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POTENCIAL ALELOPATICO DE Cosmos sulphureus CAV.

RESUMO - Cosmos sulphureus Cav. é uma espécie que foi introduzida no
Brasil como ornamental e hoje se comporta como uma planta daninha, apresentando
elevado poder invasivo no ambiente, devido ao seu potencial alelopatico, suprimindo
inclusive o crescimento de outras plantas daninhas. Essa caracteristica da planta a
torna uma potencial candidata para obtencdo de herbicidas naturais, os
aleloquimicos, que uma vez isolados e caracterizados poderdo ser utilizados
diretamente como tal ou entdo para a semi-sintese de novos compostos. Em vista
disso, objetivou-se avaliar e caracterizar o potencial alelopéatico de C. sulphureus e,
também, extrair, fracionar e isolar os aleloquimicos promotores do efeito alelopatico.
Caracterizou-se o potencial alelopatico de C. sulphureus pelo método de liberacédo
por decomposi¢ao e por exsudagao radicular (planta “in vivo”). A decomposicao de
plantas de C. sulphureus resultou em efeito alelopatico inibitério sobre Lactuca
sativa, Amaranthus viridis e Panicum maximum, principalmente na incorporacédo da
maior quantidade de material vegetal.Exsudatos radiculares de C. sulphureus
resultaram em efeito alelopatico inibitério sobre A. viridis e P. maximum. Dentre os
dois modos de liberacdo de aleloquimicos por C. sulphureus estudados, a
exsudagao radicular foi o mais ativo (planta “in vivo”). Também foi realizada a
extracao de folhas de C. sulphureus com agua e solventes organicos e verificou-se a
cito/fitotoxicidade dos extratos. Os extratos mais ativos foram fracionados utilizando-
se de técnicas de cromatografia e as fracdes obtidas foram testadas por meio de
bioensaios (isolamento biodirigido). As fragcdes bioativas foram analisadas para
identificacdo das substancias presentes por meio de HPLC-UV-MS e ressonancia
magnética nuclear. O extrato diclorometanico de folhas e o acetbnico de raizes
proporcionaram inibicdo significativa no alongamento de coledptilos de trigo, e o
primeiro apresentou-se mais fitotoxico as espécies receptoras (Allium cepa, L. sativa,
Lepidium sativum, Lycopersicum esculentum, A. viridis, Echinochloa crus-galli,
Panicum maximum e Urochloa decumbens). Foram isolados quinze compostos das
folhas e cinco de raizes. Todos 0s compostos isolados das raizes, com excecao ao
estigmasterol séo fenilpropandides, e foram isolados pela primeira vez na espécie C.
sulphureus. Os compostos alcool 1’,2’-epoxi-3’,4-di-O-isobutiril-Z-coniferil e &lcool
1',2'-dihidroxi-3',4-di-O-isobutirilconiferil, isolados das raizes, descrevem-se pela
primeira vez na literatura. Os compostos majoritarios isolados das folhas sé&o
lactonas sesquiterpénicas: costunolido, reinosina e santamarina. Os trés compostos
se descrevem pela primeira vez na planta C. sulphureus, com excec¢do do
costunolido que ja foi isolado anteriormente nesta planta. Santamarina e costunolido
foram os mais ativos, seguidos por reinosina. Amaranthus viridis e P. maximum
foram as espécies mais sensiveis a acao das lactonas. As lactonas sesquiterpénicas
isoladas das folhas s&o uma fonte potencial para modelos de novos tipos estruturais
de herbicidas.

Palavras-chave: Bidens sulphurea, alelopatia, costunolido, reinosina,
santamarina, herbicidas naturais.



ALLELOPATHIC POTENTIAL OF Cosmos sulphureus CAV.

ABSTRACT - Cosmos sulphurous Cav. was introduced in Brazil as an
ornamental plant and has become a problematic weed. This plant grows rapidly and
i's a dominant species, probably due to its allelopathic activity, suppressing the
growth of other weeds. This characteristic makes C. sulphureus a potential source of
natural herbicides (allelochemicals). When isolated and characterized they can be
directly used as such or used to synthesize new related compounds. The aim of this
study was to evaluate and characterize the allelopathic potential of C. sulphureus and
to extract, fractionate and isolate the allelochemical promoters of the allelopathic
effect. The allelopathic potential of C. sulphureus was characterized by the
decomposition release method and by root exudation (‘in vivo” plant). The
decomposition of C. sulphureus resulted in allelopathic inhibitory effect on Lactuca
sativa, Amaranthus viridis and Panicum maximum, mainly in the incorporation of the
greater amount of plant material. Root extracts of C. sulphureus resulted in
allelopathic inhibitory effect on A. viridis and P. maximum. Based on the results of
this work, the main release pathway presented by C. sulphureus is root exudation ("in
vivo" plant). Extraction of C. sulphureus leaves with water and organic solvents was
also performed and the cytotoxicity of the extracts was checked. The most active
extracts were fractionated using appropriate chromatography techniques and the
fractions were tested by means of bioassays (biodirigid isolation). Bioactive fractions
were analyzed in order to identify substances through HPLC-UV-MS and nuclear
magnetic resonance (NMR). Dichloromethane extract of leaves and acetone extract
of roots showed significant inhibition in wheat coleoptile elongation, and the first one
was more phytotoxic to the target species (Allium cepa, L. sativa, Lepidium sativum,
Lycopersicum esculentum, A. viridis, Echinochloa crus-galli, P. maximum and
Urochloa decumbens). Fifteen compounds were isolated from leaves and five from
roots. All compounds isolated from roots, except stigmasterol, are phenylpropanoids
and were first isolated in C. sulphureus. The compounds 1’,2’-Epoxy-3’,4-di-O-
isobutyryl-Z-coniferyl alcohol and 1',2'-Dihydroxy-3',4-di-O-isobutyrylconiferyl alcohol,
isolated from roots, have never been described in the literature before. The major
compounds isolated from leaves are sesquiterpene lactones: costunolide, reynosin
and santamarin. The three major components of leaves are described for the first
time to C. sulphureus, except costunolide, which was isolated from this plant before.
Santamarin and costunolide were the most active compounds followed by reynosin.
Amaranthus viridis and P. maximum were the most sensitive species to the action of
the lactones. Sesquiterpene lactones isolated from leaves are a potential source for
new herbicide structural models.

Key-words: Bidens sulphurea, allelopathy, costunolide, reynosin, santamarin,
natural herbicide.



1. INTRODUCAO

Ha cerca de dez anos, um produtor rural da regido de Franca nos procurou no
Laboratério de Plantas Daninhas (LAPDA — FCAV — UNESP - Jaboticabal), trazendo
a informacao de que uma planta, uma “margaridinha”, era capaz de matar o capim-
colonidao que infestava seus cafezais. Ele havia observado que onde havia essa
“‘margaridinha” nédo havia capim-colonido e que ele a estava utilizando como
estratégia de manejo da planta daninha, por meio da semeadura a langco nos
cafezais, mas sem ter ainda qualquer resultado consistente.

De posse dessa informacdo prética, iniciou-se no LAPDA uma série de
experimentos visando confirmar e esclarecer a ocorréncia desse fendmeno biolégico
da “margaridinha”, denominado alelopatia. Segundo a Sociedade Internacional de
Alelopatia (International Allelopathy Society — IAS) (2017), o termo alelopatia se
refere ao impacto positivo (estimulo) ou negativo (inibicdo) das plantas sobre as
plantas vizinhas e/ou sua microflora e/ou sua macroflora, pela produgcdo de
aleloguimicos.

A “margaridinha” foi identificada como sendo Cosmos sulphureus Cav.
(sinonimia: Bidens sulphurea Sch. Bip.), pertencente ao género Bidens e a familia
Asteraceae, uma espécie intensamente disseminada e naturalizada no territério
brasileiro (SILVA, 2009). Segundo esta mesma autora, ha relatos de sua atividade
alelopatica, com efeitos inibitérios sobre a germinagcdo, estabelecimento,
crescimento e desenvolvimento de outras plantas, inclusive algumas consideradas
daninhas.

O fato de uma planta apresentar potencial ou efeito alelopatico abre um vasto
campo de pesquisa, tanto ligado a area de Ecologia/Matologia como a Fitoquimica
em si, podendo essa estar direcionada a obtencdo de farmacos e/ou produtos
fitossanitarios naturais.

Os herbicidas se enquadram na categoria de produtos fitossanitarios,
utilizados largamente na agricultura brasileira para o controle de plantas daninhas
em pré ou em pos-emergéncia. Convém ressaltar que o controle de plantas
daninhas em qualquer cultura comercial é imprescindivel para viabilizar

economicamente a produgdo, seja em termos quantitativos, seja em termos



qualitativos, passando o manejo das plantas daninhas a constituir o principal fator
gue onera a producdo. Dentre as medidas de manejo adotadas pelos produtores,
destaca-se o controle quimico por meio do uso de herbicidas sintéticos, sobretudo
por sua eficacia, operacionalizacdo e custo. Contudo, o uso frequente de herbicidas
pode acarretar em problemas agronémicos e ambientais. Agrondmicos por induzir
mudanca de flora e selecdo de espécies resistentes, principalmente quando se
utiliza produtos com o mesmo modo de acdo (CARVALHO, 2004). Ambientais por
desequilibrar os ecossistemas, alterando as propriedades fisicas e/ou quimicas da
agua e do solo.

Em virtude desses problemas, a busca por alternativas ao controle de plantas
daninhas com herbicidas sintéticos tem crescido, destacando-se 0 uso de
aleloguimicos (OLIVEROS-BASTIDAS, 2008; BERTHOLDSSON, 2010), que sé&o
mais facilmente biodegradaveis do que os herbicidas sintéticos (RIZVI et al., 1980),
possibilitando assim um manejo sustentavel e ecologico da produgdo agricola
(JABRAN et al., 2015).

A maioria dos estudos em alelopatia até entdo realizados se concentra na
deteccdo do potencial e/ou atividade alelopatica de plantas, mas poucos objetivam
isolar e caracterizar a substancia responsavel pelo fenébmeno (NARWAL; HAOUALA,
2013). A obtencado desse tipo de substancia permitird ndo s6 0 seu uso como um
herbicida natural — como ja acontece em fazendas organicas com o emprego de
bialafés e acido pelargdnico — mas também provera esqueletos estruturais para a
sintese de herbicidas analogos, como € o caso do cinmethylin, glufosinato e dos
tricetbnicos (como sulcotrione e mesotrione), sendo estes Ultimos derivados de uma
fitotoxina estruturalmente similar a leptospermona, um constituinte isolado de
Callistemon citrinus (QASEM, 2013).

Por ser uma Asteraceae e por suas caracteristicas etnobotanicas, acredita-se
gue C. sulphureus possua uma grande diversidade de substancias responsaveis
pela sua atividade alelopatica e uma das estratégias para a escolha de possiveis
candidatos a herbicidas naturais € justamente realizar o isolamento dessas

substéancias, guiado por bioensaios.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Alelopatia: Histdrico e Conceitos

O primeiro registro sobre a capacidade das plantas interferirem no
desenvolvimento de plantas ocorreu no ano de 300 a.C., quando Theophastus, um
discipulo de Aristoteles, observou que plantas de gréo-de-bico (Cicer arietinum L.)
nao revigoravam o solo como outras plantas — pelo contrario, elas “exauriam” o solo,
e interferiam no desenvolvimento de algumas plantas invasoras. Séculos depois,
Plinio (1 d.C) relatou que o grao-de-bico, a cevada (Hordeum vulgare L.), a ervilha
(Vicia ervilia (L.) Willd) e a nogueira europeia (Juglans regia L.), provavelmente
causavam injurias as plantas da vizinhanca. (RICE, 1984).

De Candolle, em 1932, afirmou que o “cansaco” das terras, decorrente da
monocultura durante anos seguidos, era ocasionado pelo acumulo de algumas
substancias exsudadas pelas plantas, que passavam a afetar até seu préprio
desenvolvimento (RICE, 1984).

Lee e Monsi (1963), citados por Almeida (1988), referem-se a um documento
japonés de autoria de Banzan Kumazawa, escrito ha cerca de 300 anos, que
descreve que a chuva e o orvalho arrastavam para o solo produtos quimicos
contidos nas folhas de pinheiro (Pinus densiflora Siebold & Zucc), os quais
prejudicavam as culturas localizadas embaixo da copa destas arvores.

Contudo, mesmo ja havendo relatos sobre a capacidade das plantas
interferirem no desenvolvimento de outras, o termo “Alelopatia” foi cunhado apenas
no ano de 1937, pelo alemdo Hans Molisch. Alelopatia € uma palavra que vem do
grego (allelon + pathos), e significa allelon = de um para o outro, pathos = prejuizo
(MOLISCH, 1937). O sentido literal da palavra “alelopatia” engloba apenas o efeito
negativo que uma planta exerce sobre outra. Rice (1984), porém, praticamente meio
século depois, redefiniu o termo alelopatia como sendo “o efeito de uma planta no
crescimento e estabelecimento de outra (incluindo microrganimos), por meio da
producao e liberacdo de compostos quimicos no ambiente”, podendo ser este efeito

positivo (estimulo) ou negativo (inibi¢ao).



Atualmente, um dos conceitos de alelopatia mais respeitados é o determinado
pela Sociedade Internacional de Alelopatia (International Allelopathy Society — IAS)
que foi criada em 1996, e define alelopatia como o “impacto positivo (estimulo) ou
negativo (inibicdo) das plantas sobre as plantas vizinhas e/ou sua microflora e/ou
sua macroflora, pela producao de aleloquimicos” (IAS, 2017).

Muitas substancias quimicas produzidas pelas plantas que afetam
associacfes de plantas, também podem influenciar outros organismos, oferecendo
uma perspectiva mais abrangente para o termo alelopatia. Na maioria dos casos, 0
fenbmeno alelopético ocorre entre espécies distintas, ou seja, é interespecifico; mas,
caso a planta doadora e a receptora pertencam a mesma espécie, a alelopatia sera
intraespecifica, e o termo a ser empregado é autotoxicidade (MILLER, 1996).

Outra consideracédo importante € que a alelopatia diferencia-se da competicao
entre plantas pelo fato de que na primeira a interferéncia ocorre pela liberagdo de
compostos no meio, enquanto na segunda € devido a remoc¢do ou reducdo de
fatores essenciais ao desenvolvimento, tais como agua, luz, nutrientes (SOUZA et
al., 2003; OLIVEIRA JR. et al., 2011). A competicdo e a alelopatia sdo fenbmenos
gue podem ocorrer de forma simultanea no ambiente comum.

A alelopatia € um dos modos de interacdo entre plantas receptoras e
doadoras, que pode exercer efeitos positivos, como por exemplo, promover o
controle de plantas daninhas ou restabelecimento de planta em um ecossistema, ou
efeitos negativos, como a autotoxicidade e a invasdo bioldgica (CHENG; CHENG,
2015).

Os principais objetivos da investigacéo sobre a alelopatia incluem a aplicacao
dos efeitos alelopaticos observados a producao agricola, a reducdo no consumo de
agroquimicos (e sua consequente poluicdo ambiental),disponibilizando métodos
eficazes para o desenvolvimento sustentavel da producdo agricola e dos sistemas
ecoldgicos (MACIAS et al., 2003; LI et al., 2010; HAN et al., 2013; JABRAN et al.,
2015).

As substancias quimicas liberadas no ambiente, que sdo produtos do
metabolismo secundario das plantas, também sdo denominadas de substancias
alelopaticas, aleloquimicos, produtos secundarios ou metabdlitos secundarios
(CARVALHO, 1993).



2.2.Natureza dos Aleloquimicos

O conjunto de rea¢Bes quimicas que ocorre em uma planta constitui o seu
metabolismo. A maior parte do carbono, nitrogénio e da energia destina-se a
moléculas que sdo comuns a todas as células, e atuam diretamente no crescimento
das plantas. Tratam-se de aminoacidos, acucares, lipideos e nucleotideos, que sédo
metabdlitos primarios, estdo presentes em todas as plantas, e desempenham a
mesma funcdo. Entretanto, as plantas destinam uma quantidade significativa de
carbono assimilado e de energia para a sintese de uma ampla variedade de
moléculas orgéanicas, que parecem ndo ter uma funcdo direta nos processos
fotossintéticos/respiratorios, na assimilagdo de nutrientes, no transporte de soluto,
ou ainda, na sintese de proteinas, carboidratos e lipidios. Sdo compostos oriundos
do metabolismo secundario, que ndo estédo diretamente ligados aos processos vitais
das plantas (GARCIA; CARRIL, 2009).

Os metabdlitos secundérios, além de ndo apresentarem uma funcéo definida
nos processos supracitados, diferem dos metabdlitos primarios por apresentarem
uma distribuicdo restrita no reino vegetal, ou seja, nem todos os metabdlitos
secundarios estdo presentes em todos os grupos de plantas. Geralmente s&o
sintetizados em pequenas quantidades e sua distribuicdo € restringida a um
determinado género, familia e espécies de plantas. A composicdo dos metabdlitos
secundarios varia quanti e qualitativamente, dentro da mesma espécie e entre
espécies (KROYMANN, 2011).

