:acetato
de etila em ordem crescente de polaridade e lavada com metanol. Do fracionamento
deste extrato, foram obtidas 16 fracbes, seguindo como critério a analogia por CCD.
Dessas, apenas duas fracGes apresentavam quantidade em massa e produtos possiveis de
separacdo. As fragdes encontram-se na Tabela 2.3.

Tabela 2.3. FracGes obtidas a partir da cromatografia liquida por coluna do extrato de
acetona das folhas jovens de S. lycocarpum.

FracOes Massa (mg) Eluente*(Hx:AcOEt) Produtos
11 31,9 40% P12, P13 e P14
15-16 24,2 80% P15

*QO eluente € a mescla de solvente hexano:acetato de etila em que a fracdo foi coletada
durante o fracionamento em coluna cromatografica de silica gel.

Estudo da fracédo 11

A fragdo 11 (31,9 mg) foi purificada em CLAE com coluna semipreparativa e
cloroférmio/metanol 0,5% como eluente, obtendo-se 3,0 mg de P12, 5,0 mg de P13 e
7,7 mg de P14. Os espectros de RMNH dos produtos encontram-se nas péaginas 156 a
158.

Estudo da fracédo 15-16

As fragde 15 e 16 foram unidas para aumentar a massa e seguir a purificagdo. Foram
purificadas em CLAE com coluna semipreparativa e ACOEt/Hx a 60% como eluente,
obtendose 19,8 mg de P15. O espectro de RMN'H do produto encontra-se na pagina
159.

Os produtos que foram possiveis de seguir com analise espectroscopica e
identificacdo, gracas ao seu grau de pureza e quantidade, foram P13 e P15, nomeados

acido octadecandico e 4cido hexadecanaoico, respectivamente.

Na Figura 13.3, e os produtos identificados em folhas jovens de lobeira séo

agrupados por seu grupo funcional e assim discutidos.
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estigmasterol (1)
P8

[-sitosterol (2)
P9

o-amirina (3)
P7

Figura 13.3. Produtos isolados do extrato de diclorometano de folhas jovens de lobeira.
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Os esterdides sdo componentes comuns nos vegetais. Esses compostos estdo
envolvidos no crescimento do tubo polinico, na elongacdo do entrend, enrolamento de
folhas de gramineas e sdo considerados reguladores de crescimento (Buchanan et al.
2000). Também se pode ressaltar a grande aplicacdo dessa familia de compostos na

medicina.

E possivel destacar a capacidade dos fitoesterdides para controlar os niveis de
colesterol no sangue de pacientes com hipercolesterolemia (Awad et al. 2003). Devido a
similaridade desses compostos, os fitoesterdides atuam inibindo a absor¢do do
colesterol (Berger et al. 2004). Além disso, possuem atividade anticancerigena,
destacando sua implicacdo no cancer de mama (Awad et al. 2000), onde os
fitoesterdides retardam o desenvolvimento de células cancerigenas. Também possuem
atividade antiarterioscleroisis (Moghadasian et al. 1997), antiinflamatéria (Bouic 2001)

e antioxidante (Homma et al. 2003).

Alguns esterdides foram isolados de cereais com atividade alelopatica, como em
cevada (Hordeum vulgare) (Everall & Lees 1996), trigo (Triticum aestivum) (Tanaka et
al. 1990), Chamaccyparis obtusa e Cryptomeria japonica (Ishii & Kadoya 1993) e
feijdo-frade (Vigna unguiculata) (Kpoviéssi et al. 2008).

Do extrato de diclorometano de folhas de arroz também foi possivel isolar o
estigmasterol e o P-sitosterol e sua atividade alelopatica (juntamente com outros 5
esterdides) foi testada em crescimento da erva invasora Echinochloa crus galli (Macias
et al. 2006b). A atividade inibitoria desses dois compostos foi considerada baixa se
comparada com outros esteroides como 0 7-oxo-estigmasterol. 1sso mostra o papel da
estrutura do composto e sua atividade. Esteroides que apresentavam dupla ligacdo na
cadeia lateral, por exemplo, apresentavam uma atividade fitotoxica maior para a espécie
estudada. Nesse contexto, modificagbes estruturais provocam aumento da
fitotoxicidade, principalmente pela modulacdo lipofilica, ou seja, modificagdes
estruturais que permitam uma maior absorcdo pela célula e, conseqlientemente, um

melhor resultado no seu sitio ativo dentro da célula (Macias et al. 2008).

