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RESUMO GERAL

A organizacdo e dindmica de uma comunidade sdo determinadas, entre outros fatores, pelo balanco
das interacdes positivas e negativas das espécies. A investigacdo de plantas com atividade
alelopatica vem de encontro com a necessidade de se apresentar novas alternativas no manejo de
pragas agricolas. As espécies da familia Sapindaceae sao uma fonte rica de fitoquimicos e possuem
um imenso potencial para a produ¢do de compostos secundérios com atividade biopesticida. Assim,
este trabalho tentou esclarecer as seguintes questdes: (1) os extratos de folhas e caules/cascas de
Serjania lethalis A. St.-Hil. e Sapindus saponaria L. poderiam interferir no processo de germinagao
dos didsporos e crescimento das plantulas de gergelim (Sesamum indicum L.), rabanete (Raphanus
sativus L.) e trigo (Triticum aestivum L.)? (2) Além disso, esses extratos poderiam afetar o
desenvolvimento do amendoim-bravo (Euphorbia heterophylla L.) e capim-arroz (Echinochloa
crus-galli (L.) P. Beauv.), possibilitando, assim, o controle destas espécies daninhas? (3) Os
extratos fracionados de S. saponaria poderiam apresentar atividade inseticida sobre a mortalidade
de adultos e ninfas de Toxoptera citricidus Kirkaldy (Homoptera: Aphididae)? (4) Dentre os
extratos ativos, qual o mais promissor para se iniciar uma bioprospec¢do, permitindo isolar e
identificar os compostos presentes? Para responder essas perguntas foram realizados bioensaios
com extratos brutos aquosos ou etandlicos (2,5; 5,0; 7,5 e 10%, m/v) e, posteriormente, testes com
extrato fracionado por parti¢do liquido-liquido utilizando hexano, acetato de etila (AcOEt) e
butanol. Os extratos de folha e caule/cascas do caule de S. lethalis e S. saponaria foram fitotoxicos
e inibiram o processo de germinagdo e o crescimento das plantulas de espécies cultivadas e
daninhas, com efeito dependente da concentracdo. A fitotoxicidade dos extratos variou de acordo
com a espécie receptora, sendo que, na maioria dos casos, o extrato foliar apresentou maior
atividade inibitoria. Para algumas variaveis, esse efeito foi similar e at¢é mesmo superior ao do
herbicida comercial. Um dos modos de agdo observado foi no crescimento radicular das plantulas
de gergelim e amendoim-bravo, em que os extratos ocasionaram uma diminuicdo significativa no
alongamento das células do metaxilema. A fracdo AcOEt proveniente do extrato etandlico das
folhas de S. saponaria apresentou efeito inibitdrio superior ao da fracdo hexanica sobre o
desenvolvimento das plantulas de capim arroz e amendoim-bravo. O estudo fitoquimico dessa
fragdo resultou no isolamento do acido 3-(1,2-dimetil-5-oxabiciclo[2.1.1]hexan-2-il)but-2-enoico,
um acido monoterpeno com caracteristicas espectroscopicas nao conhecidas na literatura. Esse
composto também inibiu a germinagdo e o crescimento das espécies daninhas; porém, a fracao
AcOEt atuou com mais intensidade na redu¢do do crescimento dessas plantulas. Por outro lado, a
fragdo hexanica oriunda do extrato etandlico de folhas de S. saponaria apresentou efeito fitotoxico

sobre o alongamento dos coledptilos de trigo e ocasionou elevada mortalidade sobre ninfas e
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adultos de T. citricidus. As principais substancias identificadas nessa fracdo foram os flavonois
derivados do caempferol e quercetina e, estes podem estar envolvidos na atividade biologica
observada. Assim, S. saponaria pode ser uma espécie doadora de compostos com potencial
inseticida e herbicida, sendo uma boa candidata para o fornecimento de aleloquimicos para uso

futuro na agricultura.

Palavras-chave: alelopatia, germinacdo, crescimento, fitotoxinas, flavondides, sabdo-de-soldado,

cipo-timbo, plantas daninhas, Toxoptera citricidus.
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ABSTRACT

PHYTOTOXIC ACTIVITY Serjania lethalis A. St.-Hil. AND Sapindus saponaria L.
(SAPINDACEAE) AND IDENTIFICATION OF SECONDARY METABOLITES

The organization and dynamic of community are determined, among other factors, by the balance of
positive and negative interactions of species. Research of plants with allelopathic activity comes
from the need to introduce new alternatives in the management of agricultural pests. Species of
Sapindaceae family are rich source of phytochemicals and have a huge potential for the production
of secondary compounds with biopesticide activity. This study attempted to clarify the following
issues: (1) leaves and stems/bark extracts of Serjania lethalis A. St.-Hil. and Sapindus saponaria L.
could interfere in the diaspores germination and seedling growth of sesame (Sesamum indicum L.),
radish (Raphanus sativus L.), wheat (Triticum aestivum L.)? (2) In addition, these extracts could
affect the development of wild poinsettia (Euphorbia heterophylla L.) and barnyardgrass
(Echinochloa crus-galli (L.) P. Beauv.), allowing thus the control of these weeds? (3) The
fractionated extracts from S. saponaria could present insecticidal activity against the mortality of
Toxoptera citricidus Kirkaldy (Homoptera: Aphididae) adults and nymphs? (4) Among the active
extracts, which is most promising for start a bioprospecting, allowing isolate and identify the
compounds present? To answer these questions bioassays were performed with ethanol or aqueous
crude extract (2.5, 5.0, 7.5 and 10%, w/v) and tested with fractionated extract by liquid-liquid
partition using hexane, ethyl acetate (EtOAc) and butanol. Leaf and stem/stem bark extracts of S.
lethalis and S. saponaria were phytotoxic and inhibited the process of germination and seedling
growth of weeds and cultivated species, showing concentration-dependent effect. The phytotoxic
effect of the extracts ranged according to the receptor species, and, in most cases, the leaf extract
showed greater inhibitory activity. For some variables, this effect was similar and even superior to
commercial herbicide. One of the action modes was observed in root growth of sesame and wild
poinsettia seedlings, wherein the extract caused a significant decrease in elongation of metaxylem
cells. The EtOAc fraction from the ethanol extract of S. saponaria leaves showed inhibitory effect
greater than the hexane fraction on the development of barnyardgrass and wild poinsettia seedlings.
The phytochemical study of this fraction resulted in the isolation of 3-(1,2-dimethyl-5-oxabicyclo
[2.1.1] hexan-2-yl) but-2-enoic acid, a monoterpene acid with spectroscopic characteristics not
known in the literature. This compound also inhibited the germination and growth of weeds;
however, the EtOAc fraction was more active in reducing seedlings growth. The hexane fraction
from the ethanol extract of S. saponaria leaves showed phytotoxic effect on elongation of wheat

coleoptile and caused high mortality of 7. citricidus nymphs and adults. The main substances
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identified in this fraction were flavonols derivative of kaempferol and quercetin, and these may be
involved in the biological activity observed. Thus, S. saponaria may be a donor species of
compound with insecticide and herbicide potential, and a good candidate to supply allelochemicals

for future use in agriculture.

Keywords: allelopathy, germination, growth, phytotoxins, flavondides, soapberry, cipo-timbo,

weed, Toxoptera citricidus.
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INTRODUCAO GERAL

Durante muitos anos, a competi¢cdo foi o processo que norteou o desenvolvimento de teorias
sobre a organiza¢do das comunidades vegetais (Goldberg e Barton, 1992; Souza, 2007). Entretanto,
particularmente na ultima década, alguns autores voltaram a chamar a atengdo para o papel das
interacdes entre plantas como um importante evento na dindmica da sucessao ecologica (Loertie, et
al., 2004; Michalet et al., 2006). As intera¢des que se desencadeiam nas comunidades, Miiller
(1966) nomeou de interferéncias. Esse termo ¢ muito amplo e engloba varios mecanismos que sao
diferenciados em alelospolia, alelopatia e alelomediacdo (Szczepanski, 1977). Alelospolia foi
definida como sendo a interferéncia promovida pela competicdo por fatores essenciais a
sobrevivéncia das espécies, como agua, nutrientes e espago fisico; alelopatia, como a altera¢do
provocada pela liberacdo de substancias quimicas elaboradas por certos individuos, e que afetam
determinados elementos da comunidade; e, alelomediacdo ou interferéncia indireta, como os efeitos
que alteram o ambiente fisico ou biolodgico, com reflexos nos seres vivos (Souza Filho e Alves,
1998; Souza Filho, 2014).

Apesar de ser um fendmeno observado e descrito por diferentes culturas ao longo de mais de
dois mil anos, o termo alelopatia foi cunhado pela primeira vez apenas em 1937, pelo fisiologista
vegetal austriaco Hans Molisch, significando do grego allelon = mutuo e pathos = dano (Chou,
2006; Willis, 2007). Desde entdo, muitos outros pesquisadores se dedicaram a aperfeigoar a
definicao do termo. Rice (1984) definiu alelopatia como qualquer efeito, direto ou indireto, benéfico
ou nocivo, de uma planta sobre a outra através da producdo e liberacdo de substincias quimicas
para o ambiente. Em 1999, Rizvi et al. ampliaram a abrangéncia do conceito, definindo o fenomeno
como a influéncia de uma planta sobre outro organismo, prejudicando ou favorecendo-o, por meio
de biomoléculas denominadas aleloquimicos. Atualmente, a Sociedade Internacional de Alelopatia
definiu a alelopatia como a “ciéncia que estuda qualquer processo envolvendo, essencialmente,
metabolitos secundarios produzidos por plantas, algas, bactérias e fungos que influenciam o
crescimento ¢ desenvolvimento de sistemas agricolas e bioldgicos, incluindo efeitos positivos e
negativos” (International Allelopathy Society, 2014).

A partir destas definigdes, no caso das interacdes planta-planta, reconhece-se uma planta
doadora, aquela que produz e libera os aleloquimicos, ¢ um organismo alvo, que sofre seus efeitos
(Rizvi et al., 1999; Inderjit e Duke, 2003; Scognamiglio et al., 2014). Segundo Gottlieb (1982), os
aleloquimicos sdo sinais quimicos transmitidos ao ambiente, geralmente em pequena quantidade, e
sdo responsaveis pelas multiplas interagdes quimicas entre os diferentes organismos. As interagdes
positivas (promogdo, atragdo) e negativas (inibigdo, repeléncia) indicam as fungdes ecologicas

dessas substancias, importantissimas para a sobrevivéncia, evolucao e co-evolucdo das espécies
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vegetais e animais. Assim, a vegetacdo de uma determinada area pode ter um modelo de sucessao
condicionado as plantas pré-existentes e as substancias quimicas que elas liberam no meio (Hierro e
Callaway, 2003). Da mesma forma, no manejo agricola, florestal e na horticultura, a ocupagao
prévia de uma area pode ter significativa influéncia sobre os cultivos que serdo instalados (Batish et
al., 2001; Singh et al., 2001; Baratelli, 2006).

No entanto, a interagdo alelopatica pode ser considerada elucidada somente quando as
seguintes evidéncias estiverem disponiveis: 1) existéncia de substincias quimicas (ou suas misturas)
capaz de influenciar o desempenho de outra planta; 2) observa¢do de que os metabolitos sdo
realmente liberados no solo e podem de alguma forma atingir a planta receptora; ¢ 3) quando os
possiveis modos de acdo e mecanismos moleculares envolvidos forem estabelecidos (Scognamiglio

etal., 2014).

Metabolitos secundarios em plantas

As plantas produzem muitos compostos organicos que ndo parecem ter relagdo direta com o
crescimento e desenvolvimento vegetal, denominados metabolitos secundarios (Raven et al., 2010;
Taiz e Zeiger, 2013). Esses compostos podem proteger a planta contra a herbivoria e infecgdes por
fitopatdgenos, agir como atrativos aos polinizadores e dispersores, além de atuarem na competicao
planta-planta e na simbiose planta-microrganismo (Larcher, 2000; Oliveros-Bastidas, 2008; Raven
et al., 2010). Os metabdlitos secundarios sdo ativados a partir de estimulos, internos ou externos,
sendo resultado de uma série de eventos coordenados a nivel celular por um complexo de sinais
(sinalizadores - “signaling”), onde a comunicacdo entre os 6rgaos ¢ estabelecida por “mensageiros
quimicos” chamados hormonios ou fitormonios (Hinojosa, 2005).

Os vegetais produzem, estocam e em seguida, liberam para o ambiente um grande niimero
de produtos do metabolismo secundario com propriedades biologicas especificas. No entanto, ndo
se conhece com exatiddo como eles sdo formados na célula (Souza Filho, 2014). Alguns autores
acreditam que os produtos secundarios das plantas sdo biossintetizados em organelas celulares e
estocados em estruturas secretoras especializadas (vacuolos, parede celular, superficies cerosas),
com a finalidade de proteger os processos metabdlicos da planta de seus efeitos toxicos (Putnam e
Duke, 1978; Souza Filho e Alves, 1998; Souza Filho, 2014). Essas estruturas estdo geralmente
localizadas em areas onde poderiam, provavelmente, ser efetivas na defesa de varios orgaos, por
exemplo, superficie das folhas, frutos, proximo da epiderme, colmos primarios, etc. (Gershenzon e
Croteau, 1991; Gershenzon, 1993). Entretanto, outros autores ressaltam que esses compostos

secundarios sdao continuamente sintetizados e degradados na célula com finalidades especificas, e
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que sua sintese obedece a certos preceitos genéticos (Barz e Horsel; 1975; Souza Filho e Alves,
1998).

Os metabolitos secundarios derivados do metabolismo da glicose via &cido chiquimico e
acetato, sdo usualmente divididos em trés grupos quimicamente distintos: terpenos, compostos

fenolicos e compostos nitrogenados (Taiz e Zeiger, 2013).

Terpenos

O terpeno ¢ a maior classe de metabolitos secunddrios existentes nas plantas. Mais de
22.000 estruturas individuais ja foram identificadas e, muitas delas, sdo relatadas por apresentarem
um papel importante nas interagdes planta-inseto, planta-patdégeno e planta-planta (Cheng et al.,
2007; Zwenger e Basu, 2008).

Os terpenos geralmente sdo substancias hidrofobicas, produzidas em tecidos vegetativos,
flores e, ocasionalmente, em raizes. S3o armazenados em dutos de resina, células oleaginosas e
tricomas glandulares (Dudareva et al., 2004; Wink, 2010). Sua sintese ocorre a partir de acetil CoA
(rota do acido mevalonico) ou de moléculas glicosidicas como o piruvato e o 3-fosfoglicerato (rota
do metileritritol fosfato ou MEP) (Dewick, 2002). Os terpenos sdo formados a partir da unido de
unidades de isopreno (Cs) e, portanto, sdo classificados pela quantidade de unidades Cs que
apresentam. Os terpenos contendo dez carbonos sdo chamados de monoterpenos, os com 15
carbonos sdo sesquiterpenos, € os com 20 carbonos sdo diterpenos. Compostos com 30 ou 40
carbonos sdo denominados triterpenos e tetraterpenos, respectivamente e, os com mais de 40
carbonos s3o nominados de politerpendides (Zwenger e Basu, 2008).

Alguns terpenos t€m papel importante no desenvolvimento vegetativo de plantas, podendo
ser considerados metabolitos primarios. Exemplos destes tipos de terpenos sdo as giberilinas, os
esteroides de membrana celular, os carotendides ¢ o acido abscisico. Como metabolitos
secundarios, os terpenos podem ser alelopaticos (Duke e Oliva, 2004), inseticidas e repelentes
contra insetos (como os piretroides e os Oleos essenciais, misturas de monoterpenos e
sesquiterpenos, mentol e limoneno) (Viegas Junior, 2003) e agentes contra infeccdes de patdgenos
como, por exemplo, as saponinas que agem como detergentes rompendo as membranas de fungos e
bactérias patogénicas (Yang et al., 2006).

O efeito enddgeno de terpendides sobre o metabolismo de plantas pode incluir efeitos
benéficos ou prejudiciais, dependendo de sua concentragdo nos tecidos. Em relagdo aos efeitos
benéficos, por exemplo, podem induzir termotolerancia (Delfine et al., 2000), resisténcia contra
patogenos (Godard et al., 2008) ou, em baixas concentragdes, podem liberar da dorméncia
(Rentzsch et al., 2012). Em relagdo aos efeitos deletérios, eles podem atuar em processos

fisiologicos e celulares, causando inibi¢dao da fotossintese (Poonpaiboonpipat et al., 2013), inibicao
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da divisdo celular, espessamento da parede celular, reducdo da comunicagdo intracelular, inibi¢ao
da formacdo de raizes laterais (Grana et al., 2013a), peroxidacdo e perda de integridade de
membranas (Chowhan et al., 2013), interferéncia na a¢do de fitormonios (Rahman et al., 2001) e
danos ultraestruturais em células de raizes (Yang et al., 2011). Trabalhos recentes destacam que
diferentes categorias de terpenos podem inibir a germinagdo e crescimento de outras plantas,
particularmente plantas daninhas e, assim, apresentam-se promissores para serem usados como
herbicidas naturais (Dayan et al., 2009; Abdelgaleil, et al., 2009; Macias et al., 2010; Grana et al.,
2013b).

Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos ou fenodis possuem um anel aromatico com um grupo hidroxila
funcionalizado (Waterman e Mole, 1994). Sua sintese pode ocorrer a partir de Fenilalanina (rota do
acido chiquimico) ou Acetil CoA (rota do acido mevalonico) (Smith, 1976). A rota do acido
chiquimico, a mais comum nos vegetais, transforma fenilalanina em acido cindmico, liberando
amonia. Esta reac¢do ¢ catalisada pela PAL (fenilalanina amonia liase) e ¢ influenciada por fatores
ambientais como a presenga de nutrientes no solo, temperatura e luz (Castro et al., 2005). Essas
substancias agem como compostos de defesa contra herbivoros e patégenos, suporte mecanico
(lignina), atragdo de polinizadores (carotenos), protecdo contra radiacdo ultravioleta ou na reducao
do crescimento de plantas competidoras (Taiz e Zeiger, 2013).

Entre os compostos fenodlicos mais importantes estdo os derivados de acido benzoico, acido
cafeico e outros fenilpropanodides simples, cumarinas, ligninas, taninos e flavonoides (Larcher,
2000). Diversos autores descrevem a atividade fitotoxica para os derivados do acido benzodico,
acido cafeico, fenilpropanoides simples e cumarinas (Einhellig, 2004). Os taninos, hidrolisaveis ou
condensados, também podem ser alelopaticos (Einhellig, 2004) e comumente inseticidas e
repelentes, pois costumam formar complexos protéicos dificeis de serem digeridos por herbivoros
(Taiz e Zeiger, 2013).

O flavondide ¢ a maior classe de compostos fenolicos existentes. Eles sdo derivados da rota
do 4cido chiquimico e do 4cido mevalonico (Lima et al., 2004). Sdo constituidos de um esqueleto
de 15 carbonos organizados em dois anéis aromaticos conectados por uma ponte de trés carbonos
(Imatomi et al., 2013). O interesse pelos flavonodides tem aumentado recentemente devido a sua
gama de efeitos farmacologicos, explicado pela sua capacidade de inibir a atividade de algumas
enzimas e pela sua atividade antioxidante (Saldanha, 2013). Os flavondides sdo categorizados em
antocianinas (pigmentos), flavonas, flavondis e isoflavonas. As flavonas e flavonoéis, geralmente,
absorvem luz em comprimentos de UV, podendo funcionar como atrativos aos polinizadores e

protetores de tecidos contra excesso de radiacao (Ferreira et al., 2008); também, sao descritos como
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alelopaticos, mediadores da interagdo planta-bactérias simbiontes e do desenvolvimento de vegetais
competidores (Einhellig, 2004; Weston e Mathesius, 2013). As isoflavonas sdo descritas como

inseticidas e como repositores de estrogénio humano (Esteves e Monteiro, 2001).

Compostos nitrogenados

Os compostos nitrogenados de metabolismo secundario sdo os alcaldides, os glicosideos
cianogénicos, os glucosinolatos e os aminoacidos nao-protéicos (Taiz e Zeiger, 2013). Os alcaloides
sdo bastante comuns nos vegetais. Eles possuem um atomo de nitrogénio em um ou mais anéis
heterociclicos de carbono e ¢ sintetizado a partir de aminoacidos comuns como lisina, tiamina e
triptofano, e outro aminoacido oriundo da rota do terpeno (Larcher, 2000; Taiz e Zeiger, 2013). Sao
alcalinos e soltiveis em 4gua. Muitos apresentam agdo contra herbivoros como, por exemplo, a
nicotina e estricnina, ou s3o farmacos importantes tais como a morfina, cocaina, codeina,
escapolamina (Blum, 2004).

A literatura descreve ainda os alcaldides quinolinicos, inddlicos e esteroidais como
substancias alelopaticas (Baratelli, 2006). O efeito fitotoxico destas substincias estd associado a
interferéncias na atividade enzimatica, interacdes com o DNA e influéncia sobre a glicolise. As
plantas que produzem estas substancias possuem mecanismos de regulacdo biossintéticos especiais
para evitar a autotoxicidade; no entanto, as suas sementes nao resistem quando expostas diretamente
a estes compostos (Aerts et al., 1991). Fukuhara e Kubo (1991) também descreveram dois
alcaldides esteroidais, solamargina e solasonina, obtidos a partir dos frutos de Solanum incanum L.
como as substancias responsaveis pela atividade alelopatica desta espécie.

J&, os glicosideos cianogénicos protegem as plantas contra a predag¢do, uma vez que sdo
convertidos em acido cianidrico no trato digestorio dos herbivoros (Vetter, 2000). Esse composto
estd presente, por exemplo, em mandiocas selvagens. Os glucosinolatos liberam em sua
decomposicdo, substincias de defesa vegetal, caracteristica do odor de brassiciceas como o
repolho, brdcolis e rabanete, e essas substancias agem como toxinas e repelentes contra herbivoros
(Thuler et al., 2007). Os aminoacidos nao-protéicos estdo presentes nos vegetais de forma livre e
exercem papel de prote¢do contra o ataque de herbivoros devido a sua elevada toxicidade. Eles
atuam substituindo os aminodcidos protéicos em suas estruturas, tornando-os inativos (Taiz e

Zeiger, 2013).

Liberaciao e modo de acio dos aleloquimicos

As interagdes alelopaticas derivam de metabolitos secundarios produzidos por plantas e

microorganismos. Estes aleloquimicos sao produtos naturais bioativos que conduzem a larga ordem
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de efeitos biologicos (Macias et al., 2006). Nos vegetais, esses compostos podem ser encontrados
nas folhas, caules, raizes, frutos, flores, cascas e sementes (Weir et al., 2004), porém a quantidade e
as vias pelas quais sdo sintetizados diferem de espécie para espécie (Friedman, 1995). No solo,
podem combinar-se de varias maneiras e, embora ndo se conhega todas as fungdes e substancias, as
que se conhecem podem interferir fortemente no metabolismo de outros organismos (Pina-
Rodrigues e Lopes, 2001). A liberagao dessas substancias quimicas para o meio pode ocorrer de

varias maneiras. Entre as rotas de liberacao incluem-se:

Lixiviacdo

As toxinas soliiveis em agua sao lixiviadas da parte aérea e das raizes ou, ainda, dos residuos
vegetais em decomposi¢cdo (Almeida, 1988) através da chuva, orvalho e neblina. Pode-se citar,
principalmente, a lixiviagdo dos acidos organicos, aglcares, aminoacidos, substancias pécticas,

terpenoides, alcaldides e compostos fenolicos (Souza, 1988; Rodrigues et al., 1992).

Volatilizac¢do

Compostos volateis sdo liberados pelas folhas, flores, caules e raizes e podem ser absorvidos
por outras plantas. Nesse grupo, encontram-se compostos, como os terpendides, que atuam sobre as
plantas vizinhas por meio dos proprios vapores ou condensadas no orvalho ou, ainda, alcancam o

solo e sdao absorvidos pelas raizes (Souza, 1988; Weidenhamer, 1996).

Exsudacgdo pelas raizes

Um grande numero de compostos alelopaticos sdo liberados na rizosfera circundante e
podem atuar direta ou indiretamente nas interagdes planta/planta e na agdo de microrganismos
(Weir et al., 2004). Entre esses compostos, podem ser citados o acido oxdlico, a amidalina, a

cumarina ¢ o acido transcinamico (Silva, 1978; Silva, 2009).

Decomposigdo de residuos

Toxinas sdo liberadas pela decomposi¢do das partes aéreas ou subterraneas, direta ou
indiretamente, pela acdo de microrganismos. Perdas da integridade de membranas celulares
permitem a liberagdo de um grande nimero de compostos que impdem toxicidade aos organismos
vizinhos, tais como os glicosideos cianogénicos (Souza, 1988), acidos fendlicos, agropireno,

cumarinas e flavondides (Silva, 2009).

O conhecimento dos efeitos alelopaticos e o modo de acdo dos aleloquimicos sao

importantes para o entendimento das interagdes entre as plantas, tanto nos ecossistemas naturais,
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como nos agricolas (Rodrigues et al., 1993). O modo de acdo dos aleloquimicos pode ser dividido
em acdo direta e indireta. Nesta ultima podem-se incluir alteracdes nas propriedades e
caracteristicas nutricionais e, também nas populag¢des de organismos que habitam o solo. O modo
de acdo direto ocorre quando o aleloquimico liga-se as membranas da planta receptora ou penetra
nas células, interferindo diretamente no seu metabolismo (Ferreira ¢ Aquila, 2000). Alguns autores
afirmam que os compostos alelopaticos podem afetar a estrutura e ultra-estrutura celular;
concentragdo e balanco hormonal; permeabilidade das membranas afetando a absor¢cao de minerais;
movimento dos estdmatos influenciando a fotossintese; sintese de pigmentos e proteinas; atividade
enzimatica; relagdes hidricas e conducdo de seiva, como também podem alterar o DNA e RNA
(Gniazdowska e Bogatek, 2005; Singh et al., 2009).

Os aleloquimicos sdo caracterizados como compostos ativos em multi-sitios, podendo
interferir em varios processos fisioldgicos de uma planta alvo. A maioria dos efeitos, como reducao
na germinagdo ¢ desenvolvimento das raizes, cloroses, diminuicdo da absor¢do de ions e
anormalidades fisioldgicas, morfologicas e anatdmicas sdo causadas por uma variedade de relagdes
especificas entre os aleloquimicos e o sistema celular e/ou molecular (Saldanha, 2013). Portanto, a
atividade desses aleloquimicos ndo pode ser explicada por um unico modo de agdo (Bais et al.,
2003; Reigosa et al.,, 2004). Outros efeitos adicionais como peroxidagdo lipidica, mudanga na
geragdao de energia e mudancas no contetido de dgua foram observados. Alguns desses sintomas
podem estar relacionados a inducao de estresse oxidativo secundario. A sobrevivéncia da planta sob
estresse alelopatico depende de mecanismos de resisténcia que levam a desintoxica¢do, como por
exemplo: conjugacdo, sequestro e oxidagdo dos aleloquimicos, que pode estar ligado paralelamente
com o estresse oxidativo (Saldanha, 2013). Um trabalho realizado por Reigosa et al. (2004) sugere
que o processo de desintoxicacdo pode ser o principal alvo e mais importante sitio de acao dos

aleloquimicos.

Alelopatia na agricultura

Dentre os métodos de controle e prevencao de pragas ou doengas agricolas, o uso de
agroquimicos continua sendo o componente mais importante para aumentar o rendimento das
colheitas e reduzir o trabalho nas culturas (Silva, 2009). No entanto, o uso continuado de pesticidas
em areas de monocultivo tem levado ao crescente aparecimento, em nivel mundial, de biotipos de
organismos tolerantes e resistentes a esses produtos sintéticos, o que tem ocasionado um aumento
significativo dos custos de producdo e problemas graves de contaminacdo ambiental (Haig et al.,

2009; Marangoni et al., 2012; Khaliq et al., 2013; Nebo et al.; 2014).
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As inumeras substiancias quimicas disponiveis na natureza, produzidas por plantas ou
microorganismos, podem oferecer novas e excelentes oportunidades para diversificar o controle de
endemias na agricultura, reduzindo ou eliminando a contaminacdo do ambiente, preservando os
recursos naturais e garantindo a oferta de produtos agricolas com alta qualidade, desprovidos de
residuos de agentes contaminantes (Souza Filho e Alves, 2002). Dentro deste contexto, a alelopatia

pode ser empregada no manejo de diversas espécies de plantas daninhas e pragas agricolas.

Herbicidas de origem natural

Com o desenvolvimento da sociedade humana, promovido pela evolugdo agricola e
pecuaria, as areas destinadas a atividade rural foram expandidas, ocasionando a ampla distribui¢ao
de pragas, patogenos e plantas indesejaveis. Nesse contexto, a comunidade de plantas indesejaveis
ou daninhas tornou-se cada vez mais densa e diversificada, com profunda especializagdo na
ocupacao dos agroecossistemas (Mortimer, 1990); sendo definida como qualquer planta que ocorre
onde nao ¢ desejada, ou entdo uma planta sem valor econdmico ou que compete, com o homem,
pelo solo (Silva et al., 2007; Concengo et al., 2014). Em termos simples, uma planta pode ser
considerada daninha se estiver direta ou indiretamente prejudicando determinada atividade humana
(Concengo et al., 2014). Essas pragas co-evoluiram de plantas cultivadas, no entanto elas t€ém um
numero de caracteristicas fisiologicas, agrondmicas e reprodutivas, que as tornam dominantes em
comparacao as outras plantas. Nos agroecossistemas, elas competem com os recursos das espécies
vegetais, reduzem os rendimentos e, deterioram a qualidade da cultura, o que resulta em enormes
perdas financeiras (Kohli et al., 2004; Tanveer et al., 2012).

No Brasil, algumas espécies daninhas sdao documentadas como sendo resistentes aos
herbicidas, sdo elas: leiteira ou amendoim-bravo (Euphorbia heterophylla L.), picao-preto (Bidens
pilosa L. e Bidens subalternans L.), papud (Brachiaria plantaginea (Link) Hitchc.), sagitaria
(Sagittaria montevidensis Cham & Schltdl.), capim-arroz (Echinochloa spp.), junquinho (Cyperus
difformis L.), milha (Digitaria spp.) e cuminho (Fimbristylis miliacea (L.) Vahl) (Baratelli, 2006).
Dessas, as espécies mais preocupantes sdo E. heterophylla e Bidens spp. pela abundancia das
infestacdes, com extraordindria capacidade de multiplicagdo e crescimento rapido, e impacto
econdmico na agricultura nacional. Ambas as espécies estdo presentes em aproximadamente 75%
das areas de cultivo de soja na regido do Planalto e do Estado do Rio Grande do Sul (Vidal e
Winkler, 2002).

Souza Filho e Alves (2002) consideram a alelopatia uma alternativa viavel no manejo dessas
plantas daninhas, devido a seu excelente potencial de interagdo e importancia ecoldgica, assim
como a possibilidade de fornecer novas estruturas quimicas para producdo de bioativos que

combatam as pragas € sejam menos danosos ao ambiente. Recentes estudos estdo sendo realizados

30



na tentativa de diminuir o uso de herbicidas comerciais por meio de manejos alternativos de plantas
daninhas, rotagdo de culturas, sistemas adequados de semeadura entre espécies e entre safras,
adubacdo verde, além de sistemas agroecologicos (Kato-Noguchi, 2003; Weston e Mathesius, 2013;
Nebo et al.; 2014).

Das centenas de aleloquimicos ja identificados, somente alguns tém seus modos de agdo
identificados. Muitas destas substancias operam por mecanismos diferentes daqueles dos herbicidas
sintéticos, tornando os produtos naturais uma fonte promissora para novos modelos de herbicidas
(Vyvyan, 2002). Em resumo, alguns destes mecanismos envolvem a sintese de aminodcidos
(glutamina sintetase, aspartato aminotransferase, ornitina carbamiltransferase, B-cistationase), a
sintese de pigmentos (ALA sintetase), as fungcdes da membrana plasmatica (H+ - ATPase, NADH
oxidase), a fotossintese (CF1 ATPase), a sintese de lipideos (AcetilCoA transacilase, 3-oxoacil-
ACP sintase, ceramida sintase) e a sintese de 4cidos nucléicos (RNA polimerase,
adenilsuccinatosintase, AMP desaminase) (Baratelli, 2006).

A sorgoleona e sua forma hidroquinona sdo aleloquimicos exsudados a partir das raizes de
sorgo. Este composto foi o primeiro produto natural isolado com atividade estimulante da
germinagdo (Baratelli, 2006). A atividade fitotoxica da sorgoleona e de seus analogos, pela sua
similaridade com a plastoquinona, se d4 pela inibicdo da evolugcdo do O, ao longo da cadeia
fotossintética. Alguns autores sugerem que a sorgoleona e a atrazina competem pelos mesmos sitios
de ligagdo, e que, além disso, a sorgoleona atue inibindo as reacdes de transporte de elétrons entre
Qa e Qg na por¢do redutora do fotossistema II, mais especificamente na proteina D; (Baratelli,
2006). Entre os monoterpenos com atividade fitotoxica pode-se citar a e B pineno e 1,8-cineol
produzidos pelos géneros Salvia, Amaranthus, Eucalyptus, Artemisia e Pinus (Baratelli, 2006). O
ascaridol é o componente majoritario do 6leo de Chenopodium ambrosioides L., sendo um potente
aleloquimico contra o crescimento de Amaranthus hypocondriacus L. (Jimenez-Osorio et al., 1996).
Varias outras pesquisas também apontam o efeito alelopatico inibitorio das lactonas
sesquiterpénicas sobre o desenvolvimento das plantas daninhas (Macias et al., 2000; Goto et al.,
2001; Belz et al., 2007).

A inibicdo da emergéncia das espécies, muitas vezes se da pela interacdo de vérios
aleloquimicos, e ndo somente pela presenga de uma unica substancia. No solo, os efeitos aditivos ou
sinergisticos dos aleloquimicos podem ter influéncia significativa mesmo em baixas concentracdes.
Quando uma unica substancia ¢ responsavel pelo potencial alelopatico de uma planta, e ¢ isolada e
identificada, pode ser util como modelo para o desenvolvimento de novos bioherbicidas (Inderjit e
Dakshini, 1995; Xuan et al., 2005). Em muitos casos, o composto natural ¢ altamente ativo para um
alvo molecular, mas suas propriedades fisico-quimicas ¢ sua curta meia-vida no ambiente o

impedem de ser um herbicida eficaz. Por exemplo, a sorgoleona, produzida a partir de Sorghum
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spp., ¢ mais ativa in vitro do que a atrazina na inibicdo do PS II, no entanto, na pratica ¢ um
herbicida relativamente fraco (Duke et al., 2000).

A complexidade quimica de muitos metabodlitos secundarios, que frequentemente
apresentam varios centros quirais, ¢ um entrave economico para a producdo em larga escala destes
compostos. Em muitos casos, a atividade desejada ¢ frequentemente perdida ou muito reduzida
quando a molécula ¢ simplificada (Baratelli, 2006). Apesar disso, alguns compostos extraidos de
vegetais superiores, tais como o cineol, as benzoxazinonas, 4dcido quinolinico e as leptospermonas

(Xuan et al., 2005), vém sendo utilizados na agricultura com resultados promissores.

Inseticidas de origem natural

A utilizacdo de plantas como inseticida ¢ uma pratica que vem sendo adotada pelo homem
desde a idade antiga (Vendramim, 1997; Penteado, 1999; Viegas Junior, 2003). Os produtos a base
de plantas, além de terem efeito inseticida comprovado, apresentam uma diversidade de compostos
ativos, 0s quais agem sinergicamente, apresentando caracteristicas atraentes, desalojantes ou
repelentes, entre outras que podem ser empregados em sistemas de manejo integrado de pragas,
como alternativas dirigidas para controle e monitoramento das populacdes de insetos (Navarro-
Silva et al., 2009).

Nas tultimas décadas tem ocorrido um incremento no numero de estudos voltados para a
interacdo quimica inseto—planta, utilizando aleloquimicos vegetais para o controle de pragas
(Fazolin et al., 2002). Tradicionalmente, esse controle ¢ feito com aplicagdes sucessivas de
inseticidas sintéticos, mas o uso continuo desses produtos ¢ indesejavel por varios motivos, entre 0s
quais podem ser citados: o desenvolvimento de resisténcia do inseto a estes produtos; aparecimento
de novas pragas ou ressurgéncia das existentes; desequilibrios biologicos; efeitos prejudiciais ao
homem e inimigos naturais, peixes € outros animais; além dos altos custos que envolvem a sua
utilizacao (Kogan, 1998; Fazolin et al., 2002).