Estes compostos podem proteger a planta contra a herbivoria e infec¢cao por
patégenos, e agir como atrativos aos polinizadores e dispersores, além de atuarem
na competicdo planta-planta e na alelopatia (OLIVEROS-BASTIDAS, 2008; RAVEN
et al. 2010). As caracteristicas bioquimicas e fisiolégicas destes compostos estédo
fortemente relacionadas com a fungédo que desempenham na planta (WINK, 2010).

A diversidade de metabdlitos secundarios das plantas é imensuravel. Ja
foram identificados mais de 100.000 compostos secundarios, porém isto &,
provavelmente, apenas uma fragdo do que esta presente na natureza (WINK, 2010).

Os metabdlitos secundarios dividem-se em trés grandes classes de
substancias quimicas: os compostos fendlicos, os compostos nitrogenados e 0s
terpenos (TAIZ; ZEIGER, 2013).



Os compostos fendlicos (ou fendis) s@o sintetizados a partir do Acetil CoA
(rota do acido mevaldnico) ou da fenilalanina (rota do &cido chiquimico) (SMITH
1976), que é a rota mais comum nos vegetais. Possuem um anel aromatico com um
grupo hidroxila agregado (WATERMAN; MOLE, 1994). Os derivados de acido
benzoico, acido cafeico e outros fenilpropandides simples, cumarinas, ligninas,
taninos e flavonoides estdo entre os compostos fendlicos mais importantes, sendo
que alguns deles estdo relacionados a atividade fitotoxica (EINHLLIG, 2004). Os
taninos, hidrolisaveis ou condensados, podem ser alelopaticos e comumente
inseticidas e repelentes, pois costumam formar complexos proteicos dificeis de
serem digeridos por herbivoros (EINHELLIG, 2004; TAIZ, ZEIGER, 2013). Os
flavondides sdo a maior classe de compostos fendlicos existentes, e séo
categorizados em antocianinas (pigmentos), flavonas, flavonois e isoflavonas. As
flavonas e os flavondis sdo descritos como alelopaticos mediadores da interacdo
planta-bactérias simbiontes e do desenvolvimento de vegetais competidores
(EINHELLIG, 2004).

Os compostos nitrogenados de metabolismo secundario sdo classificados em
alcaldides, glicosideos cianogénicos, glucosinolatos e aminoacidos nao proteicos
(TAIZ; ZEIGER, 2013). Destes, os alcal6ides sdo comumente encontrados nos
vegetais, e sdo sintetizados a partir de aminoacidos comuns (lisina, tiamina e
triptofano, por exemplo), oriundos das rotas dos terpenos. Podem apresentar acéo
contra herbivoros, serem farmacos importantes (morfina, por exemplo), ou ainda
podem ser alelopéticos (TAIZ; ZEIGER, 2013; BLUM, 2004). Os glucosinolatos
liberam substéncias que agem como toxinas e repelentes contra herbivoros
(THULER et al., 2007). Os glicosideos cianogénicos protegem as plantas contra a
predacdo (VETTER, 2000). Os aminoacidos nao-proteicos estdo presentes nos
vegetais de forma livre, e podem exercer o papel de protetores contra o ataque de
herbivoros, po serem altamente toxicos (TAIZ; ZEIGER, 2013).

O maior grupo de compostos secundarios é o dos terpenos, que podem ser
sintetizados em diferentes partes e em diferentes periodos do desenvolvimento de
plantas, atuando de diversas maneiras (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001), como,
por exemplo, no crescimento e desenvolvimento vegetal (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Mais de 22.000 terpenos ja foram isolados e identificados, sendo muitos deles

importantes nas interagfes planta-planta, ocorrendo na maioria das familias de



plantas (CHENG et al.,, 2007; ZWENGER; BASU, 2008). Os terpenos sao
substancias geralmente hidrofébicas, produzidas em tecidos vegetativos, flores e,
ocasionalmente, em raizes. Sao sintetizados a partir do Acetil CoA (rota do acido
mevaldnico) ou de moléculas glicosidicas como o piruvato e o 3-fosfoglicerato (rota
do metiritritol fosfato ou MEP) (DEWICK, 2002). Formam-se a partir da unido de
unidades de isopreno (C5), sendo subdivididos em monoterpenos (C10),
sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30), tetraterpenos (C40) e
politerpenos (ZWENGER; BASU, 2008).

Os terpenos estdo envolvidos em varios processos ecologicos de plantas,
dentre eles as interacdes alelopaticas com outras plantas (DUKE; OLIVA, 2004).
Alguns autores destacam que diferentes categorias de terpenos podem promover a
inibicdo da germinacédo e crescimento de outras plantas, particularmente de plantas
daninhas, sendo promissores a serem utilizados como herbicidas naturais
(ABDELGALEIL et al., 2009; MACIAS et al., 2010; GRANA et al., 2013).

2.3.Mecanismos de Liberacdo dos Aleloquimicos no Ambiente

Segundo Callaway e Aschehoug (2000), a liberacdo de substancias
alelopéticas (aleloquimicos) € uma importante ferramenta para que as espécies
invasoras exoticas se estabelecam de forma rapida e eficiente em um determinado
ambiente. Ainda, o poder competitivo de plantas que liberam substancias
alelopaticas pode ser potencializado, quando estas plantas também competem por
recursos do meio (RIDENOUR; CALLAWAY, 2001; CALLAWAY; RIDENOUR, 2004).
Nos diferentes ecossistemas, plantas utilizam a estratégia de liberar as substancias
produzidas pelo metabolismo secundario (aleloquimicos) para se proteger da
competicdo exercida por outras plantas ao redor (INDERJIT et al.,, 1999;
SCHNEIDER; CRUZ-SILVA, 2012), caracterizando assim uma resposta ao estresse
biotico.

As formas de liberacdo dos aleloquimicos pelas plantas no ambiente s&o:
decomposicdo, exsudagao radicular, lixiviagdo e volatilizacdo (MEDEIROS, 1990;
RODRIGUES et al., 1992; DURIGAN; ALMEIDA, 1993).

Por meio do processo de decomposi¢cdo, 0s constituintes quimicos dos

organismos séo liberados para o ambiente e sao, frequentemente, adicionados ao



solo. Nesse processo esta envolvida a participacdo dos microrganismos presentes
no solo, os quais agem sobre os polimeros presentes nos tecidos, levando a
liberacdo dos compostos toxicos (SOUZA FILHO; ALVES, 2002). Segundo Oliboneet
al. (2006), os aleloguimicos liberados pelos residuos vegetais, deixados em
cobertura sobre a superficie do solo tém comportamento diferente quando
comparado ao que ocorre quando o material € incorporado ao solo. Isto ocorre
porque quando ha incorporacdo do material vegetal, essas substancias ficam
diluidas no solo. Assim, a intensidade dos efeitos alelopaticos depende da
concentracdo dos aleloquimicos, de forma que, para residuos vegetais deixados em
cobertura, ha uma tendéncia para uma ac¢ao mais pronunciada destas substancias.
A decomposicdo de residuos vegetais implica em uma funcdo ndo ativa da planta,
enguanto os processos de exsudacao e volatilizacao envolvem a planta viva.

Os exsudados radiculares sdo constituidos por substancias sintetizadas pelas
plantas e liberadas no solo pelas raizes vivas das plantas. Esse termo tem sido
usado para descrever todas as substancias organicas exsudadas pelas raizes, por
qualquer mecanismo (RICE, 1984). O fenbmeno de exsudacado radicular é muito
importante, especialmente quando os aleloquimicos liberados pelas raizes
associam-se a presenca de microrganismos no solo, podendo ter efeito direto nas
raizes de outras plantas ou simplesmente ficarem armazenados no solo (REIGOSA
et al., 1999). E necessario que os aleloquimicos liberados no ambiente se acumulem
em quantidades suficientes para afetarem outras plantas, e se mantenham por
algum tempo, para que se possa verificar o efeito alelopatico (ALMEIDA, 1988).

A lixiviagdo é a remocao de substancias quimicas de plantas vivas ou mortas,
pela acdo de chuvas, orvalhos e neblina (SOUZA FILHO; ALVES, 2002), ou seja,
compreende sobretudo a remocéao de substancias hidrofilicas.

A volatilizagdo é um processo comum nas plantas arométicas, embora nem
todas as plantas aromaticas estejam envolvidas no mecanismo de alelopatia
(SOUZA FILHO; ALVES, 2002).

2.4. Aleloquimicos como “Herbicidas Naturais”



7

A convivéncia das plantas daninhas com as culturas agricolas € um dos
grandes problemas enfrentados pelos produtores, uma vez que as plantas daninhas
Sao as principais responsaveis em elevar o custo de producéo, dada a necessidade
de maneja-las para, assim, eliminar ou minimizar a interferéncia que elas exercem. A
interferéncia das plantas daninhas nas culturas ocorre, principalmente, devido a
competicdo por agua, luz, nutrientes e, também, pelo efeito alelopatico, causando
reducdo qualitativa e quantitativa na producéo (BIANCHI, 1995).

O manejo das plantas daninhas vem sendo baseado principalmente no
controle quimico. O uso frequente de herbicidas, geralmente com o mesmo modo de
acdo, associado ao monocultivo, € uma das principais formas para selecdo de
plantas daninhas resistentes aos herbicidas. Os problemas de resisténcia de plantas
daninhas aos herbicidas surgiram a partir dos anos 80, com o desenvolvimento e
uso repetitivo, por varios anos, de produtos altamente eficientes e seletivos,
contribuindo para a selecdo de plantas daninhas resistentes aos mesmos
(CARVALHO, 2004). Além dos problemas relacionados a resisténcia, quando
utilizados inadequadamente, os herbicidas podem impactar o meio ambiente,
afetando os ecossistemas por alterar as propriedades fisicas e/ou quimicas da agua
e do solo, ou seja, causando contaminacao ambiental, além de apresentarem risco a
saude humana.

A acdo dos aleloquimicos nas plantas pode, amplamente, ser dividida em
acOes diretas e indiretas. As acles indiretas podem incluir efeitos que promovem
alteracdes nas propriedades do solo, sua situagao nutricional, bem como, alteracdes
na populagéo e ou atividade de microorganismos, insetos, nematoides e outras. O
modelo de acao direta envolve os efeitos dos aleloquimicos sobre varios aspectos
do metabolismo e desenvolvimento das plantas (SOUZA FILHO; ALVES, 2002).
Alguns dos efeitos especificos incluem modificacdo na estrutura e no transporte das
membranas, alteracbes das caracteristicas da morfologia celular, interferéncia no
ciclo celular (replicacdo, sintese de proteinas, mitose, mecanismos celulares),
modificacdo da atividade de fitohormonios, perturbacdo do metabolismo energético
(respiracdo e fotossintese), problemas no balanco de agua e na funcdo dos
estbmatos, inibicdo de sintese de pigmentos e bloqueio da funcdo de numerosas
enzimas (EINHELLIG, 1986; EINHELLIG, 2002).
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Assim, a alelopatia, com estudos bioquimicos de interagBes planta-planta
(incluindo efeitos positivos e negativos), tem sido proposta como possivel alternativa
para 0 manejo de plantas daninhas (MACIAS, 1996). Os vegetais apresentam
determinados compostos bioativos que fazem parte do seu sistema de defesa e que
sdo de fato herbicidas naturais (MACIAS et al., 2000). Esses produtos naturais
bioativos evoluiram por um longo periodo de tempo e foram selecionados para
atividades biologicas especificas. A relacdo existente entre a estrutura quimica de
um composto produzido por uma planta e a atividade herbicida tem tornado os
aleloquimicos candidatos potenciais para conduzir ao desenvolvimento de novos
herbicidas (DUKE et al., 2001).

A descoberta de novos aleloquimicos é uma alternativa ao uso de herbicidas
convencionais no controle de plantas daninhas, uma vez que 0 uso excessivo dos
herbicidas comerciais tem provocado mudancas nas populacbes de espécies
daninhas, que muitas vezes apresentam tolerancia a esses compostos, além de
aumentar o risco de contaminagcdo ambiental. Ainda, dentre outras vantagens do uso
de substancias produzidas pelas proprias plantas no controle de plantas daninhas,
destaca-se o fato de os produtos originados de fontes de plantas serem mais
sistémicos e mais facilmente biodegradaveis do que os produtos sintéticos (RIZVI et
al. 1980). O interesse na exploracdo de compostos do metabolismo secundario das
plantas também pode ser uma alternativa estratégica para o controle de insetos e de
doencas (ALVES et al., 2003; CHENG;CHENG, 2015).

Diversos compostos biologicamente ativos de uso difundido em nossa
sociedade tiveram sua génese a partir de um produto natural de origem vegetal,
animal ou microbiana (BARBOSA, 2002). Muitos compostos originarios de plantas
qgue inibem o crescimento vegetal tém sido descobertos, como por exemplo,
artemisinina, um sesquiterpendide produzido por Artemisia annua L. que é altamente
fitotoxico (DUKE; ABBAS, 1996). Um outro exemplo de substancia fitotoxica
descoberta com estudos de interacdo planta-planta € o sorgoleone, um potente
composto alelopatico isolado de espécies de Sorghum (DUKE et al., 2000). Muitas
outros aleloquimicos isolados apresentam grande potencial para uso no controle de
plantas daninhas (CHUNG et al., 2001; SOUZA FILHO et al., 2005; BHADORIA,
2011; NARWAL; HAOUALA, 2013; QASEM, 2013; DAYAN; DUKE, 2014), sendo

parcial ou totalmente solUveis em agua e ativos em baixas concentra¢des, embora a
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eficacia e especificidade de muitos aleloquimicos ainda necessitem ser estudadas.
Com modificagbes quimicas alguns metabdlitos secundarios de plantas com
fitotoxicidade podem ser a base de novos herbicidas, auxiliando no manejo efetivo

da producéo agricola.

2.5.Isolamento e Purificacdo dos Aleloquimicos

Na descoberta de novos aleloquimicos (bioprospeccdo), o isolamento
biodirigido (ou isolamento bioguiado) € um dos métodos que pode ser utilizado para
a pesquisa de novos compostos fitoquimicos, sobretudo quando associado a
caracteristicas  etnobotanicas, etnofarmacoldgicas e  quimiossisteméaticas
(CAVALHEIRO, 2012, informacado pessoal). Neste método, € possivel determinar as
fracbes que possuem maior atividade biolégica. Apds a identificacdo da fragdo mais
ativa, esta é fracionada novamente com o objetivo de purificar e identificar os
compostos presentes nesta fracdo (MACIAS et al., 1998). Por meio dos bioensaios,
€ possivel avaliar o potencial alelopatico das espécies em estudo e, assim,
acompanhar a resposta biolégica durante as fases de extracdo, fracionamento,
purificacdo e identificacdo dos compostos (MORAES et al., 2016).

Para o isolamento biodirigido e purificagcdo de produtos naturais ativos, 0s
extratos e fracOes destes extratos devem ser submetidos a procedimentos
cromatograficos e de caracterizacéo estrutural (CECHINEL FILHO; YUNES, 2001).

Uma das primeiras etapas de fracionamento dos extratos é a cromatografia
de coluna aberta, que possui, geralmente, silica gel (de fase normal ou reversa)
como fase estacionaria, e € eluida com misturas de solventes determinadas em
cromatografia de camada delgada (CDD). A CDD também servira para reunir fracdes
da coluna cromatograficas com aspecto semelhante. As fracbes podem ser entdo
submetidas a novas colunas cromatograficas que refinem o isolamento dos
compostos de interesse (NOVAES, 2011).

Apoés os fracionamentos em coluna, as fracdes ou sub-fracbes devem ser
levadas a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), que € um método muito
sensivel para detectar os componentes presentes na mistura. Os fracionamentos
biodirigidos e o desenvolvimento de metodologias analiticas, como analises de

ressonancia magnetica nuclear, espectrometria de massa e infravermelho trouxeram
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novas ferramentas para o desenvolvimento de herbicidas de origem natural que
permitem elucidar as estruturas quimicas até mesmo em pequenas quantidades de
material (MACIAS et al., 2007).

2.6. Cosmos sulphureus Cav. — a espécie selecionada

Como selecionar espécies de plantas como fonte potencial de novos
herbicidas, jA que muitos compostos naturais tém atividade biologica, e ha muitas
plantas que ainda ndo foram estudadas adequadamente?

As caracteristicas etnobotanicas fornecem o primeiro indicio para uma
bioprospeccéao, pois retratam as aplicagdes e os usos tradicionais dos vegetais pelo
homem. Recentemente, uma planta designada popularmente como “margaridinha”
foi relatada suprimindo o crescimento de capim-colonido (Panicum maximum L.) em
cafezais na regido de Franca, em S&o Paulo, e devido a essa propriedade estava
sendo utiizada no manejo da graminea, como uma cultura sufocante.
Posteriormente, a “margaridinha” foi identificada com sendo Cosmos sulphureus
Cav.