Em plantas do género Solanum, é possivel isolar muitos esteroides, inclusive os

esteroides glicosilados (Zhu et al. 2001). Vieira (1993) fez um levantamento
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bibliografico até aquela época referente a producéo de alcaldides esteroidais dentro do
género Solanum e dos 196 tdxons analisados houve uma predominéncia de solasonina
(63,4%), solamargina (66,7%) e solanigrina (22,2%), mostrando alguns exemplos de

compostos dessa natureza que predominam dentro de género Solanum.

Os esteroides glicosilados sdo conhecidos por interferir no crescimento e
desenvolvimento de outras plantas, como descrito para S. crinitum, S. aruno e S.
lyratum (Alves et al. 2003; Fukuhara et al. 2004). Além dessa classe de esterdides,
saponinas esteroidais também sdo comuns e possuem atividade alelopatica (Zhou et al.
2006a). Um dos esterdides com interesse comercial presente em abundancia nesse
género € a Solasodina, usada como fonte na producdo de progesterona e cortisona. As
espécies presentes no DF, bem como a lobeira, ja foram avaliadas quanto a quantidade
desse composto, mostrando serem espécies promissoras para sua producdo (Mola et al.
1997).

O fruto de lobeira apresenta varias atividades medicinais, tais como agente
hipoglicémico e hipocolesterolemia, bem como para controle de obesidade e inibi¢do da
atividade géstrica (Vieira et al. 2003; Dall’Agnol &Lino Von Poser 2000; Perez et al.
2006; Yoshikawa et al. 2007). Do extrato metandlico do fruto de lobeira foram
extraidos e identificados 5 saponinas esteroidais, dentre elas solasonina, somargina e
outros (Nakamura et al. 2008). No estudo fitoquimico das folhas dessa espécie, ndo ha
trabalhos relatando os produtos presentes, sendo os dados mostrados aqui inéditos para
essa parte da planta. Uma vez que o foco desse trabalho € a fitotoxicidade dos
compostos, trabalhar com os produtos presentes na folha apresenta uma maior
representatividade do que pode acontecer em situacdo de campo, uma vez que esses
produtos serdo disponibilizados no ambiente através da lixiviacdo e/ou decomposicao

das folhas de lobeira no seu ambiente natural.

Os terpenos, ou terpenoides, constituem o maior grupo de produtos secundarios.
As diversas substancias desta classe sdo, em geral, insollveis em agua e sintetizadas a
partir da acetil CoA ou intermediarios glicoliticos. Sdo conhecidos por serem 6timos
repelentes de herbivoros (Taiz & Zeiger 2004). Muitos terpenos sdo conhecidos por
apresentarem atividade fitotdxica e alelopatica (Macias et al. 1997; Cutillo, et al. 2006)
e 0s Oleos essenciais tém tido um papel importante na fitoxicidade em plantas (Dudai et

al. 1999; Alves, et al. 2004, Angelini, et al. 2003). Os mecanismos de acdo dos
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triterpenos é desconhecido. Duke & Oliva (2004) mencionam que a atividade fitotdxica

N = =y s

clorofila.

Zinov Eva et al. (2001) mencionam o envolvimento dos triterpenos na adaptagéo
de plantas ao estresse induzido por nematoides parasitas e na propriedade inseticida da
arvore de Nim (Azadirachta indica L. Meliaceae). Em ambiente marinho, os triterpenos
glicosilados produzidos por esponjas apresentam importante papel ecoldgico, evitando a
predacdo, o ataque de bactérias e o crescimento de outras esponjas (Kubanek et al.
2002). Tang et al. (1995) também relatam a producéo de 20 terpenos de Picea abies em
situacdo de estresse hidrico, tanto de seca quanto de inundacdo. Em situacdo de seca,
todos os terpenos analisados aumentaram sua producdo significativamente em relagéo
ao controle, mostrando o papel desses compostos na protecdo da planta contra estresse
hidrico. Esse composto em lobeira poderia ndo somente ter um papel fitotoxico como
também proteger essa espécie contra herbivoros e adapta-la as condi¢cbes ambientais
desfavoraveis onde essa planta vive, ou seja, com multiplas fun¢des. Na ha relato de o-
amirina em lobeira, sendo esse trabalho o primeiro registro desse composto no estudo

fitoquimico dessa espécie.
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Na Figura 14.3 encontram-se os outros produtos isolados da folha de lobeira.