As plantas s3o ricas em substancias que podem ser utilizadas no desenvolvimento de
métodos seguros aplicados no controle de pragas. Os extratos vegetais com atividade inseticida
podem causar diversos efeitos sobre os insetos como repeléncia, inibi¢do de oviposi¢do e da
alimentagdo, alteracdes no sistema hormonal, distirbios no desenvolvimento, deformacdes,
infertilidade e mortalidade nas diversas fases dos insetos (Muthukrishnan e Pushpalatha, 2001;
Sadek, 2003; Knaak e Fiuza, 2010). Segundo Vendramim (1997), as pesquisas com plantas
inseticidas sdo feitas normalmente com dois objetivos: a descoberta de novas moléculas que
permitam a formulagdo de produtos sintéticos ou a obten¢do de inseticidas botanicos naturais para
uso direto no controle de pragas. Dentre os inseticidas botanicos encontrados no mercado

internacional estdo aqueles derivados da rotenona, piretrina e azadiractina, € nos mercados locais,
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produtos de nicotina e rianodina (Isman, 1997). Outros produtos a base de eucalipto e citronela
também sao encontrados e comercializados para controle de insetos (Xavier, 2009).

O inseticida botinico rotenona ¢ um composto natural presente na planta Lonchocarpus spp.
e Derris spp. (Leguminosae) encontradas na América do Sul e Asia, respectivamente (Isman, 2006).
Além dessas plantas, a rotenona também pode ser encontrada em diversas outras leguminosas
tropicais. Os compostos resultantes da extracdo da raiz da planta s3o conhecidos como rotenoides.
Estes causam efeitos toxicos inicialmente nos musculos e nervos, cessando rapidamente a
alimenta¢cdo dos insetos e causam a morte desses algumas horas ou dias apds a exposicdo. Seu
modo de agdo ¢ caracterizado pela sua potente inibi¢ao da respiragdo celular bloqueando a cadeia de
transporte de elétrons nas mitocondrias (Klaassen e Watkins, 2003; Oikada et al., 2003). A rotenona
¢ considerada um inseticida e acaricida de largo espectro de acdo, sendo usada contra lagartas,
besouros, pulgas, pulgdes, formigas, cigarrinhas, moscas, cochonilhas e acaros (Xavier, 2009).

O oleo de nim, extraido das sementes da arvore Azadirachta indica A. Juss. (Meliaceae),
apresenta diversos compostos com atividade bioldgica, sendo o principal a azadiractina (Niir Board,
2004; Esparza-Diaz et al., 2010; Brasil, 2013). Essa substancia causa diversos efeitos nos insetos,
como a¢do deterrente, antiovopositora, reducdo da aptiddo fisica do inseto, regulacdo na
alimentagdo, no crescimento e na fecundidade (Mordue e Blackwell, 1993; Brasil, 2013). Devido a
alta atividade biologica da azadiractina, A. indica ¢ considerada atualmente a mais importante
planta inseticida em todo mundo e a sua atividade inseticida ja foi referida para mais de 400
espécies de insetos, das quais mais de 100 ocorrem no Brasil (Penteado, 1999; Xavier, 2009). O
extrato das sementes de nim, na forma do produto comercial Natuneem e outros produtos sao
utilizados no controle de moscas-brancas, tripes, cochonilhas, lagartas ¢ besouros (Martinez e
Emden, 2001).

O ¢leo essencial de eucalipto tem o eucaliptol como seu principal constituinte, sendo a
concentragdo dessa substancia bastante variavel entre as espécies de eucalipto (Chagas et al., 2002).
Diversas propriedades terapéuticas ja foram atribuidas ao género Eucalyptus, dentre estas, a
atividade larvicida sobre culicideos (Nathan, 2006; Cheng et al., 2008), inseticida sobre coledpteros
(Brito et al., 2006), além da agdo repelente sobre Phlebotomus papatasi (Yaghoobi-Ershadi et al.,
2006). No Brasil, as principais espécies de eucaliptos que tem seus 6leos essenciais comercializados
sdo: Eucalyptus staigeriana F. Muell. ex F.M. Bailey, Eucalyptus citriodora Hook. e Eucalyptus
globulus Labill. (Vitti e Brito, 2003).

A citronela ¢ um Oleo extraido de plantas do género Cymbopogon spp. (Poaceae). Estas
plantas aromaticas ficaram bem conhecidas por fornecer matéria-prima (6leo essencial) para
fabricacdo de repelentes contra insetos. O 6leo de citronela ¢ rico em citronellal, geraniol e

limoneno (Raja et al.,, 2001; Agnolin et al., 2010) e, as plantas que se destacam ¢ o “capim
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citronela” (Cymbopogon nardus (L.) Rendle e Cymbopogon winterianus Jowitt ex Bor) (Saito,
2004). O efeito repelente e inseticida de C. winterianus tem sido relatado no Brasil também para a
lagarta-do-cartucho do milho, Spodoptera frugiperda (Labinas e Crocomo, 2002).

No entanto, novas substancias sdo necessarias para o efetivo controle de pragas, oferecendo
maior seguranga, seletividade, biodegradabilidade, viabilidade economica e aplicabilidade em
programas integrados de controle de insetos (Viegas Junior, 2003). A busca de novos produtos
naturais com atividade inseticida ¢ um caminho promissor, ja que as fitotoxinas oferecem uma
ampla gama de novos sitios de a¢do nos organismos alvo e, estes constituem uma alternativa ao

desenvolvimento de bioinseticidas (Knaak e Fiuza, 2010).

Alelopatia no Cerrado

O Cerrado ¢ um dominio fitogeografico que inclui o cerrado sensu lato (complexo de
biomas formado por: campo topical, savanas ou cerrado strictu sensu e floresta estacional), floresta
ripicola, campo ripicola, floresta estacional semidecidua, floresta estacional decidua, campo tmido,
entre outros (Batalha, 2011). Campos tropicais sdo formagdes tropicais em que o estrato herbaceo ¢
continuo, com pequenos arbustos em baixas densidades (Woodward, 2008). Segundo a classificacao
fisiondmica de Coutinho (1978), no bioma de campo tropical pode ser incluido o campo limpo. Ja
as savanas sao formacdes tropicais em que o estrato herbadceo ¢ quase continuo, interrompido
apenas por arbustos e arvores em densidades varidveis, e em que os principais padrdes de
crescimento estdo associados as estacdes umidas e secas alternantes (Bourliére e Hadley, 1983). No
bioma de savana, portanto, pode ser incluido o campo sujo, o campo cerrado ¢ o cerrado sensu
stricto. Florestas estacionais sao formagdes em que predominam arvores de maior porte, cujas copas
formam um dossel e cujos principais padroes de crescimento também estdo associados as estagoes
umidas e secas alternantes (Woodward, 2008), neste bioma de floresta estacional estd incluido o
cerraddo (Batalha, 2011).

Assim, de acordo com Batalha (2011), podemos usar a palavra “cerrado” em trés sentidos:
1) Cerrado, com a inicial maitscula, quando estivermos nos referindo ao dominio fitogeografico do
Cerrado, incluindo nio s6 o cerrado sensu lato, mas também os outros tipos vegetacionais que ali se
encontram; 2) cerrado sensu lato ou simplesmente cerrado, quando estivermos nos referindo ao
cerrado enquanto tipo vegetacional, isto ¢, do campo limpo ao cerradao — aqui ha um complexo de
biomas, bioma dos campos tropicais, das savanas e das florestas estacionais; e 3) cerrado sensu
stricto, quando estivermos nos referindo a uma das fisionomias savanicas do cerrado sensu lato. E

importante usarmos tais termos de forma precisa e acurada para definir aquilo que se pretende
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estudar e conservar nesse complexo de biomas, toda a biodiversidade que compde o cerrado
(Batalha, 2011).

Segundo Sano et al. (2008), estes sdo os biomas mais fragmentados do Brasil. Sua area total
original era de 204,7 milhdes de hectares (IBGE, 2004), a segunda maior do pais, perdendo apenas
para os biomas da Amazonia (Klink e Machado 2005; Forzza et al., 2010; Novaes et al., 2013a). O
dominio Cerrado se desenvolveu em solos antigos, profundos, hidratados por aquiferos, acidos e
pobres em nutrientes, mas com elevado conteudo de aluminio (Haridasan, 2001). Apesar do
Cerrado ser um hotspot mundial (Myers et al., 2000), com 44% das espécies vegetais endémicas, € a
savana tropical mais rica do mundo (Klink e Machado, 2005). Atualmente, as principais pressdes da
agricultura sobre o Cerrado s3o a pecuaria ¢ as monoculturas de soja, sendo responsaveis por
desmatamentos ainda maiores que os observados na Amazonia (Klink e Machado 2005).

Além das consequéncias da fragmentagdo, embora o Cerrado ser adaptado ao fogo, os
regimes de queima de pastagens e da cana-de-actcar na época seca resultaram em grandes
problemas com a lixiviagdo, compactagdo e erosao do solo. O fogo facilita a invasdo de espécies
exdticas altamente competitivas, principalmente de gramineas africanas, as quais produzem grande
quantidade de biomassa, que quando seca no inverno, favorece novos incéndios (Klink e Machado
2005, Carmo et al. 2011). Essas caracteristicas agravam as interacdes ecoldgicas entre as espécies
vegetais e destas com os fatores abidticos, tornando este dominio fitogeografico uma importante
fonte de estudo do ponto de vista alelopatico (Oliveira et al., 2004; Grisi et al., 2013).

Pesquisas com espécies oriundas do Cerrado tém mostrado que extratos de diferentes partes
vegetais apresentam acdo fitotoxica no desenvolvimento e no crescimento de plantas alvo (Gatti et
al., 2010; Imatomi et al., 2013; Anese et al., 2014). Em estudos realizados com extratos aquosos das
folhas de Drimys brasiliensis Miers foi possivel observar inibi¢do tanto na germinacdo como no
crescimento das plantulas de gergelim (Anese et al., 2014). Imatomi et al. (2013) constataram
efeitos fitotoxicos de algumas espécies da familia Myrtaceae sobre a germinagdo e desenvolvimento
inicial de alface, cebola e tomate. Em Aristolochia esperanzae Kuntze (papo-de-peru) foi observado
que extratos aquosos de diversas partes desta planta causaram alteragdes na germinagao € no
crescimento das plantulas de gergelim (Gatti et al., 2010). Tais resultados mostram o potencial das
espécies do Cerrado como fontes de substancias quimicas, abrindo frentes de estudo para os efeitos

alelopaticos tanto em nivel de relagdes ecofisioldgicas como em sistemas agricolas.

Familia Sapindaceae

A familia Sapindaceae esta incluida na ordem Sapindales (Eudicotiledoneas), juntamente

com mais oito familias: Anacardiaceae, Biebersteiniaceae, Burseraceae, Kirkiaceae, Nitrariaceae
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(incluindo Peganaceae e Tetradiclidaceae), Rutaceae, Meliaceae ¢ Simaroubaceae (APG III, 2009,
Judd et al., 2009), possui 471 géneros e 6070 espécies (Stevens, 2011), sendo uma das maiores
ordens de angiospermas em termos de numeros de géneros e espécies (Gadek et al., 1996). A
familia Sapindaceae compreende ca. 1756 espécies e 136 géneros. No Brasil estd representada por
25 géneros e ca. 411 espécies, sendo 187 endémicas (Joly, 2005; Forzza et al., 2010). Possui uma
distribuicao predominantemente pantropical com ocorréncia de alguns tdxons em areas temperadas
(Buerki et al., 2009), podendo ser encontrada em diversos ambientes e tipos vegetacionais. Seu
maior género ¢ Serjania Mill. (220 spp.) seguido de Paullinia L. (150 spp.), Acer (110 spp.) e
Allophylus (100 spp.) (Joly, 2005; Judd et al., 2009).

A familia Sapindaceae ¢ constituida por representantes que se apresentam com diferentes
formas de vida, englobando desde as trepadeiras, como em Serjania e Paullinia, até arvores de
grande porte, como em Talisia Aubl. e Cupania L. (Guarim Neto, 2000; Judd et al., 2009). O
potencial economico das espécies dessa familia ¢ altamente significativo. Em um trabalho
etnobotanico, Guarim-Neto et al. (2000), catalogaram 52 espécies distribuidas em 17 géneros,
compilando dados da sua utilizagdo e evidenciando a importancia econdmica para as populagdes
humanas. Entre os representantes podem ser citados o guarana (Paullinia cupana Kunth), a lichia
(Litchi chinensis Sonn.), a pitomba (7alisia esculenta (A. St.-Hil.) Radlk.), e o rambotao
(Nephelium lappaceum L.) com frutos comestiveis (Souza e Lorenzi, 2005, Buerki et al., 2009);
enquanto, o fruto de Sapindus saponaria L. (sabao-de-soldado) pode ser usado como sabao natural
devido a presenca de saponinas (Souza e Lorenzi, 2005, Judd et al., 2009).

Diversos estudos tém demonstrado que essa familia ¢ uma fonte rica de fitoquimicos, como
isoprendides e polifenois (Hegnauer, 1973), saponinas (Voutgnne et al., 2002), triterpenos (Chavez
e Delgado, 1994), diterpenos (Ortega et al., 2001), flavondides (Mahmoud et al., 2001), lectinas
(Freire et al., 2002) e hidrogéis (Gorin et al., 1996). Esses compostos proporcionam varias
propriedades e atividades farmacologicas, das quais se destacam: estimulantes, antioxidantes, anti-
inflamatorias e anti-diabéticos (Sofidiya et al., 2008; Simpson et al., 2010; Veeramani et al., 2010;

Muthukumran et al., 2011).

Sapindus saponaria L.

Sapindus saponaria (Figura 1), pertencente a familia Sapindaceae, conhecida popularmente
por saboneteiro, sabdo-de-macaco, jequitinhacu, fruta-de-sabdo e sabao-de-soldado, ¢ uma arvore
nativa, pioneira, perenifolia ou semidecidua, heliofita, de médio porte (at¢ 8m), utilizada em
paisagismo e em modelos de recuperagdo de areas degradadas, em margens de rios (Albiero, 2001).

No Brasil, ocorre desde o Pard até o Rio Grande do Sul, com distribui¢do regular nos estados das
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regides Norte, Nordeste e Centro Oeste. Encontra-se habitualmente em locais imidos, nas florestas
pluvial e semidecidua. Apresenta copa densa e perfeitamente globosa. As folhas sdo compostas
imparipenadas com sete foliolos glabros de 10- 16cm de comprimento por 3-4 cm de largura. Suas
flores sdo brancas, dispostas em paniculas. Os frutos sdo multiglobosos (Figura 1), amarelados
quando maduros e com sementes globulosas ndo ariladas, pretas e duras. A dispersdo ¢ barocorica e
zoocdrica por morcegos frugivoros (Lorenzi, 2002).

A espécie ¢ conhecida ndo apenas pela utilizacdo da madeira, mas também pela presenca de
saponinas, um surfactante natural encontrado nas sementes e nos frutos. A madeira ¢
moderadamente pesada, dura, compacta, de baixa durabilidade natural, sendo empregada na
construgdo civil. Os seus frutos sao utilizados pela populagdo como sabao, no banho e no combate a
ulceras, feridas na pele e inflamagdes (Albiero et al., 2001; Pelegrini, et al., 2008). As sementes, por
conterem O6leo, tém sido utilizadas como inseticidas (Guarim Neto et al., 2000; Porras e Lopez-
Avila, 2009). Além das saponinas, os principais compostos encontrados no género Sapindus sdo
flavonoides, triterpenos, esterdides e glicosideos (Pelegrini et al., 2008). O estudo realizado por
Murgu e Rodrigues-Filho (2006) levou ao isolamento de duas principais classes de substancias
presentes nos frutos de S. saponaria: saponinas e oligoglicosideos de sesquiterpenos aciclicos

(OGSA) (Figura 2), ambas em quantidade bastante elevada.

Figura 1. Sapindus saponaria e seus respectivos frutos (Grisi, 2010).

As saponinas compreendem um vasto grupo de glicosideos, amplamente distribuido em todo
reino vegetal. Geralmente, sdo soluveis em agua e formam espuma devido a presenga de grupos

funcionais lipofilicos e agiicares. Com base em suas agliconas, as saponinas podem ser classificadas
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em dois grupos: esteroidais ou triterpénicas (Santos, 2006). Saponinas esteroidais sdo normalmente
encontradas em monocotiledoneas, principalmente nas familias Liliaceae, Dioscoreaceae e
Agavaceae, ja as triterpénicas ocorrem em eudicotiledoneas, nas familias Sapindaceae, Sapotaceae,
Polygalaceae, Cariofiyllaceae e outras (Sparg et al., 2004). As saponinas, em geral, apresentam
massa molecular elevada, de 600 a 2000 g mol', e normalmente ocorrem em misturas complexas
devido a presenga concomitante de estruturas com numero variado de aglicares e grupos acetatos ou

ainda devido a presenca de diversas agliconas (Simdes et al., 2003; Santos, 2000).
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Figura 2. Estrutura da saponina ¢ do OGSA isolados dos frutos de Sapindus saponaria (Murgu e
Rodrigues Filho, 2006).

Saponinas sdo amplamente utilizadas na medicina, alimentagdo e higiene. A principal
atividade dessas substancias ¢ a agdo sobre membranas celulares, alterando sua permeabilidade ou
causando a destruicdo das células (Santos, 2006). Essas substancias possuem atividades bioldgicas
diversas como a¢do moluscicida, piscicida, anti-inflamatoria, analgésica, expectorante, antioxidante,
antiviral, antibacteriana, antifungica (Sparg et al., 2004; Tsuzuki et al., 2007) e propriedades

reguladoras do crescimento de plantas (Ohara e Ohira, 2003). As saponinas esteroidais sdo ainda
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essenciais na fabrica¢do de contraceptivos orais e outros hormonios (Marston e Hostettmann, 1995).
Uma das teorias mais aceita para explicar a alta concentragdo de saponinas em muitas espécies de
plantas ¢ que estas funcionariam como prote¢do ao ataque de patdgenos, sejam estes fungos,
bactérias ou virus (Sparg et al., 2004).

Os oligoglicosideos sesquiterpénicos aciclicos (OGSA) (Figura 2), como o préprio nome
sugere, sdao glicosideos formados por uma ou mais cadeia(s) de agucar(es) e uma unidade
sesquiterpénica. Essa classe de compostos possui como caracteristica massa molecular elevada,
normalmente acima de 1000 g mol” (Santos, 2006). Poucas atividades bioldgicas sdo atribuidas a
esses compostos, no entanto atuam como surfactantes naturais e agentes expectorante,
principalmente em culturas orientais (Wong et al., 1991 e Sun et al., 2002).

Apesar das plantas de S. saponaria se destacarem por ser uma boa fonte de saponinas
bioativas, ha uma falta de estudos detalhados sobre sua composicdo quimica e suas atividades
bioldgicas (Tsuzuki et al., 2007; Pelegrini et al., 2008), uma vez que estas tém sido concentradas,

especificamente, em propriedades farmacolégicas.

Serjania lethalis A. St.-Hil.

Serjania lethalis A. St.-Hil. (Sapindaceae), comumente chamada de cipo-timbo ou mata-
fome (Figura 3), ¢ uma liana de caule triangular, ramos cilindricos ou pouco triangulares; corpos
lenhosos compostos, com folhas biternadas, medindo até 27 cm de comprimento e pecioladas; seus
foliolos sdo lanceolado-eliticos, quase sésseis, obtusos, também acuminados, de base e apice
estreitos, integros ou com um a trés dentes, os quais sdo glabros e coridceos. As inflorescéncias se
apresentam em tirsos solitarios ou reunidos em pequenas paniculas apicais. Suas flores sao alvas e
pequenas. O calice possui sépalas lanuginosas. Os frutos sdo cordado-triangulares, medindo até 3
cm de comprimento e as sementes sdo subglobosas (Guarim-Neto e Santana, 2000). A espécie S.
lethalis ¢ uma planta nativa no Brasil e encontrada em todas as regidoes: Norte (AP, AM, AC),
Nordeste (PI, CE, PE, BA), Centro-Oeste (MT, GO, DF, MS), Sudeste (MG, SP, RJ) e Sul (PR,
SC), sendo assim associada aos varios biomas, como Amazodnia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica
e Pantanal (Guarim Neto ¢ Santana 2000; Forzza et al., 2010).

O cip6-timbd ¢ tradicionalmente utilizado contra inflamagdes, doencas infecciosas e
cutaneas, tais como ulcera, diarréia, febre e malaria (Cruz, 1979; Napolitano et al., 2005). A espécie
¢ também conhecida pela sua acdo piscicida (Balbach, 1963), larvicida (Rodrigues et al., 2006),
anti-bacteriana (Lima et al., 2006) e antiinflamatéria (Napolitano et al., 2005). Além disso, estudos
recentes constataram que os extratos aquosos e etandlicos de folhas de S. lethalis podem apresentar

substancias com propriedades fitotoxicas, por inibirem o desenvolvimento de algumas espécies alvo
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(Pereira et al., 2014; Pereira et al.,, 2015). Dessa maneira, embora se conheca a composicao
fitoquimica de S. lethalis e, seus efeitos como propriedades farmacoldgicas, poucos trabalhos

examinaram o potencial fitotoxico da espécie.

Figura 3. Serjania lethalis encontrada na area de reserva de cerrado “sensu strictu” da Universidade

Federal de Sao Carlos (Pereira, 2014) e suas respectivas folhas.

Objetivos

Tendo em vista a importancia que representa o uso de extratos botanicos dentro do manejo
integrado de pragas e o interesse de se conhecer as diferentes atividades bioldgicas das espécies da
familia Sapindaceae, o objetivo do trabalho consistiu em ampliar o conhecimento sobre
fitotoxicidade de S. saponaria e S. lethalis. Para isso levantaram-se as seguintes questoes:

(1) Os extratos de folhas e caules/cascas do caule de S. lethalis e S. saponaria poderiam
interferir no processo de germinacdo dos didsporos e crescimento das plantulas de gergelim
(Sesamum indicum L.), rabanete (Raphanus sativus L.) e trigo (Triticum aestivum L.)?

(2) Além disso, esses extratos poderiam afetar o desenvolvimento do amendoim-bravo
(Euphorbia heterophylla L.) e capim-arroz (Echinochloa crus-galli (L.) P. Beauv.), possibilitando,
assim, a busca por um composto que controle estas espécies daninhas?

(3) Os extratos fracionados de S. saponaria poderiam apresentar atividade inseticida sobre a
mortalidade de adultos e ninfas de Toxoptera citricidus Kirkaldy (Homoptera: Aphididae)?

(4) Dentre os extratos ativos, qual o mais promissor para se iniciar uma bioprospec¢ao,

permitindo isolar e identificar os compostos presentes?
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CAPITULO I

Influéncia de extratos aquosos de folha e caule de Serjania lethalis A.

St.-Hil. sobre diasporos e plantulas de diferentes espécies cultivadas
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RESUMO - Serjania lethalis A. St.-Hil. ¢ uma liana abundante em 4reas de cerrado e devido ao
seu habito e distribuicdo ¢ uma espécie que interfere no crescimento de outras espécies arboreas e
arbustivas. Com o intuito de ampliar o conhecimento sobre as estratégias de domindncia dessa
espécie, o objetivo deste trabalho foi avaliar e quantificar o potencial fitotoxico de S. lethalis em
funcdo de diferentes 6rgaos da planta. O efeito dos extratos aquosos de folha e caule foi avaliado
sobre a germinagdo de didsporos e crescimento de plantulas de gergelim (Sesamum indicum L.),
rabanete (Raphanus sativus L.) e trigo (Triticum aestivum L.). O extrato aquoso foi preparado na
propor¢do de 100 g de material vegetal para 1000 mL de agua destilada, produzindo-se uma
maceragdo de 10% (m/v). A partir deste, foram feitas diluicdes em agua destilada para 7,5; 5,0 e
2,5%. Os diasporos e plantulas de rabanete e gergelim foram mais afetados pelo extrato foliar,
enquanto o trigo pelo extrato caulinar. As principais anomalias foram registradas no sistema
radicular das espécies alvo e os extratos reduziram em mais de 50% o tamanho das células do
metaxilema das raizes de gergelim. As espécies alvo responderam de maneira distinta aos extratos,
sendo que para todas as varidveis analisadas as espécies de eudicotiledoneas (rabanete e gergelim)
foram mais sensiveis do que a monocotiledonea (trigo); exceto para parte aérea das plantulas de
trigo, na qual foram registradas as maiores reducdes de crescimento. Portanto S. lethalis pode inibir
a germinagdo e o crescimento de outras plantas no ambiente, o que forneceria uma vantagem

competitiva para a espécie e, consequentemente, contribuiria para a sua dominancia.

Palavras-chave: fitotoxicidade, cipd-timbo, gergelim, rabanete, trigo, germinagao, crescimento.
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ABSTRACT - (Influence of aqueous extracts of Serjania lethalis A. St.-Hil. leaf and stem on
diaspores and seedlings of different crop species). Serjania lethalis A. St.-Hil. is an abundant liana
in cerrado areas and due to their habit and distribution is a species that interferes on the growth of
other tree and shrub species. In order to increase knowledge about the dominance strategies of this
species, the aim of this study was to evaluate and quantify the phytotoxic potential of S. lethalis for
different plant organs. The effect of aqueous extracts of leaf and stem was evaluated on diaspore
germination and seedling growth of sesame (Sesamum indicum L.), radish (Raphanus sativus L.),
wheat (Triticum aestivum L.). The aqueous extract was prepared in a proportion of 100 g plant
material dissolved in 1000 mL of distilled water, resulting in 10% maceration. The dilutions were
made with distilled water to 7.5, 5.0 and 2.5%. The diaspores and seedlings of radish and sesame
were more affected by leaf extract, while wheat by stem extract. Main anomalies were observed in
the root system of the target species and the extracts reduced in more than 50% the average size of
the metaxylem cells of the sesame roots. The target species responded differently to the extracts,
and the species of eudicotyledonous (radish and sesame) were more sensitive than the
monocotyledonous (wheat) for all variables analyzed; except for shoots of wheat seedlings, in
which the largest reductions in growth were recorded. Therefore, S. lethalis could inhibit the
germination and growth of other plants in the environment, which would provide a competitive

advantage to the species, and consequently contribute to its dominance.

Keywords: phytotoxicity, cipo-timbo, sesame, radish, wheat, germination, growth.
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1. Introducio

O Cerrado brasileiro ocupa 23% do territorio nacional (Ribeiro e Walter, 2008) e apresenta
grande diversidade de espécies e fitofisionomias (Ribeiro e Walter, 2008; Batalha, 2011). Com uma
degradacdo estimada em 78,7% da paisagem original (Conservation International, 2010; Oliveira,
2011), recentes esfor¢os vém sendo realizados para a manutencdo e conservagdo dessa
biodiversidade. Estudos fitosocioldgicos (Ribeiro et al., 1985; Batalha e Mantovani 2001; Fonseca e
Silva-Janior, 2004; Felfili et al., 2004; Carvalho et al., 2008; Aquino et al., 2014) e ecofisiologicos
(Sassaki et al.; 1999; Dorneles et al., 2005; Mendes-Rodrigues et al., 2011; Dorneles et al., 2013;
Braga Filho et al., 2014) foram realizados em varias regides de Cerrado. Entretanto, a conservagao e
o uso sustentdvel dessas areas dependem ainda de conhecimentos basicos sobre as interagdes
ecoldgicas e a adaptacdo das espécies ocorrentes nesse ecossistema.

A alelopatia ¢ responsavel pelas interagdes interespecificas e intraespecificas, na
estabilizacdo e dindmica da comunidade (Aires, 2005). Os aleloquimicos sdo geralmente compostos
secundarios produzidos pelas plantas e liberados no ambiente por lixiviacdo, volatilizacao,
decomposicdo e exudados da raiz (Inderjit e Dakshini, 1994). Esses compostos podem estar
presentes em todas as partes das plantas, porém sua distribuicdo nao ¢ uniforme, podendo variar em
qualidade e quantidade nos diferentes o6rgaos da planta e ao longo do tempo (Harbone, 1993; Weir
et al., 2004; Taiz e Zeiger, 2010). Os metabdlitos secundarios pertencem a diferentes classes
quimicas (Narwal e Sampietro, 2009), destacando-se trés categorias principais, especificamente
terpenos, compostos fendlicos e alcaldides (Taiz e Zeiger 2010; Gleason 2012; Reigosa et al.,
2013).

A agdo desses aleloquimicos pode ser direta, como as alteragdes celulares e metabdlicas, ou
indireta, incluindo alteragdes sobre os organismos que habitam o solo e tém efeito sobre
propriedades e caracteristicas nutricionais de outras plantas (Reigosa et al., 1999). A acdo fitotdxica
destes compostos sobre a germinacdo e/ou desenvolvimento da planta s3o consequéncias
secundarias de efeitos ocorridos anteriormente a nivel molecular e celular, provocando disturbios
celulares generalizados ¢ que agem em diversos locais de interferéncia (Ferreira ¢ Aquila, 2000;
Narwal e Sampietro, 2009). Quando as sementes sdo expostas aos aleloquimicos, a germinagao
pode ser inibida e, se esta ocorrer, as plantulas podem apresentar crescimento, desenvolvimento ou
metabolismo anormal. Os principais efeitos observados sdo atraso no tempo de germinacgao, atrofia
e espessamento da raiz, redugdo do crescimento radicular e do hipocotilo, reducdo do ntimero de
raizes secundarias e auséncia da raiz primaria (Gatti et al., 2010; Gusman et al., 2011; Grisi et al.,

2012; Silvestre et al., 2013).

57



A familia Sapindaceae abrange 2000 espécies distribuidas entre 140 a 150 géneros,
apresentando vasto potencial econdmico devido as mais diferentes formas de utilizagdo de suas
espécies. Além disso, essa familia ¢ uma fonte rica de isoprendides, polifenodis, saponinas,
triterpenos, diterpenos, flavondides, lectinas e hidrogéis (Gorin et al., 1996; Mahmoud et al., 2001;
Ortega et al., 2001; Freire et al., 2002; Voutgnne et al., 2002; Lima et al., 2006; Pelegrini et al.,
2008). Serjania lethalis A. St.-Hil. (Sapindaceae), comumente chamada de cip6-timbo, ¢ uma liana
abundante no cerrado, com ocorréncia no sudeste e sul do Brasil (Fernandes e Negreiros, 2001). O
cipo-timbo ¢ tradicionalmente utilizado contra inflamagdes, doengas infecciosas e cutaneas, tais
como ulcera, diarréia, febre e malaria (Cruz, 1979; Napolitano et al., 2005) e, também pela sua acao
piscicida (Balbach, 1963), larvicida (Rodrigues et al., 2006) e anti-bacteriana (Lima et al., 2006).
Estudos realizados com extratos etandlicos da folha e caule de S. lethalis revelaram a sua
capacidade de atuar como agente imunomodulador e antiinflamatério (Napolitano et al., 2005).
Embora se conhega a composicdo fitoquimica de S. lethalis e, seus efeitos como propriedades
farmacologicas, poucos trabalhos examinaram o potencial fitotdxico da espécie.

Dessa forma, com o intuito de ampliar o conhecimento sobre as estratégias de dominancia
dessa espécie, o presente trabalho teve como objetivo avaliar e quantificar o potencial fitotoxico de
S. lethalis em funcdo de diferentes 6rgdos da planta, utilizando bioensaios de germinagdo e

crescimento de plantulas de espécies cultivadas em laboratério.

2. Material e Métodos

2.1. Preparacao dos extratos

Folhas maduras (coloracdo verde-escura e textura coridcea) e caules de S. lethalis foram
coletadas na area de reserva de cerrado “senso strictu” pertencente a Universidade Federal de Sao
Carlos (UFSCar), no municipio de Sio Carlos-SP (21°58 a22°00 S e 47°51 a 47°52 W), em maio
de 2011. Um exemplar da espécie foi depositado no Herbario do Departamento de Botanica da
Universidade Federal de Sao Carlos, com o voucher HUFSCar 8340. A regido ¢ caracterizada pelo
tipo climatico Aw, segundo o sistema de classificagdo de Koppen (1948), considerado tropical
umido com inverno seco (abril a setembro) e verdo chuvoso (outubro a margo). A vegetagdo ¢é
caracterizada por um estrato lenhoso formado por arvores e arbustos que se projetam acima de um
estrato herbaceo bem definido (Ribeiro e Walter, 2008).

Apos a coleta, as folhas e caules foram secos em estufa de circulagdo for¢ada de ar, a 40 °C,
durante 72 h, e trituradas em moinho industrial (Mesh 14). Posteriormente, o material foi pesado,

embalado a vdcuo em sacos plasticos e armazenado sob temperatura ambiente (25 °C), até a
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realizacdo dos experimentos. O extrato aquoso bruto foi preparado a partir da mistura do material
vegetal seco (p6) com agua destilada em concentracdo de 10% de massa/volume (g/mL). O extrato
permaneceu em repouso, no escuro, durante 12 h a 4 °C e em seguida foi filtrado a véacuo,
utilizando-se uma bomba elétrica acoplada a um funil de Buckner forrado internamente com papel
de filtro (Gatti et al., 2004). O extrato resultante foi recolhido em um béquer e, a partir dele, foram

feitas diluigdes com agua destilada para 7,5; 5,0 e 2,5%.

2.2. Potencial osmético e pH dos extratos

O pH dos extratos foi medido com o peagametro Analion, modelo PM608, e a concentracao
molar, com o osmdémetro automatico (pLOsmotte, modelo 5004), calculando-se posteriormente o
potencial osmotico dos extratos de folhas e caules na maior concentragdo (10%).

Os valores da concentracdo molar foram convertidos para pressao osmética (25 °C) pela
conversao de mOsm/Kg para MPa, segundo a equagao 1.1 citada por Larcher (2004):

10sm/Kg = 0,00832 x Tps, (eq. 1.1)
onde:
Taps: temperatura absoluta, expressa em graus Kelvin.

Para avaliar o efeito osmotico dos extratos obtidos, foi realizado bioensaios de germinagao e
crescimento com diasporos de gergelim, rabanete e trigo em solugdes de polietilenoglicol 6000
(PEG 6000) a -0,10; -0,20 e -0,25 MPa, além do controle (0 MPa), segundo recomendagdes de
Villela et al. (1991). O experimento foi realizado utilizando-se a mesma metodologia descrita para

os bioensaios de germinacao e crescimento.

2.3. Bioensaio de germinacao

As quatro concentragdes obtidas a partir do extrato aquoso de folhas e caules de S. lethalis
foram aplicadas nos diasporos de gergelim (Sesamum indicum, Pedaliaceae), rabanete (Raphanus
sativus, variedade Vip Crimson, Brassicaceae) e trigo (Triticum aestivum, cultivar BRS 264,
Poaceae).

O bioensaio de germinagao foi conduzido em placas de Petri de 9,0 cm de didmetro forradas
com duas folhas de papel de filtro umedecidas com 5 mL do extrato ou agua destilada (tratamento
controle). Cada placa foi coberta por uma pelicula de plastico transparente, para evitar evaporagao,
sendo tampadas. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, utilizando-se quatro
repeti¢des de 30 diasporos. O experimento foi instalado em camara de germinagdo (B.O.D.) a 25 °C

para os didsporos de rabanete (Borella et al., 2012) e trigo (Silva et al., 2008) e, a 28 °C para as
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sementes de gergelim (Gatti et al., 2010), sob fotoperiodo de 12 h. As leituras foram realizadas a
cada 12 h, durante os sete primeiros dias, € em intervalos de 24 h, até a estabilizagdo da germinagao,
adotando-se a protrusdo de qualquer parte do embrido como critério de germinacdo (Labouriau,
1983).