Cosmos sulphureus Cav. é uma planta herbacea anual, ereta, muito
ramificada e florifera, de 0,80 — 1,60 m de altura, com flores amarelas ou
alaranjadas, que propaga-se apenas por sementes. Originada da América do Norte
€ conhecida popularmente como cosmos, cosmo-amarelo, picdo-grande e aster-do-
méxico, e foi introduzida no Brasil como planta ornamental. Entretanto, C.
sulphureus j4 é considerada como planta daninha, devido a sua capacidade de
ocorrer espontaneamente, ao seu alto potencial de invasao, vigor de disseminacao e
crescimento, que propiciaram a infestacdo de terrenos baldios, beira de estradas,
hortas e pastagens, principalmente da regido Sudeste e Sul do pais. Assim, é muito
comum a presenca da C. sulphureus em é&reas urbanas e também em areas
agricolas, sendo a espécie facilmente reconhecida pela coloracdo alaranjada de sua
floracdo durante todo o verdo (LORENZI, 2008).

O género Bidens, pertencente a familia Asteraceae, compreende cerca de
230 espécies encontradas nas Américas, Africa, Polinésia, Europa e nordeste da

Asia, e apresenta uma grande importancia econdmica, uma vez que inclui espécies
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com alto potencial de adaptacdo ambiental, sendo muitas delas classificadas como
plantas daninhas. At¢é o momento foram encontrados poliacetilenos, chalconas,
fenilpropandides, flavonois, derivados do tiofeno e auranas entre os constituintes
quimicos mais frequentes em espécies desse género (CHIANG et al.,, 2004,
HUDSON et al., 1993; MARCHANT et al., 1984; TOBINADA et al., 2009). Extratos e
fracOes de diversas espécies de Bidens apresentaram atividade anti-ulcerogénica,
anti-oxidante, anti-inflamatéria, imunomoduladora, anti-hipertensiva, antimicrobiana,
anti-alérgica, antidiabética, antiviral, antimalarica e alelopéatica (DEBA et al., 2007,
SILVA, 2009; SILVA JUNIOR, et al., 2012; 2013).

Segundo Venable e Levin (1983) a grande capacidade de disperséo,
caracteristica das plantas pertencentes a familia Asteraceae, contribui para o seu
sucesso biologico, principalmente pela presenca de papus plumosos, apéndices,
estruturas de aderéncia e metabdlitos secundarios, sendo estes ultimos intimamente
relacionados a alelopatia.

Muitas espécies invasoras, como, por exemplo, C. sulphureus, demonstram
maior capacidade competitiva do que as espécies nativas (QIN et al., 2013), o que
contribui para o seu alto potencial invasivo sobre a composicao, estrutura e fungao
da comunidade dos ecossistemas invadidos. Embora a espécie C. sulphureus
apresente inimeras propriedades biologicas, € uma das espécies do género Bidens
menos estudadas cientificamente, de forma que o maior nimero de estudos
biolégicos de extratos e fragcBes concentra-se na espécie B. pilosa. A atividade
alelopética desta espécie com efeitos inibitérios sobre a germinacao,
estabelecimento, crescimento e desenvolvimento de outras plantas, inclusive
algumas consideradas daninhas é bem conhecida.

Avaliando o potencial alelopatico de B. pilosa e de B. alba sobre o
crescimento de plantulas de Lactuca sativa L., Lima et al. (2011) observaram que as
duas espécies de Bidens inibiram o crescimento da radicula e do hipocétilo das
plantulas de alface. Ainda, estes autores mencionaram que o0s resultados obtidos
indicam que as duas espécies analisadas podem ser utilizadas na busca de novas
moléculas herbicidas menos toxicas ao meio ambiente e ao homem. Também,
Rabelo et al. (2008) verificaram que extratos aguosos de B. pilosa reduziram e/ou
inibiram a germinacdo de sementes e o crescimento inicial de todas as espécies

cultivadas testadas, promovendo, ainda, severas anormalidades nas plantulas. Estes
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resultados indicam a existéncia de potencial alelopéatico de B. pilosa, corroborando
0s resultados também observados por Gusman et al. (2011).

Assim como algumas espécies do género Bidens, C. sulphureus apresenta
alta capacidade de formar populacdes densas e dominantes. E provavel que alta
agressividade inerente a C. sulphureus, que permite a invasdo da espécie nas mais
diversas éareas, seja propiciada pelo seu potencial alelopatico, como uma das
estratégias no estabelecimento dessas populagcbes. Em alguns casos, a
agressividade de uma planta daninha deve-se a sua elevada producao de biomassa,
0 que néo é o caso da espécie C. sulphureus.

Até o0 momento, a maior parte dos estudos realizados com a espécie C.
sulphureus objetivou determinar potenciais efeitos medicinais da planta (ARAUJO
NETO, 2011; SILVA, 2009; SILVA JUNIOR et al.,, 2012; 2013). Porém, pouco
enfoque agrondmico foi dado a esta espécie até o momento, no sentido de
desvendar o comportamento desta planta em uma comunidade, e determinar o
potencial alelopatico da mesma. Dessa forma, convém ressaltar a necessidade de
se explorar a caracterizacdo quimica/biolégica da espécie em questao.

Geralmente, os estudos realizados apenas identificam potencialidades
alelopéticas de determinadas plantas, sendo poucos os que tratam do isolamento,
caracterizacao e quantificacdo de substancias com potencial alelopético.

Assim, considerando que a espécie C. sulphureus apresenta uma alta
capacidade infestante e se dissemina com grande facilidade mesmo em areas ja
infestadas por plantas daninhas de elevada biomassa, tera esta espécie a
capacidade de liberar substancias alelopaticas que potencializem a sua
agressividade? Como serd a forma de liberacdo destas substancias alelopéaticas?

Terdo estas substancias algum efeito herbicida sobre outras plantas?
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3. OBJETIVOS

- Objetivo Geral:

e Auvaliar e caracterizar o potencial alelopético da espécie C. sulphureus.

- Objetivos Especificos:

e Caracterizar o efeito alelopatico de C. sulphureus pelo método de liberacao por
exsudacao radicular (planta “in vivo”) e por decomposicao;

¢ Isolar fracdes e composto(s) responsavel(is) pelo efeito alelopatico;

e Avaliar o efeito alelopatico de compostos extraidos de folhas de C. sulphureus
sobre espécies receptoras;

e Procurar novos compostos de "Herbicidas Naturais", mais especificos e in6cuos,
qgue ajudem a protecéao integral do meio ambiente;

e Gerar conhecimentos e subsidios em Matologia, que permitam auxiliar no manejo

de plantas daninhas, racionalizando-o e tornando-o menos impactante ao ambiente.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Caracterizacao do potencial alelopético de C. sulphureus pelo método de

liberacdo por decomposicao

O experimento para a caracterizacdo do potencial alelopatico de C.
sulphureus pelo método de decomposicao foi conduzido utilizando-se a biomassa
seca de plantas inteiras de C. sulphureus (caule, folhas, raizes e inflorescéncias),
em pleno florescimento, recém-coletadas em areas de infestacao natural. As plantas
foram secas a sombra, até atingirem massa constante, sendo, posteriormente,
trituradas em moinho tipo Willey (tamanho maximo de particula de 1,5 mm),
acondicionadas em sacos de papel e armazenadas em camara fria e seca até a sua
utilizacao.

Com o objetivo de simular uma maior concentracdo no solo dos possiveis
aleloquimicos liberados pela planta, reproduzindo situacdées observadas a campo,
optou-se em trabalhar com a quantidade de biomassa que representa uma area de
infestacdo natural de C. sulphureus (x), e outras duas quantidades maiores de
biomassa (2x e 4x), que representaram o acumulo destes compostos ao longo do
tempo.

A quantidade “x” de material seco de C. sulphureus utilizada foi definida por
meio da determinacdo da producdo de biomassa por metro quadrado, em condicfes
de infestacdo natural, em area localizada na FCAV-UNESP - Campus de
Jaboticabal. Para isso, adotou-se um quadro amostral vazado de ferro, de 0,25 m?,
que foi lancado na area por quatro vezes. Com base nos dados obtidos de producéo
de biomassa/m?, calculou-se a média (x), e as outras quantidades de biomassa
estudadas no presente experimento (2x e 4x). Como testemunha adotou-se o
substrato sem a deposicao/incorporacdo da matéria seca de C. sulphureus.

Os efeitos alelopaticos de C. sulphureus foram avaliados por meio da
decomposicdo do material vegetal, que foi incorporado ou depositado em cobertura,
e as espécies indicadoras adotadas foram Amaranthus viridis (caruru-de-mancha),

Panicum maximum (capim-colonido) e Lactuca sativa (alface). Nessas ocasides, a
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semeadura foi realizada depositando-se 20 sementes de alface e 30 sementes de
cada espécie de planta daninha, distribuidas em duas linhas centrais em cada caixa.

O experimento foi conduzido em condicfes semi-controladas (sem restricao
de 4gua e nutrientes), em caixas plasticas com o fundo perfurado, com volume de 2
litros. Cada caixa representou uma parcela. O substrato utilizado foi um Latossolo
Vermelho Escuro em mistura com areia de rio (3:1 v/v), que posteriormente foi
submetido as analises quimica e fisica de rotina. Nao foi necessario realizar
correcdo de pH e fertilidade do substrato utilizado.

Realizou-se a contagem da emergéncia das plantulas diariamente, até a
estabilizacdo deste processo. Por meio das contagens, calculou-se a porcentagem
de emergéncia, o indice de velocidade de emergéncia das plantas (IVE) e o tempo
meédio de emergéncia (TME), segundo Maguire (1962).

Ao final da conducédo, aos 30 dias apds a semeadura, foram avaliadas: % de
emergéncia, comprimento e biomassa seca de raiz e parte aérea. Para a retirada do
solo das raizes, utilizou-se um conjunto de peneiras sobrepostas, de diferentes
malhas, com o auxilio de um jato d’agua e de uma espatula. Para a obtengao da
biomassa seca de raizes e parte aérea, o material coletado foi acondicionado em
sacos de papel, e colocado em estufa de circulacdo forcada de ar, em torno de 65° a
70°C, até atingir massa constante.

Para cada espécie indicadora, o delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, em quatro repeticdes, e os dados obtidos foram analisados por periodo
de decomposicdo (esquema fatorial 2 x 3 + T, sendo 2 condicbes -
incorporada/cobertura, trés quantidades de biomassa seca, mais a testemunha).
Todos os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo teste F, com

as médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

4.2. Caracterizacao do potencial alelopatico de C. sulphureus por exsudacao

radicular (planta “in vivo”)

4.2.1. Utillizacdo do Método Hidropdnico
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Sementes de C. sulphureus foram colocadas para germinar em bandeja de
poliestireno expandido, preenchida com areia de rio lavada. Aos 20 dias apos a
emergéncia, as plantulas foram transferidas para caixas plasticas com capacidade
para 2 L, preenchidas com solucao nutritiva de Hoagland e Arnon (1950), com % da
sua forca. Cada plantula permaneceu suportada por uma tampa de isopor, colocada
sobre a caixa plastica, e presa a mesma com o auxilio de um eléstico, o que permitiu
0 contato das raizes com a solucéo nutritiva, criando um sistema hidroponico.

No decorrer do periodo experimental, realizou-se a reposicdo da solucéo
nutritiva de Hoagland e Arnon (1950), ajustando-a quinzenalmente, até atingir a
concentragdo de 100%, para assim otimizar o crescimento e desenvolvimento das
plantas.

Em trés ocasifes (crescimento vegetativo, pleno florescimento e final do
florescimento/senescéncia), as solu¢gbes foram recolhidas das caixas, armazenadas
em frascos ambar, e mantidas congeladas, até serem utilizadas em bioensaios de
coleoptilo e de fitotoxicidade (germinacédo de sementes).

Visando obter apenas os exsudatos radiculares da solucédo recolhida, foi
necessario fazer a eliminacdo dos restos de nutrientes, nas formas de sais, da
solugcdo nutritiva recolhida. As solucdes coletadas (solucdo nutritiva + exsudatos
radiculares) foram filtradas a vacuo, em coluna contendo resina Amberlite XAD-4,
seguindo, na sequéncia descrita abaixo, 0 procedimento proposto pela equipe do
Laboratério de Quimica Organica (Universidad de Cadiz — Espanha):

a) Agua (para ativacéo da resina)

b) Exsudato radicular (para que os metabdlitos liberados pela planta fiquem
aderidos a resina)

c) Agua (para lavar a resina e retirar todos os sais minerais da solucdo
nutritiva, permanecendo apenas os metabdlitos aderidos a resina)

d) Acetona (para retirar os metabolitos soluveis em acetona)

e) Metanol (para retirar os metabolitos sollveis em metanol).

Ao final do processo de eliminacdo dos sais da solugdo nutritiva, foram
obtidas duas fracbes de interesse (acetona e metanol), para cada exsudato, nas
respectivas fases de desenvolvimento da planta (estadio vegetativo, de pleno

florescimento e final do florescimento).
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Realizou-se um bioensaio de alongamento de coledptilo de trigo (Triticum
aestivum) (FERNANDEZ, 2003). Neste, sementes de trigo foram germinadas em
camara de germinagcdo por 72 horas, em condicbes de escuro completo, e 0s
coleoptilos originados foram cortados em guilhotina, obtendo-se partes de 5 mm.
Cinco fragmentos destes coledptilos foram colocados em tubos de ensaio contendo
as fracbes secas dos exsudatos de C. sulphureus, pré-dissolvidas em
dimetilsulféxido (DMSO) numa proporcdo de 5 pLmL™, e diluidas para as
concentracdes de 800, 400, 200, 100 e 50 ppm para cada fracdo testada. Os tubos
foram mantidos em rotacdo dentro de camara de germinacdo a 25°C por 24 horas.
Avaliou-se, ap0s o periodo de incubacgdo, o tamanho final dos coledptilos. Com o0s
resultados obtidos neste bioensaio, realizou-se um bioensaio de germinacdo, para
verificar a fitotoxicidade dos exudatos radiculares.

Para a realizacao dos bioensaios de germinacgéo, foram adotadas as mesmas
concentracOes testadas supracitadas. Foram utilizadas placas de Petri de 9 cm de
diametro, forradas com folha de papel de filtro umedecidas com as fracdes dos
exsudatos. As placas foram seladas com Parafilm e acondicionadas em camaras de
germinacdo a 25 °C = 2°C, na auséncia de luz, onde permaneceram por 7 dias.
Como plantas-teste foram utilizadas A. viridis (caruru-de-mancha), P. maximum
(capim-colonidao) e L. sativa (alface)) com 20 sementes distribuidas
equidistantemente pelas placas. Avaliou-se o numero de plantas emergidas e o
comprimento de radicula e hipocétilo (parte aérea).

Para os dois bioensaios realizados, adotou-se como controle (testemunha)
apenas a solucao de dimetilsulfoxido (DMSO) sem a adicdo das fracdes obtidas dos
exsudatos radiculares.

O delineamento estatistico utilizado para os bioensaios foi o inteiramente
casualizado, em quatro repeticbes. Todos os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancia pelo teste F, com as médias comparadas pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade.

4.2.2. Utllizagcdo do Método de Garrafas Invertidas

Realizou-se um experimento complementar, para caracterizagcao do potencial

alelopético de C. sulphureus por exsudagdo radicular. Para tanto, foram utilizadas
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garrafas plasticas (pet) de 2 L (area util de 90 mm de didmetro e 270 mm de
comprimento), com o fundo removido, pintadas externamente na cor prata. A tampa
das garrafas foi furada, e neste orificio foi instalada uma mangueira de polietileno
com 5 mm de diametro e 20 cm de comprimento. As garrafas foram apoiadas em
posicdo invertida em um suporte, e preenchidas inicialmente com uma camada de
brita (aproximadamente 5 cm de altura), e depois com areia de rio lavada.

O fundo removido das garrafas pet foi utilizado como um vaso, que também
foi preenchido com areia, e entdo foi posicionado logo abaixo de cada garrafa
invertida, de forma que toda a solugdo que passava pelas garrafas foi direcionada,
por meio da mangueira de polietileno, diretamente para os vasos, compondo, assim,
um sistema fechado (Figura 1).

Oito aquénios de C. sulphureus (planta doadora) foram colocados para
germinar diretamente nas garrafas invertidas. Apos o desbaste, foram deixadas seis
plantas por garrafa. A irrigacao foi feita com solugéo nutritiva de Hoagland e Arnon
(1950) e agua destilada (em dias intercalados) durante todo o periodo experimental,
para garantir o bom desenvolvimento das plantas. Inicialmente, utilizou-se solucao
nutritiva a 25%, cuja concentracao foi sendo aumentada quinzenalmente, até atingir
a concentracao de 100%.

Vinte dias ap6s a emergéncia de C. sulphureus, foram semeadas 30
sementes de Amaranthus viridis ou Panicum maximum (espécies receptoras) nos

vasos.

Plantas doadoras

Espécies
receptoras

Figura 1. Sistema para avaliacdo do efeito direto da exsudacdo de C. sulphureus
(planta doadora) sobre a emergéncia e crescimento inicial de Amaranthus
viridis e Panicum maximum (espécies receptoras).
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Uma vez que todos os exsudatos radiculares liberados pelas plantas de C.
sulphureus foram direcionados aos vasos que continham as espécies receptoras, foi
possivel avaliar o efeito destes exsudatos diretamente sobre a emegéncia e
crescimento inicial das espécies receptoras.