Acidos Graxos

O| OH
NN :\/\/\/\)\o/\H
oleato de glicerol ., OH
P11
1
OH
acido octadecandicc .,
P13
1
/\/\/\/\/\/\/\)\OH
acido hexadecandico ..,
P15

Figura 14.3. Produtos isolados do extrato de acetona (P11 e P15) e do extrato de
diclorometano (P13) de folhas jovens de lobeira.

Os é&cidos graxos e seus derivados estdo entre os lipideos mais comuns nas
plantas. Os acidos graxos sdo derivados da via Acetil-CoA (Taiz& Zeiger 2004). Esses
acidos graxos sdo importantes fontes de energia de reserva em plantas e animais. S&o
tambem parte importante da estrutura da membrana vegetal como os fosfolipideos e
galactolipideos (Buchanan et al. 2000). Os &cidos graxos também podem ser

convertidos pela planta em muitos outros compostos bioativos. Um desses compostos
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importantes € o 4cido jasmonico que estd envolvido na regulacdo do desenvolvimento
vegetal, como mensageiro secundario dentro da célula, importante sinalizador entre

plantas e entre plantas e insetos (Parchman et al. 1997; Watanabe et al. 2001).

Uma analise dos 6leos presentes em folhas de seis espécies do género Stachys
motrou forte potencial antioxidante e citotoxico contra células tumorais humana
(Conforti et al. 2009).

Existem formas de &cidos graxos livres que sdo toxicas para células vegetais e de
fungos (Seigler 2006). O acetato e propionato sdo conhecidos por apresentarem um
potencial efeito antifingico (Seigler 2006). Acidos graxos e dleos essenciais isolados da
parte aérea de duas espécies do género Achillea (Asteraceae) foram tdxicos para mais de
12 tipos de fungos fitopatogénicos e também inibiram a germinacdo e crescimento de
mais outras cinco espécies, mostrando ser produtos com potencial herbicida bem como
fungicida (Kordali et al. 2009), fato também ocorrido para esses produtos isolados de

uma variedade de arroz alelopatico (Kong et al. 2004).

A atividade herbicida dos acidos graxos é conhecida ha muito tempo, conforme
relatado na revisdo de Dayan et al. (2009), e alguns agem através de uma mistura de
compostos, comportando-se como herbicidas ndo seletivos. Essa mistura age
rapidamente e possui amplo espectro no controle de plantas invasoras. Em muitos casos,
essa mistura pode ser usada como dessecante. Acidos graxos com calda alifatica como
acido pelargbnico (C9) e caprico (C8, acido octandico) sdo os mais efetivos (Coleman
& Penner 2006). O &cido pelargbnico é adicionado a herbicidas comerciais para
controle de plantas invasoras anuais e musgos (Fausey 2003). Esses causam distdrbios
na membrana celular, com réapida perda nas funcdes celulares (Lederer et al. 2004). E
considerado um herbicida de baixa toxicidade e baixo impacto ambiental e sem

atividade residual (Dayan et al 2009).

Salcedo (2007) testou a atividade fitotdxica de ésteres dos acidos octadecandico
e hexadecandico e desses dois o primeiro apresentou maiores valores inibitérios sobre o
crescimento da raiz e da parte aérea de Echinochloa crus-galli, principal planta daninha

de plantacGes de arroz.

Através das evidéncias do efeito fitotdxico de ésteres de acidos graxos, da
indicios de que a atividade inibitdria dos extratos analisados seja pela presenca desses
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compostos. Além do que os mesmos podem conferir uma vantagem adaptativa a
lobeira, ndo somente pela atividade herbicida, mas também pela atividade antiflingica e

antioxidante ja descritas para outras especies.