Foram avaliadas as medidas de germinabilidade, tempo médio de germinacao, velocidade
média de germinacdo, velocidade de germinacdo de Maguire, incerteza e sincronia (Ranal e
Santana, 2006), cujas expressdes matematicas seguem abaixo:

a) germinabilidade ou porcentagem de germinacao (G), expressa pela equacio 1.2:
n
G =L 100, (eq. 1.2)
n

onde:
n;. numero de didsporos que germinam no tempo #;;

n: numero total de didsporos.

b) tempo médio de germinacio (Z ), calculado pela expressao proposta por Labouriau (1983):

= 2 , (eq. 1.3)

em que:
t;: tempo entre o inicio do experimento e a iésima observacao (horas);
n;: numero de didsporos que germinam no tempo ¢;;

k : Gltimo tempo de germinagao dos didsporos.

¢) velocidade média de germinacao (\_z ) (Labouriau, 1983), calculada como:

, (eq. 1.4)

y =

~ || —

onde:

‘: tempo médio de germinagao.

d) velocidade de germinacio (V'G), proposta por Maguire (1962), ¢ uma ferramenta para avaliar o
vigor das sementes, cuja expressdo matematica que associa numero de didsporos germinados e
tempo ¢ dada por:

numero de didsporos germinados A numero de didsporos germinados

VG =
dias até a primeira contagem dias até a ultima contagem

(eq. 1.5)
e) incerteza (/), proposta por Labouriau e Valadares (1976) para analisar a incerteza associada a

distribuicdo da freqii€ncia relativa de germinagao como,
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K
==Y flog, [, (eq. 1.6)
i=1

k
Sendo f; = n,./Zni, onde:

i=l
[ freqiiéncia relativa de germinagao;
n;: numero de didsporos germinados no dia i;
k: ultimo dia de observagao.

f) sincronia (Z) do processo de germinagao (Ranal e Santana, 2006), calculada pela expressao:

Z=%C,,/N, (eq. 1.7)

Sendo, C, , = n,(n,=1)/2 e N=>"n,(> n,~1)/2, onde:
C, ,: combinagdo de didsporos germinados no tempo Z, dois a dois;

n;: numero de diasporos germinados no tempo i.

O termo diasporo foi utilizado ao longo do texto para designar todos os tipos de unidades de
dispersdo estudadas. Quando o trigo foi referido, utilizou-se o nome especifico de seu didsporo, no
caso, uma cariopse. O termo semente foi utilizado para a unidade de dispersdo de gergelim e

rabanete.
2.4. Bioensaio de crescimento de plantulas

Na andlise de crescimento de plantulas de gergelim, rabanete e trigo, as unidades de
dispersdo foram previamente germinadas em agua destilada. Plantulas com 3 mm de raiz primaria
foram transferidas para caixas de pléstico transparente (15 x 10 x 5 cm), contendo como substrato
duas folhas de papel de filtro umedecido com 8 mL de dgua destilada (controle) ou extratos de
folhas e caules, nas mesmas concentragdes adotadas para o teste de germinagao.

As caixas foram tampadas e mantidas em B.O.D. a 25 °C para os diasporos de rabanete e
trigo e, a 28 °C para as sementes de gergelim, sob fotoperiodo de 12 h. Utilizaram-se quatro
repeticdes de 10 plantulas, em delineamento experimental inteiramente casualizado. Apds sete dias
do transplantio, foram avaliados o comprimento inicial das plantulas e a presen¢a de anomalias. O
comprimento da parte aérea (do colo até o meristema caulinar) e da raiz primdria (do colo até o
meristema radicular) foi medido com auxilio de um paquimetro digital. As plantulas foram
classificadas em normais e anormais, de acordo com as especificagdes de Brasil (2009), sendo

consideradas anormais aquelas que ndo mostraram potencial para continuar o seu desenvolvimento,
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com o sistema radicular ou a parte aérea apodrecidos, necrosados, ausentes ou totalmente

atrofiados.

2.5. Estudo anatomico de raizes (células do metaxilema)

Plantulas de gergelim cresceram em solugdes do controle e do extrato aquoso de folhas e
caules de S. lethalis, nas mesmas condi¢des adotadas para o bioensaio de crescimento. Decorrido
quatro dias, as plantulas foram retiradas das caixas e, com auxilio de um estilete, o segmento da raiz
primaria foi removido e imerso em alcool 70% (v/v) (Gatti et al., 2010).

A coloragao foi realizada de acordo com o método de Fuchs modificado (Kraus e Arduin,
1997). As raizes ficaram imersas em alcool (70%), durante cinco dias, e depois colocadas em
solu¢do de soda catistica (NaOH a 25%) a 60 °C, durante 48 h, periodo em que foi observado a
clarificagdo do material.

Em seguida, o material clarificado foi colocado em um recipiente contendo safranina
(C20H19N4C) e soda caustica (NaOH a 10%), e transferido para estufa, a 60 °C, por 24 h. Apds a
coloracdo, a raiz foi fixada em laminas de vidro com xarope Apathy para observacdo em
microscopio optico (Olympus-BX41), acoplado com camara fotografica (Sony CCD-IRIS). Foram
utilizadas quatro repeticdes de raizes primdrias crescidas em diferentes concentragdes dos extratos e
no controle. De cada raiz foi fotogratado 50% de seu comprimento total, da regido central em
direc@o ao colo (Gatti et al., 2010), no aumento de 20 vezes. A partir dessas fotos, foram medidas

até 15 células centrais do metaxilema, utilizando-se o programa Image Pro-Plus 5.0.

2.6. Analise estatistica

Os dados obtidos para cada uma das caracteristicas avaliadas foram submetidos aos testes de
normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade (Levene). Quando essas duas pressuposi¢oes foram
atendidas, foi aplicada a andlise de variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey a 0,05 de
significancia. A falta de normalidade ou homogeneidade (ou ambas) levou a realizacdo dos testes
ndo-paramétricos, Kruskal-Wallis seguido de Dunn para comparagdes binarias, a 0,05 de
significancia.

Procedeu-se a regressdao linear ou quadratica, quando o resultado da ANOVA foi
significativo. A qualidade do ajuste dos modelos foi aferida pelo coeficiente de determinagdo (R%);
porém, em situagdes onde ndo foi possivel o ajuste dos modelos (R? inferior a 70%), os valores

foram inseridos em uma tabela, sem representacdo grafica. As varidveis que nao apresentaram
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diferengas significativas entre os tratamentos foram representadas nas figuras com os valores
médios e seus respectivos desvios padrao.

Para comparacao dos efeitos ocasionados pelos diferentes 6rgaos de S. lethalis, foi realizada
a analise conjunta para as caracteristicas em que a razao entre 0 maior € o menor quadrado médio
residual ndo foi superior a sete (Pimentel-Gomes, 1990). As andlises estatisticas foram realizadas

utilizando-se o programa Sisvar® (Ferreira, 2003) e SPSS 16.0.

3. Resultados

3.1. Bioensaios de germinacéo e crescimento de plantulas

O extrato aquoso das folhas de S. lethalis apresentou potencial fitotoxico, inibindo,
principalmente, o processo de germinagdo das sementes de rabanete. A germinabilidade dos
diasporos de trigo, gergelim e rabanete sofreram reducdo linear de 0,83; 1,26 e 9,16%,
respectivamente, para cada adicdo de 0,01 g mL™ de extrato foliar. O extrato aumentou linearmente
o tempo médio de germinagdo e, em contrapartida, promoveu decréscimo linear na velocidade de
germinagdo de Maguire (0,55 h e 0,0171 cariopses h™' para trigo; 2,65 h e 0,094 sementes h™' para
gergelim e, 4,51 h e 0,1194 sementes h”' para rabanete, para cada 0,01 g mL"' de extrato
adicionado). Para as sementes de gergelim, a incerteza sofreu aumento linear de 0,1072 bits,
enquanto a sincronia foi reduzida linearmente em 0,0234 para cada adigdo de 0,01 g mL™' de extrato
foliar. A incerteza e a sincronia do processo de germinacdo das sementes de rabanete atingiram seus
valores maximo (2,48) e minimo (0,0893 bits) nas concentragdes estimadas de 5,1 e 7,9%,
respectivamente (Figura 1).

O extrato aquoso do caule de S. lethalis também exerceu efeito inibitorio significativo no
processo de germinagdo das espécies cultivadas. Na avaliacdo da germinabilidade, a espécie alvo
menos sensivel foi o trigo, sendo que o extrato caulinar interferiu apenas no tempo e na velocidade
de germinagdo dessas cariopses (Figura 2 e Tabela 1). Para as sementes de gergelim, houve
decréscimo linear na germinabilidade, na velocidade média e na velocidade de germinacdo de
Maguire (0,90%; 0,0021 h™ e 0,079 sementes h™' para cada adi¢io de 0,01 g mL™ de extrato),
enquanto o tempo médio de germinagdo e a incerteza tiveram acréscimo linear de 1,48 h e 0,0663
bits para cada adi¢do de 0,01 g mL" de extrato caulinar, respectivamente. Os valores referentes a
sincronia do processo de germinagdo das sementes de gergelim tratadas com extrato do caule ndo
apresentaram ajuste linear ou quadratico, com menores médias nas concentragdes 5; 7,5 e 10%
(Tabela 1). O rabanete foi a espécie mais sensivel aos tratamentos no bioensaio de germinacdo. O
extrato caulinar reduziu linearmente a germinabilidade e a velocidade de germina¢ao de Maguire

(7,23% e 0,0948 sementes h™' para cada adi¢io de 0,01 g mL™ de extrato) das sementes de rabanete,
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enquanto o tempo e a velocidade média de germinagdo atingiram seus valores maximo (78,13 h) e

minimo (0,0101 h™") nas concentracdes estimadas de 9,10 e 8,67%, respectivamente. A incerteza do

processo de germinacdo das sementes de rabanete apresentou maior indice (2,70 bits) na

concentra¢do estimada de 5,60% e sincronia minima (0,0965) na concentracao 9% (Figura 2).
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Figura 1. Germinabilidade, tempo médio, velocidade média, velocidade de germinagdo de Maguire,
incerteza e sincronia do processo de germinacdo de didsporos de gergelim (Sesamum
indicum), rabanete (Raphanus sativus) e trigo (Triticum aestivum) submetidos a acdo dos
extratos de folha de Serjania lethalis em diferentes concentragdes. As barras verticais
representam o desvio padrao da média.
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Figura 2. Germinabilidade, tempo médio, velocidade média, velocidade de germinagdo de Maguire,
incerteza e sincronia do processo de germinacdo de didsporos de gergelim (Sesamum
indicum), rabanete (Raphanus sativus) e trigo (Triticum aestivum) submetidos a a¢ao dos
extratos de caule de Serjania lethalis em diferentes concentragdes. As barras verticais
representam o desvio padrao da média.

No bioensaio de crescimento, a auséncia de plantulas normais de rabanete e gergelim,
submetidas a agdo do extrato aquoso de folhas de S. lethalis, pode ser notada a partir da
concentragdo 7,5 e 10%, respectivamente. As plantulas normais de trigo sofreram decréscimo linear

de 6,8% para cada adigio de 0,01 g mL™ de extrato foliar. O comprimento da parte aérea das

65



plantulas de rabanete (7,62 mm) e gergelim (10,60 mm) foi minimo nas concentragdes estimadas de
8,18 e 7,62%, respectivamente; enquanto o trigo foi a espécie alvo que apresentou maior redu¢do no
comprimento da parte aérea, com diminuicio linear de 7,02 mm para cada 0,01 g mL™ de extrato
adicionado. Para as eudicotiledoneas estudadas, o comprimento radicular foi fortemente inibido
pelos extratos foliares, com valores nulos nas concentragdes 6,91% (rabanete) e 7,05% (gergelim).
O menor comprimento da raiz das plantulas de trigo (19,38 mm) foi registrado na concentracao

8,04% (Figura 3).
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Figura 3. Efeito dos extratos de folha de Serjania lethalis, em diferentes concentragdes, no
crescimento de plantulas de gergelim (Sesamum indicum), rabanete (Raphanus sativus) e
trigo (Triticum aestivum).

O extrato aquoso do caule de S. lethalis também interferiu no crescimento das plantulas
receptoras. A porcentagem de plantulas normais de rabanete e gergelim, submetidas a agdo do
extrato caulinar, foi nula a partir da concentracdo 5 e 7,5%, respectivamente. Para o trigo, verificou-
se diminuicdo linear de 8,5% de plantulas normais para cada 0,01 g mL™ de extrato. A maior
reducdo no comprimento da parte aérea e da raiz foi também registrada para as plantulas de trigo e

rabanete, respectivamente. Para as plantulas de gergelim, o comprimento da parte aérea sofreu
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decréscimo linear de 1,60 mm para cada adigdo de 0,01 g mL™ de extrato; enquanto o trigo (7,31
mm) e o rabanete (19,74 mm) apresentaram menores comprimentos nas concentracoes 7,31 e
5,66%, respectivamente. O comprimento radicular das plantulas de rabanete (nulo), gergelim (0,25
mm) e trigo (8,59 mm) apresentaram, respectivamente, valores minimos nas concentragdes

estimadas de 6,90; 7,28 ¢ 7,10% (Figura 4).
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Figura 4. Efeito dos extratos de caule de Serjania lethalis, em diferentes concentragdes, no
crescimento de plantulas de gergelim (Sesamum indicum), rabanete (Raphanus sativus) e
trigo (Triticum aestivum).

Para as plantulas de eudicotiledoneas (gergelim e rabanete) submetidas a agcdo dos extratos
de folha e caule de S. lethalis, a relagdo entre o comprimento da parte aérea e o comprimento da raiz
foi hiperalométrica (gergelim: bgn, = 0,0393 € beayie = 0,0246; rabanete: beaye = 0,2084), enquanto
para a monocotiledonea (trigo) foi hipoalométrica (bgma = -0,0475 € beaue = -0,0161); ou seja, o
comprimento da parte aérea das plantulas de trigo foi menor que o comprimento da raiz (Figura 5).
As plantulas crescidas nos extratos apresentaram algum tipo de anormalidade, sendo que as
principais anomalias foram registradas no sistema radicular, onde as raizes se apresentaram

atrofiadas, curtas, necrosadas e com inversdo gravitropica (Figura 6). Algumas plantulas,
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principalmente de rabanete e trigo, apresentaram também desenvolvimento precoce das raizes
secunddarias. Parte aérea curta, com hipocétilo curvado, retorcido e deteriorado, em alguns casos,

ausentes (rabanete) foram as alteragdes mais comuns observadas na parte aérea (Figura 6).
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Figura 5. Relacdo entre o comprimento da parte aérea e o comprimento da raiz em plantulas de
gergelim (Sesamum indicum), rabanete (Raphanus sativus) e trigo (Triticum aestivum),
submetidas a acao dos extratos de folha (A) e caule (B) de Serjania lethalis em diferentes
concentragdes (variavel do eixo y em escala logaritmica).

Por meio da andlise conjunta foi possivel comparar os resultados obtidos a partir dos
diferentes orgaos de S. lethalis. Os extratos de folha e caule exerceram efeitos inibitdrios similares
na germinabilidade e em todos os pardmetros analisados no bioensaio de crescimento das plantulas
de gergelim; para as demais variaveis, o extrato foliar foi o que mais inibiu o processo de
germinagdo dessas sementes. Para o rabanete, o extrato das folhas foi o que provocou maior efeito
inibitério na germinabilidade e no crescimento da parte aérea das plantulas; enquanto para as
sementes semeadas no extrato do caule, a germinacdo ocorreu de forma mais lenta. A
germinabilidade das cariopses de trigo foi mais afetada pelo extrato foliar; porém, o extrato caulinar
apresentou potencial para aumentar o tempo médio e reduzir a velocidade média e o indice de
velocidade de germinagdo. O extrato do caule também exerceu maior efeito inibitério no
crescimento das plantulas de trigo (Tabela 2).

Os valores de pH obtidos para os extratos de folha e caule de S. lethalis variaram entre 6,55
e 6,13 e o potencial osmdtico entre -0,22 e -0,21 MPa, respectivamente. A germinagdao dos
diasporos e o crescimento das plantulas de gergelim, rabanete e trigo submetidos ao efeito de

solugdes de PEG 6000 a -0,10; -0,20 e -0,25 MPa ndo apresentaram diferencgas significativas
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quando comparadas com o tratamento controle (0 MPa). Assim, pode-se dizer que todos os

resultados obtidos foram ocasionados pelo efeito fitotoxico dos extratos.

Sesamum indicum

Figura 6. Anormalidades de plantulas de gergelim (Sesamum indicum), rabanete (Raphanus sativus)
e trigo (Triticum aestivum) submetidas a acdo dos extratos de folha (F) e caule (C) de
Serjania lethalis nas concentracdes 5% (1) e 10% (2). Escala = 1,0 cm.
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Tabela 1. Germinagao de diasporos de gergelim (Sesamum indicum) e trigo (Triticum aestivum) submetidos a a¢dao dos extratos de folha e caule de

Serjania lethalis em diferentes concentragdes.

(Zzir(iiifg:) Extratos Controle 2,5% 5.0% 7.5% 10,0% 7 ) Estatistica ) T
Sesamum indicum
Z Caule 05169 +0,0208b 0,6131+0,0683a 0,3906 = 0,0355¢c  0,3796+0,0242¢c 03373 +0,0461c 0,933 (0,180) 2,124 (0,128) 28,759 (0,000)
Triticum aestivum
G (%) Caule 97,50+3,19a 95,00 +4,30 a 95,00 +4,30 a 9333+4,71a 96,67 +4,71 a 0,830 (0,002) 0,115 (0,975) 0,576 (0,6846)
1 (bit) Folha 09663 +02084a 13437+0,4629a 13043+02411a 1,2001+0,2137a 1,2751+0,3159a 0,965 (0,641) 2,427 (0,093) 0,977 (0,4490)
1 (bit) Caule  1,2192+0,1348a 1,4100+0,4316a 1,4409+0,1648a 1,4704+0,2403a 1,5236+0,4128a  0,935(0,192) 1,686 (0,205) 0,586 (0,6780)
z Folha  0,6495+0,0761a 0,5166+0,1477a 0,5100+0,0961 a  0,5245+0,0714a 0,4539+0,0867a 0,965 (0,654)  2,287(0,108) 2,088 (0,1331)
z Caule  04970+0,0573a 0,4854+0,0577a 04310+0,0353a 0,4291+0,1331a 04086 +0,1071a 0,930 (0,156) 3,122 (0,047) 0,811 (0,5375)

Meédias seguidas por letras iguais na linha nao diferem entre si pelos testes de Tukey ou Dunn a 0,05 de probabilidade; G: germinabilidade; I: incerteza; Z: sincronia; W: estatistica do teste de Shapiro-Wilk;
valores em negrito indicam que os residuos seguem distribuigiio normal (P> 0,01); 'F: estatistica do teste de Levene; valores em negrito indicam homogeneidade entre as variancias (P > 0,01); °F: estatistica
do teste de Snedecor; valores em negrito indicam diferenga significativa entre as concentragdes (ANOVA; P < 0,05); H: estatistica do teste de Kruskal-Wallis, valores em negrito indicam diferenga
significativa entre as concentragdes (P < 0,05); P: probabilidade.
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Tabela 2. Efeito dos extratos de folha e caule de Serjania lethalis na germinagao de didsporos € no
crescimento de plantulas de gergelim (Sesamum indicum), rabanete (Raphanus sativus) e
trigo (Triticum aestivum).

Variaveis (unidades) Folha Extratos Caule
Sesamum indicum
G: germinabilidade (%) 91,50 a 91,67 a
t: tempo médio de germinagdo (h) 3438 Db 27,16 a
#: velocidade média de germinagio (h™) 0,0318 b 0,0384 a
VG: velocidade de germinacio (semente hora™) 1,02 b 1,17 a
I: incerteza (bit) 1,7879 b 1,2851 a
Z: sincronia 0,3251b 0,4475 a
CPA: comprimento da parte aérea (mm) 13,27 a 13,12 a
CR: comprimento da raiz (mm) 15,69 a 15,47 a
PN: plantulas normais (%) 35,50 a 32,00 a
CCM: Comprimento das células do metaxilema (pum) 72,46 a 67,97 a
Raphanus sativus
G: germinabilidade (%) 50,99 b 58,67 a
t: tempo médio de germinagdo (h) 50,92 a 60,83 b
#: velocidade média de germinagio (h™) 0,0234 a 0,0191 b
VG: velocidade de germinagédo (semente h™) 0,5060 a 0,4764 a
I: incerteza (bit) 2,1151 a 2,3584 a
Z: sincronia 0,1760 a 0,1630 a
CPA: comprimento da parte aérea (mm) 14,64 b 25,90 a
CR: comprimento da raiz (mm) 2397 a 21,32 a
PN: plantulas normais (%) 26,00 a 22,00 a
Triticum aestivum

G: germinabilidade (%) 92,49b 95,50 a
t: tempo médio de germinagdo (h) 40,30 a 46,65 b
#: velocidade média de germinagio (h™) 0,0249 a 0,0217 b
VG: velocidade de germinacdo (semente h™) 0,7251 a 0,6422 b
I: incerteza (bit) 1,2179 a 1,1820 a
Z: sincronia 0,5309 a 0,5307 a
CPA: comprimento da parte aérea (mm) 37,81 a 25,27b
CR: comprimento da raiz (mm) 44,39 a 36,02 b
PN: plantulas normais (%) 74,00 a 57,50 b

Médias seguidas por letras iguais na linha ndo diferem entre si pelos testes de Tukey a 0,05 de probabilidade.
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3.2. Estudo anatomico das raizes de gergelim (células do metaxilema)

O estudo anatomico em raizes de plantulas de gergelim possibilitou uma melhor
visualizacdo dos efeitos fitotoxicos dos diferentes extratos de S. lethalis em nivel celular. O grupo
controle apresentou predominio para as células pertencentes aos tamanhos entre 125-150 pm
(52,5%), ndo apresentando células menores que 100 um. As células do metaxilema das raizes de
gergelim crescidas na presenca dos extratos de folha e caule, nas concentragdes 2,5; 5,0 e 7,5%
apresentaram predomindncia na classe de tamanho entre 50-75 um. Na concentragdo 10% do
extrato foliar e caulinar, 57,5 ¢ 52,5% das células apresentaram respectivamente, tamanhos entre

25-50 um (Figuras 7 e 8).
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Figura 7. Frequéncia relativa das classes de tamanho (um) das células do metaxilema de raizes de
plantulas de gergelim submetidas a acdo do extrato de folha e caule de Serjania lethalis
em diferentes concentragoes.
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Figura 8. Fotomicrografia das células do metaxilema da raiz de plantulas de gergelim submetidas a
acdo do controle (A) e dos extratos de folha (B) e caule (C) de Serjania lethalis na

concentragdo 10%. Escala = 50pm.

Nao houve diferenca significativa entre os extratos aquosos de folha e caule de S. lethalis
para o comprimento das células do metaxilema das raizes de gergelim (Tabela 2), no entanto, esse
efeito foi dependente da concentracdo. O menor comprimento dessas células foi registrado nas

concentragdes estimadas de 7,33 e 7,34% de extrato de folha (42,87 um) e caule (37,55 um),

respectivamente (Figura 9).
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Figura 9. Comprimento (um) das células do metaxilema da raiz de plantulas de gergelim
submetidas a a¢do do extrato de folhas de Serjania lethalis em diferentes concentracdes.
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4. Discussao

A avaliacdo do pH e do potencial osmotico dos extratos vegetais ¢ fundamental quando se
desconhece sua constituicdo de agticares, aminoacidos, acidos organicos, ions e outras moléculas.
Valores extremos tanto de pH quanto de potencial osmoético dos extratos brutos desempenham
efetivo papel aditivo no resultado geral, contribuindo para maior inibicado da germinagao e/ou do
crescimento, o que significa ndo s superestimar os efeitos fitotoxicos, como, ainda, admitir a
existéncia de alelopatia em casos onde ndo exista (Wardle et al., 1992; Souza-Filho et al., 2010;
Reigosa et al., 2013). Dessa maneira, esses autores apontam para a necessidade de conhecer os
efeitos do potencial osmdtico para cada espécie, a fim de aquilatar com mais precisdo as reais
potencialidades do material em estudo. De acordo com Anese et al. (2014), extratos com potencial
osmotico abaixo de -0,25 MPa ndo s@o hipertdnicos para a germinacdo de didsporos de gergelim,
rabanete e trigo. Assim, considerando que o pH e o potencial osmdtico ndo interferiram no
processo de germinacao e no crescimento dessas espécies, pode-se afirmar que os efeitos inibitdrios
registrados foram ocasionados pela fitotoxicidade dos extratos de S. lethalis.

O efeito inibitorio dos extratos de folha e caule de S. lethalis foi positivamente
correlacionado com sua concentragdo, ou seja, aumentou com a concentragdo dos extratos. Além
disso, os resultados mostraram que as espécies alvo respondem de maneira distinta aos extratos,
sendo que para todas as variaveis analisadas as espécies de eudicotiledoneas (rabanete e gergelim)
foram mais sensiveis do que a monocotiledonea (trigo); exceto para parte aérea das plantulas de
trigo, na qual foram registradas as maiores reducdes de crescimento. Diferencas de sensibilidade
entre espécies alvo sdo comuns em trabalhos verificando alelopatia (Ma et al., 2011; Grisi et al.,
2012; Imatomi et al., 2013; Anese et al., 2014; Walsh et al., 2014) e podem ser explicadas pelo fato
dos mecanismos de absorcdo, translocacdo e o local de acdo das fitotoxinas variarem entre as
espécies (Magiero et al., 2009). Além disso, o maior efeito inibitorio registrado sobre as sementes
de rabanete pode estar relacionado com o tamanho de suas sementes, que sao menores do que os
diasporos das outras espécies estudadas, sendo, assim, menos tolerantes aos aleloquimicos. Segundo
Imatomi et al. (2013), a interferéncia dos extratos sobre a germinacdo pode depender do tamanho,
da estrutura e da permeabilidade do tegumento das sementes.

Extratos de Andira humilis Mart. ex Benth., Solanum lycocarpum A. St.-Hil., Aristolochia
esperanzae Kuntze e Myrcia tomentosa (Aubl.) DC., também plantas do cerrado, causaram inibigao
mais significativa no tempo do que na porcentagem de germinagdo de diversas espécies alvo
(Oliveira et al., 2004; Periotto et al., 2004; Gatti et al., 2010; Imatomi et al., 2013). Os efeitos
fitotoxicos causados no processo de germinacdo nao devem ser fundamentados somente no nimero

final de sementes germinadas. Além desta variavel, a velocidade, a homogeneidade, a sincronia de
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germinagdo e o vigor das sementes sdo fatores que expressam o grau de organiza¢do ou desordem
das reacdes quimicas que ocorrem durante o processo germinativo e, estes dados devem ser
analisados juntamente com a germinabilidade (Santana et al., 2006). Varios processos fisiologicos
da semente podem ser afetados pela presenca dessas fitotoxinas, os mais relatados foram a
supressao das atividades de enzimas e/ou fitormonios, relacionados com a quebra do material de
reserva que € fornecido ao embrido no momento de seu desenvolvimento inicial (Kato-Noguchi e
Macias 2004; Singh et al. 2009) e, a inibicdo da absor¢do de agua por meio de alteragdes na
permeabilidade da membrana (Bogatek et al. 2005). Kato-Noguchi e Macias (2005) registraram
esse efeito através do composto MBOA (6-methoxy-2-benzoxazolinone), na qual este inibiu a
germinagdo de alface por impedir a indu¢ao da sintese de a-amilase, que mobiliza as reservas
armazenadas e mantém a atividade respiratoria das sementes.

Os extratos aquosos de folha e caule de S. lethalis, a partir da concentragdo 2,5%, reduziram
em mais de 50% o crescimento radicular das plantulas de rabanete, gergelim e trigo. O presente
trabalho verificou que as plantulas sdo mais sensiveis aos extratos vegetais do que os didsporos, € a
raiz ¢ a parte mais afetada da plantula, corroborando com outros trabalhos (Souza et al., 2010;
Teerarak et al., 2012; Grisi et al., 2013; Reigosa et al., 2013, Anese et al., 2014). As inibi¢des
promovidas sobre o desenvolvimento da raiz sdo um dos principais fatores que indicam
sensibilidade da planta aos aleloquimicos (Souza Filho e Duarte, 2007), principalmente durante o
desenvolvimento inicial da plantula, que ¢ caracterizado por alto metabolismo e sensibilidade ao
estresse ambiental (Cruz-Ortega et al., 1998). A hiperalometria (comprimento da parte aérea >
comprimento da raiz) € uma caracteristica comum observada nos estudos de fitotoxicidade dos
extratos vegetais, em que a raiz ¢ o 6rgao mais afetado e com menor tamanho. Esse fato também foi
registrado para as eudicotiledoneas estudadas (gergelim e rabanete), porém, para a monocotiledonea
(trigo) o comprimento da parte aérea foi menor que o comprimento da raiz (hipoalometria).

O efeito visivel dos aleloquimicos sobre a germinagdo ¢ o crescimento ¢ somente uma
sinaliza¢do secundaria do que ocorreu inicialmente em nivel molecular e celular (Ferreira e Aquila,
2000; Magiero et al., 2009). Dessa maneira, a redu¢do no crescimento radicular das plantulas
submetidas ao estresse dos extratos fitotoxicos pode estar associada com a diminui¢do no
alongamento das células do metaxilema, fato observado no presente estudo com as plantulas de
gergelim. Cruz-Ortega et al. (1998) também observaram que os extratos aquosos de Sicyos deppei
G. Don condicionaram desorganizagdo dos tecidos e falta de diferenciagdo celular nas raizes de
feijdo, evidenciados por alteragdes ultra-estruturais na membrana plasmatica, parede vegetal,
mitocondrias, reticulo endoplasmatico e na divisdo celular. Isto indica a provavel interferéncia dos
aleloquimicos na concentragdo das diferentes categorias de hormonios, tais como auxina, etileno e

citocininas (Gatti et al., 2010).
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O crescimento celular ¢ interrompido em situagdes de estresse, sendo a auxina o fitormdnio
responsavel pela regulacdo do tamanho celular. As auxinas exercem uma importante fun¢ao na
regulagdo do crescimento e desenvolvimento vegetal (Kerbauy, 2012), modulando diversos
processos, como as respostas tropicas a luz e gravidade, arquitetura geral de raizes e caules,
desenvolvimento vascular, elongagdo celular, entre outros (Cleland, 2004; Aloni et al., 2006). As
plantulas submetidas ao estresse fitotoxico sofrem alteragdes nas enzimas presentes na membrana
plasmatica, como a ATPase da bomba de proton que € responsavel pela formagdo de um gradiente
eletroquimico. Sua inibi¢do resulta na auséncia de forga motriz para efetuar o transporte de ions e
metabolitos pela membrana. Isso reflete na redugdo da absor¢do de dgua e sais minerais pela raiz e,
consequentemente prejudica as fungdes essenciais da planta como a fotossintese, respiracdo e
sintese de proteinas, resultando na redugdo do crescimento (Gniazdowska e Bogatek, 2005). Além
disso, os aleloquimicos estdo associados a inibicdo da mitose e/ou rompimento da estrutura das
organelas, como o nticleo e a mitocondria. Observagdes microscopicas tém ajudado na deteccao de
anomalias no arranjo mitotico ou formagdo de paredes celulares atipicas, podendo sugerir o
rompimento dos microtibulos ou alteragdes na biossintese da parede celular (Zhang et al., 2010).

Os aleloquimicos estdo presentes em quase todas as partes da planta, incluindo caules,
folhas, flores, sementes, frutos e raizes (Singh et al, 2003; Tanveer et al., 2012). No entanto,
diferencas sdo observadas entre as espécies em relacdo ao seu potencial alelopatico e sua
capacidade de produzir fitotoxinas em diferentes 6rgaos (Qasem e Foy, 2001; Veenapani, 2004). No
presente trabalho, observou-se que as espécies de rabanete e gergelim foram mais afetadas pelo
extrato foliar de S. lethalis, enquanto o trigo pelo extrato caulinar. Essas diferencas nas respostas
fitotoxicas de compostos de diferentes 6rgaos de uma mesma planta também foram registradas com
A. humilis (Periotto et al., 2004), Sapindus saponaria L. (Grisi et al., 2012) e Drimys brasiliensis
Miers (Anese et al., 2014). No entanto, os maiores efeitos inibitorios relatados sobre as espécies
alvo sdo decorrentes da atuacao do extrato foliar (Ashrafi et al., 2009; Tanveer et al., 2010; Khan et
al., 2011; Grisi et al., 2012). Segundo Dorning e Cipollini (2006), a folha parece ser a maior fonte
de produtos quimicos envolvidos na fitotoxicidade.

Serjanosideos, saponinas e taninos sdo metabolitos secundarios relatados em folha e caule de
S. lethalis (Teixeira et al., 1984; Pereira, 2013) e, estes podem estar envolvidos com a atividade
fitotoxica observada para a espécie. Entre os compostos mais abundantes encontrados em espécies
da familia Sapindaceae destacam-se as saponinas (Murgu e Rodrigues-Filho 2006; Tsuzuki et al.,
2007). Essas substancias possuem um amplo espectro de atividades biologicas (Pelegrini et al.,
2008), e parecem desempenhar um importante papel na regulacdo do crescimento de plantulas
(Ohara e Ohira, 2003). Assim, o extrato aquoso de S. lethalis pode fornecer uma vantagem

competitiva para a espécie, ja que suas fitotoxinas podem inibir a germinagdo € o crescimento de
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outras plantas. Esses efeitos podem ter implicagdes ecoldgicas importantes, contribuindo para a
dominancia de S. lethalis e, consequentemente, na modificacdo da estrutura da comunidade do

cerrado.

5. Conclusao

Os extratos de folha e caule de S. lethalis inibiram o processo de germina¢do € o
crescimento das plantulas. O efeito fitotoxico dos extratos foi dependente da concentracdo e variou
de acordo com a espécie receptora. O rabanete e o gergelim foram mais afetados pelo extrato foliar,
e o trigo pelo extrato caulinar. Um dos modos de agdo observado foi no crescimento radicular das
plantulas de gergelim, em que os extratos ocasionaram uma diminui¢do significativa no

alongamento das células do metaxilema.
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CAPITULO 11

Efeito do extrato etanolico de Serjania lethalis no controle de plantas

daninhas
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RESUMO - O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do extrato etanolico de folhas e caules de
Serjania lethalis A. St.-Hil. sobre a germinacao dos diadsporos e crescimento de plantulas de
amendoim-bravo (Euphorbia heterophylla L.) e capim-arroz (Echinochloa crus-galli (L.) P.
Beauv.). O extrato bruto etanolico foi preparado na proporcao de 100 g de material vegetal seco
para 500 mL de etanol. A partir deste, os extratos foram solubilizados em solug¢ao tampao e dimetil
sulfoxido (DMSO) nas concentra¢des 10,0; 7,5; 5,0 e 2,5 mg mL™. Nos bioensaios comparou-se o
efeito desses extratos com o herbicida oxifluorfem. Os extratos etanolicos de folhas e caules de S.
lethalis exerceram atividade inibitoria no processo de germinacao e no crescimento das plantulas de
capim-arroz ¢ amendoim-bravo, com efeito dependente da concentracdo. Verificou-se que a
redugdo do crescimento radicular das plantulas de amendoim-bravo pode estar relacionada com a
diminui¢do no alongamento das células do metaxilema. A fitotoxicidade dos extratos variou de
acordo com a espécie receptora, sendo que para algumas varidveis o efeito inibitério foi similar e
até mesmo superior ao do herbicida comercial. Desta maneira, pode-se dizer que os extratos de S.
lethalis podem ser uma alternativa promissora para o manejo sustentavel do amendoim-bravo e

capim-arroz.

Palavras-chave: alelopatia, cip6-timbd, Echinochloa crus-galli, Euphorbia heterophylla.

ABSTRACT - (Effect of Serjania lethalis ethanolic extract on weed control). The objective of this
study was to evaluate the effect of ethanolic extract of Serjania lethalis A. St.-Hil. leaves and stems
on diaspores germination and seedlings growth of wild poinsettia (Euphorbia heterophylla L.) and
barnyardgrass (Echinochloa crus-galli (L.) P. Beauv.). The crude ethanolic extract was prepared in
a proportion of 100 g dry plant material dissolved in 500 ml of ethanol. From this, the extracts were
solubilized in a buffer solution and dimethyl sulfoxide (DMSO) to concentrations 10.0, 7.5, 5.0 and
2.5 mg mL™". The bioassays compared the effect of these extracts with herbicide oxyfluorfen. The
ethanolic extracts of S. lethalis leaves and stems caused inhibitory activity in germination process
and seedlings growth of barnyardgrass and wild poinsettia, with concentration-dependent effect.
The reduction in seedling root length of E. heterophylla may be attributed to the reduced in cells
elongation of metaxylem. Phytotoxicity of the extracts ranged according to the receptor species, and
for some variables the inhibitory effect was similar and even superior to commercial herbicide.