Como testemunha foram utilizadas garrafas sem plantas de C. sulphureus, ou
seja, 0s vasos abaixo das garrafas recebiam apenas a solucdo nutritiva, que era
aplicada de maneira uniforme em todos os tratamentos (com C. sulphureus e sem C.
sulphureus), até atingirem o ponto de escorrimento pela mangueira.

O efeito dos exsudatos foi avaliado em trés estadios de desenvolvimento da
C. sulphureus: vegetativo, pleno florescimento e final do florescimento, para A. viridis
e em dois estadios, pleno florescimento e final do florescimento para P. maximum
(devido a problemas na germinacdo desta planta daninha, na primeira fase do
experimento).

Ao final de cada estadio de crescimento de C. sulphureus, as plantas de A.
viridis e P. maximum foram cuidadosamente retiradas dos vasos e foram avaliados o
comprimento de raiz e parte aérea e a biomassa seca destas partes. Em seguida, as
espécies receptoras foram semeadas novamente no mesmo vaso, visando observar
o efeito do acumulo dos exsudatos liberados, ao longo do desenvolvimento de C.
sulphureus.

Todo o sistema foi composto por 24 garrafas, de forma que cada garrafa
constituiu uma unidade experimental. O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3 x 2 (para A. viridis) e 2 x 2 (para P.
maximum), sendo 3 ou 2 estadios de crescimento avaliados e duas condi¢cdes (com

e sem plantas de C. sulphureus), em 6 repeticdes para cada espécie receptora.

4.3. Extragdo, fracionamento e identificacdo dos extratos ativos de C.

sulphureus, monitorados por testes de atividade bioldgica

Folhas e raizes foram coletadas de plantas de C. sulphureus em pleno
florescimento, na cidade de Araraquara, Sdo Paulo, Brasil (21°48 a 21°50° S e
48°10’ a 48°11°'W), durante a estagdo chuvosa (novembro de 2013). O material-

testemunho esta depositado no Herbario JABOTI da Universidade Estadual Paulista/
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FCAV, campus Jaboticabal (voucher J. V. F. Martins et al., n.01). Folhas e raizes de
C. sulphureus foram colocadas para secar a sombra, separadamente, e
posteriormente, foram trituradas em moinho tipo Willey (tamanho maximo de
particula de 1,5 mm), acondicionadas em sacos de papel e armazenadas em

camara fria e seca.

4.3.1. Folhas de C. sulphureus

Para otimizacdo e direcionamento do processo de isolamento, realizou-se
uma extracao prévia, utilizando-se de menor quantidade de material vegetal. Para
tanto, 120 g de p6 seco de folhas de C. sulphureus foram extraidos inicialmente com
agua. Depois, para a eliminacdo de Oleos, graxas e ceras (desengorduramento),
utilizou-se o solvente hexano. O material desengordurado foi extraido,
sequencialmente, com os solventes organicos em escala crescente de polaridade:
diclorometano, acetato de etila, acetona e metanol. Para todas as extracfes, adotou-
se a técnica de extracdo por ultrassom (trés ciclos de 15 minutos). Ao término do
periodo de extragdo, cada extrato foi filtrado em funil de Biichner com papel de poro
0,22 ym acoplado a uma bomba a vacuo e depois evaporado em rotavapor, para
eliminacdo do solvente. Todos os extratos brutos obtidos foram avaliados em
bioensaios de coleoptilos de trigo e o extrato de diclorometano foi o mais ativo.

Um novo processo de extragcdo utilizando maior quantidade do material
vegetal (mesma origem) foi realizado, visando a obtencdo do extrato bruto de
diclorometano, para prosseguir com o fracionamento e purificacdo do mesmo. Para
tanto, adotou-se a mesma técnica de extracdo supracitada, utilizando, desta vez,
480 g de p6 seco de folha de C. sulphureus. Realizou-se, inicialmente, o
desengorduramento do material vegetal com o hexano, e, posteriormente, a
extracdo do material desengordurado com 2400 mL de diclorometano. As extracdes
foram realizadas em erlenmeyers de vidro de 500 mL, com por¢cbes de material
vegetal de aproximadamente 100 g, em quadruplicatas. Ap0s a remocao do
solvente, obteve-se o extrato bruto de diclorometano - EBDCM (9,734 g). Uma vez
gue as clorofilas presentes no EBDCM ndo eram as substancias de interesse e
ainda poderiam dificultar o processo de isolamento, optou-se por elimina-las,

visando facilitar toda a técnica posterior de isolamento/identificacdo das substancias
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bioativas. Para tal eliminacdo, adotou-se uma coluna cromatografica de fase reversa
(preenchida com silica RP-18), utilizando os solventes agua e metanol, em
diferentes polaridades (de 0 a 100%) e, ao final, diclorometano.

Com o auxilio da cromatografia de camada delgada (CCD), para verificar
possiveis semelhancas entre as fracdes iniciais, e realizar, entdo, a unido das
mesmas, foram obtidas, ao final, quatro fracdes de interesse, mais a fracdo de
diclorometano (ultima fracdo, na qual sairam as clorofilas): Fracdo A (100% agua) —
258,6 mg; Fracdo B (20%, 40% e 60% metanol) — 1342,6 mg; Fracdo C (80%
metanol) — 1566,6 mg; Fracdo D (100% metanol) - 2804,6 mg; Fracdo DCM —
3386,5 mg (fracdo de clorofilas). Apds bioensaios de coledptilos e sementes,
observou-se que as fracdes B, C e D foram as mais ativas.

O fracionamento das fracdes B, C e D foi realizado mediante cromatografia
em coluna (CC), usando misturas de hexano/acetato em polaridade crescente (0 a
100%), até que fosse feita toda a substituicdo do hexano pelo acetato de etila, que
correspondeu ao final da eluicdo. Ao término da eluicdo, foi feita a lavagem da
coluna, passando-se 1,0 L de metanol. Durante todo o processo de separacdo por
coluna cromatografica, o0 aumento da polaridade do eluente foi direcionado pela
cromatografia em camada delgada (CCD). ApOs separacdo por cromatografia em
coluna, a fracdo B originou 12 subfracdes (B1 — B12), a C originou 10 subfracbes
(C1 - C10), e a D originou 12 subfracbes (D1 — D12). O fluxograma do processo de
extracdo e fracionamento biodirigido, para a obtencéo das fracbes e subfracdes de

B, C e D segue ilustrado na Figura 2.
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Folhas
Extragdo com hexano
Extrato desendgordurada
{(EBHE*) - -
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|
EBDCHM {mais ativo) —
eliminacdo das clorofilas
|
Fragdo A Fracdo B Fragdo Fragdo D
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‘ Binensaio de coledptilo e semente |
Extrato ndo | Frocesso de fracionamento — Cromatografia em Coluna (SC) |
ativo
Fraggo B Fragdo C Fragdo 0
Bf-B12 Cf—Ci0 of— o2

Figura 2. Fluxograma do processo de extracdo e fracionamento biodirigido, para a
obtencao das fragbes/subfracdes de B (20, 40 e 60% metanol), C (80%
metanol) e D (100% metanol), de folhas de C. sulphureus.

Da fragcdo B, os compostos majoritarios 2 e 3 e 0s minoritarios 4, 5 e 6 foram
isolados (Figura 3). A subfracédo B5 (16,8 mq) foi purificada por cromatografia liquida
de alta eficiéncia — CLAE (coluna semipreparativa), usando o0s solventes
hexano/acetato de etila (60:40 v/v, fluxo 3 mL min™), obtendo-se seis subfracdes
(B5-1 — B5-6). Destas, purificou-se a subfracdo B5-5 (8,7 mg) por CLAE (coluna
semipreparativa), com hexano/acetato de etila (75:25 v/v, fluxo 3 mL min™), para
obtencédo do composto 3 (4,0 mg, tempo de retencdo de 27 minutos) e 4 (1,7 mg, 24
minutos). Da subfracdo B6 (15,7 mg), foram obtidas sete subfracbes (B6-1 — B6-7),
por meio do processo de separacdo por CLAE (coluna semipreparativa), com
solventes hexano/acetato de etila (55:45 v/v, fluxo 3 mL min™). A subfracdo B6-6 (2,8
mg) foi purificada, utilizando-se CLAE (coluna analitica Phenomenex), com o0s
solventes hexano/acetato de etila (70:30 v/v, fluxo 1 mL min™), obtendo-se os
compostos 3 (0,8 mg, 24 minutos) e 5 (0,6 mg, 27 minutos). A separacdo da
subfracdo B7 (35,3 mg) também ocorreu por meio de CLAE (coluna
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semipreparativa), com 0s solventes hexano/acetato de etila (55:45 vlv, fluxo 3
mL/min), para a obtencdo de sete subfragbes (B7-1 — B7-7). Para purificar a
subfracdo B7-5 (2,8 mg), também utilizou-se a coluna Phenomenex, com
hexano/acetato de etila (70:30 v/v, fluxo 1 mL min™), para obtencéo do composto 3
(2,5 mg, tempo de retencédo de 25 minutos). Para a purificacdo da subfracdo B8
(57,7 mg), em CLAE (coluna semipreparativa), utilizou hexano/acetato de etila
(60:40 v/v fluxo 3 mL/min), originando seis subfracfes (B8-1 — B8-6), sendo a fracao
B8-4 correspondente ao composto 5 (9,8 mg, 33 minutos) e a B8-6, ao composto 2
(27 mg, 39 minutos). Das subfra¢des B10 (39,9 mg) e B11 (105,6 mg), foram obtidas
trés (B10-1 — B10-3) e duas (B11-1 — B11-2) subfragdes, respectivamente, na
separacdo por CLAE (coluna semipreparativa, hexano/acetona 65:35 v/v, fluxo 3
mL/min), sendo a fracdo B10-1 correspondente ao composto 4 (5,8 mg, 19 minutos).
A subfragéo B11-1, foi purificada por CLAE (coluna semipreparativa, hexano/acetona
65:35 v/v, fluxo 3 mL min™), para a obtencéo do composto 6 (3,8 mg, 29 minutos)
(Figura 3).
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Figura 3. Fluxograma do processo de isolamento da Fracdo B (20, 40 e 60%
metanol), para a obtencdo de compostos secundarios de folhas de C.
sulphureus.(obs.. CCD — cromatografia de camada delgada, CLAE -
cromatografia liquida de alta eficiéncia, RMN — ressonancia magnético

nuclear).

Na fracdo C, isolaram-se 0s compostos majoritarios 1, 2 e 3, € 0S minoritarios

7,9 e 10 (Figura 4). No processo de separacéo por CC da fracdo C, foram obtidos

69 mg do composto 1 puro (correspondente a subfracdo C2), com a mistura de

solventes hexano — acetato (80:20 v/v). A subfracdo C6 (76,8 mg), apds separacdo

por CLAE (coluna semipreparativa, hexano/acetona 85:15 v/v, fluxo 3 mL min™),

originou 7 subfracbes (C6-1 — C6-7), sendo C6-5 o composto 7 (10,9 mg, 24

minutos). As subfracdes C6-4 (15,1 mg) e C6-6 (15,6 mg), apOs purificacdo

(semipreparativa, hexano/acetato de etila 75:25 v/v, fluxo 3 mL min™) deram origem

aos compostos 9 (2,7 mg, 27 minutos) e 10 (7,5 mg, 37 minutos). Com a
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separacao/purificacdo das subfragcbes C7 (157,3 mg) e C8 (140,3 mg), utilizando

CLAE (coluna semipreparativa), com os solventes hexano/acetona (75:25 v/v, fluxo 3

mL min™), foram obtidas 4 subfracées para C7 (C7-1 — C7-4) e seis subfracdes

para C8 (C8-1 — C8-6). Destas, a subfracdo C7-2 (60 mg, tempo de retencdo de 18

minutos), correspondeu ao composto 3, e as fragbes C7-3 (39,4 mg), C7-4 (3,5 mq)

e C8-3 (1,0 mg) corresponderam ao composto 2 (43,9 mg, tempo de retengéo de 24

minutos) (Figura 4).
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Figura 4. Fluxograma do processo de isolamento da Fracdo C (80% metanol), para
a obtencdo de compostos secundarios de folhas de C. sulphureus.(obs.:
CCD - cromatografia de camada delgada, CLAE — cromatografia liquida
de alta eficiéncia, RMN — ressonéncia magnético nuclear).
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Da fragdo D, o composto majoritario 1 e os minoritarios 8, 11 - 14 foram
isolados (Figura 5). Para o purificacdo da fragdo D, no processo de separacdo das
subfracdes D2 (56 mg) e D3 (35,5 mg), utilizando-se CLAE (coluna semipreparativa),
com hexano/acetona (95:5 v/v, fluxo 3 mL min™), obteve-se composto majoritario 1,
que correspondeu a subfracdo D2-12 (8,1 mg, tempo de retencdo de 35 minutos), e
a subfracdo D2-15, composto minoritario 14 (3,5 mg, 46 minutos); D3-10
correspondeu aos compostos 11 (4,5 mg, 48 minutos) e 12 (3,1 mg, 57 minutos). D9
(50 mq), apos separacdo por CLAE (coluna semipreparativa, hexano/acetona 70:30
vlv, fluxo 3 mL min™), originando 7 subfracdes (D9-1 — D9-7), sendo D9-3 o
composto 13 (1,0 mg, 10 minutos). Apos purificagcdo da subfracdo D9-5 (coluna
analitica Phenomenex), hexano/acetona 80:20 v/v, fluxo 1 mL min™?), obteve-se o
composto 8 (3,2 mg, 25 minutos) (Figura 5). Na fracdo de clorofilas (DCM), isolou-se

0 composto 15 (14,3 mg).
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Figura 5. Fluxograma do processo de isolamento da Fracao D (100% metanol), para
a obtencdo de compostos secundérios de folhas de C. sulphureus. (obs.:
CCD - cromatografia de camada delgada, CLAE — cromatografia liquida de
alta eficiéncia, RMN — ressonéncia magnético nuclear).
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Os compostos maioriarios isolados das folhas (1, 2 e 3) foram avaliados em

bioensaios de coleoptilos de trigo e de sementes.

4.3.2. Raizes de C. sulphureus

Para a extracdo de compostos das raizes, utilizou-se banho ultrassénico,
adotando-se a mesma metodologia supracitada. Para tanto, 150 g de p6 seco de
raiz foram extraidos em acetona, obtendo-se, apés a remocao do solvente, o extrato
bruto de acetona (3,8 g). O extrato bruto de acetona das raizes (fracédo) foi avaliado
em bioensaios de coledptilos de trigo e sementes, e, entdo fracionado por coluna
cromatografica com gradientes de hexano/acetato de etila de 0 a 100%, com
intervalos de 10%, e finalizado com 100% de metanol. Foram obtidas 7 subfracdes
(RA1 — RAY). Das raizes, foram isolados os compostos 15 — 19 (Figura 6).

A subfracdo RA2 (58 mg), apos separacédo por CLAE (coluna semipreparativa,
hexano/acetona 95:5 v/v, fluxo 3 mL/min), originou os compostos 15 (RA2-5) (5,1
mg, 56 minutos) e 16 (RA2-4) ( 11,2 mg, 63 minutos). As subfracées RA2-2 e RA2-3,
apos purificacéo (analitica Phenomenex, com hexano/acetona 90:10 v/v, fluxo 1 mL
min™?), originaram os compostos 18 (1,8 mg, 8 minutos) e 19 (1,5 mg, 10 minutos).
As subfracbes RA5 e RA6, apds separacdo por CLAE (coluna semipreparativa,
hexano/acetona 70:30 v/v, fluxo 3 mL min™) originaram o composto 17 (19,8 mg, 15
minutos) (Figura 6).
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Figura 6. Fluxograma do processo de extracdo, fracionamento e isolamento
biodirigido, para a obtencdo dos compostos secundarios majoritarios da
raizes de C. sulphureus.

4.3.3. Bioensaios

Bioensaio de coledptilo de trigo

Sementes de trigo (Triticum aestivum cv. Duro) foram colocadas para
germinar em placas de Petri, umedecidas com agua, em camara de germinagao a +
25 °C, em condi¢des de escuro completo (HANCOCK; BARLOW; LACEY, 1964).
Decorridas 72 horas, fragmentos de coledptilos de quatro milimetros de
comprimento foram cortados imediatamente apds os primeiros dois milimetros do
apice do coleoptilo, em guilhotina Van der Weij, sendo todo o processo realizado sob
luz de seguranca verde (NITSCH; NITSCH, 1956). Os extratos brutos ou produtos

puros testados foram pré-dissolvidos em dimetilsulféxido (0,1%) e diluidos em
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solugdo tampédo citrato/fosfato pH 5,6, complementada com sacarose a 2%
(NITSCH; NITSCH, 1956) e diluidos para as concentracdes finais de 800, 400, 200 e
100 ppm para os extratos, e 1000, 300, 100, 30 e 10 pM para os compostos. Como
controle, utilizou-se solucdo tampédo pura acrescida de dimetilsulfoxido (controle
negativo) e solugdo tampao contendo herbicida de referéncia — Logran® (0,6%
triasulfurom) (controle positivo) (MACIAS; CASTELLANO; MOLINILLO, 2000).

