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“Diga-me uma coisa: por que as pessoas estudam os sinais deixados
pelas formigas?”

“Bem, acho que um entomologista diria que é para entender as formigas
e sua sociedade”, sugeriu Ellie. “Os cientistas sentem prazer em
entender as coisas.”

“Isso € apenas outra maneira de dizer que sentem amor pelas formigas.”

Contato, Carl Sagan
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RESUMO GERAL

A alelopatia é definida como qualquer processo envolvendo metabdlitos
secundarios que influenciam no crescimento e desenvolvimento de sistemas
naturais e cultivaveis. Plantas do género Aristolochia sdo conhecidas por seu uso na
medicina tradicional, porém poucos estudos foram realizados sobre a importancia
ecoldgica de seus compostos secundarios ou sua possivel aplicagdo na agricultura.
O presente estudo teve por objetivo o isolamento, caracterizagdo e avaliagdo da
atividade alelopatica de compostos secundarios de A. esperanzae. Procedeu-se a
extragado, isolamento biodirigido, analises espectroscopicas e espectrométricas dos
compostos isolados. Avaliou-se a atividade fitotoxica dos extratos ativos de
diferentes 6rgaos de A. esperanzae sobre o desenvolvimento de espécies cultivadas
e invasoras de culturas agricolas, e de amostra ativa semi-purificada sobre o
crescimento inicial de Triticum aestivum L. (trigo). Os extratos AcOEt de folhas
maduras e raizes de A. esperanzae apresentaram atividade fitotoxica semelhante ao
do herbicida utilizado como controle sobre espécies invasoras de culturas agricolas.
O isolamento biodirigido de compostos com atividade alelopatica de folhas maduras
de A. esperanzae levou a obtencdo de trés compostos isoméricos com fragmentos
de massas com razado m/z 321 Da e 161 Da, e absor¢ao no ultravioleta em 234 nm e
entre 286 nm e 287 nm. Analises por RMN mono e bidimensionais de um destes
compostos possibilitaram estabelecer sua estrutura parcial. A amostra semi-
purificada 1SO, obtida de folhas maduras de A. esperanzae e compostas
majoritariamente pela mistura isomérica isolada, apresentou atividade alelopatica
sobre o desenvolvimento inicial do trigo, com inibicdo do desenvolvimento do
sistema radicular e formacédo de anormalidades necréticas na porgdo aérea, com
comportamento hormético. A atividade dos compostos presentes na fracdo 1SO
mostrou-se diferenciada daquela apresentada pelo herbicida comercial, sendo

promissores no desenvolvimento de bioherbicidas.

Palavras-chave: Aleloquimicos, estudo fitoquimico, isolamento

biodirigido, cipo-mil-homens, atividade fitotoxica, bioherbicidas.



ABSTRACT

Allelopathy is defined as any process involving secondary metabolites
that influence the growth and development of natural and cultivated systems. Plants
of the Aristolochia genus are known for their use in traditional medicine, but few
studies have been conducted on the ecological importance of their secondary
compounds and their possible application in agriculture. This study aimed at the
isolation, characterization and evaluation of the allelopathic activity of A. esperanzae
secondary metabolites. Extraction, bioassay-guided isolation, spectroscopic and
spectrometric analysis of the isolated compounds was carried out. The phytotoxic
activity of the active extracts from A. esperanzae different organs on the
development of species of cultivated crops and weeds, and of the active semi-
purified sample in the initial growth of Triticum aestivum L. (wheat) was evaluated.
The EtOAc extracts of A. esperanzae mature leaves and roots showed phytotoxic
activity similar to the herbicide used as control over the weed species. Biossay-
guided isolation of compounds with allelopathic activity from mature leaves of A.
esperanzae has led to the isolation of three isomeric compounds with mass
fragments with m/z 321 Da and 161 Da, and ultraviolet absorption at 234 nm and
between 286 nm and 287 nm. Analysis by 1D- and 2D-NMR of one of these
compounds allowed to stabilish its partial structure. The semi-purified ISO sample,
obtained from A. esperanzae mature leaves and composed mainly by the isomeric
mixture isolated, showed allelopathic activity on the early development of wheat, with
inhibition of root development and formation of necrotic abnormalities over the shoots
of these seedlings, with hormetic behavior. The activity of the compounds present in
the ISO fraction showed to be different from that presented by the commercial

herbicide, and may lead to the development of bioherbicides.

Keywords: Allelochemicals, phytochemistry study, biossay-guided

isolation, cipo-mil-homens, phytotoxicity, bioherbicides.
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INTRODUGAO GERAL

Apesar de ser um fendbmeno 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 aperfeicoar 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 producédo e liberagao
para o ambiente de substancias quimicas. Mais recentemente, Rizvi et al. (1999)
ampliaram a abrangéncia do conceito, definindo o fenbmeno como a influéncia de
uma planta sobre outro organismo, prejudicando ou favorecendo-o, por meio de
biomoléculas denominadas aleloquimicos produzidas por ela e langadas no
ambiente. De acordo com a Sociedade Internacional de Alelopatia, o fenébmeno pode
ser definido como qualquer processo envolvendo metabdlitos secundarios que
influenciem no crescimento e desenvolvimento de sistemas naturais e cultivaveis,
podendo ser produzidos por plantas, algas, bactérias ou fungos, e incluindo efeitos
positivos ou negativos (INTERNATIONAL ALLELOPATHY SOCIETY, 2011).

A partir destas definicdes, no caso das interagdes planta-planta,
reconhece-se uma planta doadora, aquela que produz os aleloquimicos, e um
organismo alvo, que sofre seus efeitos (RIZVI et al., 1999; INDERJIT e DUKE,
2003). Os compostos do metabolismo secundario com atividade alelopatica podem
variar em qualidade e quantidade de espécie para espécie e, dentro da mesma
espécie, de um local de ocorréncia para outro, ja que a sintese de muitos deles é
desencadeada por variagdes ambientais as quais as plantas estdo expostas
(FERREIRA e AQUILA, 2000). Esses compostos também podem estar presentes em
todas as partes das plantas, porém sua distribuicdo ndo € uniforme, podendo variar
em qualidade e quantidade nos diferentes 6rgaos da planta e ao longo do tempo
(ALVES et al., 2002). Estes compostos pertencem a diferentes classes quimicas
(NARWAL e SAMPIETRO, 2009), podendo ser substéncias soluveis em agua,
liberadas diretamente no ambiente pelas plantas vivas através de exsudacao
radicular ou lixiviagdo, por intermédio da decomposi¢cao de residuos vegetais ou
ainda, por volatilizagao (LOTINA-HENNSEN et al., 2006).
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A acado desses aleloquimicos pode ser direta, como as alteragdes
celulares e metabdlicas, ou indireta, incluindo alteragées sobre os organismos que
habitam o solo e tém efeito sobre propriedades e caracteristicas nutricionais de
outras plantas (REIGOSA et al., 1999). A acdo maléfica destes compostos sobre a
germinagao e/ou desenvolvimento da planta alvo sdo consequéncias secundarias de
efeitos ocorridos anteriormente a nivel molecular e celular, provocando disturbios
celulares generalizados e que agem em diversos locais de interferéncia
(EINHELLIG, 1995; FERREIRA e AQUILA, 2000; NARWAL e SAMPIETRO, 2009).

Um maior numero de estudos sobre o assunto é necessario,
principalmente na tentativa de diferenciar os efeitos secundarios dos compostos com
atividade alelopatica de suas causas primarias. Os compostos com atividade
alelopatica podem afetar a germinagédo e/ou desenvolvimento da planta através de
seu efeito sobre a divisdo, elongacgéao, ultraestrutura celular, horménios indutores do
crescimento, permeabilidade das membranas celulares, nutricdo mineral,
mecanismo de abertura e fechamento dos estdbmatos, fotossintese, respiracéao,
relagdes hidricas internas, sintese proteica e alteragées no metabolismo lipidico e de
acidos organicos, entre outros (NARWAL e SAMPIETRO, 2009).

A acédo dos compostos com atividade alelopatica na planta receptora
depende de uma série de fatores, como a taxa de producdo destes quimicos pela
planta produtora em resposta a stress bidtico e abiotico (LOTINA-HENNSEN et al.,
2006), tempo e extensao da exposigao da planta receptora a substancia inibitoria
(BLUM, 1995), a unidao quimica entre os compostos e a matéria organica do solo,
sua acumulacdo em concentracbes ativas, taxa de decomposicdo no solo e
sinergismo entre os compostos que apresentam efeito alelopatico e outras

substancias quimicas no ambiente (BLUM, 2006).

Alelopatia e Ecologia

Os compostos naturais produzidos pelas plantas possuem dois papéis
fundamentais para o organismo produtor: a auto-regulagcéo e a interagao da planta
com o ecossistema (MACIAS et al., 2007). Os estudos sobre a interacdo da planta
com seu ecossistema através de compostos quimicos deu origem a fitoquimica

ecoldgica, onde se inserem os estudos de alelopatia.
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No ambiente natural, os efeitos da alelopatia sobre a estrutura de
populagdes ou comunidades vegetais se confundem facilmente com os efeitos
provocados pela competicdo por recursos, ja que os dois fenébmenos funcionariam
de maneira integrada (INDERJIT e CALLAWAY, 2003).

Alelopatia e competi¢cdo, apesar de proximamente relacionados, séo
fendmenos distintos e podem ser separados experimentalmente porque os efeitos
da alelopatia diminuem conforme aumenta a densidade populacional da planta alvo
(INDERJIT e NIELSEN, 2003). A competicdo representa a retirada ou reducao de
fatores tais como agua, luz ou nutrientes. Ao contrario, a alelopatia implica na
introducao ou liberagao de elementos no ambiente, os aleloquimicos (CHOU, 2006).
Assim, competicéo e alelopatia seriam processos opostos (FERREIRA e AQUILA,
2000). A independéncia destes dois processos pode ser demonstrada, pois o efeito
alelopatico de uma planta doadora sobre uma planta alvo diminui proporcionalmente
ao aumento da densidade populacional da ultima, uma vez que a quantidade de
aleloquimicos disponiveis para cada planta diminui com o aumento do numero de
individuos (WEIDENHAMER, 2006). Sinkkonen (2001) desenvolveu um modelo
matematico que permite, a partir do conceito de dependéncia da densidade, a
separagao entre alelopatia e competicdo. Por meio de experimentos em casa de
vegetacdo e em campo, Hierro e Callaway (2003) também foram bem sucedidos em
demonstrar os diferentes efeitos da competicdo e da alelopatia no processo de
invasao biolégica.

A alelopatia mostra-se, assim, como uma interacdo quimica com
significante importdncia na determinagcdo da estrutura e funcionamento das
comunidades naturais (FRIEDMAN, 1995; CHOU, 2006; MACIAS et al., 2007).

Importancia dos Estudos Fitoquimicos em Alelopatia

O primeiro passo a ser tomado nos estudos em alelopatia é avaliar o
potencial alelopatico de uma planta através de experimentos que demonstrem que a
alelopatia pode contribuir nos efeitos negativos observados em outras plantas. Em
seguida, a identificagdo das substancias com possivel acédo alelopatica deve ser
realizada, assim como a determinacdo dos modos de producéo, liberagcdo para o
ambiente e quantificacdo da produgédo basal, ou seja, a producdo minima sob

auséncia de estresse, dessas substancias pela planta doadora (BLAIR et al., 2009).
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Gragas aos recentes avancgos técnicos nas areas de cromatografia e
elucidagao estrutural, foi possivel o isolamento e a caracterizacdo de varios
compostos, permitindo o estudo de seus papéis fisioldgicos e ecoldgicos (MACIAS et
al., 2007). Avangos recentes na metodologia de extragéo, isolamento, purificagao e
identificacdo tém contribuido significativamente para melhor conhecimento sobre os
compostos secundarios bioativos (FERREIRA e AQUILA, 2000). Segundo Kim et al.
(2005), as substéncias provenientes do metabolismo secundario das plantas
doadoras e que apresentam efeito alelopatico em plantas alvo incluem fendis,
terpendides, flavondides e alcaldides, sendo os fendis os mais abundantes em

condi¢cdes de campo.

Alelopatia e Bioherbicidas

Os produtos naturais, oriundos do metabolismo secundario de diversos
organismos, foram utilizados ao longo da histéria como fonte importante de
pesticidas, utilizados diretamente como preparacdes cruas, compostos purificados
ou como pistas estruturais para a descoberta e desenvolvimento de pesticidas
(DAYAN e DUKE, 2006). Apesar de subestimado, quando comparado ao uso de
produtos naturais isolados de fungos e bactérias, o desenvolvimento de herbicidas
baseados em metabdlitos com atividade alelopatica provenientes de plantas pode
levar a descoberta de substancias com novas formas de acdo e menor impacto
ambiental, prevenindo o desenvolvimento de resisténcia em populacdes de plantas
invasoras, contaminagdo ambiental e dos alimentos (ANJUM e BJAWA, 2005;
NARWAL, 2006; BLAIR et al., 2009).