Thus, S. lethalis extracts may be a promising alternative for the sustainable weed management.

Keywords: allelopathy, cipo-timbo, Echinochloa crus-galli, Euphorbia heterophylla.
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1. Introducio

As plantas daninhas podem ser controladas através de uma combinag¢do de praticas de
cultivo, tais como rotagdo de culturas, sistemas adequados de semeadura entre espécies e entre-
safras, controle mecanico e adubagdo verde (Mortensen et al., 2000; Kato-Noguchi, 2003). O uso de
herbicidas sintéticos ¢ o principal método de controle das plantas daninhas devido a sua alta
eficiéncia e praticidade. No entanto, a intensa aplicacdo desses agrotdxicos causa sérios impactos
ambientais e a evolu¢do de populagdes de plantas daninhas resistentes a herbicidas (Pinto et al.,
2008; Hagemann et al., 2010). Estudos recentes tém focado na aplicagdo do processo alelopatico na
agricultura, com o objetivo de utilizar os aleloquimicos como herbicidas, desenvolvendo, assim,
praticas mais sustentaveis (Chon et al., 2003).

As interagdes alelopaticas sdo mediadas através de metabdlitos secundarios liberados, por
plantas doadoras, para o ambiente e que influenciam o crescimento e desenvolvimento dos
ecossistemas naturais e agricolas (Inderjit e Duke, 2003). Os aleloquimicos pertencem a diversos
grupos quimicos e apresentam diferentes modos e locais de acdo bioquimica (Reigosa et al., 1999).
Substancias alelopaticas podem ser liberadas por uma variedade de processos (Bonanomi et al.,
2006) e essas estao presentes em todos os tecidos das plantas, incluindo folhas, flores, frutos, raizes,
caules e sementes (Gatti et al., 2004; Taiz e Zeiger, 2013). Entretanto, a distribui¢dao das substancias
nao ¢ uniforme, havendo variagdes em fungao da espécie e do 6rgao da planta analisado (Hedge e
Miller, 1990; Friedman, 1995; Souza Filho, 2006). Efeitos alelopaticos inibitorios tipicos resultam
da acdo de grupos aleloquimicos que coletivamente interferem em varios processos fisiologicos,
alterando os padroes de crescimento das plantas (Gatti et al., 2010). A ag@o destes metabolitos pode
afetar a respiracao, fotossintese, atividade enzimatica, relagdes hidricas, abertura estomadtica, os
niveis hormonais, divisdo e elongagdo celular, e a estrutura e permeabilidade das membranas e
paredes celulares (Reigosa et al., 1999; Gatti et al., 2010).

Estudos alelopaticos com espécies caracteristicas do cerrado sdo uma alternativa para
preservacao desse ecossistema (Oliveira et al., 2004); porém, o nimero de espécies analisadas ainda
¢ muito pequeno. O cerrado sofre com a ac¢do do fogo, apresenta baixa disponibilidade de nutrientes
e estd exposto ao déficit hidrico sazonal. Essas caracteristicas agravam a competicdo no que diz
respeito ao estabelecimento das espécies vegetais e fazem desta fitofisionomia uma importante
fonte de estudos do ponto de vista alelopatico (Oliveira et al., 2004).

Serjania lethalis A. St.-Hil., conhecida popularmente como cipd-timbd, ¢ uma espécie com
o habito de liana, sendo frequentemente encontrada no cerrado (Fernandes e Negreiros, 2001). A
familia Sapindaceae, a qual espécie S. lethalis pertence, ¢ uma fonte rica de isoprendides,

polifendis, saponinas, triterpenos e diterpenos (Murgu e Rodrigues-Filho 2006). A composi¢ao
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fitoquimica de suas folhas e caules ¢ bem conhecida e inclui importantes propriedades
farmacologicas (Napolitano et al., 2005; Lima et al., 2006); porém, poucos estudos examinaram o
potencial alelopatico da espécie e seu efeito fitotdxico sobre as plantas daninhas.

Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar e quantificar o efeito fitotoxico
do extrato etandlico de folhas e caules de S. lethalis sobre a germinagdo dos diasporos e
crescimento de plantulas de amendoim-bravo (Euphorbia heterophylla L.) e capim-arroz

(Echinochloa crus-galli (L.) P. Beauv.).

2. Material e Métodos

2.1. Preparacio dos extratos

Folhas e caules de S. lethalis foram coletados de individuos ocorrentes na area de reserva de
cerrado “senso strictu” pertencente a Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar), no municipio
de Sdo Carlos-SP (21° 58 a 22°00 S e 47°51 a 47°52'W), em maio de 2011. Um exemplar da
espécie foi depositado no Herbario do Departamento de Botanica da Universidade Federal de Sao
Carlos, com o voucher HUFSCar 8340. A regido ¢ caracterizada pelo tipo climatico Aw, segundo o
sistema de classificagdo de Koppen (1948), considerado tropical umido com inverno seco (abril a
setembro) e verdo chuvoso (outubro a marco). A vegetacdo € caracterizada por um estrato lenhoso
formado por arvores e arbustos que se projetam acima de um estrato herbaceo bem definido
(Ribeiro e Walter, 2008).

Apo6s a coleta, as folhas e os caules foram secos em estufa de circulagao forcada de ar, a
40 °C, durante 72 h, e trituradas em moinho industrial. Posteriormente, o material foi pesado,
embalado a vdcuo em sacos plasticos e armazenado sob temperatura ambiente (25 °C), até a
realizacdo dos experimentos.

O extrato etandlico foi preparado na propor¢ao de 100 g de material vegetal seco para 500
mL de etanol. O material vegetal foi submetido a extragdo etandlica, no escuro e na temperatura
ambiente, durante 72 h. Apos esse periodo, a solucdo foi filtrada e concentrada em evaporador
rotativo, sob pressdo reduzida, obtendo-se o extrato bruto etanolico. A partir deste, os extratos
foram solubilizados em solugdo tampao (10 mM de acido 2-[N-morfolino] etanossulfonico (MES) e
IM de NaOH, pH = 6) e DMSO (dimetil sulféxido, 5 uL mL'l) nas concentragoes 10,0; 7,5; 5,0 ¢
2,5 mg mL". Nos testes de germinagdo e crescimento de plantulas utilizou-se como controle
negativo a solu¢do tampdo e DMSO (5 uL mL™) e, controle positivo o herbicida comercial

oxifluorfem (240 g.i.a. L) nas doses 1,0 ¢ 2,0 L ha™.
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2.2. Bioensaio de germinacao

As quatro concentragdes obtidas a partir do extrato bruto etanolico das folhas e caules de S.
lethalis foram aplicadas nos didsporos de amendoim-bravo (E. heterophylla) e capim-arroz (E. crus-
galli).

O bioensaio foi conduzido em placas de Petri de 9,0 cm de didmetro, forrada com duas
folhas de papel de filtro umedecidas com 5 mL dos extratos, herbicida ou solugdo tampao e DMSO
(5 uL mL™"). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, utilizando-se quatro
repeti¢des de 30 diasporos. O experimento foi instalado em estufa B.O.D. a 25 °C, sob fotoperiodo
de 12 h (Inoue et al., 2010). As leituras foram realizadas a cada 12 h, durante os sete primeiros dias,
e em intervalos de 24 h, até a estabilizacdo da germinacdo, adotando-se a protrusdo de qualquer
parte do embrido como critério de germinacdo. Foram avaliadas a germinabilidade (G), a
velocidade de germinagdo de Maguire (VG), o tempo (1) € a velocidade média de germinagdo (V)
(Ranal e Santana, 2006).

O termo diasporo foi utilizado ao longo do texto para designar ambos os tipos de unidades
de dispersdo estudadas. Quando o capim-arroz foi referido, utilizou-se o nome especifico de seu
diasporo, no caso, uma cariopse. O termo semente foi utilizado para a unidade de dispersdo do

amendoim-bravo.

2.3. Bioensaio de crescimento de plantulas

Na andlise de crescimento de plantulas de amendoim-bravo e capim-arroz, as unidades de
dispersdo foram previamente germinadas em agua destilada. Plantulas com 3 mm de raiz primaria
foram transferidas para caixas de plastico transparente (13 x 8 x 3 cm), contendo como substrato
duas folhas de papel de filtro umedecido com 5 mL de solugdo tampdo ¢ DMSO (5 puL mL™),
extratos etandlicos de folhas e caules ou herbicida, nas mesmas concentragdes adotadas para o teste
de germinagao.

As caixas foram tampadas e mantidas em B.O.D. a 25 °C, com fotoperiodo de 12 h.
Utilizaram-se quatro repetigdes de 10 plantulas, em delineamento experimental inteiramente
casualizado. Apos sete dias do transplantio, foram avaliados os comprimentos da parte aérea (do

colo até o meristema caulinar) e raiz primaria (do colo até o meristema radicular) das plantulas.
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2.4. Estudo anatéomico de raizes (células do metaxilema)

Plantulas de amendoim-bravo cresceram em solugdes do controle negativo e dos extratos
etandlicos de folhas e caules de S. lethalis, nas mesmas condi¢des citadas para o bioensaio de
crescimento. Decorrido quatro dias, as plantulas foram retiradas das caixas e, com auxilio de um
estilete, o segmento da raiz primaria foi removido e imerso em alcool 70% (Gatti et al., 2010).

A coloragao foi realizada de acordo com o método de Fuchs modificado (Kraus e Arduin,
1997), em que as raizes ficaram imersas em alcool (70%), durante cinco dias, e depois colocadas
em solugdo de soda caustica (NaOH a 25%) a 60 °C, durante 48 h, periodo em que foi observado a
clarificacdo do material.

Em seguida, o material clarificado foi colocado em um recipiente contendo safranina
(C20H19N4C) e soda caustica (NaOH a 10%), e transferido para estufa, a 60 °C, por 24 h. Apds a
coloracdo, a raiz foi fixada em laminas de vidro com xarope Apathy para observacdo em
microscopio Optico (Olympus-BX41), acoplado com camara fotografica (Sony CCD-IRIS).
Utilizaram-se quatro repeti¢des de raizes primdrias crescidas em diferentes concentragdes dos
extratos e no controle. De cada raiz foi fotografado 50% de seu comprimento total, da regido central
em dire¢do ao colo (Gatti et al., 2010), no aumento de 20 vezes. A partir dessas fotos, foram

medidas até 15 células centrais do metaxilema, utilizando-se o programa Image Pro-Plus 5.0.

2.5. Analise estatistica

Os dados obtidos para cada uma das caracteristicas avaliadas foram submetidos aos testes de
normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade (Levene). Quando essas duas pressuposicdes foram
atendidas, foi aplicada a andlise de varidncia (ANOVA), seguida do teste de Tukey a 0,05 de
significancia. Procedeu-se a regressdo linear ou quadratica, quando o resultado da ANOVA foi
significativo. A qualidade do ajuste dos modelos foi aferida pelo coeficiente de determinacdo (R?).
As variaveis que ndo apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos foram
representadas nas figuras com os valores médios e seus respectivos desvios padrao.

Foi realizada a analise conjunta dos dados analisados, referentes aos extratos etandlicos de
folhas e caules de S. lethalis e ao herbicida; uma vez que a razdo entre o maior € o menor quadrado
médio residual ndo foi superior a sete (Pimentel-Gomes 1990). As andlises estatisticas foram

realizadas utilizando-se o programa Sisvar® (Ferreira, 2003) e SPSS 16.0.
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3. Resultados e Discussao

Os extratos etanolicos de folhas e caules de S. lethalis inibiram significativamente o
processo de germinacdo das cariopses de capim-arroz. Para essas unidades de dispersdo semeadas
com extrato de folhas, observou-se decréscimo linear na germinabilidade e na velocidade de
germinagio de Maguire (1,08% e 0,0127 cariopses h™' para cada 1 mg mL™"' de extrato adicionado);
enquanto, o tempo e a velocidade média de germinagdo atingiram seus valores maximo (72,32 h) e
minimo (0,0137 h™) nas concentragdes estimadas de 6,79 e 3,69 mg mL™, respectivamente. O
extrato do caule promoveu aumento linear no tempo médio de germinagdo (1,47 h para cada adi¢ao
de 1 mg mL™" de extrato) e, como conseqiiéncia, houve decréscimo linear na velocidade média e na
velocidade de germinagdo de Maguire (0,0002 h™ ¢ 0,0091 cariopses h™ para cada 1 mg mL™" de
extrato adicionado). A germinabilidade do capim-arroz foi minima (59%) na concentracdo 10 mg

mL™ de extrato do caule (Figura 1).
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Figura 1. Germinabilidade (A), tempo médio (B), velocidade média (C) e velocidade de germinagdo
de Maguire (D) das cariopses de capim-arroz submetidos a acdo do extrato etandlico de
folhas e caules de Serjania lethalis em diferentes concentragdes.
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As plantulas de capim-arroz crescidas nos extratos de folhas apresentaram menores
comprimentos da parte aérea (21,47 mm) e da raiz (4,05 mm) nas concentracdes 9,44 e 7,29 mg
mL", respectivamente. Os extratos do caule ndo exerceram efeito significativo sobre o
desenvolvimento da parte aérea dessas plantulas; porém, a raiz apresentou menor comprimento
(4,90 mm) na concentra¢io estimada de 6,98 mg mL™" (Figura 2). Para ambos os extratos, o maior
efeito inibitorio registrado sobre o sistema radicular do capim-arroz ocorreu em concentragdes
inferiores a 7,5 mg mL™. Trabalhos conduzidos por Grisi et al. (2012) verificaram que extratos
aquosos de folhas e frutos de Sapindus saponaria L. também inibiram a germinacdo € o
desenvolvimento de E. crus-galli, evidenciando a fitotoxicidade dessa outra espécie de Sapindaceae

no controle do capim-arroz.
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Figura 2. Comprimento da parte aérea e da raiz de plantulas de capim-arroz submetidos a acdo do
extrato etanolico de folhas (A) e caules (B) de Serjania lethalis em diferentes
concentracoes.

Os extratos etanolicos de folhas e caules de S. /lethalis exerceram efeito fitotoxico no
processo de germinacao das sementes de amendoim-bravo. O extrato do caule reduziu linearmente a
germinabilidade, a velocidade média e a velocidade de germinagdo de Maguire (1,83%; 0,0008 h'le
0,0277 sementes h' para cada adi¢do de 1 mg mL" de extrato); e, em contrapartida, verificou-se
aumento linear no tempo médio de germinacio (3,4768 h para cada 1 mg mL™" de extrato) dessas
sementes. Para o extrato das folhas, observaram-se valores minimos na germinabilidade (6,75%), na
velocidade média (0,0187 h™") e na velocidade de germinagdo de Maguire (0,2543 sementes h™'), nas
concentragdes estimadas de 6,75; 10,0 e 7,61 mg mL", respectivamente. Na concentragdo 7,70 mg
mL™ de extrato de folha, registrou-se o maior tempo médio de germinagdo (55,56 h) das sementes

de amendoim-bravo (Figura 3).
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Figura 3. Germinabilidade (A), tempo médio (B), velocidade média (C) e velocidade de germinagdo
de Maguire (D) de sementes de amendoim-bravo submetidos a a¢cdo do extrato etandlico
de folhas e caules de Serjania lethalis em diferentes concentracdes.

Para todos os parametros avaliados no bioensaio de crescimento, os extratos etandlicos de
folhas e caules de S. lethalis exerceram efeito inibitdrio no desenvolvimento das plantulas de
amendoim-bravo. O comprimento da parte aérea (19,98 mm) e da raiz (8,91 mm) foi minimo nas
concentracdes 7,24 e 7,15 mg mL™ de extrato de folha, respectivamente. As plantulas crescidas nos
extratos do caule apresentaram menores valores no comprimento da parte aérea e da raiz nas
concentragdes estimadas de 7,98 ¢ 8,67 mg mL™, respectivamente (Figura 4).

Kern et al. (2009) afirmaram que as sementes de amendoim-bravo apresentam grande
resisténcia a diversos aleloquimicos conhecidos, tais como rutina, quercitina, acido aconitico, acido
feralico, acido cumarico, acido vanilico e eucaliptol. O amendoim-bravo ¢ uma espécie agressiva e
de dificil controle, mesmo na presenga de solu¢des de fitotoxicidade conhecida; por isso, a
necessidade de mais estudos em busca de alternativas para o manejo dessa planta daninha.

O bioensaio de germinagdo ¢ importante ¢ necessario para a determinagdo das respostas das
substancias em estudo. No entanto, a utilizagdo de diversas variaveis que possam detectar as mais
sutis variacdes nos padrdes germinativos ¢ de extrema importdncia, uma vez que apenas a
porcentagem de germinagdo nao ¢ capaz de englobar os fatores fisicos e temporais envolvidos nesse

processo (Ferreira e Aquila, 2000). O tempo médio de germinagdo é um fator importante na
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sobrevivéncia das espécies daninhas, uma vez que plantas que germinam mais lentamente podem
apresentar tamanho reduzido, menor competi¢do por recursos € menor chance de se estabelecer no

ambiente (Souza et al., 2010).
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Figura 4. Comprimento da parte aérea e da raiz de plantulas de amendoim-bravo submetidos a agao
do extrato etandlico de folhas (A) e caules (B) de Serjamia lethalis em diferentes
concentragoes.

Importancia similar deve ser dada a morfologia das plantulas submetidas a meios que
induzam o estresse, como a presenca de substancias alelopaticas, considerando que a alteracdo do
padrao germinativo pode ser menos dréstica que a agdo direta desses compostos nos tecidos jovens
das plantulas (Ferreira e Aquila, 2000). A plantula é a fase de maior suscetibilidade ao controle, em
virtude de que nela se determina os potenciais produtivos dos individuos, bem como a ocorréncia do
seu estabelecimento no habitat (Ferreira e Aquila, 2000). Os danos na parte aérea e raiz poderiam,
provavelmente, atrasar ou mesmo impedir o desenvolvimento das plantulas, que por sua vez
aumentaria a sua vulnerabilidade e capacidade competitiva, diminuindo as chances de uma plantula
sobreviver, crescer e atingir a maturidade (Souza et al., 2010). Desta forma, o controle das plantas
daninhas é recomendado, principalmente, nas suas fases iniciais de desenvolvimento.

Comparando o efeito dos diferentes 6rgdos de S. lethalis com o herbicida oxifluorfem,
verificou-se que a germinabilidade das sementes de amendoim-bravo foi mais afetada pelo extrato
das folhas; no entanto, o herbicida seguido do extrato do caule ocasionou maior atraso na
germinacdo dessas sementes. Para o capim-arroz, os extratos de S. lethalis e o herbicida exerceram
o mesmo efeito na germinabilidade, porém as cariopses tratadas com herbicida apresentaram maior

valor de t, com menor v e VG (Tabela 1). O desenvolvimento das plantulas daninhas estudadas foi

similar entre os extratos. Para ambas as espécies, o alongamento da parte aérea foi mais afetado

pelo herbicida; no entanto, os extratos de folhas e caules apresentaram inibi¢do superior ao do
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herbicida para o comprimento radicular. Assim, pode-se dizer que o herbicida atuou com mais
intensidade na parte aérea; enquanto, os extratos investiram na inibi¢do radicular das plantulas
(Tabela 1). Isso pode ser explicado pelo fato de que o herbicida oxyfluorfen, pertencente a classe
dos difenil-éters, inibi nas plantas a protoporfirinogénio oxidase (PROTOX ou PPO), enzima
atuante na rota de sintese da clorofila e de citocromos (Hess, 2000). Com isso, este grupo precisa de
luz para ser ativo, o que sugere que a sua fitotoxicidade estd relacionada com o processo da

fotossintese (Novaes et al., 2013).

Tabela 1. Germinacdo e crescimento de plantulas de amendoim-bravo e capim-arroz submetidas a
acao do herbicida e do extrato etandlico de folhas e caules de Serjania lethalis.

Variaveis (unidades) Amendoim-bravo — Capim-arroz —
Folha Caule Herbicida Folha Caule Herbicida
G (%) 45,67 b 58,00 a 54,17 a 69,00 a 69,17 a 68,29 a
t (hora) 49.89a  66,52b 9417 69,61a  80,55b 95,89 ¢
v : (hora™) 0,0202a  0,0157b  o108c 0.0144a  0,0125a (0089 b
VG (semente hora™) 0,3403a  0,3429a 3763, 0,3210a  0,2802a (1969 p
CPA (mm) 31,29 a 31,60 a 26,67 b 3339a  3455a 16,35 b
CR (mm) 2791b 27,90 b 39,83 a 17,24b  15,70b 2422 a
CCM (pm) 203,49a 190,33 a - - - -

Médias seguidas por letras iguais na linha ndo diferem entre si pelos testes de Tukey a 0,05 de probabilidade. G:
germinabilidade; t: tempo médio de germinagdo; V: velocidade média de germinagdo; VG: velocidade de
germinacao de Maguire; CPA: comprimento da parte aérea; CR: comprimento da raiz; CCM: comprimento das
células do metaxilema.

Esses resultados estdo de acordo com outros trabalhos, em que os extratos de plantas
alelopaticas geralmente t€ém efeito mais pronunciado sobre o crescimento da raiz do que na parte
aérea (Inoue et al., 2010; Grisi et al., 2012). Isso pode ser atribuido pelo fato de que o crescimento
radicular ¢ caracterizado por altas taxas metabodlicas, e por esta razdo as raizes sdo altamente
susceptiveis ao estresse ambiental, como os aleloquimicos no substrato (Cruz-Ortega et al., 1998).
Em nivel celular, o aleloquimico induz a peroxidagdo lipidica, afeta as atividades enzimaticas e
rapidamente despolariza a membrana celular da raiz, causando um aumento generalizado na
permeabilidade da membrana e bloqueando, assim, a absor¢do dos nutrientes (Santos et al., 2008).
Considerando que o sistema radicular é a grande ligacdo das plantas com o meio fisico, sendo o
caminho para a entrada de agua e nutrientes minerais, a ma formacgdo das raizes impede que esses
fatores sejam ofertados em quantidade e qualidade adequados para a boa manuten¢do do estado

fisiologico das plantas. De acordo com Souza Filho e Alves (2000), o efeito dos extratos no
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desenvolvimento das raizes contribui para que as plantas daninhas tenham restrigdes no seu
potencial competitivo, favorecendo as espécies cultivadas.

O estudo anatdmico das raizes de plantulas de amendoim-bravo possibilitou uma melhor
visualizacdo dos efeitos fitotoxicos dos diferentes extratos, em nivel celular. O grupo controle
apresentou distribuicdo homogénea no tamanho celular, com predominio para as células
pertencentes aos tamanhos entre 395-580 um (51,7%), ndo encontrando células menores que 245
um. As plantulas que cresceram sob influéncia dos extratos etandlicos de folhas e caules de S.
lethalis apresentaram cé¢lulas distribuidas em diferentes classes de tamanhos, sendo que com o
aumento da concentragdo dos extratos essa distribui¢do se tornou mais homogénea. As células do
metaxilema das raizes de plantulas crescidas na presenca dos extratos de folhas, nas concentracdes
2,5; 5,0 e 7,5 mg mL'l, apresentaram predominancia na classe de tamanho entre 145-195 pum,
enquanto que na concentragio 10 mg mL"', 58,3% das células apresentaram tamanhos inferiores a
95 um. Para todas as concentracdes do extrato do caule, as células do metaxilema das raizes de

amendoim-bravo apresentaram predominio nos tamanhos entre 95-145 um (Figura 5 e 7).
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Figura 5. Frequéncia relativa das classes de tamanho (um) das células do metaxilema de raizes de
plantulas de amendoim-bravo submetidas a agdo do extrato etandlico de folhas e caules de
Serjania lethalis em diferentes concentracoes.
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Nao houve diferenca significativa entre os extratos de folhas e caules de S. lethalis para o
comprimento das células do metaxilema das raizes de amendoim-bravo (Tabela 1), no entanto, esse
efeito foi dependente da concentracdo. O menor comprimento dessas células foi registrado nas
concentragdes estimadas de 8,85 ¢ 7,55 mg mL™ de extrato de folha (95,18 pm) e caule (95,34 pm),

respectivamente (Figura 6).
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Figura 6. Comprimento (um) das células do metaxilema de raizes de plantulas de amendoim-bravo

\

submetidas a acdo do extrato etanodlico de folhas e caules de Serjania lethalis em
diferentes concentragdes.

A redugdo no crescimento radicular das plantulas de amendoim-bravo submetidas a acado dos
extratos de S. lethalis pode estar associada com a inibi¢do no alongamento celular do metaxilema.
Isso indica a provavel interferéncia dos aleloquimicos nas concentracdes das diferentes categorias
de hormodnios. As citocininas e as auxinas sdo importantes no desenvolvimento radicular, na
diferenciagdo vascular e no gravitropismo das plantas e, algunstrabalhos sugerem ainda que estes
dois hormonios, em conjunto com o etileno regulam também a iniciagdo das raizes laterais
(Aloni et al., 2006). Segundo Al-Wakeel et al. (2007), a inibicao na elongagdo celular pode estar
relacionada com a acdo direta dos aleloquimicos e, por estes interferirem no processo de divisdo
celular e no equilibrio entre os diferentes hormonios.

O efeito dos extratos hidroalcoolicos de folhas e caules de Annona crassiflora Mart. foi
similar para germinabilidade e velocidade de germinagdo das sementes de amendoim-bravo; porém,
extratos do caule foram mais eficientes em reduzir o hipocétilo e a radicula das plantulas do que o
extrato foliar (Inoue et al., 2010). Esse efeito também foi observado por Li e Jin (2010), em que o
extrato do caule de Mikania micrantha Kunth apresentou atividade inibitdria superior ao extrato das
folhas. Entretanto, a folha parece ser a maior fonte de produtos quimicos envolvidos na

fitotoxicidade (Dorning e Cipollini 2006); por isso, os maiores efeitos inibitorios registrados sobre
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as espécies alvo sao decorrentes de sua atuagdo (Ashrafi et al., 2009; Souza et al., 2010; Khan et al.,

2011).

7

Figura 7. Fotomicrografia das células do metaxilema da raiz de plantulas de amendoim-bravo
submetidas a acdo do controle (A) e do extrato etanolico de folhas (B) e caules (C) de
Serjania lethalis, na concentracdo 10mg/mL.

Dessa maneira, pode-se dizer que fitotoxicidade depende dos niveis de concentragdo dos
extratos e também do 6rgdo da planta analisado (Souza Filho, 2006; Li e Jin, 2010). As folhas,
caules e raizes podem liberar quantidades diferentes de aleloquimicos para o ambiente (Souza Filho,
2006). No entanto, observamos no presente estudo que as diferentes partes da planta de S. lethalis
(folha e caule), embora com fungdes fisioldgicas distintas, ndo apresentaram diferencas
significativas nos resultados dos testes de crescimento, anatomia e para algumas variaveis do

bioensaio de germinagao.
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4. Conclusao

Os extratos etandlicos de folhas e caules de S. lethalis exerceram atividade inibitéria no
processo de germinagdo e no crescimento das plantulas de capim-arroz e amendoim-bravo, com
efeito dependente da concentragdo. Verificou-se que a reducdo no crescimento radicular das
plantulas de amendoim-bravo estd, em parte, relacionada com a diminui¢do no alongamento das
células do metaxilema. A fitotoxicidade dos extratos variou de acordo com a espécie receptora,
sendo que para algumas varidveis o efeito inibitorio foi similar e até mesmo superior ao do
herbicida comercial. Desta maneira, os extratos de S. lethalis brutos ou purificados, podem ser uma
alternativa promissora para o manejo sustentavel dessas espécies daninhas. No entanto, estudos
posteriores deverdo ser desenvolvidos buscando-se isolar e identificar os compostos responsaveis

pela atividade fitotoxica.
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CAPITULO III

Avaliacao fitotoxica dos extratos aquosos de folhas e cascas do caule

de Sapindus saponaria L.
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RESUMO — A organizag¢do ¢ dindmica de uma comunidade sdo determinadas, entre outros fatores,
pelo balango das interagdes positivas e negativas das plantas. Para a constatagdo do efeito fitotoxico
das espécies, o procedimento inicial consiste na técnica do bioensaio em laboratorio, que emprega
material biologico como indicador da a¢do da substidncia em estudo. Dessa forma, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar e quantificar o potencial fitotoxico do extrato aquoso de folhas
e cascas do caule de Sapindus saponaria L., por meio de bioensaios de germinagao de diasporos e
crescimento de plantulas de gergelim (Sesamum indicum L.), rabanete (Raphanus sativus L.) e trigo
(Triticum aestivum L.), assim como identificar os efeitos sobre o crescimento das células do
metaxilema em raizes de plantulas de gergelim. O extrato aquoso foi preparado na propor¢ao de 100
g de material vegetal para 1000 mL de agua destilada, produzindo-se uma maceracao de 10% (m/v).
A partir deste, foram feitas dilui¢des em agua destilada para 7,5; 5,0 e 2,5%. Os extratos de folhas e
cascas de S. saponaria foram fitotdxicos e inibiram o processo de germinagdo e o crescimento das
plantulas de gergelim, rabanete e trigo, com efeito dependente da concentracdo. Verificou-se que a
redugdo no crescimento radicular das plantulas de gergelim pode estar relacionada com a
diminui¢do no alongamento das células do metaxilema. A fitotoxicidade dos extratos variou de

acordo com a espécie receptora, sendo que o extrato foliar apresentou maior atividade inibitoéria.

Palavras-chave: fitotoxicidade, sabao-de-soldado, gergelim, rabanete, trigo, germinacao,

crescimento.

ABSTRACT - (Phytotoxic evaluation of aqueous extracts of Sapindus saponaria L. leaves and
stem bark). The organization and dynamics of community are determined by the balance between
positive and negative interactions of plants. For establishing the phytotoxic effect of species, the
initial procedure is the technique of bioassay laboratory, which employs biological material as an
indicator of the action of the test substance. Thus, the present study aimed to evaluate and quantify
the phytotoxic potential of aqueous extract of Sapindus saponaria L. leaves and stem bark, through
bioassay germination of diaspores and seedling growth of sesame (Sesamum indicum L.), radish
(Raphanus sativus L.) and wheat (Triticum aestivum L.), well as to identify the effects on cell
growth of metaxylem in roots of sesame seedlings. The aqueous extract was prepared in a
proportion of 100 g plant material dissolved in 1000 mL of distilled water, resulting in 10% (w/v)
maceration. The dilutions were made with distilled water to 7.5, 5.0 and 2.5%. The extracts of S.
saponaria leaves and bark were phytotoxic and inhibited the germination process and seedling
growth sesame, radish and wheat, with concentration-dependent effect. The reduction in seedling

root length of sesame may be attributed to the reduced in cells elongation of metaxylem.
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Phytotoxicity of extracts varied with the receptor species, and the leaves showed the highest

inhibitory activity.

Keywords: phytotoxicity, soapberry, sesame, radish, wheat, germination, growth.

1. Introducio

A organiza¢do e dindmica de uma comunidade sdo determinadas, entre outros fatores, pelo
balanco das interagdes positivas e negativas das plantas (Inderjit e Callaway, 2003). Uma das
diversas formas possiveis de interagdo ocorre por meio da liberagdo de metabolitos secundarios no
ambiente, causando interferéncias diretas ou indiretas de uma planta sobre outra, em um processo
conhecido como alelopatia (Rice, 1984; IAS, 2014). Nas intera¢des ecoldgicas, muitos compostos
do metabolismo secundério de plantas atuam como defesa quimica contra o ataque de insetos,
microrganismos fitopatogé€nicos e na competi¢do com outras plantas. Ao longo do tempo evolutivo,
o processo de acdo-reacdo entre vegetais e organismos predadores ou competidores pode ter levado
a co-evolucdo de plantas e seus inimigos naturais, resultando na grande biodiversidade, ndo apenas
em riqueza de espécies, mas também na variedade de metabolitos secundarios em sua composicao
quimica (Macias et al., 2007).

No caso de interagdes alelopaticas em plantas, as interferéncias mais comuns incidem sobre
a germinagdo e crescimento tanto da parte aérea quanto do sistema radicular das plantulas (Larcher,
1995), afetando o sucesso do estabelecimento dos individuos. Como consequéncia, podem ocorrer
alteracdes na densidade, dominancia e padrao espacial das populagdes, bem como na diversidade da
comunidade (Chou, 1999). Por isso, plantas com potencial alelopatico podem ter um papel
diferencial na coexisténcia das espécies (Inderjit e Callaway, 2003) e na sucessao secundaria (Peng
et al., 2004), o que reforca sua relevancia para a estruturacdo das comunidades vegetais. Os
aleloquimicos estdo presentes em todos os tecidos das plantas, incluindo folhas, flores, frutos,
raizes, caules e sementes (Putnan e Tang, 1986; Taiz e Zeiger, 2013). Para Friedman (1995), todos
os oOrgdos da planta tém potencial para armazenar aleloquimicos, mas a quantidade e o caminho
pelos quais sdo liberados para o ambiente diferem entre as espécies. Assim, as espécies podem
apresentar diferentes atividades alelopaticas em seus 6rgdos, como ja constataram Souza et al.
(2010) em Esenbeckia leiocarpa Engl., Coelho et al. (2011) em Ziziphus joazeiro Mart, Pannacci et
al. (2013) em Helianthus annuus L. e Anese (2014) em Drimy brasiliensis Miers.

Os aleloquimicos podem apresentar acdo direta ou indireta sobre a planta alvo. Alteragdes

nas propriedades e caracteristicas nutricionais e, também nas populagdes de organismos que

104



habitam o solo s3o consideradas como efeitos indiretos. Os efeitos diretos, por sua vez, sdo mais
estudados e compreendem alteragdes celulares e metabdlicas, incluindo modificagdes no
funcionamento de membranas, na absorcdo de nutrientes e de agua, na atividade fotossintética e
respiratdria, no crescimento celular, na expressdo e sintese de DNA e RNA (Rizvi et al., 1992;
Reigosa et al., 1999; Inderjit e Nilsen, 2003). Independente do modo de agdo dos compostos
alopaticos, estes agem provocando mudancas que afetam diretamente a divisdo celular e
consequentemente culminando na inibi¢do do desenvolvimento e crescimento das plantas e outros
organismos. As saponinas, os taninos e os flavonodides estdo entre os aleloquimicos comumente
citados como responsaveis por causarem efeitos diretos e indiretos, podendo ser liberados em
condigdes naturais, ja que sdo hidrossoltiveis (Ferreira e Aquila 2000; Maraschin-Silva e Aquila,
20006).

Para a constatacdo do efeito fitotoxico das espécies, o procedimento inicial consiste na
técnica do bioensaio em laboratério, que emprega material bioldgico como indicador da agdo da
substancia em estudo (Inderjit e Dakshini, 1995; Souza Filho et al., 2010). Nessa técnica os fatores
competitivos podem ser limitados e as condi¢des experimentais controladas (Khanh, et al., 2006),
como temperatura, luz e disponibilidade hidrica. Esse tipo de bioensaio tem sido muito criticado na
literatura (Weidenhamer, 1996); porém, ¢ por meio dele que se torna possivel responder perguntas
especificas sobre o potencial fitotoxico das espécies. Por exemplo, essa técnica permite identificar a
presenca de fitotoxinas em diferentes partes da planta (localizagdo), as concentracdes dos
compostos bioativos, as espécies vulneraveis, os efeitos morfologicos sobre as plantulas e os
processos fisioldgicos que inibem o crescimento (Einhellig, 2002; Inderjit e Nilsen, 2003). Embora
a inibi¢do de processos fisioldgicos observados em laboratério ndo assegure a existéncia de
correlagdes desse evento com os padrdes espaciais das espécies em ambientes naturais (Stowe,
1979; Borghetti et al., 2013), tais experimentos podem ajudar a demonstrar o potencial das
interagdes aleloquimicas, além de serem de répida execugdo e facilmente replicados (Inderjit e
Weston, 2000). Weidenhamer et al. (1989) também ressaltam que essa pratica pode ser muito util
para verificar as evidéncias de alelopatia antes de se realizar outras formas de investigacdo mais
trabalhosa e de maior custo.