Cinco fragmentos de coleoptilos foram incubados em tubos de ensaio
contendo 2 mL de solucdo (trés tubos para cada diluicdo). Os tubos foram
devidamente etiquetados, selados e incubados com agitacdo constante (6 rpm), em
um rotor de cultivo Stuart Scientific tipo SC2, em condicbes de escuro, a uma
temperatura de 25(x1) °C durante 24 h. Transcorrido este periodo, avaliou-se o
aumento em longitude do coleoptilo. Os coleodptilos foram colocados em uma
planilha de fundo negro, dividida em células retangulares (40 x 20 mm), classificadas
em funcédo da sua diluicdo e repeticdo (NITSCH; NITSCH, 1956). Posteriormente, as
células foram fotografadas, e as fotos digitalizadas, utilizando-se o programa
Photomed® para realizar a medicdo dos coleoptilos. Os dados foram analisados
estatisticamente utilizando o teste de Welch (MARTIN; LUNA, 1990). Os resultados
se refletem em um grafico de barras em que o “zero” representa a populagdo do
controle - testemunha. Os valores positivos, em relagcdo ao “zero”, indicam
estimulacdo do parametro medido e o0s negativos, inibicdo dos mesmos
(NEPOMUCENO, 2011).

Para auxiliar no estudo das atividades dos compostos majoritarios isolados
das folhas (1, 2 e 3), os parametros ICs, e Coeficiente de Particio Octanol/Agua (P)
foram calculados, utilizando os resultados do bioensaio de coledptilos, que avaliaram
a fitotoxicidade destes compostos.

O ICso € um parametro estatistico que corresponde a concentracdo de um
produto que promove 50% de inibicdo. Para o calculo deste parametro é necessario
utilizar curvas do tipo dose-resposta (padrdo), definida por quatro parametros: a
resposta minima observada (Ymin), @ resposta maxima medida (Ymax), @ inclinacao
(tangente) da curva e a concentragcdo do composto testado que provoca 50% de
inibicdo. Para os calculos destes parametros, utiliza-se o programa GraphPad Prism
4.0°, seleccionando uma equacdo sigmoidal dose-resposta de inclinacdo variavel.

No caso do presente estudo, como todos os perfis medidos sdo de carater inibidor,
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os dados se normalizaram em relagdo ao composto de maior atividade e a funcao
limitou-se entre os valores de -100 (maximo de inibicdo) e 0 (nenhum efeito). A
qualidade do ajuste dos dados é representada pelo coeficiente de determinacéo (R?)
- quadrado do coeficiente de correlacdo de Pearson, que indica a confiabilidade do
ajuste (quanto mais proximo de 1, maior a confiabilidade).

O Coeficiente de Particdo Octanol/Agua (P) é uma medida da lipofilicidade de
um composto e € definido como a razao da concentracdo do mesmo, no equilibrio,
apos dissolucdo em um sistema duas fases, formadas por dois solventes imisciveis,
agua e octanol (SILVA; FERREIRA, 2003). O calculo do Coeficiente de Particao
Octanol/Agua (P), que representa a mobilidade dos compostos nas células, foi
obtido pela formula abaixo, e calculados mediante logaritmos distintos: ALogPs
(Tetko; Tanchuk, 2002) e MLogP (MORIGUCHI et al., 1994):

Concentracdo em n—octanol

Concentracio em agua

Adotou-se 0 n-octanol por apresentar propriedades similares as dos
componentes das membranas celulares, no que se refere a parametros de

solubilidade e caracteristicas estruturais.

Bioensaio de fitotoxicidade

Para a realizacdo deste bioensaio, sementes foram colocadas sobre papel
Whatman n°l (acondicionadas em placas de Petri com 50 mm de diametro) e
umedecidas com 1,0 mL da solucdo teste tamponada (tampdo de acido 2-[N-
morfolino[etanosulfonico — MES, 10 mM, com pH ajustado para 6,0). As diluicdes
das fragOes/produtos, e os tratamentos controle foram os mesmos utilizados para o
bioensaio de coledptilos. Como plantas receptoras foram utilizadas STS (“Standard
Target Species”) (MACIAS; CASTELLANO; MOLINILLO, 2000) e plantas daninhas.
Como STS foram utilizadas as dicotiledéneas Lactuca sativa L. (alface), Lepidium
sativum L. (agrido), e Lycopersicum esculentum Mill. (tomate), e a monocotiledénea
Allium cepa L. (cebola); e como plantas daninhas, as monocotiledéneas Echinochloa
crus-galli L. (capim-arroz), Panicum maximum Jacg. (capim-colonido), Urochloa

decumbens (Stapf) R. D. Webster (capim-braquiaria) e a dicotiledbnea Amaranthus
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viridis L. (caruru-de-mancha), que sdo espécies de plantas mundialmente
probleméticas (TALBERT; BURGOS, 2007; LORENZI, 2000; WILLIAMS; BARUCH,
2000). Foram depositadas 20 sementes por placa, em quadruplicatas, sendo que
cada placa representou uma repeticao.

Apés a semeadura, as placas de Petri foram vedadas hermeticamente com
Parafiim® e acondicionadas na camara de germinacédo regulada para 25°C, em
condicdo de obscuridade (com excecdo da U. decumbens e E. crus-galli), onde
foram mantidas por periodos que variaram com a espécie, a saber: L. sativa (6 dias),
L. sativum (4 dias), e L. esculentum (6 dias), A. cepa (7 dias), E. crus-galli (8 dias),
Panicum maximum (8 dias), U. decumbens (8 dias) e A. viridis. (6 dias). Ao término
destes periodos, as placas foram transferidas para um congelador, que
permaneceram por, no minimo, 24 horas, para evitar o crescimento das plantulas e
posteriormente favorecer a manipulacdo destas durante o processo de medida
(CASTELLANO, 2002).

Para medir o comprimento da parte aérea e das raizes, as placas foram
retiradas do congelador, as plantulas descongeladas foram esticadas sobre um filme
plastico adaptado sobre a mesa digitalizadora do Fitomed® (CASTELLANO, 2002) e,
com auxilio de uma caneta o6tica, foram determinados os comprimentos. Os dados
foram analisados estatisticamente utilizando o teste de Welch (MARTIN; LUNA,
1990), com significancia fixada em 0,01 e 0,05. Os resultados também foram
apresentados como porcentagens, em relacdo ao controle, sendo que “zero”
representou o controle, valores positivos representaram estimulo, e negativos,

inibic&o.

Bioensaio hidropdnico com 0s compostos majoritarios isolados de folhas de C.

sulphureus
Na realizacdo deste bioensaio, foram utilizadas plantulas de A. viridis e de P.

maximum, produzidas previamente em vasos com capacidade de 3 L, preenchidos
com areia de rio lavada. Aos quinze dias ap0s a emergéncia das plantulas, a agua
do molhamento foi substituida por solucéo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) com
1/3 da sua forca para climatacédo das mudas, que foram transferidas, trinta dias apos
a emergéncia, para os recipientes contendo as solu¢cdes dos compostos avaliados,

em suas respectivas concentrac;ﬁes.



34

Os compostos majoritarios testados foram os obtidos das folhas de C.
sulphureus, as lactonas costunolido (1), reinosina (2) e santamarina (3) (Figura 16),
gue foram inicialmente avaliados em um bioensaio de coleoptilos de trigo.

Os trés produtos puros foram pré-dissolvidos em acetona (5,0%) e diluidos
em solucao nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) com 1/3 da sua for¢a e solvidos
para as concentragdes finais de 1000, 300, 100, 30 e 10 uM. Como controle, utilizou-
se solucdo de Hoagland e Arnon (1950) com 1/3 da sua forca acrescida de acetona
(5%).

Na confecgao do experimento foram utilizados recipientes de vidro com 4,5
cm de didmetro e 6,0 cm de altura, encapados externamente com papel aluminio.
Como substrato adotou-se 40 gramas de esferas macicas de vidro de 3 mm de
diametro, nas quais adicionou-se 20 mL de solucéo por recipiente. Cada recipiente
com uma plantula representou uma parcela amostral. A conducdo do experimento
deu-se por 15 dias em uma sala climatizada regulada para 26°C, e fotoperiodo de
doze horas. O monitoramento, para se manter constante o nivel da solucdo por
recipiente, que foi demarcado no momento da instalacdo do bioensaio, ocorreu a
cada dois dias adicionando-se a solucéo controle. A cada seis dias decorridos da
instalacdo do experimento foi aumentada a forca da solucdo nutritiva em 10% para
ajustar as exigéncias de crescimento e desenvolvimento das plantulas.

Ao final da conducéo, quinze dias apds a transferéncia das plantulas para os
recipientes, estas foram esticadas em papel milimetrado para se medir o
comprimento da parte aérea e das raizes, e para a obtencdo da biomassa seca de
raizes e parte aérea, o material coletado foi acondicionado em sacos de papel que
foram colocados em estufa de circulacdo for¢cada de ar, em torno de 65° a 70°C, até
atingir massa constante. Para A. viridis a caracteristica area foliar foi estimada por
meio de imagens digitais obtidas por escaner de mesa e processadas pelo software
ImageJ sendo expressas em porcentagem de reducdo em relacdo ao controle.

Os dados gerados forneceram o ICsy para cada produto, que representa a
concentracdo necessaria para inibir em 50% o crescimento da area foliar. Para o seu
calculo, os dados obtidos para cada composto majoritario avaliado foram submetidos
a andlise de regresséao, utilizando-se de um modelo sigmoidal de curva dose-
resposta, para a ado¢ao das curvas com melhores ajustes, segundo o coeficiente de

determinacao (R?).
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Para cada espécie, o delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, em quatro repeticbes. Todos os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancia pelo teste F, com as médias comparadas pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade. Os resultados foram apresentados como porcentagens, em
relagdo ao controle, sendo que “zero” representou o controle, valores positivos

representaram estimulo e, negativos, inibigcao.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Caracterizacdo do potencial alelopatico de C. sulphureus pelo método

de liberacdo por decomposicao

Determinou-se, inicialmente, apdés o lancamento dos quadros amostrais, que
em condicbes de infestacdo natural, a producdo de biomassa de C. sulphureus
equivaleu a 476,0 g m?, sendo esta adotada como dose “X”. As doses de 2X e 4X
foram equivalentes a 952,0 e 1094,0 g m?, respectivamente.

Tanto a porcentagem de emergéncia de alface (L. sativa) quanto o IVE foram
afetados pela maior quantidade de biomassa (4X), apenas quando esta estava em
cobertura, ou seja, 0 aumento na quantidade de biomassa de C. sulphureus sobre o
substrato promoveu reducdes na velocidade de emergéncia e no nuamero de
sementes emergidas, quando comparados aos resultados obtidos pelos outros
tratamentos. O TME das sementes de alface foi maior, quando as doses de 2X e 4X
foram depositadas em cobertura no substrato, uma vez que as sementes
demoraram um pouco mais para emergir nestas condicdes (6,3 dias) (Tabela 1).

Em relacdo ao crescimento inicial de plantulas de alface, observou-se que o
comprimento da parte aérea foi reduzido apenas pela maior quantidade de C.
sulphureus incorporada, ou seja, mesmo que a condi¢do de cobertura tenha afetado
a parametros de emergéncia (%, IVE e TME), o crescimento da parte aérea nao foi
inibido por esta condicdo. O comprimento de raiz também foi afetado, ainda que
sensivelmente, pela condicdo de incorporacdo da biomassa de C. sulphureus. A
biomassa seca de parte aérea e raiz foram afetadas pelas maiores doses (2X e 4X),
sendo a condicdo de incorporacdo também a que promoveu reducdes mais
acentuadas na producdo de biomassa radicular, comparativamente a testemunha e

aos demais tratamentos (Tabela 2).



37

Tabela 1. Porcentagem de emergéncia, indice de velocidade de emergéncia (IVE) e
tempo médio de emergéncia (TME) de sementes de Lactuca sativa sob o
efeito da decomposicdo de plantas inteiras de Cosmos sulphureus em
diferentes quantidades e posi¢cdes no substrato.

L actuca sativa % de emergéncia IVE TME (dias)
Incorp.** Cobert. Incorp. Cobert. Incorp. Cobert.
X* 725 Aa 77,0 Aa 246 Aa 248 Aa 56 Aa 58 Ab
2 X 61,3 Aa 80,0 Aa 224 Aa 17,7 Aab 56 Ba 6,3 Aa
4 X 700 Aa 438 Bb 213 Aa 94 Bb 57 Ba 63 Aa
Fposicao (P) 0,02" 7,52* 38,95**
Fpose (D) 3,45"™ 6,58** 6,46**
Fexo 5,13* 3,82* 5,66**
Média Fatorial 67,5 20,0 5,9
Média Testemunha 66,3 24,1 5,5
F Fat x Test. 0,03ns 2,38ns 13,45**
Desvio Padréo 14,4 4,9 0,2
CV(%) 21,4 23,7 3,3

Médias seguidas de letras mailsculas idénticas na linha (Posicdo) e letras mindsculas na coluna
(Doses) néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. *Dose de matéria seca (D)
equivalente & 476 g/m2 (X), 952 g/m2 (2X) e 1.904 g/m2 (4X). ** Posi¢do no Substrato (P): Incorp. =
Incorporado; Cobert. = Cobertura.
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Tabela 2. Comprimento e biomassa seca de parte aérea e raiz de Lactuca sativa sob o efeito da decomposicdo de plantas
inteiras de Cosmos sulphureus em diferentes quantidades e posi¢cdes no substrato.

Lactuca sativa

Comprimento PA (mm)

Comprimento Raiz (mm)

Biomassa seca PA (g)

Biomassa seca raiz (g)

Incorp.** Cobert. Incorp. Cobert. Incorp. Cobert. Incorp. Cobert.
X* 73,7 Aa 66,4 Aa 48,4 Ba 51,4 Aa 0,69 Aa 0,52 Aa 0,069 Ba 0,098 Aa
2 X 65,3 Aa 56,0 Aa 34,5 Ba 48,1 Aa 0,42 Ab 0,33 Ab 0,052 Bb 0,067 Ab
4 X 36,9 Bb 54,5 Aa 45,5 Ba 45,9 Aa 0,37 Ab 0,28 Ab 0,053 Bb 0,057 Ab
Frosicio (P) 0,01" 4,56* 3,63™ 6,95
Fpose () 14,57 2,64™ 7,45%* 9,02**
Fexo 5,44* 0,47™ 0,13™ 1,49"
Média Fatorial 58,8 45,7 0,44 0,06
Média Testemunha 54,9 95,8 0,56 0,11
F Fatx Test 0,62"™ 217,65* 2,32™ 35,32+
Desvio Padréo 9,1 6,3 0,15 0,01
CV(%) 15,6 11,9 33,7 20,0

Médias seguidas de letras mailsculas idénticas na linha (Posi¢éo) e letras minusculas na coluna (Doses) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade. *Dose de matéria seca (D) equivalente a 476 g/m2 (X); 952 g/m2 (2X) e 1.904 g/m? (4X). ** Posicao no Substrato (P): Incorp. =
Incorporado; Cobert. = Cobertura.
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A porcentagem de emergéncia e IVE do caruru (A. viridis) apresentaram o
mesmo comportamento — foram afetados negativamente pela incorporagéo na dose
X e, na condicdo de cobertura, as maiores doses (2X e 4X) também afetaram estes
parametros. As sementes demoraram mais tempo para emergir, quando havia a
presenca da maior quantidade de biomassa no substrato, seja incorporada (TME =
5,9 dias) ou em cobertura (TME = 6,6 dias) (Tabela 3). Nao foram observados
efeitos de inibicdo ou estimulo no comprimento da parte aérea do caruru, enquanto
gque a sua biomassa seca foi afetada pela incorporagcdo de C. sulphureus ao
substrato. O comprimento de raiz foi afetado pelas doses de 2X e 4X, principalmente
pela condicdo de cobertura, com reducdes superiores a 30%, quando comparado
aos demais tratamentos. A incorporacao de C. sulphureus tendeu a uma reducao no

acumulo de biomassa pelas raizes (Tabela 4).

Tabela 3. Porcentagem de emergéncia, indice de velocidade de emergéncia (IVE) e
tempo médio de emergéncia (TME) de sementes de Amaranthus viridis sob
o efeito da decomposicdo de plantas inteiras de Cosmos sulphureus em
diferentes quantidades e posi¢cdes no substrato.

Amaranthus viridis % de emergéncia IVE TME (dias)
Incorp.**  Cobert. Incorp. Cobert. Incorp. Cobert.
X* 18,3 Ba 390 Aa 115 Ba 228 Aa 5,6 Ab 55 Ab
2 X 15,0 Aa 23,0 Ab 80 Aa 12,3 Ab 56 Ab 57 Ab
4 X 11,7 Aa 10,0 Ab 6,3 Aa 3,8 Ab 59 Aa 6,6 Aa
Frosicao (P) 7,05* 4,15"™ 2,61
Fbose (0) 6,99* 9,82** 9,41
Fexo 4,22* 4,57* 2,42"
Média Fatorial 19,7 10,8 5,8
Média Testemunha 38,3 20,0 57
F Fatx Test. 15,65** 10,69** 0,53™
Desvio Padrao 8,7 5,2 0,4
CV(%) 38,9 43,1 6,3

Médias seguidas de letras mailsculas idénticas na linha (Posicao) e letras mindsculas na coluna
(Doses) nédo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. *Dose de matéria seca (D)
equivalente a 476 g/m2 (X); 952 g/m2 (2X) e 1.904 g/mz? (4X). ** Posi¢cdo no Substrato (P): Incorp. =
Incorporado; Cobert. = Cobertura.