A incidéncia de plantas daninhas em culturas agronémicas de interesse
econdmico representa sério problema devido a competicido por nutrientes e luz, o
que exige a adogao de medidas de controle que passam, muitas vezes, pelo uso de
defensivos agricolas que tém sido condenados pelo impacto ambiental que
produzem. Uma alternativa a esses produtos sao os produtos naturais provenientes
do metabolismo secundario das plantas (GRISI, 2010).

Além disso, muitas substancias do metabolismo secundario das plantas
podem ter outras atividades bioldgicas, como atividade antioxidante, antitumoral e

antiparasitaria, podendo levar ao desenvolvimento de novas drogas no estudo
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fitoquimico com enfoque farmacéutico (MACIAS et al., 2007; GU et al., 2008;
CECHINEL-FILHO, 2009).

Aristolochia esperanzae O. Kuntze

O género Aristolochia (Aristolochiaceae) possui cerca de 400 espécies
amplamente distribuidas, dos tropicos a zonas temperadas (WU et al., 2001), sendo
que dessas, 62 ocorrem no Brasil (FERRI, 1969). Aristolochia esperanzae O.
Kuntze, conhecida popularmente como cipé-mil-homens, papo-de-peru ou jarrinha é
uma planta nativa do cerrado brasileiro, ocorrendo em todas as suas fisionomias e
se apresentando como a espécie de Aristolochiaceae mais frequente nos cerrados
de Sao Paulo. Sua distribuicdo estende-se do centro-nordeste do Estado de Sao
Paulo ao oeste de Minas Gerais, sul de Goias, oeste do Mato Grosso do Sul, ao
Paraguai, sul da Bolivia e nordeste da Argentina. Consiste em planta de grande
porte, perene, folhas cordiformes, flores pouco vistosas, com forte odor semelhante
a carne em putrefacao e forte coloragao purpura e amarelada, frutos do tipo capsula
(CARPELLARI-JUNIOR, 1991).

Apesar de ser a maior e mais rica formacao vegetal de savana tropical
do mundo e o segundo maior bioma da América do Sul (SILVA e BATES, 2002), o
cerrado encontra-se entre os 25 hotspots terrestres mais importantes, restando
atualmente apenas 20% de sua extensdo original ainda ndo perturbada, e desta,
apenas 1,2% preservada em areas de protegcdo ambiental (MYERS et al., 2000).
Compreender os mecanismos que influenciam a estrutura e funcionamento das
comunidades vegetais, como no caso da interagdo quimica da alelopatia, é fator
crucial para o desenvolvimento de estratégias de conservagao e restauragdo de
ambientes ameacados.

Plantas do género Aristolochia sdo conhecidas por seu uso medicinal
por populagdes tradicionais e varias espécies desse género apresentam atividade
diurética, analgésica, antiinflamatoria e anticancerigena em condigdes de laboratorio
(YU et al., 2007). Além disso, plantas desta familia sdo fontes ricas em terpendides,
ligndides, alcaldides e derivativos fendlicos (LOPES et al., 2001). Apesar disso,
poucos estudos foram desenvolvidos com o intuito de compreender a importancia
ecoldgica ou a possivel aplicagcdo na agricultura dos compostos do metabolismo

secundario de espécies de Aristolochia.



FIGURA 1. Folha (A) e flor (B) de Aristolochia esperanzae O. Kuntze. (Fotos: ORTOLAN, R. L., 2003
(A) e JATOBA, L. J., 2011 (B)).

Recentes estudos sobre o efeito alelopatico de A. esperanzae
permitiram detectar a atividade alelopatica de extratos aquosos dos diferentes
orgaos desta planta sobre germinacgéo e crescimento de alface (Lactuca sativa L.) e
rabanete (Raphanus sativus L.) (GATTI, 2003; GATTI et al., 2004), além de diminuir
o tamanho médio de células do metaxilema da raiz primaria de gergelim (Sesamum
indicum L.), com efeito mais pronunciado quando utilizados extratos de raiz. O
estudo fitoquimico do extrato CH,Cl, de raizes de A. esperanzae levou a obtengao
de uma fragdo semi-purificada que apresentava atividade alelopatica contendo
lignanas e esterdides, levando a identificacdo da lignana fargesina como seu

composto majoritario (Figura 2) (GATTI et al., 2010).

Fargesina

FIGURA 2. Estrutura molecular da lignana fargesina, encontrada em raizes de Aristolochia
esperanzae. Fonte: GATTI et al. (2010).
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Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo o isolamento, caracterizagao e
a avaliagao da atividade alelopatica de compostos do metabolismo secundario de

Aristolochia esperanzae O. Kuntze.

Objetivos Especificos

Os objetivos especificos foram:

1. Avaliar a atividade inibitéria dos diferentes extratos organicos de
folnas maduras, folhas jovens e raizes de A. esperanzae sobre o alongamento de
coleoptilos de trigo, bem como investigar a atividade alelopatica de diferentes
concentragbes dos extratos mais ativos sobre o desenvolvimento inicial de duas
espécies cultivadas e duas espécies invasoras de culturas agricolas. Comparar a
atividade com a de um herbicida comercial e também se existe efeito distinto sobre
plantas mono e eudicotiledéneas.

2. Realizar o estudo fitoquimico por isolamento biodirigido e apresentar
o perfil de atividade fitotoxica de aleloquimicos presentes nos diferentes 6rgaos de
Aristolochia esperanzae O. Kuntze, assim como avaliar a atividade fitotdxica de
aleloquimicos de folhas maduras desta planta (fragdo ISO) sobre o desenvolvimento
inicial de Triticum aestivum L. (trigo), comparando-a a atividade do herbicida

comercial Sanson 40 SC®.
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RESUMO

A alelopatia, definida como qualquer processo envolvendo metabdlitos
secundarios que influenciam no crescimento e desenvolvimento de sistemas
naturais e cultivaveis, representa uma alternativa ao uso de defensivos agricolas
para o controle de plantas daninhas, com menor impacto ambiental. Plantas do
género Aristolochia sdo conhecidas por seu uso na medicina tradicional, porém
poucos estudos foram realizados sobre a importancia ecolégica de seus compostos
secundarios ou sua possivel aplicagcdo na agricultura. O presente estudo teve por
objetivo avaliar a fitotoxicidade de extratos organicos de folhas maduras, folhas
jovens e raizes de A. esperanzae e sua possivel aplicagdo na agricultura para
controle de espécies invasoras de culturas agricolas. Plantulas de duas espécies
cultivadas - Triticum aestivum L. (trigo) e Barbarea verna (P. Mill.) Aschers. (agrido-
da-terra) - e duas espécies invasoras de culturas agricolas - Echinochloa crus-galli
(L.) Beauv. (capim-arroz) e Euphorbia heterophyla L. (amendoim-bravo) - foram
crescidas em solugdes a 800, 400 e 200 ppm do extrato ativo AcOEt dos diferentes
érgdos de A. esperanzae e do herbicida comercial Sanson 40 SC®. Os extratos
apresentaram atividade alelopatica sobre o desenvolvimento das espécies alvo
testadas, com maior atividade do extrato AcOEt de folhas maduras sobre a parte
aérea e do extrato AcOEt de raizes sobre o sistema radicular, com resultados
semelhantes aos apresentados pelo herbicida para as espécies invasoras de
culturas agricolas. Além disso, observou-se a influéncia do estagio de maturacao
das folhas de A. esperanzae em sua atividade alelopatica, ja que o extrato de folhas

maduras mostrou-se mais ativo que o de folhas jovens.

Palavras-chave: Atividade fitotdxica, desenvolvimento inicial,

bioherbicidas.
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ABSTRACT

Allelopathy, defined as any process involving secondary metabolites
that influence the growth and development of natural and cultivated systems,
represents an alternative to the use of pesticides on weed control, with less
environmental impact. Plants of the Aristolochia genus are known for their use in
traditional medicine, but few studies have been conducted on the ecological
importance of their secondary compounds and their possible application in
agriculture. This study aimed to evaluate the phytotoxicity of organic extracts from
roots, mature leaves and young leaves of A. esperanzae and its possible application
in agriculture to control weed species. Seedlings of two cultivated species - Triticum
aestivum L. (wheat) and Barbarea verna (P. Mill.) Aschers. (watercress) - and two
weed species - Echinochloa crus-galli (L.) Beauv. (barnyardgrass) and Euphorbia
heterophyla L. (wild poinsettia) - were grown in solutions at 800, 400 and 200 ppm of
the active EtOAc extract of A. esperanzae different organs and of the commercial
herbicide Sanson 40 SC®. The extracts showed allelopathic activity on the
development of target species tested, with greater activity of the EtOAc extract from
mature leaves on the shoots and the EtOAc extract from roots over the roots of these
seedlings, with results similar to those presented by the herbicide to the weed
species. In addition, we observed the influence of maturation stage of A. esperanzae
leaves in their allelopathic activity as the mature leaves extract was more active than

the young leaves one.

Keywords: Phytotoxicity, initial development, bioherbicides.
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1.1. Introdugao

A alelopatia é definida pela Sociedade Internacional de Alelopatia como
qualquer processo envolvendo metabdlitos secundarios que influenciam no
crescimento e desenvolvimento de sistemas naturais e cultivaveis, podendo ser
produzidos por plantas, algas, bactérias ou fungos, e incluindo efeitos positivos ou
negativos (INTERNATIONAL ALLELOPATHY SOCIETY, 2011). No caso das
plantas, os compostos do metabolismo secundario possuem dois papéis
fundamentais: a auto-regulacdo e a interagdo da planta com o ecossistema
(MACIAS et al., 2007a). Nas interacdes ecoldgicas, muitos compostos do
metabolismo secundario de plantas atuam como defesa quimica contra o ataque de
insetos, microrganismos patogénicos e pressdo de competicdo com outras plantas.
Ao longo do tempo evolutivo, o processo de acgdo-reagdo entre vegetais e
organismos predadores ou competidores pode ter levado a co-evolugéo de plantas e
seus inimigos naturais, resultando na grande biodiversidade hoje observada, nao
apenas em riqueza de espécies, mas também na grande variedade de metabdlitos
secundarios em sua composi¢do quimica (MACIAS et al., 2007a; MACIAS et al.,
2007b).

Os produtos naturais, oriundos do metabolismo secundario de diversos
organismos, foram utilizados ao longo da histéria como fonte importante de
pesticidas, utilizados diretamente como preparacdes cruas, compostos purificados
ou como pistas estruturais para a descoberta e desenvolvimento de pesticidas (KIM
et al., 2005). Apesar de subestimado, quando comparado ao uso de produtos
naturais isolados de fungos e bactérias, o desenvolvimento de herbicidas baseados
em metabdlitos com atividade alelopatica provenientes de plantas pode levar a
descoberta de substéncias com novas formas de agdo e menor impacto ambiental,
prevenindo o desenvolvimento de resisténcia em populagdes de plantas invasoras,
contaminagao ambiental e dos alimentos (ANJUM e BJAWA, 2005; NARWAL, 2006;
BLAIR et al., 2009).

A incidéncia de plantas daninhas em culturas agronémicas de interesse
econdmico representa sério problema devido a competicido por nutrientes e luz, o

que exige a adogao de medidas de controle que passam, muitas vezes, pelo uso de



33

defensivos agricolas que tém sido condenados pelo impacto ambiental que
produzem. Uma alternativa a esses produtos sao os produtos naturais provenientes
do metabolismo secundario das plantas (GRISI, 2010).

Plantas do género Aristolochia s&o conhecidas por seu uso na
medicina tradicional (LOPES et al., 2001), porém poucos estudos foram realizados
sobre elas no tocante ao seu potencial alelopatico, de maneira a compreender a
importancia ecolégica de seus compostos do metabolismo secundario ou sua
possivel aplicagdo na agricultura. Estudos recentes demonstraram o potencial
alelopatico de extratos aquosos dos diferentes 6rgaos desta planta (GATTI et al.,
2004; GATTI et al., 2010).

1.2. Objetivos

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a atividade inibitéria dos
diferentes extratos organicos de folhas maduras, folhas jovens e raizes de A.
esperanzae sobre o alongamento de coledptilos de trigo, bem como investigar a
atividade alelopatica de diferentes concentragcdes dos extratos mais ativos sobre o
desenvolvimento inicial de duas espécies cultivadas e duas espécies invasoras de
culturas agricolas. Comparar a atividade com a de um herbicida comercial e também

se existe efeito distinto sobre plantas mono e eudicotiledéneas.

1.3. Materiais e Métodos

1.3.1. Material Vegetal e Extracao Inicial

Folhas e raizes de Aristolochia esperanzae O. Kuntze foram coletadas
no jardim experimental do Departamento de Boténica da UFSCar em Maio de 2010
(voucher depositado no herbario do Departamento de Boténica — UFSCar sob n°
7199). Folhas jovens e maduras foram separadas. Folhas jovens foram
consideradas aquelas que apresentavam coloragdo verde clara e textura
membranosa, enquanto que as folhas verdes escuras e de textura cartacea foram
consideradas como maduras (GRISI, 2010). Folhas maduras, jovens e raizes foram
lavadas em agua corrente, as duas primeiras foram secas em casa de vegetagao em

temperatura ambiente e a sombra, por cinco dias. As raizes foram secas em estufa
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de circulagédo forcada de ar a 40°C por 72h. Apds a secagem, os trés materiais

vegetais foram triturados em moinho industrial.