Sapindus saponaria L. (Sapindaceae), conhecida popularmente como sabao-de-soldado, ¢
uma espécie arborea nativa, pioneira, perenifolia ou semidecidua, helidfita, de médio porte,
utilizada em paisagismo e em modelos de recuperagdo de areas degradadas. Encontra-se
habitualmente em locais umidos, nos estados das regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste (Albiero
et al., 2001). A sua composi¢ao fitoquimica ¢ bem conhecida, apresentando grande diversidade de

compostos quimicos, como saponinas e taninos (Albiero et al., 2001; Tsuzuki et al., 2007); porém,
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os estudos sobre as atividades biologicas desta espécie t€ém sido concentrados, especificamente, em
propriedades farmacologicas (Tsuzuki et al., 2007; Pelegrini et al., 2008).

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar e quantificar o potencial
fitotdxico do extrato aquoso de folhas e cascas do caule de S. saponaria, por meio de bioensaios de
germinagdo de diasporos e crescimento de plantulas de gergelim (Sesamum indicum L.), rabanete
(Raphanus sativus L.) e trigo (Triticum aestivum L.), assim como identificar um dos modos de agao,
quantificando os efeitos dos extratos sobre o crescimento das células do metaxilema em raizes de

plantulas de gergelim.

2. Material e Métodos

2.1. Preparacao dos extratos

Folhas maduras (coloracdo verde-escura e textura coridcea) e cascas do caule de S.
saponaria foram coletadas no municipio de Sao Carlos-SP (22°02' S e 47° 52' W), em maio de
2011. A regido ¢ caracterizada pelo tipo climatico Aw, segundo o sistema de classificagdo de
Koppen (1948), considerado tropical imido com inverno seco (abril a setembro) e verao chuvoso
(outubro a marco). As folhas foram coletadas diretamente de cinco arvores, enquanto as cascas do
caule foram coletadas de apenas trés. Apos a coleta, as folhas e cascas foram secas em estufa de
circulacao forcada de ar, a 40 °C, durante 72 h, e trituradas em moinho industrial (Mesh 14).
Posteriormente, o material foi pesado, embalado a vacuo em sacos plasticos e armazenado sob
temperatura ambiente (25 °C) até a realiza¢do dos experimentos.

O extrato aquoso bruto foi preparado a partir da mistura do material vegetal seco (pd) com
agua destilada em maceracao de 10% de massa/volume (g/mL). O extrato permaneceu em repouso,
no escuro, durante 12 h a 4°C e em seguida foi filtrado a vacuo, utilizando-se uma bomba elétrica
acoplada a um funil de Buckner forrado internamente com papel de filtro (Gatti et al., 2004). O
extrato resultante foi recolhido em um béquer e, a partir dele, foram feitas diluigdes com éagua

destilada para 7,5; 5,0 e 2,5%.

2.2. Potencial osmotico e pH dos extratos

O pH dos extratos foi medido com o peagdmetro Analion, modelo PM608, e a concentracao
molar, com o osmdémetro automatico (uLOsmotte, modelo 5004), calculando-se posteriormente o

potencial osmotico dos extratos de folhas e cascas na maior concentracao (10%).
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Os valores da concentracdo molar foram convertidos para pressdo osmotica (25 °C) pela

conversao de mOsm/Kg para MPa, segundo a equagao 1.1 citada por Larcher (2004):

10sm/Kg = 0,00832 X Typs (eq. 1.1)
onde:
Taps: temperatura absoluta, expressa em graus Kelvin.

Para avaliar o efeito osmotico dos extratos obtidos, foi realizado bioensaios de germinagao e
crescimento com didsporos de gergelim, rabanete e trigo em solugdes de polietilenoglicol 6000
(PEG 6000) a -0,1; -0,2 e -0,3 MPa, além do controle (0 MPa), segundo recomendagdes de Villela
et al. (1991). O experimento foi realizado utilizando-se a mesma metodologia descrita para os

bioensaios de germinacao e crescimento.
2.3. Bioensaio de germinacio

As quatro concentragdes obtidas a partir do extrato aquoso de folhas e cascas de S.
saponaria foram aplicadas nos diasporos de gergelim (Sesamum indicum, Pedaliaceae), rabanete
(Raphanus sativus, variedade Vip Crimson, Brassicaceae) e trigo (7riticum aestivum, cultivar BRS
264, Poaceae).

O bioensaio de germinagao foi conduzido em placas de Petri de 9,0 cm de diametro forradas
com duas folhas de papel de filtro umedecidas com 5 mL do extrato ou agua destilada (tratamento
controle). Cada placa foi coberta por uma pelicula de plastico transparente, para evitar evaporagao,
sendo tampadas. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, utilizando-se quatro
repeti¢des de 30 diasporos. O experimento foi instalado em camara de germinagdo (B.0.D.) a 25 °C
para os diasporos de rabanete (Borella et al., 2012) e trigo (Silva et al., 2008) e, a 28 °C para as
sementes de gergelim (Gatti et al., 2010), sob fotoperiodo de 12 h. As leituras foram realizadas a
cada 12 h, durante os sete primeiros dias, € em intervalos de 24 h, até a estabiliza¢do da germinacao,
adotando-se a protrusdo de qualquer parte do embrido como critério de germinacdo (Labouriau,
1983). Foram avaliadas as medidas de germinabilidade (G), tempo médio de germinagdo (Z),
velocidade média de germinagao (1_/ ), velocidade de germinacao de Maguire (VG), incerteza (/) e
sincronia (Z) (Ranal e Santana, 2006).

O termo diasporo foi utilizado ao longo do texto para designar todos os tipos de unidades de
dispersdo estudadas. Quando o trigo foi referido, utilizou-se o nome especifico de seu didsporo, no
caso, uma cariopse. O termo semente foi utilizado para a unidade de dispersao de gergelim e

rabanete.
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2.4. Bioensaio de crescimento de plantulas

Na andlise de crescimento de plantulas de gergelim, rabanete e trigo, as unidades de
dispersao foram previamente germinadas em agua destilada. Plantulas com 3 mm de raiz primaria
foram transferidas para caixas de plastico transparente (15 x 10 x 5 cm), contendo como substrato
duas folhas de papel de filtro umedecido com 8 mL de agua destilada (controle) ou extratos de
folhas e cascas, nas mesmas concentracdes adotadas para o teste de germinagao.

As caixas foram tampadas e mantidas em B.O.D. a 25 °C para os didsporos de rabanete e
trigo e, a 28 °C para as sementes de gergelim, sob fotoperiodo de 12 h. Utilizaram-se quatro
repeticoes de 10 plantulas, em delineamento experimental inteiramente casualizado. Apos sete dias
do transplantio, foram avaliados o comprimento inicial das plantulas e a presenca de anomalias. O
comprimento da parte aérea (do colo até o meristema caulinar) e da raiz primaria (do colo até o
meristema radicular) foi medido com auxilio de um paquimetro digital. As plantulas foram
classificadas em normais e anormais, de acordo com as especificagdes de Brasil (2009), sendo
consideradas anormais aquelas que ndo mostraram potencial para continuar o seu desenvolvimento,
com o sistema radicular ou a parte aérea apodrecidos, necrosados, ausentes ou totalmente

atrofiados.

2.5. Estudo anatomico de raizes (células do metaxilema)

Plantulas de gergelim cresceram em solugdes do controle e do extrato aquoso de folhas de S.
saponaria, nas mesmas condi¢des adotadas para o bioensaio de crescimento. Decorrido quatro dias,
as plantulas foram retiradas das caixas e, com auxilio de um estilete, o segmento da raiz priméria foi
removido e imerso em alcool 70% (Gatti et al., 2010).

A coloragdo foi realizada de acordo com o método de Fuchs modificado (Kraus e Arduin,
1997). As raizes ficaram imersas em alcool (70%), durante cinco dias, ¢ depois colocadas em
solugdo de soda catistica (NaOH a 25%) a 60 °C, durante 48 h, periodo em que foi observado a
clarificacdo do material.

Em seguida, o material clarificado foi colocado em um recipiente contendo safranina
(C20H19N4C)) e soda caustica (NaOH a 10%), e transferido para estufa, a 60 °C, por 24 h. Apds a
coloragdo, a raiz foi fixada em laminas de vidro com xarope Apathy para observagdo em
microscopio optico (Olympus-BX41), acoplado com camara fotografica (Sony CCD-IRIS). Foram
utilizadas quatro repeti¢des de raizes primarias crescidas em diferentes concentragdes dos extratos e

no controle. De cada raiz foi fotografado 50% de seu comprimento total, da regido central em
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dire¢do ao colo (Gatti et al., 2010), no aumento de 20 vezes. A partir dessas imagens, foram

medidas até 15 células centrais do metaxilema, utilizando-se o programa Image Pro-Plus 5.0.

2.6. Analise estatistica

Os dados obtidos para cada uma das caracteristicas avaliadas foram submetidos aos testes de
normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade (Levene). Quando essas duas pressuposi¢des foram
atendidas, foi aplicada a analise de variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey a 0,05 de
significancia. A falta de normalidade ou homogeneidade (ou ambas) levou a realizacdo dos testes
nado-paramétricos, Kruskal-Wallis seguido de Dunn para comparagdes bindrias, a 0,05 de
significancia. Procedeu-se a regressdo linear ou quadratica, quando o resultado da ANOVA foi
significativo. A qualidade do ajuste dos modelos foi aferida pelo coeficiente de determinagio (R?).
As variaveis que ndo apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos foram
representadas nas figuras com os valores médios e seus respectivos desvios padrao.

Para comparagdo dos efeitos ocasionados pelos diferentes orgdos de S. saponaria, foi
realizada a andlise conjunta para as caracteristicas em que a razao entre o maior € o menor quadrado
médio residual nao foi superior a sete (Pimentel-Gomes, 1990). As andlises estatisticas foram

realizadas utilizando-se o programa Sisvar® (Ferreira, 2003) e SPSS 16.0.

3. Resultados

3.1. Bioensaios de germinacéo e crescimento de plantulas

Com relagdo as caracteristicas fisico-quimicas, os valores de pH obtidos para os extratos de
folha e casca de S. saponaria variaram entre 6,35 e 6,53 e o potencial osmotico entre -0,25 ¢ -0,19
MPa, respectivamente. A partir dos resultados dos bioensaios de germinacdo e de crescimento,
utilizando-se PEG 6000, foi constatado que estes potenciais ndo interferiram significativamente
sobre a germinabilidade, tempo médio e desenvolvimento das plantulas utilizadas como
bioindicadoras.

O extrato aquoso de folhas de S. saponaria apresentou potencial fitotoxico no processo de
germinacdo dos didsporos de gergelim, rabanete e trigo. O rabanete foi a espécie mais sensivel e
que sofreu maior inibicdo na germinagdo, sendo que na concentracdo 10% nenhuma semente
germinou. Além disso, o extrato reduziu linearmente a germinabilidade, a velocidade média, a

velocidade de germinagdo de Maguire e a sincronia (9,69%; 0,0028 h'l; 0,1130 sementes h'e
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0,0292 para cada adi¢do de 0,01 g mL™ de extrato); e, em contrapartida, promoveu aumento linear

no tempo médio de germinacio (7,59 h para cada 0,01 g mL™' de extrato) (Figura 1).
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Figura 1. Germinabilidade, tempo médio, velocidade média, velocidade de germinagdo de Maguire,
incerteza e sincronia do processo de germinacdo de sementes de gergelim (Sesamum
indicum), rabanete (Raphanus sativus) e trigo (Triticum aestivum) submetidas a acdo dos
extratos de folhas de Sapindus saponaria em diferentes concentracdes. As barras verticais
representam o desvio padrao da média.
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Para as sementes de gergelim expostas ao extrato foliar, observou-se decréscimo linear na
germinabilidade e na velocidade de germinagio de Maguire (1,63% e 0,1048 sementes h' para cada
adi¢do de 0,01 g mL" de extrato), enquanto a velocidade média de germinacdo atingiu seu valor
minimo (0,0219 h™") na concentragdo estimada de 9,83%. Como consequéncia disto, o tempo médio
de germinagio aumentou linearmente em 2,37 h para cada adicdo 0,01 g mL" de extrato. A
incerteza sofreu aumento linear de 0,063 bits, enquanto a sincronia foi reduzida linearmente em
0,011 para cada 0,01 g mL™ de extrato foliar adicionado; isso mostra que o processo foi assincrono
e que na concentracdo 10% houve falta de sobreposi¢do da germinagdo das sementes de gergelim
no tempo (Figura 1).

O trigo foi a espécie receptora que apresentou menor sensibilidade aos tratamentos no
bioensaio de germinagdo. No entanto, o extrato foliar reduziu linearmente a germinabilidade, a
velocidade de germinagdo de Maguire e a sincronia (1,26%; 0,0213 sementes h'e0,0173 para cada
adicdo de 0,01 g mL™" de extrato), apresentando menores taxas de decrementos quando comparadas
com as do gergelim e rabanete. O tempo e a velocidade média de germinacao atingiram seus valores
maximo (46,06 h) e minimo (0,0216 h'l) nas concentragoes estimadas de 7,90 e 7,78%,
respectivamente (Figura 1).

O extrato aquoso de folhas de S. saponaria exerceu efeito inibitério significativo no
crescimento das plantulas receptoras. A auséncia de plantulas normais de rabanete e gergelim,
submetidas a ag¢do do extrato foliar, pode ser notada a partir da concentracdo 5 e 7,5%,
respectivamente, enquanto a porcentagem de plantulas normais de trigo variou de 100% (controle)
para 40% (concentragdo 5%) (Figura 2). O comprimento da parte aérea das plantulas de gergelim e
trigo apresentou, respectivamente, decréscimo linear de 1,80 e 4,85 mm para cada adi¢do de 0,01 g
mL" de extrato; enquanto para o rabanete, o menor valor (12,28 mm) foi registrado na concentrago
estimada de 9,20%. O comprimento minimo das raizes de gergelim (0,66 mm), rabanete (0 mm) e
trigo (17,42) foi observado nas concentragdes 7,27; 6,85 e 7,36%, respectivamente (Figura 2).
Nesse bioensaio, o crescimento das plantulas de trigo foi o que sofreu maior variagdo entre o
tratamento controle e a concentragdo 10%, principalmente no comprimento da parte aérea.

O extrato aquoso das cascas do caule de S. saponaria exerceu efeito fitotoxico para algumas
variaveis analisadas no processo de germinativo, inibindo, principalmente, a germinacdo das
sementes de rabanete. Para essas sementes tratadas com extrato das cascas, observou-se decréscimo
linear na germinabilidade, na velocidade média e na velocidade de germinacao de Maguire (1,33%
e 0,0012 h'le 0,0482 sementes h! para cada 0,01 g mL™" de extrato adicionado); enquanto, o tempo
médio de germinagdo apresentou acréscimo linear de 1,34 h para cada adigdo de 0,01 g mL™" de

extrato (Figura 3). Entretanto, esse extrato ndo inibiu a germinabilidade dos diasporos de gergelim e
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trigo, interferindo, apenas, no tempo, na velocidade média e na velocidade de germinagdo de

Maguire (Figura 3).
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Figura 2. Efeito dos extratos de folhas de Sapindus saponaria, em diferentes concentragdes, no
crescimento de plantulas de gergelim (Sesamum indicum), rabanete (Raphanus sativus) e
trigo (Triticum aestivum).

Para as varidveis analisadas no processo de germinagao dos didsporos de gergelim, rabanete
e trigo que ndo apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos, sob a acdo dos extratos
de folhas e cascas, as regressdes nao puderam ser aplicadas e os valores encontram-se nas
respectivas figuras e na tabela 2. Dentre estes valores, a andlise estatistica ndo detectou diferencas
significativas para a incerteza e sincronia, uma vez que estes apresentaram desvio padrao elevado
(Figura 3 e Tabela 2). Esta informacdo indica a alta variabilidade presente nesses didsporos e a
importancia de se analisar outras varidveis e testes para detectar o efeito aleloquimico dos extratos

testados.
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Figura 3. Germinabilidade, tempo médio, velocidade média, velocidade de germinacdo de Maguire,
incerteza e sincronia do processo de germinac¢do de sementes de gergelim (Sesamum
indicum), rabanete (Raphanus sativus) e trigo (Triticum aestivum) submetidas a a¢ao dos
extratos de cascas de Sapindus saponaria em diferentes concentracdes. As barras verticais
representam o desvio padrao da média.

O crescimento das plantas receptoras também foi inibido pelo extrato das cascas de S.
saponaria. A porcentagem de plantulas normais de gergelim variou de 100% (controle) para 55%
(concentracao 10%), enquanto que para o rabanete, todas as plantulas crescidas nas concentragdes
2,5 e 7,5% foram consideradas anormais. As plantulas de gergelim (11,48 mm), rabanete (9,77 mm)

e trigo (44,02) apresentaram menores comprimentos da parte aérea nas concentracdes 9,55; 7,04 e
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7,10%, respectivamente. O comprimento minimo das raizes das plantulas de gergelim (2,24 mm),
rabanete (0 mm) e trigo (33,26 mm) foi observado nas concentragdes estimadas de 6,94; 6,78 ¢
7,20%, respectivamente (Figura 4). As plantulas de rabanete, seguido do trigo e gergelim, foram as
mais afetadas pelo extrato da casca, apresentando as maiores redugdes, principalmente no

crescimento da raiz.
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Figura 4. Efeito dos extratos de cascas de Sapindus saponaria, em diferentes concentragdes, no
crescimento de plantulas de gergelim (Sesamum indicum), rabanete (Raphanus sativus) e
trigo (7riticum aestivum).

As plantulas submetidas a agdo do extrato de folhas e cascas apresentaram algum tipo de
anormalidade. De modo geral, as principais anomalias observadas foram o desenvolvimento fraco, a
despropor¢do entre a raiz e parte aérea e a atrofia das estruturas das plantulas. Na maioria dos casos,
os danos foram causados sobre o sistema radicular, sendo pouco comum a existéncia de
anormalidades graves na parte aérea. Nas raizes, observamos com maior frequéncia anomalias
como necrose, atrofia, geotropismo negativo e oxidagao da coifa. O hipocotilo retorcido e pequenas

necroses nos cotilédones foram as alteragdes mais comuns na parte aérea.
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O extrato de folha de S. saponaria, quando comparado ao de casca, foi o que provocou
maior efeito inibitorio no processo de germinacdo dos didsporos de gergelim, rabanete e trigo; esse
efeito foi observado para todas as variaveis analisadas (Tabela 1). O crescimento das plantulas de
trigo também foi mais afetado pelo extrato foliar. Porém, o extrato da casca foi o que mais inibiu o
crescimento da parte aérea e causou maior anormalidade nas plantulas de rabanete. Para as plantulas
de gergelim, os extratos de folha e casca exerceram efeito similar no crescimento da parte aérea e da

raiz; no entanto, a propor¢cdo de plantulas normais foi menor no tratamento com extrato foliar

(Tabela 1).
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Tabela 1. Efeito dos extratos de folhas e cascas de Sapindus saponaria na germinagao de diasporos
e no crescimento de plantulas de gergelim (Sesamum indicum), rabanete (Raphanus
sativus) e trigo (Triticum aestivum).

c . Extr
Variaveis (unidades) Folha tratos Casca
Sesamum indicum
G: germinabilidade (%) 88,67 b 92,83 a
t: tempo médio de germinagdo (hora) 32,291 23,99 a
#: velocidade média de germinacio (hora™) 0,0337 b 0,0422 a
VG: velocidade de germinagdo (semente hora™) 1,05b 1,30 a
I: incerteza (bit) 1,62 b 1,08 a
Z: sincronia 0,3655b 0,5658 a
CPA: comprimento da parte aérea (mm) 13,67 a 14,79 a
CR: comprimento da raiz (mm) 13,73 a 12,62 a
PN: plantulas normais (%) 32,50b 61,00 a
Raphanus sativus
G: germinabilidade (%) 47,83 b 88,17 a
t: tempo médio de germinagdo (hora) 56,05b 34,99 a
#: velocidade média de germinagio (hora™) 0,0211 b 0,0299 a
VG: velocidade de germinagdo (semente hora™) 0,5558 b 0,9896 a
I: incerteza (bit) 2,25b 2,0056 a
Z: sincronia 0,1754 b 0,2883 a
CPA: comprimento da parte aérea (mm) 20,92 a 18,21 b
CR: comprimento da raiz (mm) 17,52 a 17,81 a
PN: plantulas normais (%) 25,50 a 20,50 b
Triticum aestivum

G: germinabilidade (%) 89,83 b 94,00 a
t: tempo médio de germinagdo (hora) 42,99 b 38,26 a
#: velocidade média de germinagio (hora™) 0,0235 b 0,0263 a
VG: velocidade de germinacdo (semente hora™) 0,6803 b 0,8028 a
I: incerteza (bit) 1,5114 a 1,3936 a
Z: sincronia 0,4376 b 0,4960 a
CPA: comprimento da parte aérea (mm) 44,15 b 51,84 a
CR: comprimento da raiz (mm) 43,50 b 52,07 a
PN: plantulas normais (%) 53,50b 83,50 a

Médias seguidas por letras iguais na linha nao diferem entre si pelos testes de Tukey a 0,05 de probabilidade.
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Tabela 2. Germinagdo de diasporos e crescimento das plantulas de gergelim (Sesamum indicum), rabanete (Raphanus sativus) e trigo (Triticum

aestivum) submetidas a acdo dos extratos de folha e casca de Sapindus saponaria em diferentes concentragdes.

Variaveis o o 0 o Estatistica
(unidades) Extratos Controle 2,5% 5,0% 7,5% 10,0% W (P) F (P) F (P) H(P)
Sesamum indicum
G (%) Casca 96,67+2,72a 90,00 £ 9,81 a 90,00+ 5,44 a 9500+ 1,924 92,50+ 1,67a 0,850 (0,005) 1,790 (0,183) 1,272 (0,3245)
1 (bit) Casca 1,0156 £0,0879a 0,8094 +0,3757a 1,1608 £0,1707a 1,2278+0,0979a 1,1844 +0,2098 a 0,844 (0,004) 2,143 (0,126) 2,518 (0,0852)
VA Casca 0,5170£0,0209a 0,6731+£0,1658a 0,5660 +0,0620a 0,5358 £0,0313a 0,5371 +0,0856 a 0,766 (0,000) 2,674 (0,073) 1,952 (0,1539)
Raphanus sativus
1 (bit) Casca 1,6722 +£0,2171a 1,7898 £0,2067a  2,1782+0,3793a 2,2154+0,2753a 2,1725+0,4381 a 0,947 (0,326) 0,844 (0,519) 2,584 (0,0797)
Z Casca 0,3418+£0,0283 a 0,3334+0,0519a 0,2673+0,0689a 0,2439+0,0443a 0,2551+0,0711 a 0,939 (0,227) 1,299 (0,315) 2,749 (0,0675)
Triticum aestivum
G (%) Casca 97,50+ 1,67 a 94,17 +5,00 a 94,17+ 1,67 a 90,83 +4,19a 93,33+4,71a 0,906 (0,053) 1,993 (0,147) 1,618 (0,2212)
1 (bit) Casca 1,0983 +£0,2343a 1,4016+0,3012a 1,5355+0,3583a 1,6427+0,1952a 1,2899+0,1659 a 0,956 (0,461) 0,868 (0,5006) 2,653 (0,0743)
1 (bit) Folha 1,2455+0,1768 a  1,3842+0,2916a 1,7586 £0,2683 a 1,5346 +0,2676a  1,6339 +0,2602 a 0,955 (0,447) 0,283 (0,885) 2,496 (0,0871)
A Casca  0,5259+0,0756a 0,4885+0,0917a 0,4708+0,1424a 04268 +0,0647a 0,5681 +0,0530a 0,958 (0,503) 1,004 (0,436) 1,401 (0,2811)
PN (%)  Casca 100,00+0,00a 82,50 +20,61 a 85,00+ 17,32 a 85,00+ 19,15 a 65,00+5,77 a 0,748 (0,000) 13,80 (0,000) 2,756 (0,0671)

Meédias seguidas por letras iguais na linha ndo diferem entre si pelos testes de Tukey ou Dunn a 0,05 de probabilidade; G: germinabilidade; /: incerteza; Z: sincronia; PN: plantulas normais; . estatistica do
teste de Shapiro-Wilk; valores em negrito indicam que os residuos seguem distribui¢o normal (P > 0,01); 'F estatistica do teste de Levene; valores em negrito indicam homogeneidade entre as variancias
(P> 0,01); ’F: estatistica do teste de Snedecor; valores em negrito indicam diferenca significativa entre as concentragdes (ANOVA; P < 0,05); H: estatistica do teste de Kruskal-Wallis, valores em negrito
indicam diferenca significativa entre as concentragdes (P < 0,05); P: probabilidade.
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3.2. Estudo anatomico das raizes de gergelim (células do metaxilema)

Considerando que o extrato foliar de S. saponaria apresentou maior atividade inibitéria, o
estudo anatomico das raizes de plantulas de gergelim possibilitou uma melhor visualizagdo dos
efeitos fitotoxicos desse extrato em nivel celular. O grupo controle teve predominio para as células
pertencentes aos tamanhos entre 125-150 pm (52,5%), ndo apresentando células menores que 100
um. As plantulas que cresceram sob a influéncia do extrato de folhas apresentaram células
distribuidas em diferentes classes de tamanhos, sendo que com o aumento da concentracdo do
extrato essa distribuicdo se tornou mais homogénea. As células do metaxilema das raizes de
gergelim crescidas na presenca do extrato foliar, nas concentragdes 2,5 e 5,0%, apresentaram
predominancia na classe de tamanho entre 50-75 pum, enquanto que nas concentragdes 7,5 ¢ 10%,

57,5 e 77,5% das células exibiram, respectivamente, tamanhos entre 25-50 pm (Figuras 5 e 7).
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Figura 5. Frequéncia relativa das classes de tamanho (um) das células do metaxilema de raizes de
plantulas de gergelim submetidas a a¢ao do extrato de folhas de Sapindus saponaria em
diferentes concentragdes.
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O efeito do extrato de folhas de S. saponaria sobre o comprimento das células do
metaxilema das raizes de gergelim foi dependente da concentracdo. O menor comprimento dessas

células (44,61 pm) foi registrado na concentragdo estimada de 8,15% (Figura 6).
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Figura 6. Comprimento (um) das células do metaxilema da raiz de plantulas de gergelim
submetidas a acdo do extrato de folhas de Sapindus saponaria em diferentes

concentragoes.

Figura 7. Fotomicrografias das células do metaxilema da raiz de plantulas de gergelim submetidas a
acao do controle (A) e dos extratos de folhas de Sapindus saponaria nas concentragdes

2,5%(B), 5% (C), 7,5% (D) e 10% (E). Escala = 50pum.
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4. Discussao

O potencial osmético e o pH encontrado nos extratos de folhas e cascas de S. saponaria ndo
interferiram significativamente na germinacdo dos diasporos e desenvolvimento das plantulas
receptoras. Outros trabalhos corroboram com esses resultados, evidenciando que apenas valores
extremos, de pH e potencial osmotico, podem interferir nas caracteristicas avaliadas (Gatti et al.,
2004, Sodaeizadeh et al., 2009; Zhang et al., 2010). Assim, pode-se afirmar que os efeitos
inibitorios observados sobre a germinacdo e crescimento de plantulas tenham acontecido,
principalmente, devido as fitotoxinas alelopaticas presentes nos diferentes orgaos de S. saponaria.

De maneira geral, os extratos se mostraram fitotoxicos e potencialmente inibidores da
germinagdo dos diasporos de gergelim, rabanete e trigo. Trabalhos prévios evidenciaram que a
germinagdo dos diasporos de gergelim, rabanete e trigo nao foi afetada por extratos aquosos foliares
de plantas doadoras, tais como Eugenia dysenterica DC. (Pina et al., 2009), Jatropha curcas L.
(Rejila e Vijayakumar, 2011), A. esperanzae (Gatti et al., 2010) e Euphorbia helioscopia L.
(Tanveer et al., 2010). Ao contrario destes estudos, os extratos foliares de S. saponaria afetaram a
germinagdo desses didsporos, o que indica que a espécie pode conter compostos com elevado
potencial fitotoxico em suas folhas. A velocidade de germinagdo foi mais afetada do que a
porcentagem de didsporos germinados, como ja relatado em diversos estudos (Periotto et al., 2004;
Souza et al., 2010; Grisi et al., 2013a). Dessa forma, um fator importante ao se utilizar a germinagao
de sementes como indicador do efeito dos aleloquimicos estd vinculado ao nimero de varidveis
analisadas. A simples determinagdo da germinabilidade das sementes ndo ¢é suficiente para
determinar a influéncia do extrato testado sobre a planta alvo (Ferreira e Aquila, 2000). Outras
variaveis podem ser utilizadas para a avaliag¢do da fitotoxicidade, como a velocidade e tempo médio
de germinagdo, coeficiente de variacdo do tempo e sincronia do processo de germinacao (Ranal e
Santana, 2006; Grisi et al., 2013b).

Os extratos de folhas e cascas de S. saponaria também causaram anormalidades e reduziram
o crescimento das plantulas de gergelim, rabanete e trigo. O desenvolvimento das plantulas foi mais
sensivel a acdo dos extratos do que a germinagdo de sementes (ex.: Gatti et al., 2010; Souza et al.,
2010; Grisi et al., 2013a), sendo a reducdo do crescimento mais acentuada no sistema radicular do
que na parte aérea. Essa maior inibigdo da raiz em relagcdo ao crescimento da parte aérea foi
observada em varios estudos alelopaticos e fitotoxicos empregando extratos aquosos obtidos
diretamente de tecidos de plantas (Oliveira et al., 2004; Maraschin-Silva e Aquila 2006; Carmo et
al., 2007; Pina et al., 2009; Grisi et al., 2012; Borghetti et al., 2013; Mendes et al., 2013). Porém,
para o trigo a raiz foi tdo sensivel quanto a parte aérea quando submetida em contato com os

extratos de folhas e cascas.
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A inibi¢ao decorrente no desenvolvimento da raiz é o principal fator que indica a
sensibilidade da planta aos aleloquimicos (Souza Filho e Duarte, 2007). Fatores como o
escurecimento, endurecimento e a fragilidade das raizes sdo resultantes da acdo de substancias
toxicas presentes nos extratos (Cruz-Ortega et al., 1998). Além disso, a ocorréncia de redugdo de
tamanho e necrose radicular pode ser oriunda da ag¢do de saponinas (Soares e Vieira, 2000),
substancia predominantemente presente nos extratos dos diferentes o6rgados de S. saponaria (Tsuzuki
et al., 2007; Pelegrini et al., 2008). Segundo Correia et al. (2005), este efeito ¢ mais pronunciado
nas raizes devido ao seu contato direto e prolongado com os extratos. Além disso, as superficies de
raizes primdarias s3o mais permeaveis a fitotoxinas em comparacdo as superficies do hipocotilo
devido presenga de uma camada de cuticula protetora menos pronunciada sobre a raiz primaria, o
que pode resultar numa maior penetragdo e concentracdo destes compostos dentro do tecido
radicular (Yoshimura et al., 2011). Uma vez em contato com a raiz, os compostos alelopaticos
podem influenciar diretamente o seu crescimento, pois interferem na divisdo celular, na
permeabilidade de membranas e na atividade de enzimas (Singh et al., 2006; Teerarak et al., 2012).

A inibicdo da germinacdo das sementes e do crescimento inicial das plantulas ¢ a etapa mais
afetada, e os efeitos fisiologicos causados por interagdes alelopaticas sdo respostas secundarias de
efeitos primarios que ocorrem no metabolismo das plantas (Pedrol et al., 2006). Assim, a redugao
do crescimento das raizes de plantulas de gergelim, ocasionada pelos extratos de folhas e cascas de
S. saponaria, pode estar associada com a diminui¢do no alongamento das células do metaxilema.
Este resultado esta de acordo com o apresentado por Gatti et al. (2010), que investigaram o efeito de
extratos aquosos de A. esperanzae sobre o desenvolvimento das células do metaxilema em raizes de
plantulas de gergelim. Os autores discutem que a provavel interferéncia de aleloquimicos na
redu¢do do tamanho das células pode estar associada a alteragdes na concentracao de fitormonios.

A atividade fitotoxica varia dependendo da concentragdo do extrato, das espécies alvo e dos
tecidos da planta a partir da qual os produtos quimicos sdo extraidos (Sodaeizadeh et al., 2009;
Borella et al., 2014). De acordo com outros autores, o efeito inibitdrio sobre a germinacdo e
crescimento das plantulas acentua com aumento da concentragdo dos extratos, em uma relacao
dose-dependente (Batish et al., 2007; Ashrafi et al., 2009; Zhang et al., 2010; Borella et al., 2012;
Borella et al., 2014). Mendes et al. (2013) ao analisar os efeitos fitotoxicos da casca do caule de
Persea venosa Nees & Mart. sobre os diasporos e plantulas de milho, soja, alface e rabanete,
constataram que os extratos foram mais ativos nas maiores concentracdes; o que também foi
observado no presente estudo. Além disso, os resultados deste trabalho mostraram que as espécies
alvo respondem de maneira distinta aos extratos, confirmando que a suscetibilidade dessas espécies
as substancias fitotdxicas, sob condigdes de laboratorio, depende de suas caracteristicas fisiologicas

e bioquimicas (Kobayashi, 2004).
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De forma geral, os extratos de folhas de S. saponaria foram os que provocaram maior
inibicdo na germinacao e no crescimento das plantulas receptoras. As alteragdes provocadas pelos
extratos das cascas do caule foram menos intensas, principalmente no processo de germinacao dos
diasporos. Resultados similares foram observados por Souza et al. (2010), que encontraram efeitos
fitotoxicos mais efetivos nos extratos de folhas de E. leiocarpa do que nos extratos provenientes das
cascas. Essa diferenca na intensidade dos efeitos provocados pelos extratos de cascas e folhas
reforca a afirmagdo de que a concentracao dos aleloquimicos pode variar entre os 6rgdos da planta
(Larcher, 1995; Shukla et al., 2003; Tanveer et al., 2010).

Os testes de germinagdo de sementes e crescimento de plantulas podem ser uteis para a
determinagdo do espectro de acdo dos extratos testados, sendo importantes no planejamento das
demais etapas de investigacdo. A resisténcia ou tolerdncia aos metabodlitos secundarios ¢ uma
caracteristica espécie-especifica, existindo aquelas mais sensiveis como alface (Lactuca sativa L.),
tomate (Lycopersicon esculentum Miller) e rabanete, consideradas plantas indicadoras de atividade
alelopatica (Souza Filho et al., 2010; Tur et al., 2010; Cremonez et al., 2013). O uso de espécies
sensiveis ¢ importante na detec¢do da presenca de compostos nocivos ao desenvolvimento vegetal;
porém, ndo possibilitam determinar o qudo importante ¢ essa influéncia, j4 que a maioria das
espécies cultivadas ou espontdneas ndo ¢ tdo sensivel quanto essas espécies bioindicadoras.
Portanto, ¢ importante o conhecimento dos grupos taxondmicos vegetais que possam sofrer maior
influéncia do composto estudado, a fim de direcionar o desenvolvimento das futuras investigagdes

para o controle desses grupos em campo.