40

Tabela 4. Comprimento e biomassa seca de parte aérea e raiz de Amaranthus viridis sob o efeito da decomposi¢cédo de

plantas inteiras de Cosmos sulphureus em diferentes quantidades e posi¢cdes no substrato.

Comprimento Raiz (mm)

Biomassa seca PA (g)

Biomassa seca raiz (g)

Amaranthus viridis Comprimento PA (mm)
Incorp.** Cobert. Incorp. Cobert. Incorp. Cobert. Incorp. Cobert.

X 21,68 Aa 21,30 Aa 4630 Aa 3690 Ba 0029 Ba 0,073 Aa  0,0037 Aa 0,0074 Aa

2 X 22,14 Aa 22,70 Aa 2761 Ab 2420 Bb 0027 Ba 0,045 Aa  0,0032 Aa 0,0050 Aa

4 X 21,78 Aa 23,75 Aa 3010 Ab 2510 Bb 0034 Ba 0,039 Aa  0,0036 Aa  0,0048 Aa
Frosicao (°) 0,32" 4,40* 7,02* 3,57™
Foose ) 0,32"™ 12,44 1,30™ 0,60™
Fexo 0,26™ 0,38™ 1,85™ 0,35™
Média Fatorial 22,2 31,7 0,0410 0,0047
Média Testemunha 27,1 38,8 0,0680 0,0073
F FatxTest. 7,77* 3,60™ 5,71* 2,69™
Desvio Padr&o 3,20 6,92 0,02 0,002
CV(%) 13,90 21,19 45,0 58,7

Médias seguidas de letras mailsculas idénticas na linha (Posi¢éo) e letras minusculas na coluna (Doses) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade. *Dose de matéria seca (D) equivalente a 476 g/m2 (X); 952 g/m2 (2X) e 1.904 g/m? (4X). ** Posicao no Substrato (P): Incorp. =

Incorporado; Cobert. = Cobertura.
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Para o capim-colonido (P. maximum), o efeito promovido pelos tratamentos
também foi 0 mesmo para a porcentagem de emergéncia e o IVE, destacando-se 0
efeito de estimulo observado na condicdo de incorporacédo, na dose de 4X, para
estes dois parametros, em relacdo aos valores apresentados pelos outros
tratamentos. O TME das sementes de capim-colonido foi de aproximadamente 6
dias, independentemente do tratamento avaliado (Tabela 5). Em relagdo aos
parametros de crescimento inicial, a interacdo entre os fatores influenciou apenas o
comprimento de raiz e parte aérea. Embora um maior nimero de sementes tenha
germinado na presenca da maior quantidade de biomassa seca de C. sulphureus
(4X) incorporada, as plantulas de capim-colonido cresceram menos, uma vez que o
comprimento de parte aérea e de raiz foram menores nesta condicdo. A biomassa
seca da parte aérea do capim-colonido nao foi afetada, enquanto a biomassa seca
de raiz foi afetada negativamente pela maior dose, independentemente da sua
posicéo (Tabela 6).

Tabela 5. Porcentagem de emergéncia, indice de velocidade de emergéncia (IVE) e
tempo médio de emergéncia (TME) de sementes de Panicum maximum
sob o efeito da decomposicédo de plantas inteiras de Cosmos sulphureus
em diferentes quantidades e posi¢cdes no substrato.

Panicum maximum % de emergéncia IVE TME (dias)
Incorp.**  Cobert. Incorp. Cobert. Incorp. Cobert.
X* 35,8 Ab 52,5 Aa 13,1 Bb 22,6 Aa 6,2 Aa 5,9 Ba
2 X 458 Aab 40,8 Aa 16,8 Aab 154 Aa 6,2 Aa 6,1 Aa
4 X 63,3 Aa 40,8 Ba 27,1 Aa 156 Ba 5,9 Aa 6,1 Aa
Fposicao (P) 0,55" 0,19™ 1,43"™
Fpose () 1,31 1,45™ 1,26"
Ferxo 5,42* 5,64* 4,01*
Média Fatorial 46,5 18,4 6,1
Média Testemunha 39,0 18,0 5,9
F Fatx Test. 1,31™ 0,02 4,67*
Desvio Padréo 11,9 6,3 0,2
CV(%) 26,2 34,1 3,1

Médias seguidas de letras mailsculas idénticas na linha (Posi¢do) e letras mindsculas na coluna
(Doses) nédo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. *Dose de matéria seca (D)
equivalente a 476 g/m2 (X); 952 g/m2 (2X) e 1.904 g/m2 (4X). ** Posi¢cdo no Substrato (P): Incorp. =
Incorporado; Cobert. = Cobertura.
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Tabela 6. Comprimento e biomassa seca de parte aérea e raiz de Panicum maximum sob o efeito da decomposicdo de
plantas inteiras de Cosmos sulphureus em diferentes quantidades e posi¢cdes no substrato.

Comprimento PA (mm)

Comprimento Raiz (mm)

Biomassa seca PA (g)

Biomassa secaraiz ()

Panicum maximum

Incorp.** Cobert. Cobert. Incorp. Cobert. Incorp. Cobert.

X* 915 Aa 120,1 Aa 1121 Aa 0,91 Aa 1,05 Aa 0,202 Aa 0,164 Aa

2 X 69,1 Bb 1058 Aa 86,6 Bb 1049 Aab 1,16 Aa 1,15 Aa 0,179 Aab 0,156 Aab

4 X 70,7 Bb 95,3 Aab 80,6 Bb  100,3 Ab 1,02 Aa 1,12 Aa 0,089 Ab 0,138 Ab
Frosicio (7) 50,47 16,81* 0,55™ 0,04"
Fpose (0) 2,78"™ 40,68** 1,02 4,31*
= 14,65** 12,61% 0,18 1,95™
Média Fatorial 87,2 100,9 1,07 0,15
Média Testemunha 89,1 124,6 1,11 0,24
F Fatx Test 0,24" 12,61% 0,18 1,95™
Desvio Padréo 7,0 6,1 0,2 0,05
CV(%) 8,0 5,8 22,7 29,20

Médias seguidas de letras mailsculas idénticas na linha (Posi¢éo) e letras minusculas na coluna (Doses) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade. *Dose de matéria seca (D) equivalente a 476 g/m2 (X); 952 g/m2 (2X) e 1.904 g/m? (4X). ** Posicao no Substrato (P): Incorp. =

Incorporado; Cobert. = Cobertura.
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O numero final de sementes emergidas, geralmente, pode ser um parametro
pouco sensivel a presenca de aleloquimicos (OLIVEIRA et al., 2012). Entretanto, no
presente trabalho, observou-se que o0s parametros relacionados a emergéncia
mostraram-se sensiveis ao efeito dos tratamentos (dose e condi¢do) ou a interacao
entre eles. O tempo médio de emergéncia (TME) € um parametro que apresenta
maior sensibilidade a presenca de aleloquimicos, uma vez que muitos deles
permitem que a semente germine e consiga emergir, mas com um pequeno atraso,
(OLIVEIRA et al., 2004), e consequentemente, prejudicam o estabelecimento das
espécies no ambiente, visto que o estagio de plantula € o periodo mais susceptivel a
influéncia de fatores externos (FENNER 2000; ADKINS et al. 2007). O indice de
velocidade de emergéncia (IVE) também € uma variavel importante para o
estabelecimento das plantulas, pois é um indicativo da rapidez e da capacidade de
emergéncia das mesmas. Sementes que demoram mais para emergir SG0 mais
propensas ao ataque de predadores, pragas e patdgenos, por exemplo. Plantas com
emergéncia atrasada podem apresentar menor crescimento do que as que
emergirem precocemente e sofrer competicdo intra e interespecifica por recursos do
meio (MEROTTO JR. et al., 1999; FLECK et al., 2002) ou podem ser excluidas da
comunidade (RADOSEVICH et al., 1997).

Em relacdo ao efeito dos aleloquimicos no crescimento inicial das plantulas,
guando estes sdo liberados pela planta doadora e ndo possuem concentracéo
suficiente para promover efeito inibitério, eles podem ocasionar estimulo no
crescimento e/ou desenvolvimento de outras plantas. Dependendo da concentracgao,
os aleloquimicos podem causar inibicdo ou estimulo (CARVALHO, 1993). E
importante lembrar que os efeitos benéficos de uma planta sobre outra ndo devem
ser desvinculados do conceito de alelopatia, uma vez que um dado composto
quimico pode ter efeito inibitério ou estimulante, dependendo da concentracédo do
mesmo no meio ambiente (RICE, 1979).

Observou-se no presente trabalho que, de uma forma geral, os parametros de
crescimento avaliados, para as trés plantas-teste, foram mais sensiveis a condi¢ao
de incorporagéo de C. sulphureus ao substrato. A principal diferenca entre manter
uma biomassa vegetal em cobertura ou incorpora-la ao solo esta associada a
velocidade de decomposicdo deste material, que ocorre de forma mais lenta quanto

este se encontra em cobertura (ALMEIDA, 1998), ou seja, a incorporagcéo de C.
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sulphureus, possivelmente, acelerou o processo de decomposicdo liberando
aleloguimicos, que inibiram o crescimento inicial das plantas-teste.

Por outro lado, uma vez que a acdo de aleloquimicos depende da
concentracdo, a incorporacdo pode promover uma diluicdo destes aleloquimicos no
volume do solo (REZENDE et al., 2003), ou seja, a decomposi¢cdo do material em
cobertura, por ser mais lenta, pode ser mais vantajosa dependendo da situacao,
uma vez que promove um maior periodo da acdo alelopatica, desde que seja
atingido o nivel critico da concentracdo de aleloquimicos no solo.

Conforme ja mencionado, no presente estudo, objetivou-se simular um efeito
de acumulo de aleloquimicos no solo ao longo do tempo. Para tanto, avaliou-se o
efeito de maiores quantidades de biomassa seca de C. sulphureus, e, por
consequéncia, maiores concentracdes dos aleloquimicos liberados no ambiente.
Para as trés plantas receptoras, observou-se que a maior quantidade de material
vegetal promoveu maior efeito inibitério, principalmente no crescimento inicial das
espécies, corroborando o observado por Reigosa et al. (1999), que afirmaram haver
evidéncias consideraveis de que alguns fenbmenos alelopaticos somente podem ser
explicados em termos de acumulacao dos aleloquimicos no solo.

A decomposicdo de residuos vegetais é a principal fonte de liberacdo dos
aleloquimicos no solo. Durante o processo de decomposi¢cdo microbiana ocorre a
perda da integridade da membrana celular, o que permite a liberacdo de grande
namero de compostos que impdem toxicidade as plantas vizinhas (MARASCHIN-
SILVA; AQUILA, 2006). Porém, a liberacdo de aleloquimicos no solo por meio da
decomposicdo pode ser um processo mais lento (REZENDE et al., 2003), o que
pode justificar a auséncia de efeitos, sejam inibitorios ou estimulatérios, sobre alguns
dos parametros avaliados. Provavelmente, pelo fato da decomposicdo ser um
processo moroso, pode ser que os aleloquimicos ndo tenham atingido o nivel critico
de acdo em algumas das situacdes observadas. Além disso, o processo de liberacéo
de aleloquimicos por decomposicdo ndo € uniforme, variando conforme o
ecossistema (REIGOSA et al., 1999).

Geralmente, os efeitos causados tendem a ser dependentes da concentragcao
dos aleloquimicos, ou seja, tendem a ser mais acentuados em concentracdes mais
altas, sendo essa tendéncia observada nos bioensaios de crescimento, por exemplo.

Entretanto, Reigosa et al. (1999) afirmam que os efeitos alelopaticos podem escapar
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deste padréo, ja que os efeitos observados resultam do somatério de uma série de
alteracdes moleculares. Esse comportamento inverso do efeito dose-dependente da
concentracdo pode estar relacionado a dificuldade de absorcédo dos aleloquimicos
presentes em altas concentracdes. Ja nas concentracbes mais baixas a absorcao
dos aleloquimicos teria melhor eficiéncia e com isso, um maior efeito inibitorio.

O efeito alelopatico das substancias apds a liberagdo no solo €, geralmente,
muito menor do que o impacto gerado em ensaios conduzidos em laboratorio. Por
exemplo, a concentracdo do éster de dehidromatricaria (composto alelopatico
produzido por Solidago altissima) necessaria para reduzir em 50% o
desenvolvimento de plantulas de arroz foi 20 vezes maior no solo do que em meio
de cultura com &gar (ITO et al., 1998). Também, extratos de folhas de Trichostema
lanceolatum, muito fitotoxicos em ensaios em placas de petri, produziram pequeno
efeito quando adicionados ao solo (HEISEY; DELWICHE, 1985). Adicionalmente,
resultados positivos para alelopatia, obtidos em laboratério, podem nao se repetir em
condi¢cBes naturais, devido a ocorréncia simultanea de diversos fatores bioticos e
abidticos que podem mascarar este fenébmeno (MARASCHIN-SILVA; AQUILA,
2006).

As diferencas observadas entre situacdes de laboratério e de campo ocorrem
porque, para que haja manifestacéo de alelopatia, primeiramente a substancia deve
ser liberada ou transformada e, posteriormente, acumulada em concentracdo que
propicie o efeito inibitério. A liberacdo do aleloquimico ndo garante fitotoxicidade
porque, a exemplo dos herbicidas, os aleloquimicos podem ser retidos,
transformados pela biota, ou ainda, transportados para outros locais, por meio da
percolacdo promovida pela chuva (CHEN, 1992), entre outros fatores que fazem
deste processo extremamente complexo. Dentre estes processos, ainda que haja
poucas informacdes sobre o comportamento dos aleloquimicos no solo, o0s
fendbmenos de degradacdo microbiana e adsorcdo ao solo assumem importancia
destacada.

Sabe-se que 0s microrganismos presentes no solo podem atuar degradando
ou alterando os aleloquimicos liberados pela planta doadora, modificando, assim, a
concentracéo e/ou atividade destas substancias, afetando as interacdes alelopaticas
entre as espécies (INDERJIT, 2005). A maior afinidade dos microrganismos com as

substancias alelopaticas e sua melhor distribuicdo no solo, capacita-os a metaboliza-
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las mais rapidamente do que as raizes das plantas (BLUM, 1999; SCHMIDT; LEY,
1999). Desta forma, a maior recalcitrancia dos compostos alelopéticos é altamente
desejavel para que ocorra a manifestacao do fendbmeno alelopatico.

Neste experimento, utilizou-se como substrato um Latossolo Vermelho
Escuro, com predominancia da fracdo argila, o que pode ter influenciado na
intensidade da atividade dos compostos alelopaticos. E conhecido que o efeito das
substancias inibidoras € mais pronunciado em solos arenosos do que nagueles ricos
em matéria organica, pois a inativacdo e destruicdo dos aleloquimicos sao mais
lentas em solos pobres. Em geral, os compostos alelopaticos estdo sujeitos a
adsorcao tanto as fracdes minerais quanto as fracdes da matéria organica dos solos
(SCHMIDT,; LEY, 1999). Solos com elevados teores de matéria organica ou de argila
geralmente retém mais compostos alelopéaticos do que solos arenosos (DALTON et
al., 1989; BARCIK, 1999). O tipo de argila e o teor de 6xidos de ferro e aluminio
podem influenciar a habilidade do solo em adsorver substancias fenolicas (HUANG
et al., 1977). Baseado nesses aspectos, é de se esperar maior influéncia alelopatica
em solos arenosos do que em solos ricos em minerais de argila, como o solo
adotado neste estudo.

Conclui-se que provavelmente compostos alelopaticos séo liberados na
decomposicdo de plantas de C. sulphureus, uma vez que a biomassa seca da
planta, quando em processo de decomposicdo, afetou alguns parametros de
emergéncia e crescimento inicial das plantas receptoras (L. sativa, A. viridis e
Panicum maximum), principalmente quando a maior quantidade de material vegetal
encontrava-se incorporada ao substrato. Porém, apenas com os resultados obtidos,
nao € possivel afirmar que esta seja a principal via de liberacdo dos aleloquimicos

de C. sulphureus.

5.2.Caracterizacéo do potencial alelopatico de C. sulphureus por

exsudacao radicular (planta “in vivo”)

5.2.1. Utilizacdo do método hidropénico para a coleta dos exsudatos

Para avaliar a toxicidade das fragbes acetdnica (acetona) e metandlica

(metanol), obtidas nos trés estadios de desenvolvimento de plantas de C. sulphureus
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(vegetativo, pleno florescimento e final do florescimento), adotou-se a metodologia
de bioensaios de coledptilos de trigo, que é um teste rapido e sensivel a uma ampla
variedade de substancias bioativas (CUTLER; HOAGLAND; CUTLER, 2000;
NEPOMUCENO, 2011).