Material Vegetal
Aristolochia esperanzae

1. Extrac@o com solucdo 1:1 CH Cl /MeOH
2. Filtracdo a vdcuo e evaporacio

Extrato Bruto

1. Dilui¢do em solugio 95:5 MeOH/H,O

2. Particio com hexano

Extrato
Extrato Hex MeOH/H,0 I

1. Evaporacio
2. Suspensao em H-O destilada

3. Particio com AcOEt

Extrato AcOEt Extrato aquoso

FIGURA 1.1 — Fluxograma da obtencdo dos extratos dos diferentes 6rgaos de Aristolochia
esperanzae.

A extragéo inicial foi realizada, para folhas maduras e raizes, utilizando-
se 200 g de pé e 600 mL de CH,Cl,/MeOH em banho de ultra-som durante 30
minutos. Para folhas jovens, a extragao inicial foi realizada utilizando-se 60 g de p6 e
250 mL de CH,Cl,/MeOH em banho de ultra-som durante 30 minutos (ROSTAGNO
et al., 2003; AIBU et al., 2004). Apés filtragem a vacuo, o processo foi repetido a
exaustdo, para todos os materiais vegetais. Os extratos brutos foram evaporados
sob baixa pressao a 37°C, diluidos em solugédo 95:5 de MeOH/H,O e particionados
com hexano (3 x 600 mL). Os extratos obtidos foram outra vez evaporados sob
baixa pressdao a 37°C. Em sequéncia, os extratos MeOH foram evaporados,
suspensos em agua destilada e particionados com AcOEt (3 x 600 mL) (adaptado de
OTSUKA, 2006). Os extratos AcOEt foram evaporados sob baixa pressédo a 37°C e
os extratos aquosos foram evaporados em sistema de centrifuga a vacuo Savant

modelo Speedvac® Plus SC 210 a secura. O procedimento de extracdo esta
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sumarizado na Figura 1.1. Os extratos Hex, AcCOEt e aquoso obtidos para cada
orgao estudado foram submetidos a bioensaios com coleoptilos de trigo, como

descrito a seguir.

1.3.2. Bioensaios com Coledptilos de Trigo

A atividade biolégica dos extratos obtidos foi testada utilizando-se
bioensaios com fragmentos de coledptilo estiolado de trigo. Sementes de trigo
(Triticum aestivum L. cv. BRS264) foram distribuidas em caixas gerbox forradas com
duas folhas de papel filiro e umedecidas com 10 mL de agua destilada. As caixas
foram embrulhadas em papel aluminio e acondicionadas em incubadora B.O.D.
durante 72 h, a 25 £ 1°C, no escuro. As plantulas estioladas de trigo assim obtidas
foram cortadas com a ajuda de uma guilhotina de Van der Veij sob luz verde de
seguranga. Os apices (2 mm) foram descartados e o restante foi cortado em
fragmentos de 4 mm utilizado nos bioensaios (NITSCH e NITSCH, 1956; MACIAS et
al., 2010). Os extratos testados foram pré-solubilizados em dimetilsulféxido (DMSO)
e diluidos em solugéo tampéo (pH = 5.6) de fosfato de potassio (250 mL de agua
destilada, 5 g de sacarose, 0,2625 g de acido citrico e 0,725 g de fosfato de potassio
di-basico) para obter solugdes a 800, 400 e 200 ppm, com concentragdo constante
de 5 uL/mL de DMSO em cada concentracdo (MACIAS et al., 2006).

As solucbes preparadas em cada tratamento foram testadas em
triplicata, adicionando 2 mL de cada em tubos de ensaio e cinco coleoptilos de trigo
em cada tubo de ensaio. Dois controles foram realizados, um controle negativo com
solugéo tampao e DMSO (5 yL/mL) e um controle positivo com o herbicida comercial
GOAL® (ingrediente ativo Oxifluorfen = 240 g/L) solubilizado em solugdo tamp3o a
800, 400 e 200 ppm e DMSO (5 yL/mL) (MACIAS et al., 2006; GARCIA, 2009). Os
tubos de ensaio foram tampados e mantidos em incubadora B.O.D. a 25£1°C no
escuro, com rotacdo constante (0,25 rpm) (GARCIA, 2009). Apés 24 h, os
coleoptilos foram retirados os tubos, fotografados e medidos utilizando o software
Image-Pro Plus®5.0 (Figura 1.2).
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FIGURA 1.2. Fragmentos de coleoptilos estiolados de trigo ao fim do bioensaio realizado com o
extrato AcOEt de raizes de Aristolochia esperanzae. (Foto: JATOBA, L. J., 2010).

Os dados foram submetidos ao teste de Welch a a = 0,05 para
comparagao entre médias, com o auxilio do software R (R DEVELOPMENT CORE
TEAM, 2011), e apresentados como porcentagem de inibicdo ou estimulo em
relagdo ao controle negativo. Assim, o zero representa o controle negativo, os
valores positivos representam estimulo e os valores negativos representam inibigdo
(MACIAS et al., 2010).

1.3.3. Bioensaios de Fitotoxicidade

O extrato AcOEt de folhas maduras, folhas jovens e raizes de
Aristolochia esperanzae foi testado quanto a sua atividade fitotoxica sobre o
crescimento inicial de Triticum aestivum L. (trigo) e Barbarea verna (P. Mill.) Aschers.
(agrido-da-terra), duas espécies cultivadas, e de Echinochloa crus-galli (L.) Beauv.
(capim-arroz) e Euphorbia heterophyla L. (amendoim-bravo), duas espécies
invasoras de culturas agricolas.

Para a realizagdo dos bioensaios, 51 mg do extrato ACOEt de cada
material vegetal foi solubilizado em solugédo tampao 10 mM de acido 2-[N-morfolino]-
etanossulfénico (MES), com pH ajustado a 5,6 com solugédo 1M de hidréxido de
s6dio e DMSO (5 pL/mL) para obter solugdes a 800, 400 e 200 ppm (MACIAS et al.,
2010). Além dos tratamentos contendo o extrato, foram realizados dois controles, um
negativo com solugédo tampéo e DMSO (5 pyL/mL) e outro positivo com o herbicida
comercial Sanson 40 SC® (ingrediente ativo Nicossulfurom = 40 g/L) e DMSO (5
ML/mL), nas diluicdes de 800, 400 e 200 ppm. Os bioensaios foram realizados
utilizando-se quatro repeticdes em caixas plasticas transparentes (13 x 8 x 3 cm)

forradas com duas folhas de papel de filtro e umedecidas com 8 mL do extrato ou do
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herbicida nas diferentes concentragdes, além do controle negativo. Sementes de
cada espécie alvo foram pré-germinadas em agua destilada, em incubadora B.O.D.
sob condicbes ideais estabelecidas por experimentos preliminares. Dez sementes
pré-germinadas de cada espécie alvo, ou seja, que apresentavam radicula de 2 mm
de comprimento, foram semeadas em cada caixa e acondicionadas em incubadora
B.0O.D. sob condi¢des 6timas de temperatura e luminosidade durante 7 dias. Ao final
desse periodo as plantulas foram avaliadas quanto a sua normalidade, o
comprimento da parte aérea e subterrdnea das plantas foi medido. Plantulas
anormais sao aquelas que nao apresentam potencial para continuar seu
desenvolvimento, com parte aérea ou raizes podres, necréticas, atrofiadas ou
completamente ausentes. Plantulas mortas também estdo incluidas nesta
classificagao (REGRAS..., 2009).

Os dados sao apresentados como porcentagem de inibicdo ou estimulo
do crescimento inicial, em relagdo ao controle negativo. Estes foram submetidos aos
testes de Shapiro-Wilk e Barlett a o = 0,05 para a avaliagdo da normalidade e
homocedasticidade dos dados, e entdo submetidos ao teste de Welch a o = 0,05
para comparacao entre médias (SANTANA e RANAL, 2004). Todas as analises
foram realizadas utilizando o software R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011).

1.4. Resultados e Discussao

1.4.1. Extracao Inicial

Ao final do processo de extracdo inicial, obteve-se trés extratos
organicos para cada material vegetal, os extratos Hex, AcOEt e aquoso. Os
rendimentos obtidos para cada extrato, com relacdo a massa inicial de p6 seco, séo

apresentados na Tabela 1.1.
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TABELA 1.1 — Rendimentos’ dos extratos de folhas maduras, folhas jovens e raizes de Aristolochia
esperanzae.

Material Vegetal
Extrato

Folhas Maduras Folhas Jovens Raizes
o 20,7837 g 71410 g 10,5731 g
(10,40%) (11,90%) (5.29%)

16,3350 g 5,0036 g 8,1228 g

AcOEL (8.17%) (83,39%) (4,06%)
8,7910 g 2.0401 g 15,4650 g

Aquoso (4,40%) (3.40%) (7.73%)
ot 45,9097 g 14,1847 g 34,1609 g
(22,95%) (23,64%) (17,08%)

'Massa (g9) e porcentual relativo a massa de material vegetal utilizada na extragao inicial.

1.4.2. Bioensaios com Coleéptilos de Trigo

Os extratos obtidos na extrag&o inicial sumarizada na Figura 1.1 foram
submetidos a bioensaios com fragmentos de coledptilo de trigo estiolado. O extrato
AcOEt foi o mais ativo na inibigdo do alongamento dos coledptilos de trigo para os
trés materiais vegetais, enquanto o extrato aquoso de folhas maduras e raizes
apresentou atividade estimulativa (Figura 1.3).

A partir da metodologia adotada, espera-se encontrar substancias de
baixa polaridade no extrato Hex, como acidos graxos. No extrato aquoso espera-se
encontrar substancias de alta polaridade, como acgucares. No extrato AcOEt, de
polaridade intermediaria, espera-se encontrar substancias como fendis, terpendides,
flavondides e alcaldides, provenientes do metabolismo secundario da planta.
Substancias que apresentam atividade alelopatica pertencem principalmente a
esses grupos (KIM et al., 2005).

A atividade estimulante do alongamento dos coledptilos de trigo
apresentada pelo extrato aquoso de folhas maduras e raizes de A. esperanzae pode
ser explicada pela maior concentracdo de acucares nestes extratos. Esse efeito
mais pronunciado no extrato aquoso de folhas maduras sugere a possivel presenga
de compostos com acdo estimulante de multiplicagdo ou alongamento celular do

tecido vegetal testado (Figura 1.3).
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FIGURA 1.3. Porcentagem de inibicdo ou estimulo do alongamento de fragmentos de coledptilo de
trigo (Triticum aestivum L.) estiolado sob a agdo dos extratos de raizes (A), folhas maduras (B) e
folhas jovens (C) de A. esperanzae e solugdes do herbicida GOAL® em diferentes concentragdes. Os
valores sdo expressos como porcentagem do controle negativo. a Valores significativamente
diferentes do controle negativo, de acordo com o teste de Welch a o = 0,05. b Valores nao
significativamente diferentes do controle positivo, de acordo com o teste de Welch a o = 0,05.

Devido a sua agao inibitéria, os extratos AcOEt foram utilizados nos

bioensaios de fitotoxicidade.
1.4.3. Bioensaios de Fitotoxicidade

Para o desenvolvimento inicial da parte aérea, observou-se inibicdo do
crescimento em todas as espécies alvo testadas, na presenca dos extratos AcOEt
dos trés materiais vegetais, quando comparado com o controle negativo (Figura 1.4).
As duas espécies invasoras de culturas agricolas apresentaram-se mais resistentes
a acdo do herbicida Sanson 40 SC®. Sob a acdo das solucdes do extrato AcOEt de
raizes de A. esperanzae, apresentaram inibicdo do crescimento equivalente ao
herbicida para amendoim-bravo, enquanto que sob a agdo do extrato AcOEt de

folnas maduras e folhas jovens, apresentaram inibicdo similar ou superior a do



% inibicao / estimulo

% inibicdo / estimulo

40

herbicida para as duas espécies (Figuras 1.4-C, 1.4-D e 1.5). Para as espécies
cultivadas, o extrato AcOEt de folhas maduras causou efeito inibitério superior ao do
herbicida comercial apenas sob o desenvolvimento da parte aérea de agrido (Figura
1.4-A).

Quando comparados entre si, 0 extrato AcOEt de folhas maduras de A.
esperanzae apresenta maior atividade inibitéria sobre o desenvolvimento inicial da
parte aérea de todas as espécies alvo testadas, com excecdo de amendoim-bravo,
que apresentou a mesma resposta inibitéria para os extratos dos trés materiais

vegetais testados (Tabela 1.2).
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FIGURA 1.4. Porcentagem de inibicdo ou estimulo do crescimento inicial da parte aérea de plantulas
de agrido-da-terra (Barbarea verna) (A), trigo (Triticum aestivum) (B), amendoim-bravo (Euphorbia
heterophyla) (C) e capim-arroz (Echinocloa crus-galli) (D) crescidas sob a acdo de solugdes do
extrato AcOEt de diferentes 6rgéos de Aristolochia esperanzae e do herbicida Sanson SC 40® em
diferentes concentragdes. a Valores significativamente diferentes do controle negativo de acordo com
o teste de Welch a o = 0,05. b Valores nao significativamente diferentes do controle positivo, de
acordo com o teste de Welch a a = 0,05.
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FIGURA 1.5. Plantulas de agrido-da-terra (A) e amendoim-bravo (B) crescidas sob a acdo de
solucdes da fragédo ACOEt de folhas maduras de A. esperanzae a 800 ppm, 400 ppm, 200 ppm, e do
controle negativo (da esquerda para a direita). (Fotos: JATOBA, L. J., 2012).