5. Conclusao

Os extratos de folhas e cascas de S. saponaria foram fitotoxicos e inibiram o processo de
germinagdo e o crescimento das plantulas de gergelim, rabanete e trigo, com efeito dependente da
concentracdo. Verificou-se que a reducdo no crescimento radicular das plantulas de gergelim pode
estar relacionada com a diminui¢do no alongamento das células do metaxilema. A fitotoxicidade
dos extratos variou de acordo com a espécie receptora, sendo que o extrato foliar apresentou maior

atividade inibitoria.
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CAPITULO IV

Fitotoxicidade e identificacao de metabolitos secundarios do extrato

foliar de Sapindus saponaria L.
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RESUMO - O objetivo desse estudo foi avaliar e quantificar o efeito fitotoxico das fracdes de
hexano e acetato de etila obtidas do extrato foliar de Sapindus saponaria L. sobre a germinagdo de
diasporos e crescimento de plantulas de amendoim-bravo (Euphorbia heterophylla L.) e capim-
arroz (Echinochloa crus-galli (L.) P. Beauv.); assim como isolar e identificar os principais
compostos bioativos. O extrato bruto etandlico foi preparado na propor¢ao de 100 g de material
vegetal seco para 500 mL de etanol. O extrato foi fracionado por particdo liquido-liquido, ¢ as
fragdes de hexano e acetato de etila foram solubilizadas nas concentracdes 0,625; 1,25; 2,5 ¢ 5,0 mg
mL™". Nos bioensaios comparou-se o efeito dessas fragdes com o herbicida oxifluorfem. As fragdes
de hexano e acetato de etila inibiram a germinagdo, induziram o aparecimento de anormalidades e
reduziram o crescimento das plantulas de E. crus-galli e E. heterophylla, com efeito dependente da
concentragdo. A fitotoxicidade das fracdes variou de acordo com a espécie receptora, sendo que a
fracdo acetato de etila apresentou efeito inibitério superior ao da fracdo hexanica sobre o
desenvolvimento das plantulas. Para ambas as espécies, o herbicida oxifluorfem inibiu
principalmente o crescimento da parte aérea; enquanto, os extratos vegetais o crescimento radicular
das plantulas, sendo a necrose da raiz a principal anomalia identificada. As fra¢des de S. saponaria
reduziram em mais de 50% o tamanho das células do metaxilema das raizes de E. heterophylla. A
fragdo acetato de etila obtida das folhas de S. saponaria foi submetida ao fracionamento e, a
substancia isolada foi identificada como acido 3-(1,2-dimetil-5-oxabiciclo [2.1.1] hexan-2-il) but-2-
endico. Este composto também inibiu a germinagdo e o crescimento das plantulas de E. crus-galli e
E. heterophylla, porém a fracdo acetato de etila foi mais potente em reduzir o crescimento das

plantulas.

Palavras-chave: aleloquimicos, Echinochloa crus-galli, Euphorbia heterophylla, Sapindaceae,

terpeno.
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ABSTRACT - (Identification of secondary metabolites and phytotoxicity of Sapindus saponaria L.
leaf extract). The aim of this study was to evaluate and quantify the phytotoxic effects of hexane
and ethyl acetate fractions obtained from a leaf extract of Sapindus saponaria L. on the germination
and seedling growth of Euphorbia heterophylla L. (wild poinsettia) and Echinochloa crus-galli (L.)
P. Beauv. (barnyardgrass) and to isolate and identify the major bioactive compounds. A crude
ethanol extract was prepared from 100 g of dry plant material in 500 mL of ethanol. The extract was
fractionated by liquid-liquid extraction, and the hexane and ethyl acetate fractions were solubilized
at concentrations of 0.625, 1.25, 2.5 and 5.0 mg mL™". The effect of these fractions was compared
with the oxyfluorfen herbicide in bioassays. The hexane and ethyl acetate fractions inhibited
germination, induced abnormalities, and reduced seedling growth of E. crus-galli and E.
heterophylla with concentration-dependent effects. The phytotoxicity of the fractions ranged
according to the receptor species, and the ethyl acetate fraction showed a greater inhibitory effect
than the hexane fraction on seedling development. For both species, the oxyfluorfen herbicide
inhibited mainly shoot growth, whereas the plant extracts inhibited seedling root growth. Root
necrosis was the main abnormality identified. The S. saponaria fractions caused a reduction of more
than 50% in the size of metaxylem cell of E. heterophylla root. The ethyl acetate fraction obtained
from S. saponaria leaves was subjected to fractionation, and the substance isolated was identified as
3-(1,2-dimethyl-5-oxabicyclo [2.1.1] hexan-2-yl) but-2-enoic acid. This compound also inhibited
the germination and seedling growth of E. crus-galli and E. heterophylla, but the ethyl acetate

fraction was more potent in reducing seedling growth.

Keywords: allelochemicals, Echinochloa crus-galli, Euphorbia heterophylla, Sapindaceae,

terpene.
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1. Introducio

Fitoquimicos bioativos liberados no ambiente podem exercer efeitos prejudiciais sobre o
crescimento e desenvolvimento das plantas (Sodaeizadeh et al., 2009). Ha cada vez mais evidéncias
que essas substancias podem inibir a germinagdo ¢ o crescimento de diferentes espécies daninhas
(Tawaha e Turk 2003; Sampietro e Vattuone, 2006). Echinochloa crus-galli (L.) P. Beauv.
(Poaceae, capim-arroz) e Euphorbia heterophylla L. (Euphorbiaceae, amendoim-bravo) siao plantas
daninhas de ocorréncia muito comum no Brasil e causadoras de grandes impactos em sistemas
agricolas (Aliotta, et al., 2006; Vidal et al., 2007). A principal ferramenta empregada no controle
dessas espécies ¢ o uso de herbicidas sintéticos, com consequente ocorréncia de impactos
ambientais e selecdo de biodtipos resistentes a algumas moléculas convencionalmente utilizadas
(Batish et al., 2007; Hagemann et al., 2010; Grisi et al., 2013). O controle quimico ¢ o método mais
amplamente empregado, em decorréncia da sua alta eficiéncia e praticidade (Panozzo et al., 2014).
No entanto, a intensa aplicacao de agrotoxicos causa danos ambientais, atuando no balanco de
microorganismos do solo e nas mudangas das propriedades fisico-quimicas do mesmo, resultando
na diminui¢ao da produtividade da colheita (Chou, 1999).

A incorporagdo de substancias com atividade alelopatica na agricultura pode reduzir essa
poluicao ambiental e aumentar a produgdo agricola, visando o manejo sustentavel (Parvez et al.,
2003; He et al., 2004; Sodaeizadeh et al., 2009). As plantas sdo capazes de desenvolver mecanismos
de defesa que se baseiam na sintese de determinados metabdlitos secundarios, liberados no
ambiente e que irdo interferir em alguma etapa do ciclo de vida de outra planta (Marco et al., 2012).
O acumulo de substancias com efeitos alelopaticos tem sido verificado em todos os drgaos vegetais,
havendo uma tendéncia de acimulo nas folhas (Dorning e Cipollini, 2006; Khan et al., 2011);
porém, os aleloquimicos podem variar quanto a composi¢ao, concentragdo e localiza¢do no vegetal
(Hong et al., 2004). Os efeitos fitotoxicos sdo mediados por substincias quimicas pertencentes a
diferentes categorias de compostos, tais como fenois, terpenos, alcaldides, poliacetilenos, acidos
graxos, peptideos, glicosideos, saponinas, taninos, entre outros (Wink, 2003; Silva et al., 2010).

Plantas da familia Sapindaceae constituem a base da medicina popular oriental,
principalmente devido a presenga das saponinas (Sparg et al., 2004). Essas substincias possuem
atividades bioldgicas diversas como acao moluscicida, piscicida, anti-inflamatoria, analgésica,
expectorante, antioxidante, antiviral, antibacteriana, antifingica (Sparg et al., 2004; Tsuzuki et al.,
2007) e propriedades reguladoras do crescimento de plantas (Ohara e Ohira, 2003). Uma das teorias
mais aceita para explicar a alta concentragdo de saponinas em muitas espécies de plantas ¢ que estas

funcionariam como protecao ao ataque de patdgenos, sejam estes fungos, bactérias ou virus (Sparg
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et al., 2004). Além das saponinas, as principais classes de compostos encontrados no género
Sapindus sdo flavondides, triterpenos, esterdides e glicosideos (Pelegrini et al., 2008).

Sapindus saponaria L. (sabao-de-soldado, Sapindaceae) ¢ uma arvore de porte médio
distribuida por todos os tropicos e geralmente encontrada nas florestas pluvial e semidecidua
(Murgu e Rodrigues-Filho, 2006; Tsuzuki et al., 2007). As principais substancias bioativas
encontradas em seus frutos sdo saponinas e oligoglicosideos de sesquiterpenos aciclicos (Murgu e
Rodrigues-Filho, 2006). Apesar das plantas de S. saponaria se destacarem por ser uma boa fonte de
saponinas bioativas, ha uma falta de estudos detalhados sobre a composicao quimica dessa espécie
(Murgu e Rodrigues-Filho, 2006). Estudos anteriores mostraram que os extratos aquosos de folhas
de S. saponaria apresentaram efeitos inibitorios sobre a germinacgao e crescimento de E. crus-galli e
Ipomoea grandifolia (Dammer) O'Donell (Grisi et al., 2012), podendo ser uma planta promissora na
busca de fitoquimicos capazes de atuar como herbicidas naturais.

Nesse contexto, a investigacdo das propriedades fitotdoxicas de S. saponaria podem
representar uma oportunidade para a descoberta de novas moléculas e compostos ativos com
empregabilidade na agricultura, podendo ser utilizadas como reguladores ou inibidores do
crescimento de plantas daninhas. Assim, o presente estudo teve como objetivo (1) avaliar e
quantificar o efeito fitotoxico das fragdes de hexano e acetato de etila obtidas do extrato etandlico
foliar de S. saponaria sobre a germinacao dos didsporos e crescimento de plantulas de amendoim-
bravo (E. heterophylla) e capim-arroz (E. crus-galli); (2) isolar e identificar os principais compostos
bioativos; e (3) examinar a fitotoxicidade do composto isolado em comparagdo com a sua mistura

derivada.

2. Material e Métodos

2.1. Preparacio das fragoes

Folhas maduras (coloragdo verde-escura e textura coridcea ) de S. saponaria foram coletadas
no municipio de Sdo Carlos-SP (22°02' S e 47° 52' W), em maio de 2011. A regido ¢ caracterizada
pelo tipo climatico Aw (Koppen, 1948), com inverno seco (abril a setembro) e verdo chuvoso
(outubro a marco). Apos a coleta, as folhas foram secas em estufa de circulagao forgada de ar, a
40 °C, durante 72 h, e trituradas em moinho industrial.

O extrato etandlico foi preparado na propor¢ao de 100 g de material vegetal seco para 500
mL de etanol e, submetido a exaustiva extracdo etandlica, no escuro e a frio, durante 72 h. Apds

esse periodo, a solucdo foi filtrada e concentrada em evaporador rotativo, sob pressao reduzida,
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obtendo-se o extrato bruto etandlico. O extrato bruto (60g) foi suspendido com metanol (MeOH) e
agua deionizada na propor¢ao 1:3 (v/v), resultando na fase aquosa. Essa solugao foi fracionada por
parti¢do liquido-liquido utilizando hexano, acetato de etila (AcOEt) e butanol, em ordem
cronoldgica. As solucdes obtidas foram evaporadas sob pressdo reduzida produzindo as fragdes
hexanica (22,27 g), AcOEt (8,43 g), butandlica (10,92 g) e aquosa (11,34 g). Cada fragdo foi
submetida ao bioensaio com coledptilos de trigo. As fragdes de hexano e AcOEt, que apresentaram
maior atividade inibitéria, foram solubilizadas em solu¢do tampdao (10 mM de acido 2-[N-
morfolino] etanossulfonico (MES) e 1M de NaOH, pH = 6) e DMSO (dimetil sulfoxido, 5 uL mL™)
nas concentracoes 5,0; 2,5; 1,25; 0,625 mg mL". Nos testes de germinagdo e crescimento de
plantulas utilizou-se como controle negativo a solu¢io tampdo e DMSO (5 pL mL™) e, como
controle positivo o herbicida comercial oxifluorfem (240 g.i.a. L") nas doses 1,0 ¢ 2,0 L ha™.
Oxifluorfem ¢ um herbicida de agdo seletiva, ndo sistémico e indicado para o controle de plantas
daninhas, mono e eudicotiledoneas, em aplicagdes de pré-emergécia ou pods-emergéncia inicial

(Rodrigues e Almeida, 2011).

2.2. Bioensaio de germinacio

As quatro concentragdes das fragdes de hexano e AcOEt provenientes do extrato etandlico
das folhas de S. saponaria foram aplicadas nos didsporos de amendoim-bravo (Euphorbia
heterophylla) e capim-arroz (Echinochloa crus-galli). O bioensaio foi conduzido em placas de Petri
de 9,0 cm de didmetro, forradas com duas folhas de papel de filtro umedecidas com 5 mL das
fracdes, herbicida ou solu¢do tampdo e DMSO (5 pL mL™). O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, utilizando-se quatro repeticdes de 30 diasporos. O experimento foi
instalado em estufa B.O.D. a 25 °C, sob fotoperiodo de 12 h luz (Inoue et al., 2010). As leituras
foram realizadas a cada 12 h, durante os sete primeiros dias, e em intervalos de 24 h, até a
estabilizacdo da germinacdo, adotando-se a protrusdo de qualquer parte do embrido como critério de
germinagdo. Foram avaliadas a germinabilidade (G), a velocidade de germinacdo de Maguire (VG),

o tempo (1) e a velocidade média de germinagio (V) (Ranal e Santana, 2006).

2.3. Bioensaio de crescimento de plantulas

Na andlise de crescimento de plantulas de amendoim-bravo e capim-arroz, as unidades de
dispersdao foram previamente germinadas em agua destilada. Plantulas com 3 mm de raiz primaria
foram transferidas para caixas de plastico transparente (13 x 8 x 3 cm), contendo como substrato

duas folhas de papel de filtro umedecidas com 5 mL das fragdes, herbicida ou solugdo tampao e
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DMSO (5 pL mL™), nas mesmas concentragdes adotadas para o teste de germinagdo. As caixas
foram tampadas e mantidas em B.O.D. a 25 °C, com fotoperiodo de 12 h. Foram utilizadas quatro
repeti¢des de 10 plantulas, em delineamento experimental inteiramente casualizado. Apos sete dias
do transplantio, foram medidos os comprimentos da parte aérea e raiz primdria e avaliadas as
anomalias das plantulas.

As plantulas foram classificadas em normais e anormais, de acordo com as especificacdes de
Brasil (2009), sendo consideradas anormais aquelas que ndo mostraram potencial para continuar o
seu desenvolvimento. Para as plantulas anormais de amendoim-bravo foi possivel quantificar as

principais anomalias provocadas pelas fragdes e pelo herbicida.

2.4. Estudo anatomico de raizes (células do metaxilema)

Plantulas de amendoim-bravo cresceram em solug¢des do controle negativo e das fragdes de
hexano e AcOEt das folhas de S. saponaria, nas mesmas condi¢des citadas para o bioensaio de
crescimento. Decorrido quatro dias, as plantulas foram retiradas das caixas e, com auxilio de um
estilete, o segmento da raiz primaria foi removido e imerso em alcool 70% (Gatti et al., 2010). A
coloracdo foi realizada de acordo com o método de Fuchs modificado (Kraus e Arduin, 1997), em
que as raizes ficaram imersas em alcool (70%), durante cinco dias, e depois colocadas em solucao
de soda catstica (NaOH a 25%) a 60 °C, durante 48 h, periodo em que foi observado a clarificacao
do material.

Em seguida, o material clarificado foi colocado em um recipiente contendo safranina
(C20H19N4C)) e soda caustica (NaOH a 10%), e transferido para estufa, a 60 °C, por 24 h. Apds a
coloragdo, a raiz foi fixada em laminas de vidro com xarope Apathy para observagdo em
microscopio optico (Olympus-BX41), acoplado com camara fotografica (Sony CCD-IRIS).
Utilizaram-se quatro repeticdes de raizes primarias crescidas em diferentes concentragdes das
fragdes e no controle. De cada raiz foi fotografado 50% de seu comprimento total, da regido central
em direcdo ao colo (Gatti et al., 2010), no aumento de 20 vezes. A partir dessas fotos, foram

medidas até 15 células centrais do metaxilema, utilizando-se o programa Image Pro-Plus 5.0.

2.5. Fracionamento e identificacio dos metabolitos secundarios

A fracdo AcOEt (3,0 g), selecionada a partir dos resultados obtidos pelos bioensaios de
germinagdo e crescimento, foi suspendida com metanol (MeOH) e 4gua deionizada na proporcao
1:3 (v/v). Essa solugdo foi fracionada por parti¢do liquido-liquido utilizando os solventes hexano,

diclorometano (CH,Cl;) e AcOEt, em ordem crescente de polaridade. As solucdes foram
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evaporadas sob pressdo reduzida, produzindo as fragdes de hexano (89,7 mg), CH,Cl, (577,2 mg),
AcOEt (624,4 mg) e hidroalcoolica (964,8 mg) (Figura 1).

Ap0s analise por cromatografia de camada delgada analitica (CCDA), as fracdes CH,Cl, e
AcOEt foram reunidas e submetidas a um novo fracionamento em coluna cromatografica contendo
silica gel (230-400 mesh), em misturas de hexano/acetona de polaridade crescente, seguido de
metanol. Esse procedimento rendeu um total de 41 sub-fragdes, que foram monitoras pela CCDA
(Figura 1). De acordo com as observacdes em CCDA, as sub-fracdes F19 (hexano/acetona 7:3; 3,2
mg), F20 (hexano/acetona 6:4; 3,9 mg), F21 (hexano/acetona 6:4; 54,3 mg), F22 (hexano/acetona
6:4; 5,1 mg), F23 (hexano/acetona 1:1; 3,0 mg) e F24 (hexano/acetona 1:1, 3.4 mg) foram reunidas
e submetidas as analises por Ressonancia Magnética Nuclear 1D e 2D (Bruker 600 MHz, 14,1 T) e
Espectrometria de Massas Sequencial (ABSciex API 2000 Applied) para identificagdo das
substancias purificadas.

A fim de analisar o composto por LC-MS/MS, a amostra foi solubilizada em
agua/acetonitrila (1:1) na concentracdo de 650 pug mL™'. Esta solugdo foi diluida para 32,5 pg mL™
e, em seguida, a amostra foi analisada por cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia (UHPLC)
utilizando o sistema LC Agilent 1290 (Agilent Technologies, EUA). A andlise foi realizada no
modo gradiente de fase reversa, utilizando o Zorbax Extend-C18 (1,8 um, 2,1x50 mm) ¢ uma fase
movel constituida de acetonitrila (fase B) e TFA a 0,1% (v/v). O programa estabelecido para as
condig¢des de gradiente foi: 0-1 min: 50% fase B; 1-2 min: 90% fase B; 2-5 min: 90% fase B. A taxa
de fluxo era de 0,5 mL min™ a 25 °C, e o volume injetado foi de 2 uL. A aquisigio foi realizada em
Agilent ifunnel Q-TOF-MS 6550 LC-MS com fonte dupla Agilent Jet Stream ESI (Dual AJS-ESI)
nas seguintes condi¢des: gis de secagem a 280 °C, fluxo do gas de secagem a 14 L min’,
nebulizador a 20 psi; bainha de gis a 350 °C; bainha de gas flua 12 L min™', VCap 2500; bico de
tensdo 0 V, Fragmentor 110 V, 01 de outubro RF Vpp 750 V, e energia de colisdao de 20 V usando
Na». A aquisigdo dos espectros de massas variou entre 50 e 220 m/z.

O composto isolado foi também submetido aos bioensaios de germinagdo e crescimento de
plantulas com E. heterophylla e E. crus-galli, nas mesmas condi¢oes descritas acima. O composto
foi solubilizado em uma solugio tampio ¢ DMSO (5 uL mL™) nas concentragdes de 1 mM, 300
uM, 100 uM, 30 uM e 10 uM. Esse bioensaio de germinacao foi realizado em placas de Petri de 5,0
cm de didmetro, forrada com uma folha de papel de filtro umedecida com 1,5 mL da solucao
controle ¢ do composto. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, utilizando-se

quatro repeti¢des de 20 diasporos.

135



P6 das Folhas de Sapindus saponaria '
(550 &)

Extrato etanélico >
(35g)

| ]
[ Fragdo butanodlica } [ Fracdo aquosa }

[ Fragdo hexanica }

Fragdo acetato de etila
30g

EsssEEEEssEEmEsEsEEEEEnmnnn?

evmEEEER

Fracgdo hidro-alcoolico
964,8 mg

»
.

{ Frag@o hexanica } Fragdo diclorometano * Fragio acetato de etila ’

89,7 mg 577,2 mg 624,4 mg

lllllllllllllllllllllllllll lllllllllllllllllllllllllll.

NTTTTLL
MILILLEL
enmmmmEnE

F19 F20 F21 F22 F23 F24
3,2mg 3,9 mg 4,3 mg 5,1 mg 3,0 mg 3,4 mg

Figura 1. Fluxograma com as extracdes e fracionamentos realizados a partir do p6 das folhas de S.
saponaria, com os respectivos rendimentos. 'Extra¢do etanolica. “Parti¢do liquido-
liquido. *Cromatografia de coluna (silica gel).

2.6. Analise estatistica

Os dados obtidos para cada uma das caracteristicas avaliadas foram submetidos aos testes de
normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade (Levene). Quando essas duas pressuposi¢oes foram
atendidas, foi aplicada a andlise de varidancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey a 0,05 de
significancia. Procedeu-se a regressdo linear ou quadratica, quando o resultado da ANOVA foi
significativo. A qualidade do ajuste dos modelos foi aferida pelo coeficiente de determinagio (R?).
Os dados foram submetidos a analise conjunta uma vez que a razdo entre 0 maior € o menor

quadrado médio residual ndo foi superior a sete (Pimentel-Gomes, 1990).
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3. Resultados

A fracdo hexanica obtida do extrato etanodlico das folhas de S. saponaria inibiu
significativamente o processo de germinacdo e o crescimento das plantulas de capim-arroz e
amendoim-bravo. Para o capim-arroz, a fragdo hexanica promoveu acréscimo linear de 1,77 h no
tempo médio de germinagio e decréscimo linear de 0,0004 h' na velocidade média de germinacio
para cada 1 mg mL™" de solugdo adicionada; enquanto, a germinabilidade (60,60%) e velocidade de
germinagio de Maguire (0,2602 cariopses h™') atingiram seus valores minimos nas concentragdes
estimadas de 3,46 ¢ 3,96 mg mL™, respectivamente (Figura 2). As sementes de amendoim-bravo
apresentaram valores minimos de germinabilidade (45,63%), velocidade média (0,0182 h) e
velocidade de germinacdo de Maguire (0,2911 sementes h™") nas concentra¢des estimadas de 4,13;
3,7 ¢ 3,91 mg mL", respectivamente. Por outro lado, o tempo médio de germinagdo atingiu seu
valor méximo (55,55 h) na concentra¢io de 3,95 mg mL™" da fracdo hexénica (Figura 2). As
plantulas de capim-arroz submetidas aos efeitos da fragdo hexanica apresentaram menores
comprimentos da parte aérea (24,73 mm) e da raiz (10,31 mm) nas concentragdes 3,62 e 3,85 mg
mL™', respectivamente (Figura 3a). Entretanto, o comprimento da parte aérea (34,12 mm) e da raiz
(15,09 mm) das plantulas de amendoim-bravo foi minimo nas concentra¢des estimadas de 3,68 e
3,87 mg mL™, respectivamente (Figura 3b).

A fragdo AcOEt oriunda das folhas de S. saponaria também exerceu efeito fitotoxico no
processo de germinag¢do dos didsporos das espécies daninhas estudadas. Para o capim-arroz,
observaram-se valores minimos na germinabilidade (60,90%) e na velocidade de germinacdo de
Maguire (0,2465 sementes h') nas concentracdes estimadas de 3,42 e 3,88 mg mL’,
respectivamente; enquanto o tempo e a velocidade média de germinacao apresentaram aumento €
decréscimo linear de 2,90 h e 0,0006 h'l, respectivamente, para cada 1 mg mL" de solucdo
adicionada (Figura 4). A fracdo AcOEt reduziu linearmente a germinabilidade e a velocidade média
de germinagio das sementes de amendoim-bravo (1,59% e 0,0012 h™' para cada adi¢do de 1 mg mL”
! de solugdo); e, em contrapartida, promoveu o aumento linear no tempo médio de germinacio (3,27
h para cada 1 mg mL™"' de solugdo adicionada). Na concentragdo 4,24 mg mL™" da fragio a AcOEt,
registrou-se a menor velocidade de germinacio de Maguire (0,2856 sementes h') para as sementes
de amendoim-bravo (Figura 4), indicando que os aleloquimicos também tem o potencial de reduzir

o vigor dessas sementes.
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Figura 2. Germinabilidade, tempo médio, velocidade média e velocidade de germinagdo de Maguire
dos didsporos de capim-arroz ¢ amendoim-bravo submetidos a a¢ao da fracdo hexanica de
folhas de Sapindus saponaria em diferentes concentragdes.

No bioensaio de crescimento, os menores valores de comprimento da parte aérea das
plantulas de capim-arroz (36,31 mm) e amendoim-bravo (33,64 mm), crescidas na solugdo
contendo a fragdo AcOEt, foram registrados nas concentracdes 4,32 e 3,75 mg mL™’,
respectivamente (Figura 5). As plantulas de capim-arroz e amendoim-bravo apresentaram valores
nulos (0 mm) para o comprimento da raiz, nas concentragdes estimadas de 3,31 ¢ 3,53 mg mL™ da
fracdo AcOEt, respectivamente (Figura 5). Para ambas as espécies, o maior efeito inibitorio

registrado pelas fracdes de hexano e AcOEt ocorreu no sistema radicular.
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Figura 3. Comprimento da parte aérea e da raiz de plantulas de capim-arroz (a) e amendoim-bravo
(b) submetidas a a¢do da fracdo hexanica de folhas de Sapindus saponaria em diferentes
concentragoes.
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Figura 4. Germinabilidade, tempo médio, velocidade média e velocidade de germinagdo de Maguire

dos diasporos de capim-arroz e amendoim-bravo submetidos a acdo da fragdo acetato de
etila de folhas de Sapindus saponaria em diferentes concentragdes.
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Figura 5. Comprimento da parte aérea e da raiz de plantulas de capim-arroz (a) e amendoim-bravo
(b) submetidas a acdo da fracdo acetato de etila de folhas de Sapindus saponaria em
diferentes concentragdes.

A porcentagem maxima de plantulas anormais de capim-arroz foi registrada nas
concentragdes estimadas de 3,95 (55,78%) e 4,25 mg mL™ (69,21%) das fragdes de hexano e
AcOEt, respectivamente (Figura 6a). As plantulas de amendoim-bravo foram mais sensiveis aos
efeitos das fragdes, sendo que a maior ocorréncia de plantulas anormais foi verificada nas
concentragoes 3,56 (73,80%) e 4,24 mg mL! (92,96%) das fracdes de hexano e AcOEt,
respectivamente (Figura 6b). Para ambas as espécies, a fracdo AcOEt registrou maior porcentagem
de plantulas anormais quando comparada com a fracdo hexanica (Tabela 1). O tratamento com
herbicida foi o mais eficiente no controle dessas espécies daninhas, com maior ocorréncia de
plantulas anormais; no entanto, a fragdo AcOEt também teve efeito similar ao do herbicida sobre as
plantulas de amendoim-bravo (Tabela 1). As anomalias observadas para as plantulas anormais de

capim-arroz ¢ amendoim-bravo encontram-se na Tabela 1 e Figura 7.
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Figura 6. Plantulas anormais de capim-arroz (a) ¢ amendoim-bravo (b) submetidas a agdo das
fragdes de hexano e acetato de etila de folhas de Sapindus saponaria em diferentes
concentragoes.

140



Tabela 1. Plantulas anormais de capim-arroz ¢ amendoim-bravo submetidas a a¢do do herbicida e
das fragdes de hexano e acetato de etila de folhas de Sapindus saponaria e, suas principais

anomalias.
Plantul i .
Tratamentos antu ai anormats Anomalias
(%)
Capim-arroz

Hexano 40,06 b

. Raiz (atrofiada, curta e necrosada)
Acetat til 1 , " .

cetato de ctila 50,31 ab Parte aérea (curta, retorcida, deteriorada e ausente)
Herbicida 58,75 a
Amendoim-bravo

Hexano 56,53 b Raiz (atrofiada, curta, necrosada, com geotropismo

) negativo,  raizes  laterais = ausentes e
Acetato de etila 69,53 a desenvolvimento precoce das raizes secundarias)
Herbicida 7187 a Parte aérea (curta, curvada, retorcida, deteriorada e

com inversdo gravitropica)

Meédias seguidas por letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelos testes de Tukey a 0,05 de probabilidade

Raiz necrosada e hipocétilo retorcido ou curvado foram as principais anomalias
identificadas nas plantulas anormais de amendoim-bravo crescidas nas solugdes contendo as fragdes
organicas. Entretanto, para o herbicida, a auséncia de raizes laterais e hipocoétilo retorcido ou
curvado predominaram sobre as demais anormalidades (Figura 8). A porcentagem de plantulas
anormais com hipocétilo retorcido ou curvado e inversdo gravitropica foi a mesma para todos os
tratamentos. A ocorréncia de plantulas com raiz necrosada foi significativamente maior para as
fragdes organicas do que para o herbicida. No entanto, a propor¢do de plantulas anormais de
amendoim-bravo com raizes laterais ausentes foi maior no tratamento com o herbicida, seguido das
fracdes AcOEt e hexano (Figura 8). As anormalidades encontradas nas plantulas de capim-arroz
apresentaram caracteristicas semelhantes em todos os tratamentos, sendo a necrose da raiz a
principal anomalia identificada.

Considerando que o amendoim-bravo foi a espécie-alvo mais sensivel, o estudo anatdmico
de suas raizes permitiu uma melhor visualizacdo do modo de agdo das diferentes fragdes em nivel
celular. O tamanho médio das células do metaxilema das plantulas crescidas no controle foi de
400,25 pum (£ 9,76). No entanto, as fragdes de S. saponaria reduziram em mais de 50% o tamanho
das células do metaxilema da raiz (Hexano: 278,27-123,25 um, AcOEt: 182,51-80,88 um) (Figuras
9 e 10). O tamanho das cé¢lulas do metaxilema das raizes das plantulas de amendoim-bravo
crescidas sob a influéncia das fragdes de hexano e AcOEt foi inversamente proporcional a
concentragdo das fracdes (Figura 9). Para todas as concentracdes testadas, a fragdo AcOEt
apresentou efeito inibitério maior do que a fragdo hexanica sobre o alongamento das células do

metaxilema, com o tamanho minimo de 80,88 pm na concentra¢io de 5,0 mg mL™ (Figuras 9 ¢ 10).
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Capim-arroz

Amendoim-bravo

Figura 7. Anormalidades identificadas nas plantulas de capim-arroz e amendoim-bravo submetidas
a acdo das fragdes de hexano e acetato de etila de folhas de Sapindus saponaria. Escala =

1,0 cm.
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Figura 8. Principais anomalias encontradas nas plantulas anormais de amendoim-bravo submetidas
a acdo do herbicida e das fracdes de hexano e acetato de etila de folhas de Sapindus
saponaria. Médias seguidas pelas mesmas letras maitisculas para as anomalias e
minusculas para as fracdes, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 0,05 de
probabilidade.
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Figura 9. Comprimento (um) das células do metaxilema de raizes de plantulas de amendoim-bravo
submetidas a agdo das fracdes de hexano e acetato de etila de folhas de Sapindus
saponaria em diferentes concentragdes. Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas
para fragdes e minUsculas para as concentragdes, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey
a 0,05% de probabilidade. As barras verticais representam o desvio padrao.

Figura 10. Fotomicrografia das células do metaxilema da raiz de plantulas de amendoim-bravo
submetidas a a¢do do controle (a) e das fracdes de hexano (b) e acetato de etila (c) de
folhas de Sapindus saponaria na concentragio de 5 mg mL™. Escala = 50pm.
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Comparando o efeito das diferentes fragdes obtidas das folhas de S. saponaria com o
herbicida oxifluorfem, verificou-se que a porcentagem de inibicdo (em relacao ao controle) sobre a
germinabilidade das cariopses de capim-arroz foi a mesma para todos os tratamentos (Figura 12a).
Para o amendoim-bravo, o herbicida (28,95%), seguido da fracdo hexanica (18,92%) exerceram
maior efeito inibitorio sobre a germinacdo dessas sementes (Figura 12b). Para ambas as espécies
daninhas, o alongamento da parte aérea foi mais afetado pelo herbicida, seguido pela fracio AcOEt.
Analisando o comprimento radicular, a fracdo hexanica teve efeito inibitério similar ao do
herbicida, enquanto que a fracdo AcOEt apresentou inibi¢do superior a esses tratamentos sobre esse
orgao (Figura 12). Assim, pode-se dizer que dentre as fragdes estudadas, a fracdo AcOEt apresentou
maior efeito inibitdrio sobre o crescimento e desenvolvimento das plantulas de capim-arroz e
amendoim-bravo.

Com base nesses resultados, a fragdo AcOEt obtida das folhas de S. saponaria foi submetida
ao fracionamento cromatografico para purificagdo e identificacdo dos compostos presentes. Através
de métodos fitoquimicos classicos de separacdo por cromatografia foi possivel obter as sub-fracdes
(19-24) com pureza significativa para a caracterizagdo estrutural por RMN 1D e 2D. Os dados
espectroscopicos indicaram a presenga do metabolito secundario denominado acido 3-(1,2-dimetil-
5-oxabiciclo[2.1.1]hexan-2-il)but-2-enoico, sendo este pertencente a classe dos terpenos (Figura

11).

H,C

Figura 11. Estrutura quimica do acido 3-(1,2-dimetil-5-oxabiciclo[2.1.1]hexan-2-il)but-2-enoico
isolado e identificado da fragdo acetato de etila de folhas de Sapindus saponaria.

A estrutura do metabolito isolado indica ser um 4cido monoterpeno com caracteristicas
espectroscopicas ndo conhecidas na literatura. O espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCl;)
apresentou trés singletos em 61.472 (C-6°, 3H), 1.274 (C-7°, 3H) e 1.786 (C-4, 3H) referente as
metilas, um singleto largo em 6 5.690 (C-2, 1H) que corresponde ao hidrogénio etileno alfa para
uma carbonila alfa-beta insaturada, dois duplos dubletos em 6 1.532 (C-3°; 14,0, 4,0 Hz, 1H) e
1,780 (C-5’; 14,0, 4,0 Hz, 1H), dois duplos tripletos em & 1.980 (C-3’; 14,0, 2,4 Hz, 1H) e 2.460

(C-5’; 14,0, 2,4 Hz, 1H) correspondentes a dois carbonos metilenos do ciclopentano, ¢ um
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multipleto referente ao hidrogénio carbinélico em 84.331 (C-4’; m, 1H). O espectro de RMN de "°C
(150 MHz, CDCI3) do composto apresentou sinais em 6182.6 (C-1), 112,0 (C- 2), 172,0 (C-3), 26,9
(C-4), 35,9 (C- 1"), 86,7 (C-2"), 47,3 (C-3°), 66,8 (C-4"), 45,6 (C-5), 26,4 (C-6") ¢ 30,6 (C-7°). A
andlise dos espectros de RMN 1D e 2D estdo resumidas na tabela 1S e figuras 1S-5S. Considerando
o numero de carbono, hidrogénio e oxigénio proposto para a molécula, é possivel obter a formula
molecular C;;H;603, com uma massa molecular de 196 g mol ! e indice de insaturacao 4. O ion m/z
197,1165, correspondente ao ion [M+H]" e identificado pela andlise de fiull scan, foi confirmado
pela espectrometria de massa de alta resolucdo (Figura 6S). A estrutura proposta foi confirmada
pela analise dos ions obtidos por espectrometria de massa sequencial (MS/MS, Figura 7S). A
analise do ion produto m/z 197.1165, confirmou os ions m/z 179.1057, 161.0950, 133.1002 ¢

107.0850 como sendo derivados do respectivo ion molecular (Figura 7S).

Tabela 2. Efeito do acido 3-(1,2-dimetil-5-oxabiciclo[2.1.1]hexan-2-il)but-2-enoico, isolado a partir
da fracdo acetato de etila de folhas de Sapindus saponaria, sobre a germinagdo e
crescimento de plantulas de capim-arroz e amendoim-bravo.