Observou-se que a fracdo metanol do exsudato coletado no estadio
vegetativo propiciou maior reducdo no crescimento dos coledptilos de trigo,
comparativamente ao efeito observado para a fracdo acetona. O crescimento dos
coleoptilos foi reduzido em 45% na concentracdo de 800 ppm da fracdo metanol,
reducéo esta que se manteve em 40%, na concentragdo de 400 ppm. A partir da
terceira concentracdo (200 ppm), observou-se uma tendéncia a queda do potencial
citotoxico da fracdo. Nao foram observadas redu¢des muito significativas, quando
avaliado o efeito da fracdo acetona sobre o alongamento dos coledptilos de trigo
(Figura 7).

As duas fracBes obtidas do exsudato coletado no estadio de pleno
florescimento ndo apresentaram dados muito conclusivos, visto que ndo houve uma
tendéncia de reducdo ou estimulo nos resultados obtidos. As maiores reducdes
observadas para as fracdes acetona (17%) e metanol (46%) ocorreram na
concentragéo de 800 ppm (Figura 7).

Espera-se que os efeitos dos aleloquimicos presentes nas fragdes promovam
inibicbes em altas concentracdes e estimulos em baixas concentracées. Porém,
muitas vezes o0s resultados obtidos nédo sdo prediziveis de acordo com a
concentracdo. Reigosa et al. (1999) afirmam que sdo comuns esses efeitos
oscilatérios nestes tipos de bioensaio e indicam que este comportamento pode ser
devido ao modo de acdo dos compostos alelopaticos. Os mesmos autores ressaltam
gue cada processo fisiolégico tem resposta diferente a certas doses de cada
aleloquimico. Tais compostos, mesmo em concentragcdes minimas, podem agir
diretamente sobre a constituicdo do organismo, ativando ou inibindo o crescimento,
assim como fazem com as plantas vizinhas, quando liberados no ambiente (BLUM,
1999).

Os aleloquimicos presentes em uma planta variam em quantidade e
qualidade dependendo de aspectos como idade e estadio de desenvolvimento da
planta (BOURGAUD et al., 2001), sendo que a constancia de concentracdes de

metabdlitos secundérios € praticamente uma exce¢do (GOBBO-NETO; LOPES,
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2007), o que pode justificar a menor atividade apresentada pelo exsudato coletado
do estadio de pleno florescimento. Como exemplo, tem-se o caso das lactonas
sesquiterpénicas produzidas em Arnica montana — enquanto plantas jovens
acumulam maioritariamente derivados da helenalina, a concentracdo destes
compostos é reduzida a praticamente zero ap0s aproximadamente seis semanas
contadas a partir da formacéo das folhas; em contrapartida, os niveis de compostos
do tipo diidrohelenalina aumentam muito, mantendo-se constantes por um longo
periodo (SCHMIDT; BOMME; ALFERMANN, 1998).

Para o final do florescimento, novamente foram observadas reducdes
acentuadas, para as duas fracdes, principalmente nas duas primeiras concentracoes
(800 e 400 ppm), com a fracdo metanol sendo mais ativa que a fracdo acetona, com
reducdes semelhantes as obtidas no estadio vegetativo (Figura 7).

Verificou-se que o exsudato obtido na fragdo metanol, para os trés estadios
da planta, foi o mais citotoxico, proporcionando maior inibicdo no alongamento do
coleoptilo de trigo, principalmente nas concentracdes de 800 e 400 ppm. A fracdo
metanol dos estadios vegetativo e final do florescimento proporcionou reducgdes de
até 40%, mesmo na concentracdo de 400 ppm, 0 que caracteriza a fragdo como
promissora na busca por compostos bioativos, segundo Macias et al. (2000).
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Figura 7. Alongamento de coledptilos de trigo sob o efeito das fracdes acetona e
metanol obtidas dos exsudatos radiculares (ER) de Cosmos sulphureus,
coletado no estadio vegetativo, pleno florescimento e final do
florescimento sobre o (Valores expressos como diferenca percentual do
controle).
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O metanol € um solvente organico que assegura a extragcdo de compostos de
alta e média polaridade, devido a sua capacidade de formar pontes de hidrogénio
(informacédo pessoal). Provavelmente, os aleloquimicos presentes nas fracbes com
maior atividade sdo compostos com carater mais polar, que podem estar atuando
em sinergismo ou antagonismo. Um aleloquimico, geralmente, ndo é liberado pela
planta no meio ambiente como um composto isolado, e a quantidade de
aleloguimicos liberada € variavel e dependente de fatores externos e fatores
intrinsecos a espécie (CHENG; CHENG, 2015). Interagbes como sinergismo e
antagonismo entre diferentes aleloquimicos ocorrem naturalmente (ALBUQUERQUE
et al., 2011).

Com o bioensaio de coleoptilos foi possivel avaliar a bioatividade das fracdes,
auxiliando, portanto, na selecdo da fracdo mais ativa (fracdo metanol), que
posteriormente foi submetida a bioensaios de fitotoxicidade, para avaliar a sua
bioatividade na germinagéo e crescimento inicial de espécies receptoras.

Quando as fracBes avaliadas mostram atividade de estimulo/inibicéo,
dependendo da concentracdo, estas podem conter compostos que estdo
relacionados a funcdo natural de defesa da planta (alelopatia) no ambiente (MACIAS
et al., 1999).

Dessa forma, com base nos resultados supracitados, foram conduzidos
bioensaios de fitotoxicidade (germinacdo) com as fracdes de metanol dos estadios
vegetativo e final do florescimento, que foram as mais bioativas, e os resultados
obtidos para as plantas receptoras A. viridis, L. sativa e P. maximum encontram-se
apresentados nas Figuras 8, 9 e 10, respectivamente.

A fracdo metanol dos exsudatos vegetativo e final do florescimento foi
altamente fitotoxica ao A. viridis na concentragdo de 800 ppm, reduzindo em
praticamente 100% o numero de plantas (nUmero de sementes germinadas) e o
comprimento de raiz e parte aérea, comparativamente aos valores apresentados
pelo tratamento controle (testemunha). Na concentracdo de 400 ppm apenas a
germinacdo e o crescimento da raiz foram afetados, de forma que o numero de
plantas foi reduzido em 70% quando submetidas ao efeito do exsudato de C.
sulphureus no estadio vegetativo, e em 80%, no final do florescimento, enquanto o
comprimento de raiz foi 55% e 45% menor que os valores apresentados pelo

tratamento controle, para os estadios vegetativo e final do florescimento,



51

respectivamente. Na concentracdo de 200 ppm, observou-se efeito toxico apenas do

exsudato radicular de plantas de C. sulphureus no final do florescimento sobre a

germinacdo e o0 comprimento de raiz, ainda que em menor intensidade,

comparativamente as maiores concentracdes avaliadas. Nas concentracdes mais

diluidas (100, 50 e 25 ppm), praticamente ndo foram observados efeitos dos

exsudatos coletados nas duas épocas, sobre os parametros avaliados (Figura 8).
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Figura 8. Germinacdo de crescimento inicial de A. viridis sob o efeito da fracao
metanol obtida do exsudato radicular (ER) de Cosmos sulphureus,
estadio vegetativo (a) e pleno florescimento (b) (Obs.: Valores
expressos como diferenca percentual do controle; Médias seguidas de
mesmas letras, dentro de cada parametro avaliado, nao diferem entre si

[{pel)

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Médias seguidas por “a” ndao
diferem do tratamento controle (testemunha) pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade).
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A fracdo metanol dos exsudatos coletados de plantas de C. sulphureus no
estadio vegetativo ndo afetou o numero de plantas de L. sativa emergidas,
comparativamente ao controle. O crescimento da raiz foi o parametro mais inibido,
com reducbes de aproximadamente 70%, 57% e 30% nas concentracdes de 800,
400 e 200 ppm, respectivamente. O comprimento de raiz foi reduzido em 42% e
20%, nas duas primeiras concentracdes (800 e 400 ppm). A partir da concentracéo
de 100 ppm nao foram observados resultados que diferiram estatisticamente dos
obtidos pela testemunha (Figura 9).

A germinacédo de L. sativa foi o Unico parametro afetado pela fracdo metanol
do exsudato coletado no final do florescimento de C. sulphureus, resultado contrario
ao observado para o efeito do exsudato vegetativo. As reducdes observadas na
germinacao foram de 23%, em média, ressaltando-se estimulo deste parametro nas
concentra¢gfes mais diluidas (50 e 25 ppm) (Figura 9).

Comparando estes resultados, um pressuposto € que as propriedades
alelopaticas dos compostos presentes nos exsudato radicular dos estadios
vegetativo e final do florescimento de C. sulphureus possam ser distintas. Uma vez
qgue C. sulphureus, em fase de final de florescimento, encontrava-se mais proxima
ao processo de encerramento de seu ciclo, € provavel que as substancias liberadas
por ela tenham o efeito mais proeminente no sentido de inibir a germinacéo, e,
portanto, o estabelecimento de plantas vizinhas, garantindo, assim, a perpetuacao
de sua espécie no ambiente.

Lactuca sativa é uma espécie amplamente utilizada como planta teste nos
estudos de alelopatia (RIBEIRO et al., 2012) devido a sua sensibilidade a agentes
quimicos, rapida germinacao, crescimento linear em ampla faixa de variacéo de pH
e baixa sensibilidade aos potenciais osméticos (ARAUJO; MONTEIRO, 2005). O fato
de L. sativa ter sido a espécie menos afetada pelos exsudatos de C. sulphureus
pode ser atribuido ao fato desta planta também pertencer a familia Asteraceae,
assim como C. sulphureus, e ser mais tolerante a acdo dos compostos secundarios
produzidos por esta. A maior tolerancia de L. sativa ao efeito alelopatico de C.
sulphureus foi corroborado pelos resultados apresentados no item 5.3.1 deste

trabalho.
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Figura 9. Germinagdo de crescimento inicial de L. sativa sob o efeito da fragéo
metanol obtida do exsudato radicular (ER) de Cosmos sulphureus,
estadio vegetativo (a) e pleno florescimento (b), sobre a (Obs.:
Valores expressos como diferenca percentual do controle; Médias
seguidas de mesmas letras, dentro de cada parametro avaliado, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Médias
seguidas por “a” nao diferem do tratamento controle (testemunha) pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade).

O numero de plantas germinadas de P. maximum foi o parametro mais
afetado pelos compostos presentes nos exsudatos radiculares de C. sulphureus,

tanto do estadio vegetativo quanto do final do florescimento. Este parametro foi
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reduzido em mais de 45%, mesmo na concentracdo mais diluida (25 ppm),
independentemente do estadio de crescimento de B. suphurea (Figura 10).

O exsudato vegetativo de C. sulphureus teve efeito inibitério sobre o
comprimento de parte aérea de P. maximum apenas na maior concentragédo (800
ppm), reduzindo em 50% este parametro comparativamente aos resultados
observados na testemunha. Nas demais concentracbes ndo houve efeito. Os
resultados obtidos para o comprimento de raiz de P. maximum também néo diferiram
estatisticamente daqueles obtidos pela testemunha, ainda que o exsudato vegetativo
de C. sulphureus tenha reduzido este parametro em 38%, na concentracédo de 800
ppm. Ja o exsudato radicular de plantas de C. sulphureus, em final do florescimento,
nao foi téxico ao crescimento de raiz e parte aérea de P. maximum, em nenhuma
das concentracfes avaliadas (Figura 10). Provavelmente, para esta espécie, pode
ser que ou o nivel critico de acdo dos aleloquimicos sobre o seu crescimento inicial
nao tenha sido atingido ou a composi¢cdo dos compostos presentes neste exsudato
radicular ndo foram fitotoxicos.

Os exsudatos radiculares, caracterizados por serem compostos de baixo peso
molecular, representam um importante mecanismo de liberacdo de aleloquimicos na
rizosfera, e o conhecimento da composicdo quimica destes compostos € de
fundamental importancia para a compreensao aprofundada das interagfes entre os
sistemas radiculares da planta doadora e de outras plantas vizinhas. Entretanto, o
conhecimento atual sobre a quimica da rizosfera das plantas é extremamente
limitado. Uma das principais dificuldades encontradas na conducdo de pesquisas
com exsudatos radiculares baseia-se no fato de que os compostos quimicos de
interesse estdo geralmente presentes em concentragbes extremamente baixas
TANG; YOUNG, 1981).

No presente trabalho observou-se que as substancias liberadas por C.
sulphureus via raiz apresentaram algum efeito fitotoxico sobre as espécies
receptoras, principalmente sobre A. viridis e P. maximum, que foram as espécies

mais sensiveis.
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Figura 10. Germinacao de crescimento inicial de P. maximum sob o efeito da fragédo
metanol obtida do exsudato radicular (ER) de Cosmos sulphureus,
estadio vegetativo (a) e pleno florescimento (b) (Obs.: Valores
expressos como diferenga percentual do controle; Médias seguidas de
mesmas letras, dentro de cada parametro avaliado, nao diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Médias seguidas por “a”
nao diferem do tratamento controle (testemunha) pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade).

A identificacdo dos compostos presentes no exsudato radicular estd sendo
realizada pela equipe do Laboratério de Quimica Organica (Universidad de Cadiz —
Espanha), com a utilizacdo de técnicas cromatograficas mais sensiveis e precisas.
Porém, por meio de cromatografia de camada delgada (Figura 11), ja foi possivel

detectar a presenca das lactonas reinosina e santamarina no exsudato radicular e
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relacionar, portanto, a atividade apresentada pelo exsudato radicular de C.

sulphureus a presenca destas lactonas sesquiterpénicas.

-

Figura 11. Detalhes da placa cromatografica de camada delgada (CCD),
representando o exsudato radicular (ER), e as lactonas
sesquiterpénicas reinosina (R) e santamarina (SM) (apresentadas na
Figura 16).

5.2.2. Utilizacdo do método de garrafas em posicao invertida (efeito direto)

Realizou-se um experimento complementar para a avaliacdo do efeito direto
dos exsudatos de C. sulphureus sobre a emergéncia e crescimento inicial (incluindo
a producdo de bhiomassa seca) das espécies receptoras mais afetadas nos
bioensaios de fitotoxicidade: A. viridis e P. maximum (resultados apresentados no
item 5.2.1).

Para a planta receptora A. viridis, avaliou-se o efeito dos exsudatos
radiculares de C. sulphureus em trés estadios de desenvolvimento da planta
(vegetativo, pleno florescimento e final do florescimento), sobre a sua emergéncia e
0 seu crescimento inicial. O nimero de sementes de A. viridis que germinou na
presenca de C. sulphureus foi afetado consideravelmente, de forma que o nimero
final de plantas dos tratamentos que recebiam os exsudatos radiculares foi trés
vezes menor que o valor apresentado nos tratamentos sem C. sulphureus
(testemunha), comportamento observado nos trés estadios avaliados. Dentro de
cada estadio fenolégico observou-se que o0 numero de plantas (sementes
germinadas) de A. viridis foi diminuindo de acordo com o0 crescimento e

desenvolvimento de C. sulphureus (Tabela 7). Provavelmente, este efeito foi
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observado pelo aumento na produgdo e concentracdo dos aleloquimicos. Sabe-se
gue, com o desenvolvimento das plantas de C. sulphureus, comecou a ocorrer uma
competicao intraespecifica (principalmente por espaco), o que pode ter promovido
uma maior producdo de aleloquimicos, uma vez que condicbes de estresse
frequentemente aumentam a producao de aleloquimicos, aumentando o potencial de
interferéncia alelopatica (EINHELLIG, 1995).

O comprimento da parte aérea de A. viridis também foi afetado pelos
exsudatos das plantas de C. sulphureus em todos os estadios avaliados,
destacando-se o final do florescimento, no qual as plantas que recebiam os
exsudatos radiculares de C. sulphureus diretamente cresceram trés vezes menos
gue a testemunha. Ainda que o niumero de plantas que germinaram na testemunha
tenha diminuido com o aumento da forca da solucdo nutritiva, estas plantas
cresceram mais, beneficiando-se, portanto, da maior quantidade de nutrientes no
meio, uma vez que a salinidade da solugdo nutritiva afeta mais a
germinacao/emergéncia e menos o crescimento inicial das plantas (Tabela 7).

O mesmo efeito foi observado sobre o crescimento das raizes de A. viridis, ou
seja, no final do florescimento, o comprimento das raizes de A. viridis que recebiam
0s exsudatos radiculares foi 42% menor que o comprimento observado plantas-
testemunha, mesmo que as raizes das plantas-testemunha tenham crescido mais,
por beneficiarem-se da maior quantidade de nutrientes oferecida pela solucdo
nutritiva neste estadio de desenvolvimento (Tabela 7).

Os aleloquimicos liberados por C. sulphureus via exsudacdo radicular
reduziram em mais de 94% a producdo de biomassa seca da parte aérea de A.
viridis. O acumulo de biomassa seca de raiz de A. viridis também foi afetado pelos
exsudatos liberados por C. sulphureus, com reducdes de 66%, 83% e 80% nos
estadios vegetativo, pleno florescimento e final do florescimento, respectivamente,
em relacdo aos valores apresentados pelas testemunhas correspondentes (Tabela
7).