TABELA 1.2. Porcentagem de inibicdo ou estimulo do crescimento inicial da parte aérea de espécies
cultivadas e invasoras de cultura crescidas na presenga dos extratos AcOEt de diferentes 6rgaos de
Aristolochia esperanzae.

Porcentagem de Inibigdo™?
Espécie Alvo Material Vegetal
800 ppm 400 ppm 200 ppm
Raizes -30,0545,38 a -27,07+4,15 a -29,5314,64 a
Agrido-da-terra Folhas Maduras -66,30+£10,04 b -57,7545,33 ab -53,44+13,81b
Folhas Jovens -14,8546,84 c -53,95+5,18 b -32,49+10,08 ab
Raizes -24,4744,30 a -25,45+10,32 ab -53,344+25,70 a
Trigo Folhas Maduras -41,3045,22 b -31,53+5,40 a -20,3614,28 a
Folhas Jovens -17,9344,73 a -19,70+4,69 b -17,1314,27 a
Raizes -34,77+7,30 a -27,511£5,53 a -29,31+13,46 a
Amendoim-bravo Folhas Maduras -48,14+£10,59 a -33,80+£2,90 a -33,10+8,07 a
Folhas Jovens -42,73+2,21 a -37,00+14,29 a -43,77+4,29 a
Raizes -8,22+8,80 a -12,9249,77 a -15,8249,00 a
Capim-arroz Folhas Maduras -46,81+6,29 b -22,62+51,44 a -41,89+9,00 b
Folhas Jovens -30,0346,47 c -13,03£12,63 a -21,21+4,63 a

'Médias seguidas das mesmas letras na mesma coluna e espécie alvo ndo diferem entre si de acordo com o
teste de Welch a o = 0,05. 2Médiatdesvio padrao.

Para o desenvolvimento inicial do sistema radicular, observou-se

inibicdo do crescimento em agrido, trigo e capim-arroz, na presenga dos extratos
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AcOEt dos trés materiais vegetais, quando comparado com o controle negativo.
Para amendoim-bravo, observou-se inibigdo apenas na maior concentragdo do
extrato AcOEt de raizes de A. esperanzae (Figura 1.6). Raizes séo frequentemente
os tecidos mais sensiveis das plantulas a acdo dos aleloquimicos (FERREIRA,
2004) e no caso dos extratos AcOEt de A. esperanzae, com excegao de amendoim-
bravo, as espécies alvo apresentaram maior inibicdo do desenvolvimento radicular

do que da parte aérea (Figuras 1.4 e 1.6).
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FIGURA 1.6. Porcentagem de inibicao ou estimulo do crescimento inicial do sistema radicular de
plantulas de agrido-da-terra (Barbarea verna) (A), trigo (Triticum aestivum) (B), amendoim-bravo
(Euphorbia heterophyla) (C) e capim-arroz (Echinocloa crus-galli) (D) crescidas sob a acédo de
solugdes do extrato AcOEt de diferentes 6rgéos de Aristolochia esperanzae e do herbicida Sanson
SC 40® em diferentes concentragdes. a Valores significativamente diferentes do controle negativo de
acordo com o teste de Welch a o = 0,05. b Valores ndo significativamente diferentes do controle

positivo, de acordo com o teste de Welch a o = 0,05.

As duas espécies de monocotileddneas apresentaram-se mais
sensiveis a presencga do herbicida, assim como a presencga dos extratos AcOEt dos
diferentes 6rgaos de A. esperanzae (Figuras 1.6-B, 1.6-D e 1.7). Para capim-arroz,
observou-se inibicdo do desenvolvimento radicular similar a apresentada pelo
herbicida Sanson 40 SC® para o extrato AcOEt de raizes de A. esperanzae (Figura

1.6-D). Para as espécies de eudicotiledoneas, agrido-da-terra mostrou-se mais
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resistente aos extratos de A. esperanzae que ao herbicida, enquanto amendoim-
bravo apresentou resultados de inibicdo similares ou superiores ao do herbicida
(Figura 1.6-A e 1.6-C).

De acordo com experimentos preliminares, o herbicida GOAL®,
adotado nos bioensaios com coledptilos de trigo, provocou a morte de quase a
totalidade das plantulas testadas, impedindo assim a comparagcado dos resultados
oferecidos com os obtidos para a fragcao testada. Assim, optou-se pelo herbicida
comercial Sanson 40 SC® para o controle positivo, por apresentar-se menos toxico
que o herbicida GOAL® sob o desenvolvimento inicial das espécies alvo testadas.

A atividade inibitéria observada para os extratos AcOEt de folhas
jovens e folhas maduras nao apresentou diferenga estatistica significativa sobre o
desenvolvimento do sistema radicular das espécies alvo testadas, mas o extrato de
folnas maduras apresentou-se mais ativo na inibicdo do desenvolvimento da parte
aérea das duas espécies de monocotiledoneas do que o extrato de folhas jovens
(Tabelas 1.2 e 1.3).

Varios estudos apontam para a variagdo na concentracdo e
composi¢cao quimica de compostos com atividade alelopatica dentro de uma mesma
espéecie de acordo com a fase de desenvolvimento, particularmente entre a fase
vegetativa e reprodutiva da mesma planta (SOUZA-FILHO et al., 2003). Para
Calopogonium mucunoides Desv. (calapogbnio), Souza-Filho et al. (2003)
observaram variagao no potencial alelopatico dos extratos dessa planta em funcgao
do 6rgao e da idade da planta, indicando a alocag&o diferencial de substancias
quimicas.

O declinio na concentragao de aleloquimicos com o aumento da idade
da planta pode ser observado em diversos casos (AN et al., 2003; MARCHI et al.,
2008; GRISI, 2012). Tecidos jovens sao particularmente suscetiveis ao ataque de
insetos, herbivoros e patdégenos, o que justifica a maior concentragdo de
aleloquimicos (DUKE et al., 1999; ALVES et al., 2002). No entanto, muitos trabalhos
relatam atividade alelopatica de residuos de tecidos vegetais maduros,
especialmente o arroz, em condi¢gdes de campo e de laboratorio (JUNG et al., 2004;
KATO-NOGUCHI e INO, 2005; SATOKO et al.,, 2010). Reinhardt et al. (2006)
observou que a concentracdo de aleloquimicos nas folhas de Parthenium

hysterophorus L. aumentavam com a idade da planta, atingindo o pico maximo antes
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do inicio da floracdo. Aleloquimicos acumulados em tecidos maduros podem ser
liberados para o ambiente por lixiviagdo e decomposicdo de residuos vegetais
(LOTINA-HENNSEN et al., 2006).

FIGURA 1.7. Plantulas de trigo (A) e capim-arroz (B) crescidas sob a agado de solugdes da fragéao
AcOEt de raizes de A. esperanzae a 800 ppm, 400 ppm, 200 ppm, e do controle negativo (da
esquerda para a direita). (Fotos: JATOBA, L. J., 2012).

Quando comparados entre si, o extrato AcOEt de raizes de A.
esperanzae apresenta maior atividade inibitéria sobre o desenvolvimento inicial do
sistema radicular de todas as espécies alvo testadas (Tabela 1.3). Assim, observou-
se maior atividade alelopatica do extrato AcOEt de folhas maduras sobre o
desenvolvimento da parte aérea (Tabela 1.2), e do extrato AcOEt de raizes sobre o
desenvolvimento do sistema radicular das espécies alvo testadas (Tabela 1.3).

Apesar de nao existir um padrao fixo de distribuicdo de substancias
alelopaticas nas plantas, os resultados obtidos reforcam a tese de que esta pode
estar relacionada a facilidade de liberacdo para o meio ambiente e funcdo que
desempenham na planta (ALVES et al., 2002). Assim, no ambiente natural, espera-
se que substancias com atividade alelopatica presentes nas folhas da planta sejam
liberadas para o ambiente por lixiviagdo ou decomposicdo de residuos vegetais,
concentrando-se mais proximas a superficie do solo, permanecendo disponivel para
agir preferencialmente sobre o tecido da parte aérea da planta alvo. Substancias

presentes no sistema radicular da planta produtora seriam liberadas para o ambiente
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por exsudacdo radicular ou decomposicdo de residuos, concentrando-se a maior
profundidade no solo e sendo mais ativas, portanto, sobre o sistema radicular da
planta alvo (BLUM, 2006; LOTINA-HENNSEN et al., 2006).

TABELA 1.3. Porcentagem de inibicdo ou estimulo do crescimento inicial do sistema radicular de
espécies cultivadas e invasoras de cultura crescidas na presenga dos extratos AcOEt de diferentes
orgdos de Aristolochia esperanzae.

o Material Porcentagem de Inibigao’?
Espécie Alvo
Vegetal 800 ppm 400 ppm 200 ppm
Raizes -57,27+514a  -43,611549a -30,27£10,16 a

Agrido-da-terra Folhas Maduras -55,91£5,99a -34,54+10,69a -10,06+14,12 a
Folhas Jovens -63,00+5,33a -44,61+7,47 a -12,6245,49 a

Raizes -82,10t1,59a -70,39+4,75a -75,25%+16,03 a
Trigo Folhas Maduras -75,83+2,23 b -71,41+7,36 ab -62,6314,24 a
Folhas Jovens -64,15+2,88c -60,47+4,47b  -54,2015,41 a

Raizes -51,40+14,98 a -26,61+26,18 a -16,37+21,40 ab

Folhas Maduras -10,72+5,13b 16,31+x11,51ab 16,61+15,30 a
Folhas Jovens -4,61+13,04 b 0,62+7,66 b -12,00+9,04 b

Amendoim-bravo

Raizes -74,41+342a -61,7546,12a 67,24+10,46 a
Capim-arroz  Folhas Maduras -50,95+15,62a -39,57+15,92ab 19,13+10,51 b
Folhas Jovens -54,24+13,75a -21,71£11,87b  22,45+1,99 b

'Médias seguidas das mesmas letras na mesma coluna e espécie alvo ndo diferem entre si de acordo com o
teste de Welch a o = 0,05. 2Médiatdesvio padrao.

Quanto a ocorréncia de plantulas anormais, observou-se que as duas
espécies de monocotileddneas foram mais sensiveis a presenca dos extratos AcOEt
dos diferentes 6rgaos de A. esperanzae, com atividade mais pronunciada do extrato
de raizes (Figura 1.8). Dentre as anormalidades observadas para trigo, destaca-se a
necrose radicular, enquanto que, para capim-arroz, nao foram observadas
anormalidades necroticas, mas sim atrofia do sistema radicular.

O nicossulfuron, principio ativo do herbicida Sanson 40 SC°®, ¢é
amplamente utilizado no controle de plantas invasoras de culturas agricolas. Possui
acao pos-emergente seletiva, de agao sistémica e de baixa toxicidade, recomendado
para o0 controle de gramineas e algumas espécies de eudicotiledbneas
(RODRIGUES e ALMEIDA, 2005). Poucos estudos foram realizados para comparar
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o custo e eficiéncia de produtos para manejo de pragas agricolas baseados em
produtos naturais com o de pesticidas sintéticos (COPPING e DUKE, 2007).

o | W 800 ppm A 5 B 500 ppm B
@ | B 400 ppm E 400 ppm
[ 200 ppm L] ] 200 ppm
[}
R ER-
s
e
5
o =]
w0 S0
£
it
-9
81 £3 1
o (=1
i o
Raiz Folha Madura Folha Jovam Raiz Folha Madura Folha Jovem
o | W 800 ppm [ = B 300 ppm D
@ | B 400 ppm B 400 ppm
[ 200 ppm K] L 200 ppm
L
o Eo |
P~ no. F~ a
£
e 4
3
3 53
£
o
a o
81 *8
o - L o
Raiz Folha Madura Folha Jovem Raiz Folha Madura Folha Jovem

FIGURA 1.8. Porcentagem de plantulas anormais de agrido-da-terra (Barbarea verna) (A), trigo
(Triticum aestivum) (B), amendoim-bravo (Euphorbia heterophyla) (C) e capim-arroz (Echinocloa crus-
galli) (D) relativo ao controle negativo, crescidas sob a agdo de solugbes do extrato AcOEt de
diferentes 6rgdos de Aristolochia esperanzae e do herbicida Sanson SC 40° em diferentes
concentragdes. a Valores significativamente diferentes do controle negativo de acordo com o teste de
Welch a a = 0,05.

Os extratos AcOEt de raizes e folhas maduras de Aristolochia
esperanzae apresentaram resultados satisfatérios na inibigdo do desenvolvimento
inicial de amendoim-bravo e capim-arroz em condi¢bes de laboratorio, quando
comparados com o herbicida comercial Sanson 40 SC®. Além disso, apresentou
atividade semelhante ou com menor fitotoxicidade sobre o desenvolvimento das
espécies cultivadas testadas, agrido-da-terra e trigo. No entanto, os resultados
obtidos em condigdes de laboratério podem nao se repetir em campo, devido a
fatores ambientais bidticos e abidticos que podem interferir na atividade dos
aleloquimicos (INDERJIT e DUKE, 2003).