Comprimento (mm)

~ PV

Concentragao (M) Germinacgao (%) Parte aérea Raiz
Capim-arroz

Controle 68.75+2.50a 2925+248a 43.94+5.09 a

107 51.25+5.50 ab 24.50 £ 6.06 ab 27.75+8.83b
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3.107 47.50 + 5.50 ab

22.03+1.11ab 21.68 +£3.58 be

10* 4375+ 6.57b 2275+ 0.37 ab 1927 +1.11 be
3.10° 45.00+6.12 b 19.50+5.82 b 18.04 + 4.44 be
102 45.00+3.53 b 16.98+1.78 b 1455+ 1.19 ¢
Amendoim-bravo
Controle 65.00 = 4.08 a 5133+2492a 62.56+221a
107 60.00 = 4.08 ab 4432 +2.28 ab 50.97+1.78 b
3.107 56.25+4.73 ab 43.35+10.21 ab 50.01 £2.44 b
10* 55.00 = 4.08 be 4273+ 1.78 ab 4459 +2.89 ¢
3.10° 57.50 + 3.23 ab 42.40 + 4.73 ab 4451 +0.92 ¢
107 46.25+239 ¢ 38.80+2.14 ¢ 4397+ 1.13 ¢

Meédias seguidas por letras iguais na coluna nao diferem entre si pelos testes de Tukey a 0,05 de probabilidade.

(a)

O Parte aérea

B Germinagdo

R

a*

-100 -

% de inibi¢do (em relagdo ao controle)

Hexano Acetato de etila ~ Herbicida

(b)

O Parte aérea

B Germinagdo

Hexano Acetato de etila ~ Herbicida Composto

Figura 12. Efeito inibitorio das fragdes de hexano e acetato de etila, do acido 3-(1,2-dimetil-5-
oxabiciclo[2.1.1]hexan-2-il)but-2-enoico (composto isolado) obtidos das folhas de
Sapindus saponaria ¢ do herbicida sobre a germinagdo e crescimento das plantulas de
capim-arroz (a) e amendoim-bravo (b). Médias seguidas por letras iguais nos
tratamentos, nao diferem entre si, pelo teste de Tukey a 0,05 de probabilidade. (*)
Diferenca significativa em relacdo ao controle.

O 4cido 3-(1,2-dimetil-5-oxabiciclo[2.1.1]hexan-2-il)but-2-enoico inibiu a germinagdo dos

diasporos e o crescimento das plantulas de capim-arroz e amendoim-bravo, com efeito dependente

da concentracdo e atuando, principalmente, no crescimento das raizes (Tabela 2). Esse composto

exerceu forte efeito inibitorio sobre a germinag¢do das cariopses de capim-arroz com inibi¢ao
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superior (32%) ao do herbicida (16%) e das fragdes de hexano (17%) e AcOEt (14%). A
germinagdo das sementes de amendoim-bravo também foi afetada por esse composto (15%),
apresentando inibi¢do superior ao da fracdo AcOEt (9,8%). O composto isolado (54%) inibiu o
crescimento da raiz de capim-arroz com efeito similar ao do herbicida (59%) e da fracdo hexanica
(61%). Porém, o tratamento utilizando-se o acido 3-(1,2-dimetil-5-oxabiciclo[2.1.1]hexan-2-il)but-

2-enoico foi o que menos afetou o crescimento das plantulas de amendoim-bravo (Figura 12).

4. Discussao

As fracOes de hexano e AcOEt obtidas do extrato etandlico foliar de S. saponaria foram
fitotoxicas e, inibiram a germinacdo, reduziram o crescimento e induziram o aparecimento de
anormalidades nas plantulas de capim-arroz e amendoim-bravo. Para todos os parametros avaliados,
a fitotoxicidade variou de acordo com a espécie receptora e o efeito inibitorio foi dependente da
concentragdo. Varios estudos mostram que o efeito negativo das substancias quimicas sobre as
plantas daninhas ¢ dependente da espécie (Prati e Bossdorf, 2004; Xuan et al., 2005; Sodaeizadeh et
al., 2009). Segundo Kobayashi (2004), a susceptibilidade das espécies alvo pelas substancias
fitotoxicas, sob condi¢des de laboratorio, depende das caracteristicas fisioldgicas e bioquimicas de
cada espécie.

O efeito das fragdes organicas de S. saponaria no processo de germinagdo mostrou que 0s
aleloquimicos podem atuar ndo s6 na germinabilidade, mas também na velocidade de germinagao e
no vigor dos didsporos de capim-arroz ¢ amendoim-bravo. O tempo médio de germinagdo ¢ um
fator importante para a sobrevivéncia das plantas daninhas, uma vez que plantas que germinam
mais lentamente podem apresentar tamanho reduzido, menor competicdo por recursos € menos
chance de estabelecimento no ambiente (Souza et al., 2010; Grisi et al., 2013). No entanto, essas
fragdes exerceram maior efeito inibitorio sobre o crescimento das plantulas, do que no processo de
germinagdo desses didsporos; sendo que as principais redugdes e alteragdes morfologicas foram
registradas no crescimento da raiz. Esses resultados estdo de acordo com outros autores, na qual
relataram o forte efeito fitotdxico dos aleloquimicos sobre o crescimento das plantulas de espécies
alvo (Sodaeizadeh et al., 2009; Ashrafi et al., 2009; Souza et al., 2010; Grisi et al., 2012). As
medidas analisadas nos bioensaios de germinacdo e crescimento de plantulas (variaveis
dependentes) estabeleceram uma relacdo de causa e efeito com as concentracdes das fragdes
testadas (variavel independente). Dessa maneira, ¢ possivel predizer valores para estas
caracteristicas, em qualquer concentracdo das fragdes, dentro dos intervalos estudados (0 a 5,0 mg

mL™).
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No presente estudo, o alongamento da parte aérea das plantulas de capim-arroz ¢ amendoim-
bravo foi mais afetado pelo herbicida sintético. No entanto, as fragdes de hexano e AcOEt
apresentaram, respectivamente, inibi¢do similar e superior ao do herbicida para o comprimento
radicular. Os dados obtidos indicam que o crescimento radicular de ambas as espécies foi mais
responsivo do que o crescimento da parte aérea para a atividade fitotdxica inibitdria induzida pelas
fragdes. De acordo com Grisi et al. (2013), pode-se dizer que o herbicida oxifluorfem atua com
mais intensidade na parte aérea; enquanto, os extratos vegetais investem na inibig¢do radicular das
plantulas. A avaliacdo de anormalidades das plantulas ¢ também um pardmetro importante na
deteccao dos efeitos fitotoxicos. As principais anomalias identificadas para as espécies daninhas
estudadas foram necrose radicular, hipocétilo retorcido ou curvado, auséncia de raizes laterais,
plantulas atrofiadas e inversdo gravitropica. Os resultados desse trabalho estdo de acordo com
Ferreira ¢ Aquila (2000), que relataram que os aleloquimicos podem induzir o aparecimento de
plantulas anormais, na qual a necrose ¢ o sintoma mais comum do efeito fitotdxico, inibindo o
desenvolvimento da planta receptora. Entretanto, essa nao foi a principal anomalia encontrada nas
plantulas de amendoim-bravo tratadas com o herbicida, sendo que a auséncia de raizes laterais e o
hipocétilo retorcido ou curvado predominaram sobre essa anormalidade.

A sensibilidade radicular aos aleloquimicos ¢ bem documentada na literatura, sendo uma das
caracteristicas que melhor indica a agdo alelopatica de extratos vegetais (Wandscheer e Pastorini,
2008; Souza et al., 2010; Inoue et al., 2010; Grisi et al., 2012). Isso pode ser atribuido pelo fato da
raiz ser o primeiro 0rgao a emergir e estar em contato direto com os extratos; dessa maneira, estao
expostas aos periodos de pico de alta concentragdo das fitotoxinas (Tanveer et al., 2012). Além
disso, a presenga de uma camada de cuticula protetora menos pronunciada sobre a raiz primaria
torna essa superficie mais permeavel a fitotoxinas do que as superficies do hipocotilo, o que pode
resultar numa maior penetracdo e concentracdo destes compostos no interior dos tecidos da raiz
(Yoshimura et al., 2011). O crescimento radicular ¢ caracterizado por altas taxas metabolicas, e por
esta razdo as raizes sdo altamente susceptiveis ao estresse ambiental, como os aleloquimicos no
substrato (Cruz-Ortega et al., 1998). Em nivel celular, o aleloquimico induz a peroxida¢ao lipidica,
afeta as atividades enzimaticas e rapidamente despolariza a membrana celular da raiz, causando um
aumento generalizado na permeabilidade da membrana e bloqueando, assim, a absor¢do dos
nutrientes (Santos et al., 2008). Considerando que o sistema radicular é a grande ligacao das plantas
com o meio fisico, sendo o caminho para a entrada de 4gua e nutrientes minerais, a ma formacgao
das raizes pode afetar o estado fisiologico das plantas e, consequentemente, evitar o
estabelecimento das espécies daninhas. Khanh et al. (2005) relataram que o maior nivel de
supressao alelopatica pode ocorrer quando os niveis maximos de fitotoxinas coincidem com os

estagios iniciais de crescimento da planta.
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A reducdo no crescimento das plantulas de amendoim-bravo tratadas com as fragoes de S.
saponaria pode ser associada com a inibi¢do do alongamento das células do metaxilema, sugerindo
provavel interferéncia dos aleloquimicos no equilibrio hormonal (Gatti et al., 2010). Estudos
recentes revelaram que os fitormdnios desempenham um papel importante no controle da divisao
celular, no crescimento celular e na diferenciacdo celular em zonas distintas das raizes (Takatsuka e
Umeda, 2014). A auxina pode ser considerada um importante sinal vegetal de curta a longa
distancia, capaz de controlar vérios processos de desenvolvimento, incluindo a padronizagdo do
desenvolvimento radicular (Friml et al., 2002; Petersson et al., 2009), a divisdo celular ¢ o
alongamento das células nas raizes (Ding e Friml, 2010). O transporte polar das auxinas, mediado
por transportadores de efluxo do tipo PIN (pin-shaped inflorescences), ¢ essencial para criar
gradientes de auxina e promover o desenvolvimento adequado dos 6rgdos (Tanaka et al., 2006).

Em uma andlise fitoquimica, Wahab e Selim (1985) identificaram flavonoéides, lipidios e
esterdides em extratos apolares de sementes de S. saponaria. Lemos et al. (1992) isolaram uma
nova saponina a partir da fragdo AcOEt de frutos de S. saponaria, e relataram atividade
antimicrobiana. Estudos usando cromatografia a liquido de alta eficiéncia, com deteccao
ultravioleta e espectrometria de massa, mostraram que os principais glicosideos presentes nos frutos
dessa espécie sao saponinas (SAP) derivadas dos triterpenos hederagenina e acido oleandlico, além
de oligoglicosideos de sesquiterpenos aciclicos (ASOGs). Usando esses métodos de analise, foram
detectados até 30 SAPs e 63 ASOGs (Murgu e Rodrigues-Filho, 2006; Pelegrini et al., 2008). No
presente trabalho, o dcido 3-(1,2-dimetil-5-oxabiciclo[2.1.1]hexan-2-il)but-2-enoico foi identificado
na fragdo AcOEt obtida das folhas de S. saponaria. Este metabolito ¢ um acido monoterpeno e ndo
foi relatado na literatura. A classe dos terpenos ¢ amplamente relatada no género Sapindus
(Pelegrini et al., 2008; Huang et al., 2008; Jeyabalan e Palayan, 2009; Morikawa et al., 2009;
Eddaya et al., 2013), apresentando diversas atividades bioldgicas e propriedades farmacologicas,
como atividades antidiabética (Mahar et al., 2011), antifingica (Tsuzuki et al., 2007) e
antibacteriana (Lasisi et al., 2012).

O éacido 3-(1,2-dimetil-5-oxabiciclo[2.1.1]hexan-2-il)but-2-enoico apresentou atividade
fitotoxica nas espécies daninhas estudadas. O efeito inibitorio desse composto foi superior ao da
fragdo AcOEt apenas na germinagdo dos diasporos de capim-arroz e amendoim-bravo, enquanto
que sobre o crescimento das plantulas essa fracdo apresentou maior atividade inibitdria. Teerarak et
al. (2012) também observou que o efeito inibitério da odorina (composto ativo) sobre a germinagao
e crescimento das plantulas de capim-arroz diminuiu em compara¢do com a mistura da fragao bruta
de AcOEt. Esses resultados indicam que a fracdo AcOEt pode conter muitos constituintes quimicos
ativos que agem sinergicamente. Os resultados do presente trabalho estdo de acordo com as

observagoes de sinergismo dos compostos biologicos registrados por Kilani et al. (2008) e Teerarak
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et al. (2012). Dessa forma, esta abordagem exigird uma investigagdo mais aprofundada para

identificar outros metabolitos biologicamente ativos.

5. Conclusao

A fracdo AcOEt proveniente do extrato etandlico das folhas de S. saponaria apresentou
efeito inibitorio superior ao da fragdo hexanica sobre o desenvolvimento das plantulas. O acido 3-
(1,2-dimetil-5-oxabiciclo[2.1.1]hexan-2-il)but-2-enoico, isolado e identificado da fragdo AcOEt,
também inibiu a germinagdo e o crescimento do capim arroz ¢ amendoim-bravo; porém, essa fragao
atuou com mais intensidade na reducdo do crescimento das plantulas. Dessa maneira, os compostos
presentes na fragdo AcOEt obtida das folhas de S. saponaria podem ser um potente regulador de
crescimento das plantulas daninhas e uma alternativa promissora para o manejo sustentavel dessas

espécies.
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Tabela 1S. Dados de RMN 1D e 2D referentes ao acido 3-(1,2-dimetil-5-oxabiciclo[2.1.1]hexan-2-
il)but-2-enoico.

- ! °C (ppm)
Posicao H (ppm) HSQC COSY HMBC
1 -0- 182.6
5.690 (s) 112.0 4 (f) 26.9; 35.9;45.6;86.7;172.0;
182.6
3 -0- 172.0
4 1.786 (s) 26.9 45.6; 182.6
I -0- 35.9
2’ -0- 86.7
3a’ 1.532 (dd; 14.0, 4.0 Hz) 473 3b’; 4 26.4; 30.6; 35.9; 45.6; 66.8
3b’ 1.980 (dt; 14.0, 2.4 Hz) ' 3a';4’; 5b° 26.4; 30.6; 35.9; 45.7; 66.8
4 4.331 (m) 66.8 3a'; 3b’; 5a'; 35.9;45.6; 47.3; 86.7
5b’
S5a’ 1.780 (dd; 14.0, 4.0 Hz) 45.6 5b'; 4° 26.9; 66.8; 86.7
5b’ 2.460 (dt; 14.0, 2.4 Hz) ' 5a';4’; 3b’(w) 26.4;47.3;86.7;172.0
6’ 1.472 (s) 26.4 30.6; 35.9; 47.3; 66.8;
182.6
7 1.274 (s) 30.6 26.4;35.9;47.3; 182.6

s: singleto; dd: duplo-dubleto; dt: duplo-tripleto; s/: singleto-largo.
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Figura 1S. A) Espectro de RMN-'H (CDCl;; 600 MHz) do écido 3-(1,2-dimetil-5-
oxabiciclo[2.1.1]hexan-2-il)but-2-enoico; B) Ampliacdo entre 1,0 € 2,5 ppm.
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CAPITULOV

Potencial pesticida dos extratos fracionados de folhas de Sapindus

saponaria L.
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RESUMO - A diversidade da flora brasileira apresenta um imenso potencial para a producdo de
compostos secundarios com atividade pesticida. Considerando a importancia que representa o uso
de extratos botanicos dentro do manejo integrado de pragas, este trabalho teve como objetivos
analisar a atividade dos extratos fracionados de folhas de Sapindus saponaria L. sobre o
alongamento dos coledptilos de trigo (7riticum aestivum L.), avaliar o potencial inseticida das
fracdes oriundas do extrato foliar de S. saponaria sobre a mortalidade de adultos e ninfas de
Toxoptera citricidus (Kirkaldy) (Hemiptera: Aphididae) e, isolar e identificar os principais
metabolitos secundarios. O extrato bruto etanolico foi preparado na proporcdo de 100 g de material
vegetal seco para 500 mL de etanol. O extrato foi fracionado por particao liquido-liquido utilizando
hexano, acetato de etila (AcOEt) e butanol. No bioensaio com coleoptilos de trigo, as fracdes foram
pré-solubilizadas em DMSO (5 pL mL™) e diluidas em solugdo tampdo nas concentragdes de 0,2;
0,4 ¢ 0,8 mg mL™. As fragdes de hexano e AcOEt apresentaram elevada atividade fitotoxica sobre o
crescimento dos coledptilos de trigo, porém a fracdo hexanica apresentou maior porcentagem de
inibicdo em relacdo ao controle, mesmo em baixas concentracdes. Dessa maneira, para avaliar o
potencial inseticida do extrato foliar de S. saponaria, as fracdes hexdnica e AcOEt foram
solubilizadas em agua Milli-Q e DMSO (5 uL mL'l) nas concentragoes de 0,3125; 0,6250; 1,25; 2,5
e 5,0 mg mL™. A avaliagdo da mortalidade dos adultos e ninfas de T citricidus foi realizada apos 24
e 48 horas da aplicagdo das solugdes. As diferentes concentragdes das fragdes de hexano e AcOEt
ocasionaram aumento significativo nas taxas de mortalidade de adultos e ninfas de pulgdo-preto dos
citros, ja nas primeiras 24 horas apds a aplicacdo das solugdes. Entretanto, a toxicidade da fracao
hexanica sobre esses afideos foi superior a da fracdo AcOEt, principalmente, nas concentragdes
mais baixas das solugdes. Com base nos resultados dos bioensaios, a fragdo hexanica foi submetida
ao fracionamento e, as principais substancias identificadas foram flavondis derivados do caempferol
e quercetina. Dessa maneira, S. saponaria pode ser uma espécie doadora de compostos com
potencial inseticida e herbicida, sendo uma boa candidata para o fornecimento de aleloquimicos

para uso futuro na agricultura.

Palavras-chave: bioatividade, coledptilos de trigo, flavondides, Toxoptera citricidus, sabao-de-

soldado.
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ABSTRACT - (Pesticide potential of Sapindus saponaria L. leaf extract). The diversity of flora in
Brazil presents a huge potential for the production of secondary compounds with pesticidal activity.
Considering the importance that represents the use of botanical extracts within the integrated pest
management, this study aimed to analyze the activity of fractionated extracts of Sapindus saponaria
L. leaves on the elongation of wheat (7riticum aestivum L.) coleoptiles, evaluate the insecticide
potential of fractions obtained from S. saponaria leaf extract on the mortality of Toxoptera
citricidus (Kirkaldy) (Hemiptera: Aphididae) adults and nymphs, and isolate and identify the main
secondary metabolites. The crude ethanol extract was prepared from 100 g of dry plant material in
500 mL of ethanol. The extract was fractionated by liquid-liquid partition using hexane, ethyl
acetate (EtOAc) and butanol mixture. In wheat coleoptiles bioassay, the fractions were predissolved
in DMSO (5 pL mL™") and diluted in a buffer solution at concentrations of 0.2, 0.4 and 0.8 mg mL".
The hexane and EtOAc fractions presented high phytotoxic activity on the growth of wheat
coleoptiles, but the hexane fraction showed the highest percentage inhibition over control, even at
low concentrations. Thus, to evaluate the insecticide potential of S. saponaria leaf extract, the
hexane and EtOAc fractions were solubilized in Milli-Q water and DMSO (5 pL mL") at
concentrations of 0.3125, 0.6250, 1.25, 2.5 and 5.0 mg mL". Evaluation of the mortality of T.
citricidus adults and nymphs was performed 24 and 48 hours after application of the solutions. The
different concentrations of hexane and EtOAc fractions caused significant increase in mortality
rates of black citrus aphids adults and nymphs, already in the first 24 hours after application of the
solutions. However, the hexane fraction showed higher toxicity than EtOAc fraction on these
aphids, mainly at the lowest concentrations of the solutions. Based on the results of bioassays, the
hexane fraction was subjected to fractionation and the main substances identified were flavonols
derivative of kaempferol and quercetin. Thus, S. saponaria can be a donor species of compound
with insecticide and herbicide potential, and a good candidate to supply allelochemicals for future

use in agriculture.

Keywords: bioactivity, wheat coleoptile, flavonoids, Toxoptera citricidus, soapberry.
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1. Introducio

A utilizacdo de pesticidas sintéticos na agricultura ¢ uma pratica ainda necessdria no
controle de pragas ou doengas para se atingir altos indices de produtividade e conseguir desta forma
atender a demanda crescente de alimentos (Lopes et al., 2009). Alguns destes pesticidas aplicados,
além de nem sempre serem eficientes, acarretam diversos problemas, tais como contaminacao
ambiental, residuos nos alimentos, destrui¢do de inimigos naturais, efeitos prejudiciais sobre
organismos benéficos e aumento de frequéncia de insetos e plantas resistentes (Roel et al., 2000;
Marangoni et al., 2012; Khaliq et al., 2013). A busca por outros métodos de controle inclui a
utilizacao de produtos naturais que sejam menos agressivos ao ambiente, dentre os quais pode ser
citada a utilizagdo de inseticidas ou herbicidas de origem vegetal (Roel et al., 2000; Krinski et al.,
2014). Além disso, tais compostos podem proporcionar ao agricultor, um método facil, natural e
econdmico de manejo de insetos e plantas daninhas, utilizando as ferramentas do seu proprio
ecossistema (Boiga Junior et al., 2005).

Os produtos a base de plantas, além de terem efeito herbicida comprovado (como visto nos
capitulos anteriores) apresentam uma diversidade de compostos ativos que agem sinergicamente
sobre os insetos. Caracteristicas como atraentes, desalojantes ou repelentes, entre outras podem ser
empregadas em sistemas de manejo integrado de pragas, como alternativas dirigidas para controle e
monitoramento das populagdes de insetos (Navarro-Silva et al., 2009; Krinski et al., 2014). Os
primeiros fitoinseticidas utilizados foram a nicotina extraida de Nicotiana tabacum L. (Solanaceae),
a rianodina extraida de Ryanmia speciosa Vahl (Flacuortiaceae), a sabadina e outros alcaldides
extraidos de Schoenocaulon officinale (Schltdl. & Cham.) A. Gray ex Benth. (Liliaceae), as
piretrinas extraidas do piretro Chrysanthemum cinerariaefolium L. (Asteraceae) e a rotenona
extraida de Derris spp. € Lonchocarpus spp. (Fabaceae) (Lagunes e Rodriguez, 1992; Roel et al.,
2000). Essas substancias, como os alcaloides, terpendides e derivados fenilpropanodides, sdo de
baixo peso molecular e funcionariam naturalmente como agentes defensivos contra predadores
(Barreto, 2005).

Os derivados botanicos podem causar diversos efeitos sobre os insetos, tais como repeléncia,
inibi¢do de oviposicao e da alimentagdo, redu¢do da motilidade intestinal, interferéncia na sintese
do ecdisonio, inibi¢do da biossintese da quitina, deformag¢des em pupas e adultos, reducdo na
fecundidade, longevidade, esterilizagao, inibi¢cao na oviposi¢ao ¢ mortalidade de formas imaturas e
adultas (Schmutterer, 1990; Mordue e Backwell, 1993; Boica Junior et al., 2005; Gonzaga et al.,
2008; Jesus et al., 2011). Dessa maneira, os metabdlitos secundarios podem ser utilizados como um

método alternativo aos inseticidas sintéticos, pois normalmente agem em doses baixas e com agdes
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especificas, além de poucos serem tdxicos a mamiferos (Regnault-Roger, 1997; Krinski et al.,
2014).

De um modo geral, podem ser reconhecidas duas abordagens quanto a utilizagdo de
plantas/substancias com atividades sobre os insetos. Na primeira delas a atividade ¢ reconhecida, os
compostos sdo isolados, identificados e posteriormente sintetizados em larga escala. Nesse processo
ha a possibilidade de alteragdes quimicas em grupos funcionais responsaveis pela atividade de
forma a acentuar os efeitos desejados ou diminuir a toxicidade, quando houver (Fazolin et al.,
2002). No segundo caso, uma vez identificada a atividade inseticida em alguma espécie vegetal, sua
utilizagdo se da na forma de extrato vegetal bruto. A escolha da melhor abordagem esté relacionada
a complexidade das estruturas quimicas das substancias envolvidas que viabilizard ou nao sua
sintese, bem como as consideragdes de ordem econdOmica e tecnologica (Tang e Yang, 1988;
Fazolin et al., 2002).

Estudos para o controle de pragas e doengas por meio de inseticidas botanicos sdo realizados
principalmente nas culturas de grande importancia e, entre elas destacam os citros (Neves et al.,
2010). A citricultura ¢ ameagada por diferentes problemas fitossanitarios, seja pelo ataque de pragas
e doengas, ou pela introdu¢do de novos organismos (Guerreiro et al., 2005). Toxoptera citricidus
(Kirkaldy) (Hemiptera: Aphididae), conhecido popularmente como pulgdo-preto ¢ um dos
principais afideos de plantas citricas (Koller, 1994; Balfour e Khan, 2012). Esse inseto fitofago
ataca principalmente os brotos novos das plantas citricas, sugam a seiva € provocam
encarquilhamento e atrofia das folhas e brotos, liberando ainda uma substancia acucarada expelida
pela codicola que permite o desenvolvimento de um fungo negro conhecido como fumagina. Além
disso, esse pulgdo também transmite o virus da tristeza dos citros em plantas sadias (Gallo et al.,
2002; Gravena, 2003; Gonzaga et al., 2008).

A diversidade da flora brasileira apresenta um imenso potencial para a producdo de
compostos secunddrios com atividade inseticida. Dentre essas espécies, destaca-se Sapindus
saponaria L. (Sapindaceae, sabdo-de-soldado), uma arvore nativa, encontrada habitualmente em
locais umidos, nas florestas pluvial e semidecidua, nas regides sudeste e nordeste do Brasil (Albiero
et al., 2001). Ela representa uma boa fonte de saponinas bioativas, entretanto, hd uma falta de
estudos detalhados sobre sua composi¢cao quimica e suas atividades biologicas, uma vez que estas
tém sido concentradas, especificamente, em propriedades farmacéuticas (Tsuzuki et al., 2007;
Pelegrini et al., 2008). O potencial inseticida dessa espécie ja foi avaliado em relacao a pragas como
Aedes aegypti (Barreto et al., 2006), Spodoptera frugiperda (Santos et al., 2008), Trialeurodes
vaporariorum (Porras e Lopez-Avila, 2009) e Plutella xylostella (Boica Junior et al., 2005; Jesus et
al., 2011), obtendo-se resultados promissores. Porém, ndo foram encontrados dados na literatura

sobre o potencial de S. saponaria no controle do pulgao-preto dos citros.
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Portanto, tendo em vista a importancia que representa o uso de extratos botanicos dentro do
manejo integrado de pragas e o interesse de se conhecer as diferentes atividades bioldgicas de S.
saponaria, os objetivos deste trabalho foram: (1) analisar a atividade dos extratos fracionados de
folhas de S. saponaria sobre o alongamento dos coleodptilos de trigo (7riticum aestivum L.), (2)
avaliar o potencial inseticida das fracdes oriundas do extrato foliar de S. saponaria sobre a
mortalidade de adultos e ninfas de 7. citricidus e, (3) isolar e identificar os principais metabodlitos

secundarios.

2. Material e Métodos

2.1. Obtenc¢ao do material vegetal

Folhas maduras (coloragao verde-escura e textura coriacea ) de S. saponaria foram coletadas
no municipio de Sao Carlos-SP (22°02' S e 47° 52' W), em maio de 2011. A regido € caracterizada
pelo tipo climatico Aw (Koppen 1948), com inverno seco (abril a setembro) e verdo chuvoso
(outubro a margo). As folhas foram coletadas diretamente de cinco arvores. Apds a coleta, as folhas
foram secas em estufa de circula¢ao forcada de ar, a 40 °C, durante 72 h, ¢ trituradas em moinho
industrial (Mesh 14). Posteriormente, o material foi pesado, embalado a vacuo em sacos plasticos e

armazenado sob temperatura ambiente (25 °C), até a realizagdo dos experimentos.

2.2. Rota fitoquimica

2.2.1. Preparo do extrato etandlico e fracionamento

O extrato etandlico foi preparado na propor¢do de 100 g de material vegetal seco para 500
mL de etanol e submetido a exaustiva extragdo etanolica, no escuro e a frio, durante 72 h. Apds esse
periodo, a solugdo foi filtrada e concentrada em evaporador rotativo, sob pressao reduzida, obtendo-
se o extrato bruto etandlico. O extrato bruto (60g) foi suspendido com metanol (MeOH) e dgua
deionizada na propor¢ao 1:3 (v/v), resultando na fase aquosa. Essa solugdo foi fracionada por
particdo liquido-liquido com hexano, acetato de etila (AcOEt) e butanol, obtendo-se as fragoes:

hexanica (22,27 g), AcOEt (8,43 g), butandlica (10,92 g) e aquosa (11,34 g).
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2.2.2. Fracionamento cromatografico, purificaciio e identificacio das substincias

A fragdo hexénica (7,0 g), selecionada a partir dos resultados obtidos nos bioensaios, foi
submetida ao fracionamento em coluna cromatografica contendo silica gel (230-400 mesh), eluida
em gradiente de hexano/acetona (9:1; 8:2; 7:3; 6:4; 1:1; 4:6; 3:7; 2:8; 1:9 v/v), acetona/AcOEt (9:1;
1:1 v/v), AcOEt, AcOEt/MeOH (1:1; 2:8 v/v), MeOH e MeOH/agua (9:1 v/v). Esse procedimento
rendeu um total de 31 fracdes. Apds andlise e reunido monitorada com base no perfil de
cromatografia de camada delgada analitica (CCDA), cinco fragdes foram selecionadas e suas
atividades biologicas foram avaliadas sobre coléoptilos de trigo. Cada cromatoplaca (placas de
silica gel Aldrich®, 25 pm) foi observada sob luz ultravioleta (UV) nos comprimentos de onda de
254 e 365 nm e revelada com Oleum (solu¢dao de 10 mL de 4cido sulftrico, 200 mL de &cido acético

e 40 mL de dgua), seguida de aquecimento a 120 °C durante 3 min.
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]
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{ P6 de folhas de Sapindus saponaria ' }
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O I . I I l
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Figura 1. Fluxograma com as extracdes e fracionamentos realizados a partir do pd das folhas de S.
saponaria, com os respectivos rendimentos. 'Extra¢do etanolica. “Parti¢do liquido-
liquido. *Cromatografia de coluna (silica gel). * Extracdo em fase solida (SPE).
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De acordo com a analise de Ressondncia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H,
Briicker 600 MHz, 14,1 T) e com os resultados obtidos no bioensaio, a fracdo F8 (hexano/acetona
6:4; 0,6983 g) foi selecionada e submetida a outro fracionamento em coluna cromatografica de
silica gel (Figura 1). Foi utilizada como fase mdvel a mistura de hexano/acetona (9:1; 8:2; 7:3; 1:1
v/v), acetona, acetona/MeOH (1:1 v/v) e MeOH, resultando em oito sub-fracdes (Figura 1). A partir
das observacdes em CCDA, seguida pela analise de RMN 'H, as sub-fragdes F8D (hexano/acetona
7:3; 0,0148 g) e F8F (hexano/acetona 7:3; 0,0200 g) foram submetidas a extracdo em fase so6lida
(SPE) para purificacdo das substancias (Tabela 1).

Tabela 1. Produtos obtidos na extragao em fase solida (SPE) a partir das sub-fragcdes oriundas da
fragdo hexanica das folhas de Sapindus saponaria.

Sub-fracao Produtos Eluente (v/v) Massa (mg)
F8D (I) H,O:ACN (9,5:0,5) 1,7
F8D (II) H>O:ACN (9:1) 1,1
F8D (III) H,O:ACN (8:2) 0,8
F8D F8D (IV) H,O:ACN (7:3) 0,6
F8D (V)* H,O:ACN (1:1) 1,1
F8D (VI) ACN 3,2
F8D (VII) Acetona 3.8
F8F (D)* H,O:ACN (9,5:0,5) 3,2
F8F (I1)* H>O:ACN (9:1) 1,3
F8F (1II) H,O:ACN (8:2) 0,8
F8F F8F (IV) H,O:ACN (7:3) 0,6
F8F (V)* H>O:ACN (1:1) 3,2
F8F (VI) ACN 4,2
F8F (VII) Acetona 4,1

(*) Produtos submetidos a0 RMN "H.

2.2.3. Extracdo em fase solida (SPE)

A extragdo em fase solida foi realizada em cartuchos C18 (500 mg/3,0 mL), condicionados
com 2,0 mL de acetonitrila (ACN), 2,0 mL de dgua e 2,0 mL de H,O:ACN (9,5:0,5 v/v). A amostra
foi dissolvida em 2 mL de ACN:H,O (1:20 v/v) e aplicada no cartucho condicionado. Em seguida, o

cartucho foi eluido com 1,0 mL (2 x 0,5 mL) de H,O:ACN (9,5:0,5; 9:1; 8:2; 7:3; 1:1 v/v) e, por
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fim, com 3,0 mL de ACN e acetona (Tabela 1). As sete amostras resultantes foram recolhidas em
tubos de ensaio (5 mL) e evaporadas em concentrador tipo Speed Vac. De acordo com as
observagdes em CCDA, algumas amostras foram submetidas ao RMN 'H. Este procedimento foi
desenvolvido e aplicado com o propoésito de purificar metabodlitos parcialmente isolados presentes
em baixas quantidades.

As substancias isoladas foram identificadas por meio das anélises de Ressonancia Magnética

Nuclear 1D (Bruker 600 MHz), em compara¢do com dados da literatura.

2.3. Bioensaios

2.3.1. Bioensaio com coledptilos de trigo

Cariopses de trigo (Titicum aestivum L., cultivar BRS Camboatd) foram distribuidas em
caixas tipo gerbox forradas com duas folhas de papel de filtro, umedecidas com 10 mL 4gua, sendo
tampadas e cobertas por papel aluminio. As caixas foram mantidas em camara climatizada (estufa
B.0.D) a 25 °C no escuro, durante 72 h. Decorrido esse tempo, as caixas foram conduzidas até uma
sala com luz verde para que os coleoptilos das plantulas de trigo fossem selecionados e cortados
utilizando-se uma guilhotina de Van der Weij. Os 4pices dos coleoptilos foram cortados (2 mm) e
descartados, enquanto o restante foi cortado em 4 mm e utilizado para o bioensaio (Macias et al.,
2010).

As solugdes foram preparadas a partir de 10 mg de cada fragdo ou sub-fracdo, pré-
solubilizadas em dimetilsulfoxido (DMSO, 5 pL mL™) e diluidas em solugdo tampdo (pH = 5,6)
contendo 4cido citrico monohidratado (1,05 g/L), hidrogenofosfato de potassio tri-hidratado (2,9
g/L) e 2% de sacarose, nas concentracdes de 0,2; 0,4 ¢ 0,8 mg mL™". Em tubos de ensaio foram
adicionados 2 mL das respectivas solugdes, contendo cinco coledptilos de trigo, sendo tampados
por uma pelicula de plastico (Macias et al., 2010). Dois controles foram realizados, um negativo
com solugdo tampdo e DMSO (5 pL mL™) e, outro positivo com o herbicida oxifluorfem (240 g L™)
solubilizado em solucao tampao e DMSO (5 pL/mL), nas mesmas concentragdes avaliadas para as
fracdes. Esses tubos foram mantidos a 25 °C no escuro e sob constante rotacao (0,25 rpm), sendo
utilizadas trés repeti¢des por tratamento (Macias et al., 2010). Apos 24 h, os coleoptilos foram
retirados dos tubos e medidos com auxilio do programa de digitalizacdo de imagens (Image-Pro
Plus® 5.0).

Os dados foram avaliados pela porcentagem de inibi¢do ou estimulo em relagdao ao controle

negativo (Macias et al., 2006; Grisi et al., 2014), segundo a expressao abaixo:
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Inibicdo/estimulo (%) = ( (€, =C)=(C, -C. ))]100 :

(C, -C.)
onde:

C,: comprimento referéncia do coleoptilo usado no bioensaio (4 mm);
C:: comprimento médio dos coleodptilos, referente aos tratamentos;

C.: comprimento médio dos coleodptilos, referente ao controle.