CONCLUSOES

1. Os maiores rendimentos nas extragOes foram dos extratos de maior polaridade,
COmMo 0 aquoso e 0 metanolico;

2. No bioensaio com coleoptilo estiolado de trigo, as fragdes liquido-liquido foram
as que demonstraram maior atividade inibitoria;

3. O efeito fitotoxico dos extratos e fragdes foi maior no crescimento da parte aérea
e radicular das espécies alvo do que na germinacdo das sementes;

4. A espécie-alvo mais sensivel a acdo dos compostos fitotoxicos foi o tomate e as
menos sensiveis, a cebola e alface;

5. O extrato mais ativo foi o de acetona e as frac6es liquido-liquido diclorometano
e acetato de etila demonstraram maior efeito fitotoxico;

6. Os compostos isolados do extrato de diclorometano e acetona foram 2 esterdides
(estigmasterol e B-sitosterol), 1 triterpeno (a-amirina) e 2 acidos graxos (&cido
octadecandico e &cido hexadecandico) e 1 éster de acido graxo (oleato de
gicerol) totalizando 6 produtos identificados dos extratos mais ativos de folhas

jovens de lobeira.
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CONCLUSOES GERAIS

1. As espécies de Solanum estudadas apresentaram efeito alelopatico influenciado
pelos fatores abidticos (seca e chuva) e pela idade do 6rgdo (folhas jovens e
adultas), bem como a variabilidade entre as espécies.

2. O efeito do extrato aquoso de folhas coletados na época da chuva foi mais
pronunciado nos parametros da germinagdo para S. granuloso-leprosum e S.
subumbellatum e o efeito dos extratos de folhas coletadas na época de seca
foram mais ativos para os extratos de folha de S. lycocarpum;

3. Os extratos aquosos da folhas jovens e adultas tiveram modo de acéo diferentes
dentro da germinabilidade e tempo médio;

4. O estresse causado no periodo de seca afetou diretamente a presenca de
aleloguimico nas folhas das espécies estudadas reduzindo o crescimento do
gergelim.

5. A parte radicular foi o 6rgdo mais afetado pela presenca dos extratos e a parte
aérea, nas concentracdes mais baixas, sofreu estimulo no seu crescimento;

6. As folhas jovens apresentaram maior efeito inibitério no crescimento do
gergelim do que as folhas adultas.

7. Dentre os extratos avaliados de baixa e alta polaridade, o extrato de
diclorometano foi, na grande maioria das espécies estudadas, o mais ativo,
mantendo a sua fitotoxicidade mesmo na concentracdo mais baixa;

8. As folhas jovens mostraram maior atividade inibitéria do crescimento de
coleoptilo na grande maioria das espécies;

9. Dentre as espécies de Solanum estudadas, o extrato de diclorometano de folhas
jovens e adultas de S. granuloso-leprosum se mostrou mais ativo e por isso foi
fracionado e purificados seus produtos ativos;

10.Os produtos encontrados nas fracbes que mostraram fitotoxicidade no
crescimento de coleodptilo foram uma lactona sesquiterpénica (loliolida) e um
carotendide (luteina) sendo a ocorréncia desses inéditos para S. granuloso-

leprosum.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

Os maiores rendimentos nas extracdes foram dos extratos de maior polaridade,
como 0 aquoso e 0 metanolico;

No bioensaio com coleoptilo estiolado de trigo, as fragdes liquido-liquido foram
as que demonstraram maior atividade inibitoria;

O efeito fitotoxico dos extratos e fraces foi maior no crescimento da parte aérea
e radicular das espécies alvo do que na germinacao das sementes;

A espeécie-alvo mais sensivel a acdo dos compostos fitotdxicos foi o tomate e as
menos sensiveis, a cebola e alface;

O extrato mais ativo foi o de acetona e as fragdes liquido-liquido diclorometano
e acetato de etila demonstraram maior efeito fitotoxico;

Os compostos isolados do extrato de diclorometano e acetona foram 2 esteroides
(estigmasterol e f-sitosterol), 1 triterpeno (a-amirina) e 2 acidos graxos (&cido
octadecandico e &cido hexadecandico) e 1 éster de acido graxo (oleato de
gicerol) totalizando 6 produtos identificados dos extratos mais ativos de folhas

jovens de lobeira.
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