Assim, apesar de mostrarem-se promissores para o desenvolvimento

de bioherbicidas, uma investigagdo mais ampla - incluindo experimentos de campo e
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a identificagdo dos compostos ativos - deve ser realizada para uma melhor avaliagao
da viabilidade de aplicacdo dos produtos naturais de raizes e folhas maduras de A.

esperanzae no controle de pragas agricolas.

1.5. Conclusoes

1. Os extratos AcOEt provenientes de raizes, folhas maduras e folhas
jovens de A. esperanzae O. Kuntze foram os que apresentaram maior atividade
inibitéria sobre a elongacao de fragmentos de coledptilo estiolado de trigo.

2. Os extratos AcOEt de raizes, folhas maduras e folhas jovens
apresentaram atividade alelopatica sobre o desenvolvimento inicial das espécies
alvo testadas.

3. O estagio de maturacao das folhas apresenta interferéncia na sua
atividade alelopatica.

4. O extrato AcOEt de folhas maduras apresentou maior atividade
inibitéria no desenvolvimento inicial da parte aérea das espécies alvo, principalmente
sobre eudicotiledbneas. Para amendoim-bravo, esta atividade foi semelhante ou
superior & apresentada pelo herbicida comercial Sanson 40 SC°.

5. O extrato AcOEt de raizes foi o que apresentou maior atividade
inibitéria do desenvolvimento inicial do sistema radicular das plantas alvo testadas,
com maior atividade sobre as duas espécies de monocotiledéneas. Para capim-
arroz, esta atividade foi semelhante a apresentada pelo herbicida comercial Sanson
40 SC®.
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RESUMO

Alelopatia é definida como qualquer processo que envolve metabdlitos
secundarios que influenciam o crescimento e desenvolvimento de sistemas naturais
e cultivados. O isolamento e caracterizagao de compostos com atividade alelopatica,
conhecidos como aleloquimicos, sdo critérios indispensaveis para comprovar o
fendbmeno da alelopatia. O isolamento guiado por bioensaios de substancias com
atividade alelopatica em Aristolochia esperanzae levou a obtengdo de uma fragéo
composta majoritariamente de uma mistura de trés compostos isoméricos com
fragmentos de massas com razdo m/z 321 Da e 161 Da, e absorg¢ao no ultravioleta
em 234 nm e entre 286 nm e 287 nm presentes nas folhas maduras desta planta.
Analises por RMN mono e bidimensionais de um destes compostos possibilitaram
estabelecer sua estrutura parcial. Esta fracdo apresentou atividade alelopatica sobre
o desenvolvimento inicial do trigo, com inibicdo do desenvolvimento do sistema
radicular e formacado de anormalidades necréticas na porcao aérea. Esta atividade
apresentou-se com comportamento hormético. O herbicida comercial Sanson 40
sc® apresentou maior inibicdo do desenvolvimento da parte aérea e sistema
radicular das plantulas de trigo, porém, nado levou a formacdo de anormalidades
necroéticas nestas plantulas. Assim, a atividade dos compostos presentes na fracao
ISO mostrou-se diferenciada daquela apresentada pelo herbicida comercial, sendo

promissores no desenvolvimento de bioherbicidas.

Palavras-chave: Alelopatia, isolamento biodirigido, bioherbicidas, cip6-

mil-homens.
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ABSTRACT

Allelopathy is defined as any process involving secondary metabolites
that influence the growth and development of natural and cultivated systems.
Isolation and characterization of compounds with allelopathic activity, known as
allelochemicals, are needed criteria to confirm the phenomenon of allelopathy. The
bioassay-guided isolation of substances with allelopathic activity in Aristolochia
esperanzae has led to a fraction composed mainly of a mixture of three isomeric
compounds with fragments with mass fragments with m/z 321 Da and 161 Da, and
ultraviolet absorption at 234 nm and between 286 nm and 287 nm, present in mature
leaves of this plant. Analysis by 1D- and 2D-NMR of one of these compounds
allowed to stabilish its partial structure.

This fraction showed allelopathic activity on the early development of
wheat, with inhibition of root development and formation of necrotic abnormalities
over the shoots of these seedlings. This activity presented hormetic behavior. The
commercial herbicide Sanson SC 40® showed greater inhibition of the wheat
seedlings root and shoot development, however, didn't led to the formation of
necrotic abnormalities over the shoot of these seedlings. Thus, The activity of the
compounds present in the ISO fraction showed to be different from that presented by

the commercial herbicide, and may lead to the development of bioherbicides.

Keywords: Allelopathy, biossay-guided isolation, bioherbicides, cip6-

mil-homens.
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2.1. Introducgao

Alelopatia é definida como qualquer processo envolvendo metabdlitos
secundarios que influenciam o crescimento e desenvolvimento de sistemas naturais
e agricolas. Estes metabdlitos sdo produzidos por plantas, algas, bactérias e fungos,
e podem ter efeitos positivos ou negativos (INTERNATIONAL ALLELOPATHY
SOCIETY, 2011).

Substancias do metabolismo secundario de plantas sao utilizadas
desde a antiguidade com muitas finalidades. Para a planta produtora, no entanto,
estas substancias tém duas fungdes principais: a auto-regulacéo e a interagdo com o
ecossistema, como no caso da alelopatia (MACIAS et al., 2007). A maioria dos
compostos que possuem atividade alelopatica, conhecidos como aleloquimicos, sao
fruto do metabolismo secundario e séo liberados para o ambiente por volatilizagao,
lixiviagdo, exsudagao radicular e decomposigédo de residuos vegetais ou ainda, por
volatilizagdo (LOTINA-HENNSEN et al.,, 2006). Os aleloquimicos pertencem a
diferentes classes moleculares, como compostos fendlicos, terpendides, flavondides,
alcaldides, glicosideos cianogénicos, entre outros, e participam como mediadores
deste fenbmeno de interacdo quimica com importancia na estrutura e funcionamento
das comunidades naturais (KATO-NOGUCHI, 2003; KIM, 2005; CHOU, 2006).

Produtos naturais (metabdlitos secundarios) foram utilizados ao longo
da histéria como importante fonte de pesticidas, utilizados diretamente como
extratos brutos, compostos purificados ou como pistas estruturais para o
descobrimento e desenvolvimento de pesticidas (DAYAN e DUKE, 2006). De
acordo com Blair et al. (2009) o isolamento e caracterizagdo dos compostos com
atividade alelopatica sdo etapas indispensaveis na comprovacido do fendmeno da
alelopatia. Apesar de subestimado, quando comparado ao uso de produtos naturais
isolados de fungos e bactérias, o desenvolvimento de herbicidas baseados em
metabdlitos com atividade alelopatica provenientes de plantas pode levar a
descoberta de substéncias com novas formas de agdo e menor impacto ambiental,
prevenindo o desenvolvimento de resisténcia em populagdes de plantas invasoras,
contaminagao ambiental e dos alimentos (ANJUM e BJAWA, 2005; NARWAL, 2006;
BLAIR et al., 2009).
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Plantas do género Aristolochia s&o conhecidas por seu uso medicinal
por populagdes tradicionais, como antiofidico, antiasmatico, digestivo, expectorante
e emanagogo (LOPES et al, 2001), apresentando-se como fonte rica de compostos
fisiologicamente ativos de diferentes classes quimicas. Dentre os principais grupos
baseados em estrutura molecular que apresentam atividade, encontram-se acidos
aristoloquicos e seus derivados, que ocorrem apenas neste género, aporfinas,
benzilisoquinolonas, terpendides, lignanas, esterdides, entre outros (WU et al.,
2005).

Muitas plantas deste género tem mostrado atividade diurética,
analgésica, anti-inflamatoria e anticancerigena, em condigdes de laboratorio (YU et
al., 2007). No entanto, poucos estudos foram realizados sobre plantas desse grupo
no tocante ao seu potencial alelopatico, importancia ecolégica de seus compostos
do metabolismo secundario ou sua possivel aplicagéo na agricultura.

Estudos sobre a importancia ecoldgica destes produtos naturais
mostram que estes sdo acumulados por borboletas da familia Papilionidae que se
alimentam em plantas de Aristolochia spp., utilizando-os como alomdnios contra
aves predadoras (WU et al., 2005). Exemplos destas substancias incluem: o acido
aristoléquico | (1), encontrados em folhas e flores de Aristolochia californica,
presentes em adultos de Battus philenor hirsuta (FORDYCE, 2000) e o composto
polihidroxi d-(+)-Pinitol (2), isolado de folhas jovens e maduras de Aristolochia
macrophylla e relacionado a defesa contra herbivoros, com atividade estimuladora

da ovoposi¢cdo em B. philenor (PARAJ et al., 1992).

-
H o} O
H

| {  OH oH
CHy CHs

Ac Aristoloquico I (1) d-(+)-pinitol (2)
FIGURA 2.1. Estruturas do acido aristoléquico | (1) e do d-(+)-Pinitol (2). Fonte: WU et al. (2005).

Recentes estudos sobre o efeito alelopatico de A. esperanzae

permitiram detectar a atividade alelopatica de extratos aquosos dos diferentes
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orgaos desta planta sobre germinagao e crescimento de alface (Lactuca sativa L.) e
rabanete (Raphanus sativus L .) (GATTI, 2003; GATTI et al., 2004), além de diminuir
o tamanho médio de células do metaxilema da raiz primaria de gergelim (Sesamum
indicum L.), com efeito mais pronunciado quando utilizados extratos de raiz. O
estudo fitoquimico de fragcdes com atividade alelopatica do extrato CH,Cl, de raizes
de A. esperanzae levaram a identificacdo da lignana fargesina (3), além de outras
lignanas e esterdides (GATTI et al., 2010).

Fargesina (3)

FIGURA 2.2 — Estrutura molecular da lignana fargesina (3), encontrada em raizes de Aristolochia
esperanzae. Fonte: GATTI et al. (2010).

2.2. Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo realizar o estudo fitoquimico
por isolamento biodirigido e apresentar o perfil de atividade fitotoxica de
aleloquimicos presentes nos diferentes 6rgdos de Aristolochia esperanzae O.
Kuntze, assim como avaliar a atividade fitotoxica de aleloquimicos de folhas
maduras desta planta (fracdo 1SO) sobre o desenvolvimento inicial de Triticum
aestivum L. (trigo), comparando-a a atividade do herbicida comercial Sanson 40
SC®.

2.3. Materiais e Métodos

2.3.1. Técnicas Gerais
As analises por cromatografia em camada delgada (CCD) foram
realizadas com placas de silica (Si) gel Aldrich® (25 um, 60 A, Sigma-Aldrich Co.).

As manchas foram visualizadas sob luz UV a 254 nm e reveladas com aplicagao de
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solugédo etilica de acido fosfomolibidico (5:100 m/v) seguida de aquecimento a 120°C
por 5 min.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-UV) foi realizada
utilizando-se equipamento Waters®, modelo Controller 600, com bomba modelo 600,
conectado a detector de UV-visivel modelo 2487 em dois comprimentos de onda
(254 nm e 280 nm; 254-240 nm) e colunas de silica gel derivatizadas com grupo
octadecilsilano (C4g) Delta Pak WAT011798 100 A (300 x 7,8 mm, 15 um) e Inertsil
ODS-SP (250 x 4,6 mm, 5 ym).

Espectros de massas foram obtidos utilizando um sistema composto
por um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia Waters®, modelo Alliance 2695
acoplado a espectrometro de massas Waters®, modelo ZQ 2000 equipado com fonte
de ionizagao por eletrospray, analisador de massas do tipo quadrupolo e detector
espectrofotométrico UV-Visivel (varredura de 200 nm a 400 nm), marca Waters®
modelo 2996, de arranjo de fotodiodos. Foi utilizada a coluna de silica gel C1g Inertsil
ODS-SP (250 x 4,6 mm, 5 pym).

Os espectros de RMN foram obtidos utilizando-se espectrémetro
Bruker DRX 400 (9,4 Tesla), operando a 400,35 MHz na frequéncia do hidrogénio
(*H) e a 100,1 MHz na freqiiéncia do carbono (**C). O deslocamento quimico é
representado em ppm relativo ao sinal residual de 'H e ®C do solvente utilizado
(DMSO-dg, Cambridge Isotopes, & 2,49 e 39,7, respectivamente), utilizando-se como
padrao de referéncia interna o tetrametilsilano (TMS). Além desses, também foram
obtidos os espectros DEPT "*C, COSY-"H-'H, HMBC e HSQC.

As analises de RMN foram realizadas em parceria com o Laboratério
de RMN do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos, sob

a coordenacao do Prof. Dr. Antonio Gilberto Ferreira.