Os dados foram submetidos ao teste de analise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de
Tukey a 0,05 de significancia. Os resultados foram apresentados em um grafico de colunas, onde o
“0” representa a longitude do controle, enquanto os valores positivos implicam no estimulo da

caracteristica analisada, e os negativos na inibi¢ao (Macias et al., 2006).
2.3.2. Bioensaio de toxicidade: adultos e ninfas de 7. citricidus

De acordo com os resultados obtidos no bioensaio com coleoptilos de trigo, as fragdes de
hexano e AcOEt foram selecionadas e, pré-solubilizadas em DMSO (dimetilfulfoxido, 5 uL mL™") e
diluidas em agua Milli-Q nas concentragdes de 0,3125; 0,625; 1,25; 2,5 e 5,0 mg mL". Foi
realizado um controle com 4gua e DMSO (5 uL mL™), sendo que previamente a realizagio do
bioensaio, testou-se o efeito desse controle sobre as ninfas e adultos de 7. citricidus, de forma que o
mesmo mostrou-se seguro, nao provocando alteragdes ou mortalidade.

Adultos de T. citricidus foram coletados em plantas de Citrus limon (L.), localizadas no
campus da Universidade Federal de Sao Carlos, Sdo Carlos-SP. Posteriormente, foram levados ao
Laboratério de Entomologia Econémica do Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva para
confirmacao especifica da espécie e, em seguida, dispostos em ramos caulinares jovens do mesmo
hospedeiro.

O experimento foi instalado no laboratorio com temperatura média de 27,5 °C e UR de 60 +
10%. As solugdes contendo as fragdes foram pulverizadas diretamente sobre os adultos e ninfas de
um dia de 7. citricidus em placas de Petri (15 cm de didmetro), com auxilio de um pulverizador,
utilizando-se 2 mL por repeticdo. Posteriormente, os insetos foram transferidos para o conjunto
manga de vidro e voil contendo um ramo caulinar jovem de C. /imon. A avaliacdo da mortalidade
dos adultos e ninfas foi realizada apos 24 e 48 h da aplicagdo das solugdes, considerando-se mortos
aqueles insetos que nao respondiam ao toque de um pincel entomologico. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, utilizando-se seis tratamentos e dez repeti¢cdes, contendo

cinco insetos (ninfas e adultos) por repeticao.
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Os dados de mortalidade foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguida pelo
teste de Tukey a 0,05 de significancia. Procedeu-se a regressao quadratica, quando o resultado da
ANOVA foi significativo. A qualidade do ajuste dos modelos foi aferida pelo coeficiente de
determinacio (R?). As concentragdes letais medianas (CLso € CLog) foram estimadas pela analise de
Probit (Finney, 1971), com o auxilio do programa POLO-PC (LeOra Software, 1987). Para
comparar as fragdes e a mortalidade média em fungdo do tempo decorrido apos as pulverizagdes (24
e 48 h) foi realizada a analise conjunta dos dados, uma vez que a razdo entre 0 maior € 0 menor
quadrado médio residual ndo foi superior a sete (Pimentel-Gomes, 1990). As andlises estatisticas

foram realizadas utilizando-se o programa Sisvar® (Ferreira, 2003).

3. Resultados e Discussido
3.1. Bioensaio com coleoptilos de trigo

As fragdes oriundas do extrato etandlico das folhas de S. saponaria exerceram atividade
inibitdria sobre o alongamento dos coleoptilos de trigo, com efeito dependente da concentracdo. A
fracdo aquosa, nas concentracdes 0,4 ¢ 0,2 mg mL'l, nao afetou o crescimento do coledptilo em
relagdo ao controle negativo. A fracdo hexanica, nas concentragdes 0,8 (83%; 4,73 mm), 0,4 (77%;
4,99 mm) e 0,2 mg mL! (75%; 5,06 mm) e a fragdo AcOEt, na concentracdo 0,8 mg mL! (73%,;
5,16 mm), tiveram efeito inibitério similar ao do herbicida nas mesmas concentragoes de 0,8 (90%;
4,46 mm), 0,4 (77%; 4,98 mm) e 0,2 mg mL™ (73%; 5,13 mm) sobre o alongamento dos coledptilos
de trigo (Figura 2 e Tabela 2).

Tabela 2. Comprimento médio dos coleodptilos de trigo (Triticum aestivum) submetidos a agdo do
herbicida e das fragcdes do extrato etanolico de folhas de Sapindus saponaria em
diferentes concentragdes.

Comprimento (mm)

Fragoes T T T

0.8 mg mL" 0.4 mg mL" 0.2 mg mL" Controle
Hexano 4,73 £ 0,85 Bb 499 + 0,62 Cb 5,06 £0,74 Cb 8,17+092a
Acetato de etila 5,16 1,13 Bb 5,53 +£0,94 BCb 5,79 £ 1,52 BCb 8,17+0,92 a
Butanol 6,24 +£0,97 Ab 6,52 + 1,18 ABab 7,00 £ 1,47 ABab 8,17+0,92 a
Aquosa 6,28 £ 1,56 Ab 7,67+1,46 Aa 7,47+ 1,41 Aa 8,17+092a
Herbicida 4,46 + 0,23 Bb 4,98 +£0,32 Cb 5,13 +£0,40 Cb 8,17+092a

Meédias seguidas pelas mesmas letras maitisculas para as fracdes e mintsculas para as diluigdes, ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey a 0,05 de probabilidade.
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Figura 2. Efeito inibitorio das fragdes de hexano (FH), acetato de etila (FAE), butanol (FB) e
aquosa (FA) das folhas de Sapindus saponaria e do herbicida oxifluorfem sobre o
crescimento dos coleoptilos de trigo (7riticum aestivum). Barras verticais representam o
desvio padrdo. (*) Diferenca significativa em relagdo ao controle negativo.

A fracdo hexanica apresentou maior porcentagem de inibicdo em relagdo ao controle,
mesmo em baixas concentragdes. Compostos de baixa polaridade presentes nas folhas de S.
saponaria podem ser responsaveis pela elevada atividade inibitoria sobre o alongamento dos
coleoptilos de trigo. Os testes que utilizam plantas ou tecidos de plantas tém sido bem sucedidos na
detec¢do da atividade bioldgica de varios compostos sintéticos e naturais (Macias et al., 2000;
Hoagland e Williams, 2004). O bioensaio com coledptilos trigo ¢ um teste rapido e sensivel para
uma vasta gama de substancias bioativas (Cutler et al., 2000; Macias et al., 2010), incluindo os
reguladores de crescimento de plantas, herbicidas, antimicrobianos, micotoxinas e diversos
produtos farmacéuticos (Nebo et al., 2014). Varios trabalhos mostram o uso deste bioensaio como
uma ferramenta importante na busca de compostos com potencial biopesticida (Macias et al., 2000;
Macias et al., 2010).

Um aspecto importante nas pesquisas de alelopatia ¢ a identificacdo de compostos
aleloquimicos envolvidos na interagdo planta-planta e seu possivel modo de agdo. O isolamento e o
conhecimento da estrutura dos compostos da planta podem resultar na produgao de derivados semi-
sintéticos (Souza et al., 2011). Dessa maneira, ¢ de grande importincia o uso apropriado dos

bioensaios para isolar os ingredientes ativos dos diferentes tipos de extratos de plantas.
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3.2. Mortalidade de adultos e ninfas de 7. citricidus

De acordo com os resultados obtidos no bioensaio com coleoptilos de trigo, as fragdes de
hexano e AcOEt oriundas do extrato etandlico das folhas de S. saponaria foram selecionadas para
avaliacdo dos seus efeitos na mortalidade de insetos pragas. Ambas as fragdes apresentaram
potencial inseticida sobre o pulgdo-preto dos citros, com efeito dependente da concentragdo; ou
seja, a medida que se aumentou a concentracdo das solugdes, houve aumento da mortalidade dos
pulgdes. Apos 48 horas de exposicdo, as ninfas tiveram mortalidade maxima (100%) nas
concentracdes estimadas de 3,22 mg mL™, para a fragdo hexanica, ¢ 3,28 mg mL™, para a fracio
AcOEt. O percentual maximo de mortalidade (100%) para o inseto adulto pode ser registrado nas
concentragdes estimadas de 3,43 e 3,86 mg mL™"' das fragdes de hexano e AcOEt, respectivamente

(Figuras 3 e 4).
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Figura 3. Mortalidade de adultos e ninfas de Toxoptera citricidus submetidos a pulverizacdo de

diferentes concentragdes da fracdo hexanica de folhas de Sapindus saponaria, apos 48
horas de exposicao.

As ninfas de T. citricidus apresentaram maior sensibilidade, sendo que mais de 50% dos
pulgdes nesse estagio estavam mortos ja na concentragio mais baixa das fragdes (0,3125 mg mL™),
enquanto para os adultos esse registro foi possivel apenas a partir da concentracio 1,25 mg mL™
(Figuras 5 e 6). De acordo com Anese (2014), o pulgdo-preto dos citros no estdgio de ninfa também
foi mais sensivel a atividade toxica da fragdo hexanica de D. brasiliensis do que o adulto. A reducao
dréstica na sobrevivéncia das ninfas causada por extratos botanicos tem sido relatada para varias

espécies de afideos (Tang et al., 2002; Pavela et al., 2004; Déla et al., 2014).
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Figura 4. Mortalidade de adultos e ninfas de Toxoptera citricidus submetidos a pulverizacdo de
diferentes concentragdes da fragdo acetato de etila de folhas de Sapindus saponaria, ap6s
48 horas de exposicao.

Comparando o efeito das diferentes fragdes obtidas das folhas de S. saponaria sobre a
mortalidade dos insetos, verificou-se que a fragdo hexanica foi a que exerceu maior mortalidade de
adultos (hexano: 61,2% > AcOEt: 48,8%) e ninfas (hexano: 83,6% > AcOEt: 73,6%) nas primeiras
24 horas de exposicao (Figura 7). A toxicidade da fragdo hexanica sobre esses afideos foi superior a
da fracdo AcOEt, principalmente, nas concentracdes mais baixas das solucdes (Figuras 5 e 6). Para
a fragio hexénica, concentragdes superiores a 1,25 e 2,5 mg mL™' proporcionaram, respectivamente,
mortalidade acima de 90% de ninfas e adultos de 7. citricidus; enquanto, para a fragdo AcOEt, essa
taxa de mortalidade ocorreu apenas a partir da concentragio 2,5 mg mL™ (ninfas) ¢ 5 mg mL™

(adulto), o que indica a maior eficiéncia da primeira fragdo (Figuras 5 e 6).

120 - 24 horas 120 - 48 horas

100 1 B Hexano a 100
O Acetato de etila

80 B Hexano
O Acetato de etila

Mortalidade (%)
Mortalidade (%)
3

0,3125 0,6250 1,2500 2,5000 5,0000 03125 0,6250 1,2500 2,5000 5,0000
Concentragdo (mg mL'l) Concentragdo (mg mL'l)

Figura 5. Mortalidade de adultos de Toxoptera citricidus apds 24 e 48 horas de exposi¢do as
solugdes da fracdo hexanica e acetato de etila de folhas de Sapindus saponaria em
diferentes concentracdes. Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas para as
fragoes, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 0,05 de probabilidade.
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Ao contrario dos resultados apresentados nesse experimento, outros autores observaram a
ineficiéncia do extrato hexanico sobre a mortalidade ninfal, relatando que extratos altamente
apolares sdo menos eficientes do que aqueles com polaridade intermediaria (Cubillo et al, 1997;
Souza, 2004). No entanto, Coelho et al. (2006) constataram que a polaridade das substancias
contidas nos extratos etandlicos e hexanicos apresentou diferentes taxas de atividade; por exemplo,
com a casca da raiz de Simarouba versicolor A. St.-Hil. a taxa de mortalidade das ninfas de
Rhodnius milesi (Hemiptera: Reduviidae) foi de 35% para hexano e 95% para o etanol, e com a raiz

de Guarea guidonia (L.) Sleumer a mortalidade foi de 75% para hexano e 20% para o etanol.

24 horas 48 horas
120 7 @ Hexano 120 7

100 4 O Acetato de etila

B Hexano
O Acetato de etila

Mortalidade (%)
Mortalidade (%)
3

0,3125 0,6250 1,2500 2,5000 5,0000 0,3125 0,6250 1,2500 2,5000 5,0000
Concentragdo (mg mL’l) Concentra¢do (mg mL'l)

Figura 6. Mortalidade de ninfas de Toxoptera citricidus apds 24 e 48 horas de exposi¢ao as solucdes
da fracdo hexanica e acetato de etila de folhas de Sapindus saponaria em diferentes
concentragdes. Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas para as fragdes, nao
diferem entre si, pelo teste de Tukey a 0,05 de probabilidade.

A mortalidade de mais de 50% da populacao de pulgio-preto dos citros (adultos e ninfas) foi
alcancada ja nas primeiras 24 horas apos a aplicagdo das fragdes (Figura 7). A morte dos insetos em
um curto periodo de tempo demonstra a acdo imediata das fracdes de S. saponaria, principalmente
sobre as ninfas de 7. citricidus. Esse aspecto ¢ bastante importante, ja que ha risco de perda do
produto pela acdo da chuva logo apds a sua aplicagdo, conforme destacado por Gonzaga et al.
(2008).

A concentracdo letal CLsy estimada para os adultos e ninfas de 7. citricidus foi,
respectivamente, de 0,51 e 0,25 mg mL™ da fragdo hexénica e, 0,84 e 0,26 mg mL" da fragdo
AcOEt (Tabela 3). Estes resultados reforcam as evidéncias de que mesmo as menores concentragdes
utilizadas (> que 1,0 mg mL™) no processo de pulverizagdo com as fracdes de S. saponaria foram
capazes de controlar pelo menos 50% da populagdo de pulgdo-preto dos citros. A CLgg foide 1,61
(adulto) ¢ 0,63 mg mL™' (ninfa) para a fragdo de hexano e, 2,72 (adulto) e 1,19 mg mL™" (ninfa) para

a fragdo de AcOEt. Os valores elevados da inclinagdo da curva (coeficiente angular) foram
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observados, principalmente, para as ninfas tratadas com a fragdo hexanica (5,48) (Tabela 3).
Segundo Atkins et al. (1973) e Niculau et al. (2013), valores altos de inclinagdo da curva indicam
que pequenas variagdes na dose do produto promovem grandes variagdes na mortalidade da praga,

resultando em resposta homogénea da populagao.

80 Adulto 100 ~ Ninfa
80 -
$ 60 B Hexano S B Hexano
g O Acetato de etila .8 60 O Acetato de etila
< <
= 404 =
g 8 40 -
S 20 S
20 +
0 0 -
24 48 24
Hora Hora

Figura 7. Mortalidade de adultos e ninfas de Toxoptera citricidus apds 24 e 48 horas de exposi¢ao
as solucdes da fracdo hexanica e acetato de etila de folhas de Sapindus saponaria. Médias
seguidas pelas mesmas letras maitsculas para o tempo de exposi¢ao e minusculas para as
fragdes, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 0,05 de probabilidade.

Correia (2006) estudou a toxicidade de extratos de timb6 (Lonchocarpus floribundus Benth.)
no controle do pulgdo-preto dos citros e verificou que a aplicacdo dos extratos etanolicos, na
concentragdo de 5 mg mL™', controlou mais de 50% a populagio do inseto. Os extratos aquosos de
manipueira de mandioca (Manihot esculenta Crantz) e de erva-de-rato (Palicourea marcgravii A.
St.-Hil,) provocaram 100% de mortalidade do pulgio-preto apenas na concentragio de 50 mg mL
(Gonzaga et al., 2008). Além disso, outros estudos apontam o controle de insetos-pragas por
extratos botanicos nas concentracdes letais medianas (CLso) variando de 0,45 a 20 mg mL™ (Silva et
al., 2007; Cruz-Estrada et al., 2013; Mungenge et al., 2014). No presente trabalho, a CLsy das
fragdes de S. saponaria sobre adultos e ninfas de 7. citricidus ocorreram em valores de até 0,84 mg
mL™". Isso mostra que as fracdes foram efetivas em baixas concentracdes e que S. saponaria pode
ser uma espécie doadora de compostos com potencial inseticida.

A toxidade via contato direto dos derivados botanicos pode ocorrer através da asfixia,
bloqueando os espiraculos do inseto ou pelo rompimento de ceras cuticulares e membranas no
tegumento, levando a desidratacdo (Isman, 2006). O modo de agdo pode estar diretamente
relacionado com a inibi¢ao da acetilcolinesterase (Viegas Junior, 2003). A acetilcolina deve ser
removida da fenda sindptica por meio de uma hidrodlise catalisada pela acetilcolinesterase. Caso isso

ndo acontega, ocorre o acimulo do neuro-transmissor na fenda, impedindo uma transmissdo correta
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do potencial de acdo, que pode levar o inseto a morte por faléncia respiratoria (Chambers e Carr,

1995; Knaak e Fiuza, 2010).

Tabela 3. Coeficiente angular, concentracao letal (CLsy ¢ CLgy, em mg mL'l) e intervalo de
confianca das fragdes de hexano e acetato de etila de folhas de Sapindus saponaria para
adultos e ninfas de Toxoptera citricidus ap6s 48 horas de aplicacao das solugoes.

Coeficiente angular (+ EP)* CLso (IC)° CLogo (IC)" "
Estagio
Hexano
Adulto 2,55 +0,32 0,51 (0,42 - 0,59) 1,61 (1,33-2,12) 47,49
Ninfa 548 +£1,17 0,25 (0,18 - 0,30) 0,63 (0,52 - 0,85) 24,46
Acetato de Etila

Adulto 2,51 +0,27 0,84 (0,72 - 0,97) 2,72 (2,20 - 3,60) 23,73
Ninfa 1,95+0,33 0,26 (0,17 - 0,35) 1,19 (0,94 - 1,66) 40,89

“EP: erro padrio da média. " IC: intervalo de confianga a 95% de probabilidade de erro.  y*: valor de qui-quadrado
calculado.

Infelizmente, os fitoinseticidas constituem apenas 1% do mercado mundial de inseticidas
(Isman, 2006). Isto pode ser um reflexo de algumas barreiras para a comercializacdo de inseticidas
vegetais que impossibilitam sua maior participagdo no mercado de insumos agricolas. Entre as
limitacdes estdo a escassez de recursos vegetais, a falta de padronizagdo e de controle de qualidade
das formulagdes, fatores estes que dificultam o registro desses fitoquimicos. No entanto, isso nao
tem impedido a busca de novos inseticidas vegetais, principalmente devido a grande variedade de
substancias presentes em toda a flora mundial, que se configura como um forte atrativo para novas
pesquisas na area de controle de insetos (Viegas-Junior, 2003; Krinski et al., 2014). Todavia, como
os fitoinseticidas sdo provenientes de recursos renovaveis e possuem uma mistura de varios
compostos ativos que agem sinergicamente, estes fitoquimicos ainda devem ser mais bem
estudados, visando conhecer seu potencial também sobre outros organismos que ndo seriam o alvo
do controle (Barreto, 2005).

Dessa forma, os resultados do presente trabalho mostram a elevada atividade inseticida da
fracao hexanica oriunda do extrato etandlico foliar de S. saponaria sobre os afideos de T. citricidus.
Acdes inseticidas dessa espécie de planta também foram descritas para outros insetos alvo (Boica
Junior et al., 2005; Barreto et al., 2006; Santos et al., 2008; Porras e Lopez-Avila, 2009; Jesus et al.,
2011); porém, foi a primeira vez que se relatou o efeito inseticida de S. saponaria sobre o pulgao-

preto dos citros.
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3.3. Fracionamentos e identificacao dos metabdlitos secundarios

Com base nos resultados dos bioensaios, a fragdo hexanica foi submetida ao fracionamento
cromatografico em coluna, obtendo-se um total de 31 fracdes. Considerando-se o rendimento e a
pureza da amostra, cinco fragdes (F5, F6, F7, F8 e F11) foram selecionadas e suas atividades
biologicas foram avaliadas sobre coléoptilos de trigo. Todas as fragdes analisadas apresentaram
efeito inibitdrio significativo em relagdo ao controle negativo (Figura 8). Na concentracdo 0,8 mg
mL™', os coledptilos de trigo com menores comprimentos foram registrados para o herbicida (4,46
mm), seguido das fracdes 8 (5,23 mm) e 5 (5,93 mm). Na concentracio 0,4 mg mL™, o herbicida
(4,98 mm) e a fragdo 8 (6,27 mm) apresentaram maior atividade inibitoria sobre o alongamento dos

coledptilos de trigo; enquanto na concentragio 0,2 mg mL™, ndo houve diferenca entre as fragdes

(Tabela 4).

N 7
/ /
% é
o %
é % W 0,8 mg/mL
o -40 - é 71 0,4 mg/mL
% é 00,2 mg/mL
é -60 -
2
-80 -
-100 -

F5 F6 F7 F8 F11  Herbicida

Figura 8. Efeito inibitdrio das sub-fracdes da fracdo hexanica de folhas de Sapindus saponaria e do
herbicida oxifluorfem sobre o crescimento dos coledptilos de trigo (Triticum aestivum).
Barras verticais representam o desvio padrdo. (*) Diferenga significativa em relacdo ao
controle negativo.

De acordo com a analise de RMN 'H e com os resultados obtidos no bioensaio, a fragio F8
(0,6983 g) foi submetida a outro fracionamento para purificagdo e identificagdo dos compostos
presentes. Os dados espectroscopicos indicaram que as sub-fracoes F8D (V) (Figuras 9, 1S-3S),
F8F (I) (Figuras 10, 4S-6S), F8F (II) (Figuras 9, 7S-9S) e F8F (V) (Figuras 11, 10S-12S) podem ser
compostas por flavondis, como caempferol e quercetina, com diferentes grupos funcionais. As
propostas dessas estruturas foram realizadas por andlise espectroscopica em comparagdo com o0s

dados da literatura (Nookandeh et al., 2004; Lee et al., 2008).
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Tabela 4. Comprimento médio dos coleoptilos de trigo (7riticum aestivum) submetidos a acdo do
herbicida e das sub-fragdes da fragcdo hexanica das folhas de Sapindus saponaria em

diferentes concentragdes.

Sub-fracdes

Comprimento (mm)

0.8 mg mL’ 0.4 mg mL’ 0.2 mg mL" Controle
5 5,93 £1,23 Bb 7,17+ 1,20 Aab 7,40 + 1,20 Aab 8,66+ 1,28 a
6 6,90 £ 0,79 Ab 7,47+ 1,18 Ab 7,77 £ 1,05 Aab 8,66+ 1,28 a
7 6,67 £1,14 Ab 7,10 £1,24 Ab 7,30+ 1,01 Aab 8,66+ 1,28 a
8 5,23+ 1,17 BCb 6,27 + 1,02 ABab 7,37 £1,14 Aab 8,66+ 1,28 a
11 6,20 +£ 1,28 ABb 7,50 £ 1,17 Aab 7,63 + 1,24 Aab 8,66+ 1,28 a
Herbicida 4,46 + 0,23 Cb 4,98 + 0,32 Bb 5,13 £0,40 Bb 8,66+ 1,28 a

Meédias seguidas pelas mesmas letras maiusculas para as sub-fra¢des e minusculas para as diluigdes, ndo diferem entre
si, pelo teste de Tukey a 0,05 de probabilidade.

Figura 9. Proposta da estrutura quimica do composto isolado a partir das sub-fragdes F8D (V) e F8F
(IT) oriunda da fracdo hexanica das folhas de Sapindus saponaria. Estrutura base do

flavonol caempferol.

Figura 10. Proposta da estrutura quimica do composto isolado a partir da sub-fragao F8F (I) oriunda
da fracdo hexénica das folhas de Sapindus saponaria. Estrutura base do flavonol

quercetina.
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Figura 11. Proposta da estrutura quimica do composto isolado a partir da sub-fragdo F8F (V)
oriunda da fracdo hexanica das folhas de Sapindus saponaria. Estrutura base do
flavonol 2',3,4',5,7-pentahidroxiflavona.

Caempferol e quercetina sdo flavonoides naturais com muitas atividades bioldgicas
associadas (Hong et al. 2009; Céspedes et al., 2014), podendo ser facilmente utilizada em produtos
comerciais (Park et al., 2006). A potencialidade dessas substincias como aleloquimico ja foi
registrada para as folhas de Melilotus neapolitana Ten. (Esposito et al., 2008), Lobularia maritima
(L.) Desv. (Fiorentino et al., 2009), Senna alata (L.) Roxb. (Rodrigues et al., 2010) e de Myrcia
tomentosa (Aubl.) DC. (Imatomi et al., 2013). Na literatura ha alguns registros da presenca de
flavonoides em extratos foliares de S. saponaria (Wahab e Selim, 1985; Castro et al., 1999; Rashed
et al., 2013); porém, poucos trabalhos relataram a presenca do caempferol e quercetina nas folhas
desta espécie. No entanto, estudos mostram que os flavondides do tipo caempferol e quercetina
glicosilados ja foram isolados em outras espécies da familia Sapindaceae (Niu et al., 2010; Teffo et
al., 2010, Diaz e Rossini, 2012).

Os flavonoides constituem a maior classe de fendlicos nos vegetais e apresentam grande
diversidade de atividades bioldgicas, incluindo antioxidante (Wolfe e Liu, 2008), alelopatica
(Treutter, 2006; Perry et al., 2007; Simdes et al., 2008; Silva et al., 2013), gastroprotetor (Mota et
al., 2009), anticancerigeno (Benavente-Garcia e Castillo, 2008; Pick et al., 2011; Rashed et al.,
2013), anti-inflamatério (Kim et al., 2004; Garcia-Lafuente et al., 2009) e antimicrobiana (Cushnie
e Lamb, 2011; Salas et al., 2011).

Os flavonoides sao conhecidos por exibir uma ampla variedade de fungdes na fisiologia,
bioquimica e ecologia dos vegetais (Taylor e Grotewold, 2005; Weston e Mathesius, 2013). Na
literatura, muitos flavondides sdo caracterizados como aleloquimicos, atuando como reguladores de
crescimento das plantas (Treutter, 2006; Cesco et al., 2012; Yan et al., 2014; Nebo et al., 2014).

Como exemplos desse efeito, temos as flavonas isoladas das plantulas de arroz que reduziram
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significativamente o crescimento de Cyperus difformis L. e Echinochloa crus-galli (L.) P. Beauv.
(Kong et al., 2007). Os flavondides quercetina, rutina e apigenina de Castanea sativa Mill. também
inibiram a germinacdo de sementes e o desenvolvimento do epicotilo e raizes de Raphanus sativus
L. (Basile et al., 2000). O estudo quimico de fragdes ativas do extrato de Festuca arundinacea
Schreb. revelou a presenca de flavondis e flavondis glicosilados derivados de quercetina,
caempferol e isorhamenitina, além da presenca de alcaldides pirrolizidinicos (Bertoldi et al., 2012).
Os flavondides da raiz de Stellera chamaejasme L. registraram efeito fitotoxico sobre o crescimento
e desenvolvimento das plantulas de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (Yan et al., 2014). A flavona
e 0 3’,4’-metilenodioxi-5,7-dimethoxyflavone isolados, respectivamente, de Cipadessa fruticosa Bl.
e Neoraputia magnifica (Engl.) Emmerich inibiram mais de 75% o alongamento dos coleoptilos de
trigo, sendo que este Ultimo também reduziu fortemente o crescimento das plantulas de Lepidium
sativum L. (Nebo et al., 2014).

Os efeitos desses compostos em plantas incluem a diminui¢do da entrada de oxigénio nas
mitocondrias e nos cloroplastos, a reducao do transporte de elétron e a eficiéncia do fotossistema II
(Einhellig, 2004). Essas multiplas atividades resultam em amplo espectro de fitotoxicidade
(Einhellig, 2004) ou, dependendo da concentragdo dos flavondides, estimulam o crescimento de
raizes (Macias et al., 1997). De modo geral, os flavonoides protegem as células do estresse
oxidativo pela quelacdo, inativagdo ou captacdo de radicais livres, produzidos pelo sistema de
transporte de elétrons (Harbone, 1994). Devido as suas caracteristicas quimicas, capazes de captar
elétrons, atuam como catalisadores na fase fotoquimica da fotossintese e/ou como reguladores de
canais 10nicos envolvidos na fosforilagdo oxidativa do processo de obten¢do de energia
fotossintética (Pietta e Simonetti, 1999). Em func¢do dessas caracteristicas quimicas, os flavondides
estdo envolvidos com os processos relacionados a absor¢do i0nica que prejudicam o padrao de
despolarizagdo das membranas celulares das raizes, levando a disfuncdo no equilibrio de ions
(Parvez et al., 2004). Os danos metabdlicos acarretados pelos flavondides, segundo Macias et al.
(1997), dependem da esterioquimica das moléculas e concentragdo utilizada, as quais podem
promover ou inibir o crescimento das raizes.

Assim, pode-se dizer que os flavonoides influenciam na regula¢do da atividade enzimatica,
no transporte de auxina e na formacao de espécies reativas de oxigénio (Taylor e Grotewold, 2005;
Peer e Murphy, 2007; Naoumkina e Dixon, 2008; Weston e Mathesius, 2013). Essas altera¢des na
fisiologia vegetal modificam a arquitetura da planta como um todo, interferindo no crescimento da
raiz e da parte aérea, na resposta gravitropica (Buer e Djordjevic 2009), no niimero de ramificagdes,
flores e na estatura (Buer et al.,, 2010; Imatomi et al., 2013). Os mecanismos pelos quais as
alteragdes nos niveis de flavonoides promovem essas alteracdes fisiologicas ainda ndo sao bem

definidos (Imatomi et al., 2013). Buer et al. (2010) relatam trés possiveis modos de agdo: efeito
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direto dos flavondides sobre a molécula-alvo nao identificada; efeito indireto, mediado pela
habilidade dos flavonodides em modular os niveis de auxina; ou por meio da regulagao de espécies
reativas de oxigénio.

Além do efeito bioherbicida, a atividade inseticida dos flavondides também tem sido
registrada por diversos autores (Schaller, 2008; Castillo et al., 2013). Como exemplo, pode-se citar
as flavonas isoladas de Gnaphalium affine D. Don. (Asteraceae), as quais foram tdxicas para
Spodoptera litura (Lepidoptera: Noctuidae) (Morimoto et al., 2003); os flavonoides isoméricos das
folhas de Artemisia annua L. (Asteraceae) que reduziram significativamente o peso (58,5%) e o
crescimento das larvas (50,0%) de Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) (Anshul et al.,
2013); e o caempferol isolado do extrato metanolico de Cacalia tangutica (Maxim.) Hand.-Mazz.
que provocou a mortalidade dos adultos de Musca domestica (77,04%) e das larvas de Aedes
albopictus (71,06%) (Huang et al., 2012).

Dessa maneira, a significativa atividade bioldgica da fracdo hexanica, tanto sobre o
crescimento dos coleoptilos de trigo, quanto na mortalidade do pulgdo-preto dos citrus, pode ser
atribuida pela presenca de flavonodis derivados do caempferol e quercetina identificados nessa
fragdo. No entanto, outros estudos sdo necessarios para isolar e identificar outros metabdlitos

biologicamente ativos.

4. Conclusao

A fragdo hexanica proveniente do extrato etanolico de folhas de S. saponaria apresentou
efeito fitotdxico sobre o alongamento dos coledptilos de trigo e ocasionou elevada mortalidade
sobre ninfas e adultos de 7. citricidus. As principais substancias identificadas nessa fracdo foram os
flavonodis derivados do caempferol e quercetina, e estes podem estar envolvidos na atividade
bioldgica observada. Assim, S. saponaria pode ser uma espécie doadora de compostos com
potencial inseticida e herbicida, sendo uma boa candidata para o fornecimento de aleloquimicos

para uso futuro na agricultura.
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Figura 1S. Espectro de RMN-"H (CDCls; 600 MHz) do composto isolado a partir da sub-frago
F8D (V) oriunda da fragdo hexanica das folhas de Sapindus saponaria.
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Figura 2S. Ampliacdo do espectro de RMN-"H (CDCls; 600 MHz) na regido entre 5,5 ¢ 10,0 ppm
do composto isolado a partir da sub-fracdo F8D (V) oriunda da fracdo hexanica das
folhas de Sapindus saponaria.
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Figura 3S. Ampliacdo do espectro de RMN-'H (CDCls; 600 MHz) na regido entre 0 e 4,0 ppm do
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Figura 4S. Espectro de RMN-'H (CDCls; 600 MHz) do composto isolado a partir da sub-fragdo FSF

(I) oriunda da fragdo hexanica das folhas de Sapindus saponaria.
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Figura 5S. Ampliagdo do espectro de RMN-'H (CDCls; 600 MHz) na regido entre 2

3.0

,5¢ 10,0 ppm

do composto isolado a partir da sub-fracdo F8F (I) oriunda da fragdo hexanica das folhas

de Sapindus saponaria.
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Figura 6S. Ampliacdo do espectro de RMN-'H (CDCls; 600 MHz) na regido entre 0

o—

e 3,0 ppm do

composto isolado a partir da sub-fracdo F8F (I) oriunda da fragcdo hexanica das folhas de

Sapindus saponaria.
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Figura 7S. Espectro de RMN-'H (CDCls; 600 MHz) do composto isolado a partir da sub-fragio FSF
(IT) oriunda da frag@o hexanica das folhas de Sapindus saponaria.

0.0304
0.025
0.020

0.015

Normalized Intensity

0.010

0.005

LA L e e e e e e e e e e e e
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 75 7.0

Chemical Shift (ppm)

Figura 8S. Ampliagdo do espectro de RMN-"H (CDCls; 600 MHz) na regido entre 6,5 ¢ 10,0 ppm
do composto isolado a partir da sub-fracdo F8F (II) oriunda da fra¢do hexanica das
folhas de Sapindus saponaria.
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Figura 9S. Ampliacdo do espectro de RMN-'H (CDCls; 600 MHz) na regido entre 0 e 4,0 ppm do
composto isolado a partir da sub-fracdo F8F (II) oriunda da fragdo hexanica das folhas
de Sapindus saponaria.
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Figura 10S. Espectro de RMN-'H (CDCls; 600 MHz) do composto isolado a partir da sub-fragdo
F8F (V) oriunda da fragao hexanica das folhas de Sapindus saponaria.
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Figura 11S. Ampliagdo do espectro de RMN-'H (CDCls; 600 MHz) na regido entre 4,0 ¢ 8,0 ppm
do composto isolado a partir da sub-fracdo F8F (V) oriunda da fracdo hexanica das
folhas de Sapindus saponaria.
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Figura 12S. Ampliacdo do espectro de RMN-'H (CDCls; 600 MHz) na regido entre 0 e 4,0 ppm do
composto isolado a partir da sub-fragdo F8F (V) oriunda da fragcdo hexanica das folhas
de Sapindus saponaria.
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CONCLUSAO GERAL

Os extratos de folha e caule/cascas do caule de S. lethalis e S. saponaria foram fitotoxicos e
inibiram o processo de germinagdo e o crescimento das plantulas de espécies cultivadas e daninhas,
com efeito dependente da concentracdo. A fitotoxicidade dos extratos variou de acordo com a
espécie receptora, sendo que, na maioria dos casos, o extrato foliar apresentou maior atividade
inibitoria. Para algumas variaveis, esse efeito foi similar e at¢ mesmo superior ao do herbicida
comercial. Um dos modos de a¢do observado foi no crescimento radicular das plantulas de gergelim
e amendoim-bravo, em que os extratos ocasionaram uma diminui¢do significativa no alongamento

das células do metaxilema.

A fragdo AcOEt proveniente do extrato etandlico das folhas de S. saponaria apresentou
efeito inibitorio superior ao da fragdo hexanica sobre o desenvolvimento das plantulas de capim
arroz e amendoim-bravo. O estudo fitoquimico dessa fracao resultou no isolamento do acido 3-(1,2-
dimetil-5-oxabiciclo[2.1.1]hexan-2-il)but-2-enoico, um &cido monoterpeno com caracteristicas
espectroscopicas ndo conhecidas na literatura. Esse composto também inibiu a germinagdo e o
crescimento das espécies daninhas; porém, a fracdo AcOEt atuou com mais intensidade na reducao

do crescimento dessas plantulas.

A frag@o hexanica oriunda do extrato etandlico de folhas de S. saponaria apresentou efeito
fitotoxico sobre o alongamento dos coledptilos de trigo e ocasionou elevada mortalidade sobre
ninfas e adultos de T. citricidus. As principais substancias identificadas nessa fragdo foram os
flavonois derivados do caempferol e quercetina, e estes podem estar envolvidos na atividade
bioldgica observada. Assim, S. saponaria pode ser uma espécie doadora de compostos com
potencial inseticida e herbicida, sendo uma boa candidata para o fornecimento de aleloquimicos

para uso futuro na agricultura.
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