2.3.2. Material Vegetal e Obtencéo dos Extratos

Folhas e raizes de Aristolochia esperanzae O. Kuntze foram coletadas
no jardim experimental do Departamento de Botanica da UFSCar em Maio de 2010
(voucher depositado no herbario do Departamento de Boténica — UFSCar sob n°
7199). Folhas jovens e maduras foram separadas. Folhas jovens foram
consideradas aquelas que apresentavam coloragdo verde clara e textura

membranosa, enquanto folhas verdes escuras e de textura cartacea foram
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consideradas como maduras (GRISI, 2010). Folhas maduras, jovens e raizes foram
lavadas em agua corrente, as duas primeiras foram secas em casa de vegetagdo em
temperatura ambiente na sombra e as raizes foram secas em estufa de circulagao
forcada de ar a 40°C. Apds a secagem, os trés materiais vegetais foram triturados

em moinho industrial.

Material Vegetal
Aristolochia esperanzae

1. Extrac@o com solucdo 1:1 CH Cl /MeOH
2. Filtracdo a vdcuo e evaporacio

Extrato Bruto

1. Dilui¢do em solugio 95:5 MeOH/H,O

2. Particio com hexano

Extrato
Extrato Hex MeOH/H,0 I

1. Evaporacio
2. Suspensao em H-O destilada

3. Particio com AcOEt

Extrato AcOEt Extrato aquoso

FIGURA 2.3 - Fluxograma da obtengdo dos extratos dos diferentes 6rgaos de Aristolochia
esperanzae.

A extracgéo inicial foi realizada, para folhas maduras e raizes, utilizando-
se 200 g de p6 e 600 mL de CH.Cl,/MeOH em banho de ultra-som durante 30
minutos. Para folhas jovens, a extragao inicial foi realizada utilizando-se 60 g de pé e
250 mL de CH,Cl,/MeOH em banho de ultra-som durante 30 minutos (ROSTAGNO
et al.,, 2003; AIBU et al., 2004). Apds filtragem a vacuo, o processo foi repetido a
exaustdo, para todos os materiais vegetais. Os extratos brutos foram evaporados
sob pressao reduzida, a 37°C, diluidos em solucdo 95:5 de MeOH/H,O e
particionados com hexano (3 x 600 mL). Os extratos obtidos foram outra vez
evaporados sob baixa pressdo a 37°C. Em sequéncia, os extratos MeOH foram

evaporados, suspensos em agua destilada e particionados com AcOEt (3 x 600 mL)
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(adaptado de OTSUKA, 2006). Os extratos AcOEt foram evaporados sob baixa
presséo a 37°C e os extratos aquosos foram evaporados em sistema de centrifuga a
vacuo Savant modelo Speedvac® Plus SC 210 & secura. O procedimento de
extragao esta sumarizado na Figura 2.3. Os extratos Hex, AcCOEt e aquoso obtidos

para cada 6rgao estudado foram submetidos a bioensaios com coledptilos de trigo.

2.3.3. Bioensaios com Coledptilos de Trigo

O isolamento dirigido por bioensaios, ou isolamento biodirigido, € um
processo simples e interativo em que as fragdes obtidas por cromatografia de
extratos iniciais sdo utilizadas em bioensaios para determinar a atividade biolégica
de interesse. As fragdes com atividade sao re-fracionados e utilizados nos
bioensaios até que, finalmente, um composto puro com a atividade desejada é
encontrado (DAYAN e DUKE, 2006).

A atividade bioldgica dos extratos obtidos foi testada utilizando-se
bioensaios com fragmentos de coledptilo estiolado de trigo. Sementes de trigo
(Triticum aestivum L. cv. BRS264) foram distribuidas em caixas gerbox forradas com
duas folhas de papel filtro e umedecidas com 10 mL de agua destilada. As caixas
foram embrulhadas em papel aluminio e acondicionadas em incubadora B.O.D.
durante 72 h, a 25 £ 1°C, no escuro. As plantulas estioladas de trigo assim obtidas
foram cortadas com a ajuda de uma guilhotina de Van der Veij sob luz verde de
seguranga. Os apices (2 mm) foram descartados e o restante foi cortado em
fragmentos de 4 mm utilizado nos bioensaios (NITSCH e NITSCH, 1956; MACIAS et
al., 2010). Os extratos testados foram pré-solubilizados em dimetilsulféxido (DMSO)
e diluidos em solucédo tampéo (pH = 5.6) de fosfato de potassio (250 mL de agua
destilada, 5 g de sacarose, 0,2625 g de acido citrico e 0,725 g de fosfato de potassio
di-basico) para obter solugdes a 800, 400 e 200 ppm, com concentragdo constante
de 5 yL/mL de DMSO em cada concentracéo (MACIAS et al., 2006).

As solugbes preparadas em cada tratamento foram testadas em
triplicata, adicionando 2 mL de cada em tubos de ensaio e cinco coledptilos de trigo
em cada tubo de ensaio. Dois controles foram realizados, um controle negativo com
solugéo tampao e DMSO (5 uL/mL) e um controle positivo com o herbicida comercial

GOAL® (ingrediente ativo Oxifluorfen = 240 g/L) solubilizado em solugéo tamp3o a
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800, 400 e 200 ppm e DMSO (5 uL/mL) (MACIAS et al., 2006; GARCIA, 2009). Os
tubos de ensaio foram tampados e mantidos em incubadora B.O.D. a 25£1°C no
escuro, com rotacdo constante (0,25 rpm) (GARCIA, 2009). Apés 24 h, os
coleoptilos foram retirados os tubos, fotografados e medidos utilizando o software
Image-Pro Plus®5.0.

Os dados foram submetidos ao teste de Welch a a = 0,05 para
comparagao entre meédias, com o auxilio do software R (R DEVELOPMENT CORE
TEAM, 2011), e apresentados como porcentagem de inibicdo ou estimulo em
relagdo ao controle negativo. Assim, o zero representa o controle negativo, os
valores positivos representam estimulacdo e os valores negativos representam
inibicdo (MACIAS et al., 2010).

2.3.4. Procedimentos Cromatogréaficos

Uma aliquota (Figuras 2.4, 2.5 e 2.7) do extrato AcOEt de cada
material vegetal foi submetida a cromatografia em silica (Si) gel derivatizada com
grupo cianopropila (CN), utilizando-se coluna pré-empacotada Waters Sep-Pak® Vac
(10 g), eluida com gradientes de CH,Cl, (40-100%) em hexano, AcOEt (10-100%)
em CHCl,, e MeOH (50-100%) em AcOEt.

Cinco fragbes foram obtidas para cada material vegetal, a partir da
analise por cromatografia de camada delgada (CCD): RA1-RAs para raiz (Figura 2.4),
FMA1-FMAs para folhas maduras (Figura 2.5) e FJA-FJAs para folhas jovens (Figura
2.7). As fragdes foram utilizadas em bioensaios com coledptilos de trigo.

As fragbes mais ativas para raizes (RA+, 0,824 g) e folhas maduras
(FMA4, 1,3645 g) foram submetidas a separac&o cromatografica utilizando coluna de
Si gel (SiO,, 6,5 x 15 cm, 70 - 230 mesh, Aldrich Chemical®) e gradientes com
quantidades crescentes de AcOEt (30-100%) em hexano, seguido por MeOH (50-
100%) em AcOEt. Cinco fragdes foram obtidas para raizes (RB4-RBs) e quatro

fragbes foram obtidas para folhas maduras (FMB1-FMB,) (Figuras 2.4 e 2.5).
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Extrato AcOEt
m= 100g

Cromatografia em coluna ( Waters Sep-Pak
CN. 10 g) com gradientes de CH4Cl5 (40%-

100%:) em hexano, AcOEt ( 109- 100%) em
CH,Cl,, e MeOH (50%-100%) em AcOEt

®_

Rendimento: 90,.42%

RA, R.-f‘-.?J RA5
m=0,8240 g m =0,0318 g m =0,0177 g

RA, RA
m=10,0165g

4
m=0,0142 g
Cromatografia em coluna (SiO,, 6,5 x 15 cm, 70 -230 mesh,

Aldrich Chellﬂca]@} com quantidades crescentes de AcOEt
30%-100%) em hexano, e entio MeOH (50%-100%) em AcOFEt
Rendimento: 98,64%

RB RBL RB s
m=0,209g m=0,0074 g m=0,1627 g
RB, RB,
m=0,3085 g m=00652¢g

FIGURA 2.4. Fluxograma das separagbes cromatograficas do extrato AcOEt das raizes de
Aristolochia esperanzae.

A fracdo mais ativa para folhas maduras (FMB,, 0,866 g) foi submetida
a nova separagdo cromatografica em coluna de Si gel pré-empacotada
Phenomenex® Strata™ (10 g) e eluida com misturas de (hexano/CH.Cl, 9:1) /
(AcOEt/MeOH 9:1) 9:1 até 100% AcOEt/MeOH 9:1. Foram obtidas quatro fragdes:
FMC, - FMC4. A fragao ativa FMC, (0,5929 g) foi separada por cromatografia em
coluna de Si gel pré-empacotada Phenomenex® Strata™ (10 g) eluida com gradiente
de [AcOEt/(MeOH/MeCN 1:1) 9:1] em (hexano/CH,Cl; 9:1). Quatro novas fragdes
foram obtidas: FMD; - FMD4. As fragbes FMD, (0,1558 g, 75:23 - 7:3) e FMD;
(0,1257 g, 7:3 - 65:35) foram as mais ativas. Ambas foram submetidas a nova
separacdo cromatografica em coluna de Si gel pré-empacotada Phenomenex®
Strata™ (10 g) utilizando misturas de [hexano/(CH.CL/i-PrOH 1:1) 9:1] /
[AcOEt/(MeOH/MeCN 1:1) 9:1] 8:2 em gradiente crescente de polaridade, resultando
em trés fragbes para FMD, (FMDy - FMDyy) e duas fracdes para FMD3 (FMD3, e

FMDay) (Figura 2.5).
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FMA,
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FMA
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m = 0,866 g m = 0,0286 g
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| 1. Composi
2. Combinadas
150
m=0,0633 g s B
Purificacio por CLAE-UV

Cromatografia em coluna (8i0,. 6.5 x 15 cm, 70 -230 mesh,

Aldrich Chcmical®) com quantidades crescentes de AcOEt
30%-100%) em hexano, e entio MeOH (50%-100%) em AcOEL

Rendimento fragées de D3: 98.73%
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Cromatografia em coluna (Waters Sep—Pak® s
CN, 10 g) com gradientes de CH,Cly (40%-

100% ) em hexano, AcOEt (10%-100%) em
CH,Cl,, e MeOH (50%- 100%) em AcOEt

Rendimento: 62,35%

Cromatografia em coluna (Phenonwnex@ S.lr:\l;xTM —-Si, 10g)
com [hexano/(CH5Cly/i-PrOH 1:1) 9:1]/ [AcOEY/(MeOH/MeCN

150,
m= 3,00 mg

150y
m=9.40 mg

150
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FIGURA 2.5. Fluxograma das separagdes cromatograficas do extrato AcOEt das folhas maduras de
Aristolochia esperanzae.
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ISOq
m =940 mg

Purificacio por CLAE-UV

ISO-P, ISO -P,
m =38 mg m =04 mg

ISO -P,
m =103 mg

FIGURA 2.6. Fluxograma da purificagcdo por CLAE-UV da fracdo 1SO,, de folhas maduras de

Aristolochia esperanzae.
Extrato AcOEt
m=100g

Cromatografia em coluna ( Waters S-ep-Pak@ -
CN. 10 g) com gradientes de CH5Cl5 (40%-

100%) em hexano, AcOEt (109%- 1009) em
CH,Cl,, e MeOH (50%-100% ) em AcOEt

Rendimento: 99,64%

FIA, FIA 5 FlAz
m=09117 g m=0,0190 g m=0,0278 g

FIA, FIA,

m=0,0069 g m=0,0310g

FIGURA 2.7. Fluxograma das separagdes cromatograficas do extrato AcCOEt das folhas jovens de
Aristolochia esperanzae.

Como as fracbes FMDy, e FMDg3 apresentaram composi¢cao quimica
similar a partir da analise por CCD, estas duas fracbes foram reunidas e
renomeadas como fragdo ISO (0,0633 g) (Figura 2.5). A fragdo ISO foi entdo
submetida a CLAE-UV utilizando eluicdo isocratica com uma misura de
MeCN/MeOH/H,0 35:35:30 com 0,1% de acido férmico e coluna de fase reversa de
Si gel derivatizada com grupo octadecilsilano (C1g) Delta Pack WAT011798 100 A
(300 x 7,8 mm, 15 pm). Trés amostras foram obtidas: ISO,, ISO; e ISOy; (Figura 2.5).
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A amostra ISOy (9,4 mg) foi verificada por CLAE-UV-EM utilizando uma coluna de
fase reversa de Si gel Cqg Inertsil ODS-SP (250 x 4,6 mm, 5 ym) eluida com um
gradiente de MeOH/MeCN 1:1 (10-100%) em H>O com 0,1% de acido formico. Esta
amostra foi entdo submetida a purificacdo em HPLC-UV utilizando a mesma coluna
e mesma eluigdo descrita para a analise por CLAE-UV-EM, resultando nas amostras
ISOy-P1 (3,8 mg), ISOy-P; (0,3 mg) e ISOy-P;5 (0,4 mg) (Figura 2.6). As trés amostras
foram submetidas a andlise por RMN para obtencdo dos espectros 'H, '*C, DEPT,
COSY-"H-"H, HMBC e HSQC.

2.3.5. Bioensaio de Fitotoxicidade

Para testar os efeitos dos compostos presentes na fragcdo ISO, de
folnas maduras de Aristolochia esperanzae, sobre o crescimento inicial de trigo
(Triticum aestivum L. cv. BRS264), 51 mg desta fragao foi dissolvido em solugao
tampao 10 mM de acido 2-[N-morfolino]-etanossulfénico (MES), com pH ajustado a
5,6 com solugdo 1M de hidréxido de soédio e DMSO (5 pL/mL) para obter solugdes a
800, 400 e 200 ppm (MACIAS et al., 2010). Além dos tratamentos contendo o
extrato, foram realizados dois controles, um negativo com solu¢do tampao e DMSO
(5 uL/mL) e outro positivo com o herbicida comercial Sanson 40 SC® (ingrediente
ativo Nicossulfurom = 40 g/L) e DMSO (5 pyL/mL), nas diluigdes de 800, 400 e 200
ppm. O bioensaio foi realizado utilizando-se quatro repeticbes em caixas plasticas
transparentes (13 x 8 x 3 cm) forradas com duas folhas de papel de filtro e
umedecidas com 8 mL do extrato ou do herbicida nas diferentes concentragdes,
além do controle negativo. Sementes de trigo foram pré-germinadas em agua
destilada, em incubadora B.O.D. a 25 °C no escuro. Dez sementes pré-germinadas,
ou seja, que apresentavam radicula de 2 mm de comprimento, foram semeadas em
cada caixa, acondicionadas em incubadora B.O.D. a 25 °C com fotoperiodo de 12 h
durante 7 dias. Ao final desse periodo as plantulas foram avaliadas quanto a sua
normalidade, o comprimento da parte aérea e subterrdnea das plantas foi medido.
Plantulas anormais sao aquelas que nao apresentam potencial para continuar seu
desenvolvimento, com parte aérea ou raizes podres, necréticas, atrofiadas ou
completamente ausentes. Plantulas mortas também estdo incluidas nesta
classificagao (REGRAS..., 2009).
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Os dados s&o apresentados como porcentagem de inibigdo ou estimulo
do crescimento inicial em relagdo ao controle negativo. Estes foram submetidos aos
testes de Shapiro-Wilk e Barlett a o = 0,05 para a avaliagdo da normalidade e
homocedasticidade dos dados, e entdo submetidos ao teste de Welch a o = 0,05
para comparacao entre médias (SANTANA e RANAL, 2004). Todas as analises
foram realizadas utilizando o software R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011).

2.4. Resultados e Discussao

2.4.1. Estudo Fitoquimico por Isolamento Biodirigido

O isolamento biodirigido de substancias com atividade alelopatica de
Aristolochia esperanzae estd sumarizado nas Figuras 2.3 a 2.10. Para todos os
materiais vegetais, o extrato AcOEt foi o mais ativo, com atividade semelhante a do
herbicida comercial GOAL® (Figuras 2.8-A a 2.10-A). Esta atividade foi detectada
nas fragdes obtidas nas cromatografias subsequentes (Figura 2.8 a 2.10).

A partir da metodologia adotada, espera-se que estejam presentes na
fracdo hexano substancias de baixa polaridade, como acidos graxos. Em
contrapartida, espera-se que na fragdo agua estejam presentes substancias de alta
polaridade, como acucares. Na fragcdo acetato de etila espera-se encontrar
substancias de polaridade intermediaria, como fendis, terpendides, flavonodides e
alcaldides, provenientes do metabolismo secundario da planta. Substéncias que
apresentam atividade alelopatica pertencem principalmente a esses grupos (KIM et
al, 2005).

Os extratos aquosos de raizes e folhas maduras de A. esperanzae
apresentaram agéo estimulante da elongagao dos coledptilos de trigo (Figuras 2.8-A
e 2.9-A). Essa atividade pode ser explicada pela esperada maior concentragdo de
agucares nesses extratos, mas o estimulo pronunciado apresentado pelo extrato
aquoso de folhas maduras (150% e 100% quando comparados ao controle nas
concentragdes 400 ppm e 200 ppm) sugere a possivel presenga de compostos com

acgao estimulante da multiplicagdo ou elongacéo celular do tecido vegetal testado.
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FIGURA 2.8. Porcentagem de inibicado ou estimulo do alongamento de fragmentos de coledptilo
estiolado de trigo (Triticum aestivum L.) sob a agdo de diferentes fragdes do extrato bruto de raizes
de A. esperanzae e solugdes do herbicida GOAL® em diferentes concentragdes. Os valores s&o
expressos como porcentagem do controle negativo. a Valores significativamente diferentes do
controle negativo, de acordo com o teste de Welch a o = 0,05. b Valores ndo significativamente
diferentes do controle positivo, de acordo com o teste de Welch a o = 0,05.

Devido a sua agao inibitoria, os extratos AcOEt foram considerados os
mais promissores para subsequentes fracionamentos e foram, entdo, submetidos a
uma nova separagao cromatografica. As cinco fragdes obtidas para cada material
vegetal e as fragdes obtidas nas separagbes cromatograficas posteriores foram
submetidas a bioensaios com coleodptilo de trigo (Figuras 2.8 a 2.10).

Levando-se em consideragao a atividade apresentada nos bioensaios
com coledptilos de trigo e a massa das amostras, optou-se por prosseguir o estudo
fitoquimico das fracbes do extrato AcOEt de folhas maduras de A. esperanzae. A
partir da amostra FMA,, o isolamento biodirigido de substadncias com atividade
alelopatica de folhas maduras de A. esperanzae levou a obtengdo da amostra semi-
purificada ISO (Figura 2.6-B a 2.6-F). Esta amostra, apesar de apresentar atividade
inferior a demonstrada pelas amostras FMD,a e FMD3p,, quando analisada por CCD
mostrou-se composta pelas substancias majoritarias encontradas nas outras duas

amostras mais ativas (Figura 2.11).
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FIGURA 2.9. Porcentagem de inibicdo ou estimulo do alongamento de fragmentos de coledptilo
estiolado de trigo (Triticum aestivum L.) sob a acdo de diferentes fragdes do extrato bruto de folhas
maduras de A. esperanzae e solugdes do herbicida GOAL® em diferentes concentragdes. Os valores
sd0 expressos como porcentagem do controle negativo. a Valores significativamente diferentes do

controle negativo, de acordo com o teste de Welch a a =

0,05. b Valores

diferentes do controle positivo, de acordo com o teste de Welch a o = 0,05.

nao significativamente
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FIGURA 2.10. Porcentagem de inibicdo ou estimulo do alongamento de fragmentos de coledptilo
estiolado de trigo (Triticum aestivum L.) sob a acdo de diferentes fragdes do extrato bruto de folhas
jovens de A. esperanzae e solugdes do herbicida GOAL® em diferentes concentragdes. Os valores
sd0 expressos como porcentagem do controle negativo. a Valores significativamente diferentes do
controle negativo, de acordo com o teste de Welch a o = 0,05. b Valores nédo significativamente
diferentes do controle positivo, de acordo com o teste de Welch a o = 0,05.

A diminuigdo da atividade dos compostos ao longo do fracionamento
cromatografico pode se dar por modificagdo quimica ou degradagao dos compostos
ativos, ou por atividade sinergistica de dois ou mais compostos presentes nas
fracoes semi-purificadas (DAYAN e DUKE, 2006). Como nao foram observadas
alteragdes no padrdo de composicdo quimica nas amostras analisadas por CCD,
acreditamos que esta perda de atividade tenha se dado por sinergismo das
substancias presentes na fragao 1ISO, com as outras presentes nas fracbes semi-
purificadas FMDy € FMDyg,.

FIGURA 2.11. Placas de CCD obtidas nas cromatografias da amostra FMC,, resultando nas amostras
FMD; — FMD,4, com as amostras mais ativas FMD, e FMD; indicadas pela seta (A) e da amostra
FMD3, resultando nas amostras FMD3, e ISO, esta ultima indicada pela seta (B). As placas foram
eluidas em mistura Hex / AcOEt 7:3. (Fotos: JATOBA, L. J., 2011).
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FIGURA 2.12. Perfil cromatografico por CLAE-UV da amostra ISO a 254 nm (A) e 280 nm (B).

A separacao cromatografica da amostra ISO por CLAE-UV resultou no
perfil cromatografico mostrado na Figura 2.12. As amostras I1SO,, ISO;; e ISOy;; foram
coletadas, evaporadas a secura e a amostra ISO, foi submetida a analise por CLAE-
UV-MS. O cromatograma assim obtido mostrou trés picos (P1, P2 e P3) com
absorcao no ultravioleta e espectro de massas como mostrado na Figura 2.13. Os
trés picos correspondem a trés compostos isoméricos (4), (5) e (6), com fragmentos
de massas com razdo m/z 321 Da e 161 Da, e bandas de absorcdo no ultravioleta a
234 nm e entre 286 nm e 287 nm.

Uma pesquisa detalhada na literatura ndo permitiu encontrar uma
estrutura molecular com dados espectroscépicos e espectrométricos similares aos

encontrados para os isdmeros presentes na amostra ISO;,.
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FIGURA 2.13. Cromatograma por CLAE-UV-MS da amostra ISO,, e espectros de massas e absorgéo
no ultravioleta dos compostos (4), (5) e (6).
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A amostra ISO) foi purificada por CLAE-UV, resultando nas fragdes
ISO)-P¢ (3,8 mg), ISO-P2 (0,3 mg) e ISOy-P; (0,4 mg). O composto ISO,-P1 (4),
isolado como um sélido branco amorfo, foi analisado por diversos experimentos de
ressonancia magnética nuclear mono e bidimensionais: RMN-'H, RMN-"*C (BBD e
DEPT), HMBC, HSQC e COSY-"H-"H (Anexos A a F), que possibilitaram estabelecer
sua estrutura parcial (Figura 2.14, Tabela 2.1).

O espectro de RMN-"H exibe quatro tripletos na regidao de 3 — 4 ppm,
caracteristicos de hidrogénios oximetinicos. A analise conjunta dos espectros RMN-
'H, RMN-"3C, HSQC E COSY-'H-"H indicou um grupo CH; (5 'H 3,83 e 3,39, & "*C

71,0) acoplado com um grupo metino substituido por um substituinte ndo identificado
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(6 "H 2,27, & C 42,9). O hidrogénio deste grupo metino correlaciona-se com outro
grupo metino (&6 'H 1,84, & *C 51,5) substituido por um grupo CH; ligado a um
substituinte ndo identificado (& 'H 2,62 e 2,49, & "*C 33,4). O hidrogénio em & 'H
1,84 do ultimo grupo metino também apresenta acoplamento com um grupo CH (&
'H 5,03, & C 97,08) e um hidrogénio em & 'H 6,01 que, por sua vez, ndo exibe
correlagao direta com qualquer atomo de carbono. Pelo fato do hidrogénio em & 'H
6,01estar vizinho ao CH com & "*C 97,8, atribuiu-se este hidrogénio a um grupo OH.
O fato do carbono em & "*C 97,8 estar substituido por dois oxigénios justificaria seu

deslocamento quimico (Figura 2.14-A).

A

FIGURA 2.14. Estrutura das subunidades 1 (A) e 2 (B) do composto presente na amostra 1ISO,-P4 (4)
com as respectivas correlacées observadas nos espectros COSY-"H-"H e HMBC. X4, Y1, X5 e Y, sdo
desconhecidos.
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TABELA 2.1. Valores de deslocamentos quimicos de RMN de 'H (400 MHz) e "*C (100 MHz) e
correlagdes a longa distancia da substancia presente na amostra 1ISO;-P, (4) em DMSO-de.

5C  &'H (mult, J/Hz, integral) COSY-'H-'H HMBC
Subunidade 1
97,8 5,03 (t, 4,49 Hz, 1H) H2 C2, C3, C4
51,5 1,84 (m, 1H)* H1, H5a, H5b C3,C5
42,9 2,27 (m, 1H)* H4a, H4b, H5b -
71,0 a- 3,39 (t, 7,90 Hz, 1H) H3, H4b C1,C3
b - 3,83 (t, 7,90 Hz, 1H) H3, H4a c2
33,4 a-2,49 (m, 1H)* H2 ?
b - 2,62 (m, 1H)* H2 ?
Subunidade 2
102,4 4,99 (m, 1H)* H2 C4
53,1 1,89 (m, 1H)* H1, H3, H5a, H5b C1
45,8 2,01 (m, 7,03 Hz, 1H) H2, H4a, H4b, H6  C2, C4, C5, C6
70,6 a- 3,56 (t, 8,30 Hz, 1H) H3, H4b C1, C2,C3, C6
b - 3,75 (t, 8,30 Hz, 1H, b) H3, H4a C1, C2,C3,C6
37,8** a-2,38 (m, 1H)* H2 C2,C3
b - 2,55 (m, 1H)* H2 ?
38,2** 2,50 (m, 2H)* H3 ?

* Valores referentes ao centro do multipleto. ** Podem estar interconvertidos. ? Nao foi possivel a atribuicao
devido a grande sobreposic¢do / proximidade de sinais.

A analise dos mesmos espectros indicou outro grupo CH, (& 'H 3,56 e
3,75, © "*C 70,6) acoplado com um grupo metino (& 'H 2,01, & "*C 45,8). Este, por
sua vez, mostra-se ligado a dois grupos, outro grupo metino (& 'H 1,89, & *C 53,1)
substituido por um grupo CH; (6 'H 2,55 e 2,58, & "*C 37,8) ligado a um substituinte
desconhecido, e um grupo CH, (& '"H 2,50, & *C 38,20) também ligado a um radical
nao identificado. Devido a proximidade de sinais nos espectros bidimensionais, nao
foi possivel determinar com clareza a posicdo dos carbonos em & °C 38,2 e & °C
37,8. Assim, as atribuicbes sugeridas na Tabela 2.1 e Figura 2.14-B podem ser
interconvertidas. Além destes acoplamentos, o hidrogénio em & 'H 1,89
correlaciona-se diretamente com um grupo CH (& 'H 4,99, & "C 102,4) e um
hidrogénio em & 'H 5,97 que, por sua vez, ndo exibe correlagcéo direta com qualquer
atomo de carbono. Pelo fato do hidrogénio em & 'H 5,97 estar vizinho ao CH com &

3C 102,4, atribuiu-se este hidrogénio a um grupo OH. O fato do carbono em & *C
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102,4 estar substituido por dois oxigénios justificaria seu deslocamento quimico
(Figura 2.14-B).

Além das correlacbes descritas na determinacao estrutural das duas
subunidades do composto presente na amostra ISO,-P4, observa-se no espectro de
3C e DEPT desta substancia 18 sinais referentes a carbonos sp?, sendo 10 CH (5
3C 107,92, 107,98, 108,06, 108,79, 108,95, 109,16, 121,26, 121,36, 121,46 e
121,70) e 8 quaternarios (& "*C 133,88, 134,39, 134,98, 145,14, 145,26, 145,30,
147,14 e 147,20). Observa-se também, nos espectros de RMN-'H e RMN-"3C, a
presenca de sinais caracteristicos de dois grupamentos -O-CH»-O- (6 '"H 5,94-5,96,
0 *C 100,55 e 100,62). A completa determinac&o da estrutura do composto ISO-P4
nao pode ser realizada por falta de dados que possibilitassem uma analise
inequivoca. Espectros de RMN adicionais estdo sendo obtidos, para que se possa
conseguir informagdes complementares para a identificagdo do composto.

NAVICKIENE e LOPES (2001) isolaram um derivado hemiacetalico do
5-hidroximetilfurfural (7), a cis-N-feruloil-3-O-metildopamina (8), a partir da extragao
com acetona de galhos de Aristolochia gehrtii. A ocorréncia de compostos derivados
de fenetil (Cs-Cp) € significativa em A. gehrtii, a partir dos quais derivados

biosintéticos como o composto (8) podem ser formados.

OH
0 CH
HO\/@ ch/ I O/ 3
o CH
N HO o~ N
0 H

5-hidroximetilfurfural (7) cis-N-feruloil-3-O-metildopamina (8)

FIGURA 2.15. Estruturas do 5-hidroximetilfurfural (7) e seu derivado hemicetalico cis-N-feruloil-3-O-
metildopamina (8). Fonte: NAVICKIENE e LOPES (2001).

2.4.2. Bioensaio de Fitotoxicidade

O isolamento dirigido por bioensaios com colebdptilos de trigo de
substancias com atividade alelopatica em folhas maduras de Aristolochia
esperanzae, realizado de acordo com MACIAS et al. (2006) e MACIAS et al. (2010),
levou a obtencgao da fracéo ISO, utilizado no bioensaio de fitotoxicidade.

O trigo (Triticum aestivum L.) foi escolhido como espécie alvo para este

bioensaio por apresentar-se como boa espécie alvo padrdo, mais resistente que
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outras espécies comumente utilizadas, como alface, cebola ou agrido (MACIAS et
al., 2000). Os dados obtidos para o crescimento inicial de trigo apresentaram-se com
distribuicdo ndo-normal de acordo com o teste de Shapiro-Wilk a o = 0,05 e, entéo, o
teste ndo-paramétrido de Welch a o = 0,05 foi utilizado para a comparagao entre
médias.

De acordo com experimentos preliminares, o herbicida GOAL, adotado
nos bioensaios com coleoptilos de trigo, provocou a morte de quase a totalidade das
plantulas testadas, impedindo assim a comparagao dos resultados oferecidos com
os obtidos para a fracao testada. Assim, optou-se pelo herbicida comercial Sanson
40 SC® para o controle positivo, por apresentar-se menos toxico que o herbicida

GOAL® sob o desenvolvimento inicial das plantulas de trigo testadas.
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FIGURA 2.16. Porcentagem de inibicdo ou estimulo do crescimento inicial da parte aérea (A) e
sistema radicular (B) de trigo (Triticum aestivum L.) crescido sob a agéo da fragdo ISO e do herbicida
Sanson SC 40° em diferentes concentragbes. a Valores significativamente diferentes do controle
negativo de acordo com o teste de Welch a a = 0,05.
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A Figura 2.16-A apresenta os resultados para o crescimento da parte
aérea das plantulas de trigo. A parte aérea destas plantulas nao sofreu inibicao do
desenvolvimento na presenca das solu¢des da fragdo ISO quando comparada ao
controle negativo, com estimulo do crescimento na concentragcéo intermediaria (400
ppm). Embora ndo tenha apresentado inibicdo, as solugdes da fragdo ISO
provocaram anormalidades necréticas, um efeito diferente daquele apresentado pelo
controle positivo (Figuras 2.16-A e 2.17). As plantulas anormais crescidas na
presenca do herbicida comercial Sanson SC 40® apresentaram pronunciada inibicdo
do desenvolvimento e anormalidades nao-necroticas, como geotropismo negativo e
atrofia da parte aérea e do sistema radicular. Além disso, a ocorréncia de plantulas
anormais e o crescimento da parte aérea das plantulas de trigo na presenca da
fracdo ISO apresentaram efeito hormético (Figura 2.16-A e 2.17).

| W 800 ppm
H 400 ppm
7 O 200 ppm |-t

90

70
|

% Abnormal seedlings
50

30

FIGURA 2.17. Porcentagem de plantulas de trigo anormais relativo ao controle negativo. a Valores
significativamente diferentes do controle negativo de acordo com o teste de Welch a o = 0,05. Nao
houve diferenga significativa entre os valores apresentados para as concentragées 400 ppm e 200
ppm de acordo com o teste de Welch (p < 0,05).

A hormese é um fendmeno amplamente reconhecido na area de
alelopatia, relacionado a natureza espécie-especifica da resposta alelopatica, isto €,
o fendbmeno observado depende do aleloquimico especifico e da espécie alvo
adotada (AN, 2005; CALABRESE e BLAIR, 2009). O estimulo do crescimento na
presenca da fracdo ISO a 400 ppm pode ser explicada por realocacao de recursos
sob stress (CALABRESE e BALDWIN, 2003; CALABRESE, 2005). Assim, na maior
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concentragao (800 ppm), o efeito fitotdxico seria forte o suficiente para inibir o
crescimento radicular e também o trade-off de recursos. A concentragao
intermediaria (400 ppm) inibiu o crescimento radicular mas nao foi suficientemente
forte para prevenir este trade-off. A concentragdo mais baixa ndo apresentou efeito
sobre o desenvolvimento radicular e ndo ofereceu condicdo estressante para que a
planta necessitasse realocar recursos no desenvolvimento da parte aérea (FORBES,
2001). No entanto, com o aumento do comprimento médio da parte aérea das
plantulas de trigo, aumentou também a area de contato deste tecido com as
substancias presentes nas solugdes da fracdo ISO a 400 ppm e 200 ppm, o que
poderia explicar o aumento na frequéncia de anormalidades necréticas.

A Figura 2.16-B apresenta os resultados para o crescimento inicial do
sistema radicular de plantulas de trigo. Quando comparado ao controle negativo, o
desenvolvimento radicular destas plantulas foi inibido tanto na presenga de solugdes
da fracdo I1SO quanto nas solugdes do herbicida comercial Sanson SC 40°,

apresentando-se como mais sensivel do que o desenvolvimento da parte aérea.

FIGURA 2.18. Anormalidade necrotica na parte aérea de plantula de trigo crescida na presenca da
fracdo ISO. (Foto: JATOBA, L. J., 2011).
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FIGURA 2.19. Plantulas de trigo crescidas sob a agéo de solugdes da fragéo ISO, de folhas maduras
de A. esperanzae, a 200 ppm, 400 ppm, 800 ppm, e do controle negativo. (Fotos: JATOBA, L. J.,
2011).

Poucos estudos compararam o custo e eficiéncia de produtos para
manejo de pragas agricolas baseados em produtos naturais com pesticidas
sintéticos (COPPING e DUKE, 2007). Apesar dos resultados apresentados pela
fracdao ISO serem menos pronunciados do que os apresentados pelo herbicida
Sanson SC 40® sobre o comprimento da parte aérea e o sistema radicular de
plantulas de trigo, as anormalidades necréticas causadas pelos aleloquimicos
presentes na fragao ISO sugerem diferengas nos modos de agao bioquimicos de
ambos. Assim, os aleloquimicos de folhas maduras de Aristolochia esperanzae
podem levar ao desenvolvimento de novos herbicidas, servindo como ferramentas
importantes na prevencao de resisténcia aos herbicidas convencionais por parte das
populacdes de plantas daninhas (DAYAN e DUKE, 2006; COPPING e DUKE, 2006).
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2.5. Conclusoes

1. O isolamento biodirigido de compostos com atividade alelopatica em
Aristolochia esperanzae O. Kuntze levou a purificagcao de trés compostos isoméricos
com fragmentos de massas com razdo m/z 321 Da e 161 Da, e absor¢édo no
ultravioleta em 234 nm e entre 286 nm e 287 nm.

2. Anadlises por RMN mono e bidimensionais de um destes compostos
— composto (4), presente na amostra ISO;-P1 de folhas maduras — possibilitaram
estabelecer sua estrutura parcial.

3. A fragcado ISO apresentou atividade inibitoria sobre o desenvolvimento
inicial da parte aérea e do sistema radicular de trigo, além de ter provocado
anormalidades necroéticas na parte aérea destas plantulas por efeito de contato.

4. Apesar dos resultados apresentados pela fragdo ISO serem menos
pronunciados do que aqueles apresentados pelo herbicida comercial Sanson 40
SC®, as diferengas de atividade observadas sugerem diferentes modos de acéo

bioquimica de ambos.
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CONCLUSOES GERAIS

1. Os extratos AcOEt provenientes de raizes, folnas maduras e folhas
jovens de A. esperanzae O. Kuntze foram os que apresentaram maior atividade
inibitoria sobre a elongacao de fragmentos de coledptilo estiolado de trigo.

2. Os extratos AcOEt de raizes, folhas maduras e folhas jovens
apresentaram atividade alelopatica sobre o desenvolvimento inicial das espécies
alvo testadas.

3. O estagio de maturagdo das folhas apresenta interferéncia na sua
atividade alelopatica.

4. O extrato AcOEt de folhas maduras apresentou maior atividade
inibitéria no desenvolvimento inicial da parte aérea das espécies alvo, principalmente
sobre eudicotiledoneas. Para amendoim-bravo, esta atividade foi semelhante ou
superior & apresentada pelo herbicida comercial Sanson 40 SC°.

5. O extrato AcOEt de raizes foi o que apresentou maior atividade
inibitéria do desenvolvimento inicial do sistema radicular das plantas alvo testadas,
com maior atividade sobre as duas espécies de monocotiledéneas. Para capim-
arroz, esta atividade foi semelhante a apresentada pelo herbicida comercial Sanson
40 SC°.

6. O isolamento biodirigido de compostos com atividade alelopatica em
Aristolochia esperanzae O. Kuntze levou a purificacdo de trés compostos isoméricos
com fragmentos de massas com razdo m/z 321 Da e 161 Da, e absor¢édo no
ultravioleta em 234 nm e entre 286 nm e 287 nm.

7. Analises por RMN mono e bidimensionais de um destes compostos
— composto (4), presente na amostra ISO,-P1 de folhas maduras — possibilitaram
estabelecer sua estrutura parcial.

8. A fracao ISO apresentou atividade inibitdria sobre o desenvolvimento
inicial da parte aérea e do sistema radicular de trigo, além de ter provocado
anormalidades necrdéticas na parte aérea destas plantulas por efeito de contato.

9. Apesar dos resultados apresentados pela fragado ISO serem menos
pronunciados do que aqueles apresentados pelo herbicida comercial Sanson 40
SC®, as diferencas de atividade observadas sugerem diferentes modos de acéo

bioquimica de ambos.



ANEXO A - Espectro RMN- 'H do composto ISO;-P4
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ANEXO B - Espectro RMN- *C do composto ISO-P4
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ANEXO C - Espectro DEPT-*C do composto ISO;-P4
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ANEXO D - Espectro RMN-COSY-'H-'"H do composto 1SO,-P;
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ANEXO E - Espectro RMN-HSQC do composto ISOII-P1
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ANEXO F - Espectro RMN-HMBC do composto ISO-P4
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