Para P. maximum, os efeitos dos exsudatos radiculares de C. sulphureus
foram avaliados apenas em dois estadios fenoldgicos: pleno florescimento e final do
florescimento (Tabela 8). Isto porque as sementes apresentaram problemas na

germinacgao, mesmo nos tratamentos da testemunha.
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O numero de plantas germinadas ndo foi afetado pela presenca de C.
sulphureus em nenhum dos estadios fenologicos avaliados, ndo corroborando os
resultados obtidos nos bioensaios de sementes conduzidos em laboratério, e
descritos no item 5.2.1. Isto porque ha a necessidade de se atingir o nivel critico de
concentracdo de determinado aleloquimico para que ele tenha acdo alelopética, o
gue provavelmente ndo ocorreu no presente experimento (Tabela 8).

Para os parametros de crescimento foram observados efeitos mais
proeminentes que o0s obtidos nos bioensaios de fitotoxicidade. O comprimento de
parte aérea de P. maximum foi reduzido em 50% quando as plantas foram
submetidas aos exsudatos radiculares de C. sulphureus liberados em pleno e final
do florescimento. Observou-se possivel efeito da solucdo nutritiva na testemunha,
porém com comportamento contrario ao observado para A. viridis (Tabela 8). As
plantas de P. maximum da testemunha cresceram menos com o aumento da forca
da solugdo nutritiva, possivelmente por esta espécie ser mais sensivel a salinidade,
uma vez que as plantas cultivadas, de uma maneira geral, apresentam diferentes
repostas a salinidade, variando desde sensiveis até tolerantes (MAAS; HOFFMAN,
1977). As raizes de P. maximum, quando em contato com os exsudatos, tenderam a
crescer menos que as plantas da testemunha (Tabela 8).

Em condi¢cdes ambientais, a aproximacao espacial entre planta produtora do
composto alelopatico e planta receptora também otimiza o aproveitamento dos
aleloguimicos antes que eles sejam inativados no solo. Por exemplo, o
desenvolvimento de plantas de Ambrosia dumosa foi inibido quando as raizes de
plantas diferentes se tocaram, mas nao houve inibicdo quando houve contato entre
raizes da mesma planta (MAHALL; CALLAWAY, 1992). Como muitas substancias
sdo rapidamente inativadas por microrganismos quando em contato com o solo, a
chance de ocorrer interacdo alelopatica aumenta quando aquelas séo liberadas nas
proximidades ou em contato com a planta receptora.

Observou-se efeito dos estadios fenoldgicos, de forma que os parametros
avaliados foram mais afetados no final do florescimento em comparagdo com o
estadio de pleno florescimento. A idade e o desenvolvimento da planta podem
influenciar ndo sé a quantidade total de metabolitos produzidos, mas também as
proporcdes relativas dos componentes da mistura destes aleloquimicos (DOAN;
ERVIN; FELTON, 2004).
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O acumulo de biomassa seca da parte aérea e raizes de P. maximum foi
afetado na condicdo da presenca de C. sulphureus, ou seja, os aleloquimicos
liberados afetaram significativamente a producdo de biomassa seca pelas plantas.
As plantas acumularam menos biomassa seca no final do florescimento,
provavelmente devido ao acumulo dos aleloquimicos liberados e também ao
aumento da quantidade de nutrientes.

Observou-se efeito alelopéatico dos exsudatos radiculares de C. sulphureus
sobre a emergéncia, crescimento inicial e acimulo de biomassa de A. viridis e P.
maximum, e o0s efeitos observados no experimento cuja metodologia avaliou o efeito
direto dos exsudatos radiculares (planta “in vivo”) mostraram-se mais acentuados

gue os obtidos no bioensaio de germinacédo de sementes, conduzido em laboratdrio.
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Tabela 7. Emergéncia e crescimento inicial de Amaranthus viridis (caruru) sob o efeito direto da exsudacdo de Cosmos
sulphureus nos estadios pleno florescimento e final do florescimento.

Numero de plantas  Compr. parte aérea (mm) Compr. raiz (mm) Biomassa seca parte aérea (g) Biomassa secaraiz (g)
CARURU Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem
C. C. C. C. C. C. C. C. C. C.
sulphureus sulphureus sulphureus  sulphureus  sulphureus sulphureus sulphureus sulphureus sulphureus sulphureus
Vegetativo 7,0 Ba 22,2 Aa 14,1 Aa 17,0 Ab 45640 Aa 44,220 Ab 0,004 Ba 0,126 Aa 0,008 Ba 0,024 Ab
Pleno Florescimento 3,6 Bab 14,0 Ab 11,9 Ba 22,0 Ab 28,710 Ab 32,310 Ab 0,009 Ba 0,159 Aa 0,005 Ba 0,030 Ab
Final do Florescimento 1,7 Bb 6,0 Ac 12,2 Ba 38,4 Aa 41,000 Bab 71,010 Aa 0,011 Ba 0,183 Aa 0,011 Ba 0,057 Aa
FEstédio da planta (E) 59,42** 13,33** 20,46** 0,27ns 7,43**
F Gondicéo (©) 152,94** 61,65 10,82%* 57,73 49,00*
Fexc 15,13** 17,14 8,93** 2,12ns 4,83*
Desvio Padrédo 2,4 5,0 9,780 0,1 0,0
CV(%) 26,7 26,0 22,3 60,8 55,5

Médias seguidas de letras mailsculas idénticas na linha (Condicdo: Com C. sulphureus/Sem C. sulphureus) e letras minlsculas na coluna (Estadio da planta: Vegetativo, Pleno
Florescimento, Final do Florescimento) nédo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 8. Emergéncia e crescimento inicial de Panicum maximum (capim-colonido) sob o efeito direto da exsudacédo de
Cosmos sulphureus nos estadios pleno florescimento e final do florescimento.

Numero de plantas Compr. parte aérea (mm) Compr. raiz (mm) Biomassa seca parte aérea () Biomassa secaraiz (g)
CAPIM-COLONIAO Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem
C. C. C. C. C. C. C. C. C. C.
sulphureus sulphureus sulphureus sulphureus sulphureus sulphureus sulphureus sulphureus sulphureus  sulphureus
Pleno Florescimento 12,2 Aa 13,6 Aa 27,3 Ba 52,2 Aa 67,360 Aa 86,360 Aa 0,132 Ba 0,685 Aa 0,046 Ba 0,152 Aa
Final do Florescimento 11,2 Aa 12,4 Aa 15,9 Bb 31,8 Ab 44450 Ab 46,860 Ab 0,048 Aa 0,130 Ab 0,013 Aa 0,034 Ab
FEsiédiodaplama(E) 0,52ns 13,63** 29,94** 34,87** 34,99**
F condicao (©) 0,73ns 22,31** 3,53ns 34,48** 25,41**
Fexc 0,00ns 1,10ns 2,12ns 18,94** 11,07*
Desvio Padrao 3,4 9,6 12,740 0,1 0,0
CV(%) 27,6 30,9 20,8 48,5 46,2

Médias seguidas de letras maitlsculas idénticas na linha (Condi¢do: Com C. sulphureus/Sem C. sulphureus) e letras minlsculas na coluna (Estadio da planta: Pleno Florescimento, Final do
Florescimento) n&o diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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5.3.Fracionamento e identificacdo dos extratos ativos de C. sulphureus,

monitorados por testes de atividade bioldgica

5.3.1. Resultados obtidos para as folhas

Bioensaios de coledptilos de trigo e fitotoxicidade

Folhas secas de C. sulphureus (60 g) foram extraidas incialmente com agua
(rendimento de 27,7%). Depois de desengorduradas (retirada de Oleos, ceras e
graxas com hexano), as folhas foram extraidas com diclorometano (rendimento de
2,86%), acetato de etila (0,87%), acetona (0,84%) e metanol (6,78%). Os extratos,
nas concentracdes de 800, 400, 200 100 e 50 ppm foram testados em bioensaios de
coledptilo de trigo (MACIAS; CASTELLANO; MOLINILLO, 2000), que é um teste
rapido e sensivel a uma ampla variedade de substancias bioativas (CUTLER;
HOAGLAND; CUTLER, 2000). O extrato bruto de diclorometano foi o mais ativo,
pelos niveis de inibicdo alcancados e, portanto, o escolhido para a continuagdo do

estudo (Figura 12).
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Figura 12. Alongamento de coledptilos de trigo sob o efeito dos cinco extratos brutos
(aquoso, diclorometanico, acetato de etila, acetondnico e metanolico) de
folhas de Cosmos sulphureus (Valores expressos como diferenca
percentual do controle).
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As clorofilas foram removidas do extrato bruto de diclorometano, e as fragbes
A (258,6 mg), B (1342,6 mg), C (1566,6 mg) e D (2804, 6 mg) obtidas também foram
avaliadas em bioensaios de coleoptilo, nas mesmas concentracfes supracitadas.
As fracbes B, C e D foram as mais bioativas, conforme pode ser observado na

Figura 13.
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Figura 13. Alongamento de coleoptilos de trigo sob o efeito do herbicida triasulfuron
(Logran®) e das quatro fracbes obtidas do extrato bruto de
diclorometano (A, B, C e D) (Valores expressos como diferenca
percentual do controle).

A fracdo C (dgua-metanol a 80%) foi a mais ativa, com uma inibicdo de cerca
de 60%, mesmo na quarta diluicdo (100 ppm). A fracdo D (metanol 100%) foi a
segunda mais ativa, proporcionando inibicao inferior a 30% na concentragéo de 100
ppm. A fracdo B (Agua — metanol a 20%, 40% e 60%) foi a terceira mais ativa, com
atividade menos persistente com a diluicdo (cerca de 30% na concentracdo de 200
ppm) (Figura 13).

As trés fracGes ativas nos bioensaios de coleéptilos de trigo apresentaram
uma destacada atividade inibidora sobre as STS (L. sativa - alface, L. sativum -
agrido, S. lycopersicum — tomate e A. cepa - cebola). A fragcdo mais ativa foi a C,
seguida da B e D. A espécie menos afetada foi L. sativa, sendo a fracdo B a Unica
que apresentou atividade significativa sobre a sua germinagdo. Para L. sativum, as
fracbes B e C apresentaram atividade inibidora similar, com valores superiores a

40% sobre a germinagdo e comprimento de raiz, e cerca de 60% sobre o
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comprimento da parte aérea, na maior concentracdo. Para A. cepa, a inibicdo da
parte aérea e raiz foi em torno de 70% na concentracao de 800 ppm, e cerca de 50 —
60% na segunda concentracdo (400 ppm) para a fracdo C; as inibicdes promovidas
pelas fracdo B e D foram em torno de 40%, na maior concentracdo (800 ppm). Ja
para S. lycopersicum, a atividade promovida pelas trés fracbes, sobre os trés
parametros avaliados, foi em torno de 40% na concentracdo mais alta (Figura 14).

Para as espécies de plantas daninhas avaliadas, as trés fracdes
apresentaram forte atividade inibidora. A fracdo C foi a que apresentou maior
atividade, com inibicbes de 60% ou superiores sobre o crescimento de raiz e parte
aérea das quatro espécies avaliadas, com excecao da parte aérea da E. crus-galli. A
planta daninha A. viridis foi a mais afetada, com cerca de 100% de inibicdo do
crescimento de raiz e parte aérea na primeira concentracdo (800 ppm) das trés
fracOes, e também na segunda concentracdo (400 ppm) de C e D; ainda, na terceira
concentracdo (200 ppm) da fracdo C, a atividade inibitéria foi em torno de 70%
(Figura 15).

Conclui-se que as trés fracdes (C- agua-metanol a 80%, D - metanol 100% e

B - 4gua — metanol a 20%, 40% e 60%) mostraram uma destacada atividade
fitotoéxica, sendo a fragdo a mais ativa, tanto com as STS quanto com as plantas
daninhas (Figuras 14 e 15).
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Figura 14. Germinagdo e o crescimento das STS sob o efeito do herbicida
triasulfuron (Logran®) e das trés fragcdes iniciais ativas (B, C e D) obtidas
do extrato bruto de diclorometano (Valores expressos como diferenca
percentual do controle. Niveis de significancia p<0,01 (a) ou 0,01 < p <

0,05 (b)).
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Figura 15. Germinagdo e o crescimento das plantas daninhas sob o efeito do
herbicida triasulfuron (Logran®) e das trés fragdes iniciais ativas (B, C e
D) obtidas do extrato bruto de diclorometano (Valores expressos como
diferenca percentual do controle. Niveis de significancia p<0,01 (a) ou
0,01 < p < 0,05 (b)).
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Com base nos resultados obtidos, optou-se em realizar o isolamento
biodirigido e a identificacdo dos compostos majoritarios presentes nas fracbes B, C e
D, e estudar a sua fitotoxicidade, no intuito de compreender o comportamento
invasivo de C. sulphureus e utilizar estes compostos como modelos de herbicidas
naturais no futuro.

O isolamento biodirigido é um processo estabelecido e relativamente
automatizado no qual o avanco das tecnologias permite que durante a separacao
dos compostos, quando os picos dos extratos injetados sdo detectados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, uma porcéo seja coletada para o bioensaio
enquanto outra va para a andlise estrutural no espectrobmetro de massas
(CONSTANT; BEECHER, 1995) e ressonancia magnética nuclear (RMN) (LINDON
et al., 1996).

Com o processo de separacédo e purificacdo das fracoes B, C e D das folhas
por cromatografia, foi possivel isolar 15 compostos, entre eles costunolido (1)
(HANSEL et al., 1980), reinosina (2) (YOSHIOKA et al., 1970) e santamarina (3)
(YOSHIOKA et al., 1970), lactonas sesquiterpénicas maioritarias (Figura 16), que
sdo compostos caracteristicos de Asteraceae (SEAMAN, 1982). Os trés compostos
majoritarios caracterizados se descrevem pela primeira vez na planta C. sulphureus,
com excecdo do costunolido que ja foi isolado anteriormente desta planta
(BOHLMANN, 1982). Os espectros de RMN (*H-RMN, *C-RMN, 'H-'H-COSY,
HSQC e HMBC) dos compostos costunolido (1), reinosina (2) e santamarina (3)
encontram-se nos anexos (Anexos 1 a 15).

Os demais compostos minoritarios isolados das folhas foram: 11-epi-artesina
(4) (MARCO, 1989), 11a-13-dihidroreinosina(5) (SANZ; CASTELLNO, MARCO,
1990), 1B- 4B-dihidroxiarbusculina (6) (JULIANTI et al., 2012), 1B, 6a-dihidroxi-4(5)-
eudesmeno (7) (NAGASHIMA et al., 2005), clovane-2p-9a-diol (8) (HEYMANN et
al., 1994), 10-hidroxi-15-oxo-a-cadinol (9) (ZHANG et al., 2003), 10-oxo-isodauc-3-
en-15-al (10) (ZHANG et al., 2003), 10-hidroxi-6,10-epoxi-4(14)-isodaucano (11)
(YUKAWA et al., 2005), Acido a-dimorfecolico(12) (TSUBOI; MAEDA; TAKEDA,
1986), Acido (9Z-12S-13E-157)-12-hidroxi-octadeca-9,13,15-trienoico(13) (KIKUCHI;
YAOITA; KIKUCHI, 2008), ester metilico do &cido (9Z-12S-13E-15Z7)-12-hidroxi-
octadeca-9,13,15-trienoico (14) (KIKUCHI; YAOITA; KIKUCHI, 2008) e estigmaterol
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(15) (GRECA; MONAKO; PREVITERA, 1990). A estrutura quimica de todos os

compostos esta ilustrada na Figura 17.
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Figura 16. Trés compostos majoritarios isolados de folhas de C. sulphureus:
costunolido (1), reinosina (2) e santamarina (3) - lactonas
sesquiterpénicas.
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Figura 17. Outros compostos isolados de folhas de C. sulphureus. 11-epi-artesina
(4), 11a-13-dihidroreinosina (5), 1B- 4B-dihidroxiarbusculina (6), 1B, 6a-
dihidroxi-4(5)-eudesmeno (7), clovane-23-9a-diol (8), 10-hidroxi-15-oxo-
a-cadinol (9), 10-oxo-isodauc-3-en-15-al (10), 10-hidroxi-6,10-epoxi-4(14)-
isodaucano (11), Acido a-dimorfecolico (12), Acido (9Z-12S-13E-157)-12-
hidroxi-octadeca-9,13,15-trienoico(13), Ester metilico do acido (9Z-12S-
13E-1527)-12-hidroxi-octadeca-9,13,15-trienoico(14) e estigmaterol (15)
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Os trés compostos majoritarios obtidos das folhas de C. sulphureus, as
lactonas costunolido (1), reinosina (2) e santamarina (3), foram primeiramente

avaliados em um bioensaio de coledptilos de trigo (Figura 18).
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Figura 18. Alongamento de coledptilos de trigo sob o efeito do herbicida triasulfuron
(Logran®) e do costunolido (1), reinosina (2) e santamarina (3) (Valores
expressos como diferenca percentual do controle).

O costunolido (1) apresentou uma forte atividade inibidora sobre o
crescimento dos coledptilos, com valores superiores a 90% nas trés maiores
concentragbes, e superiores a 50% a 30 pM, sendo, inclusive, superior aguela
apresentada pelo herbicida Logran®.

De uma forma geral, as trés lactonas maioritarias testadas foram ativas na
maior concentracdo, 1000 pM, com valores em torno de 90 e 100% de inibicdo. Esta
atividade foi decrescendo quando foram utilizadas menores concentracdes, em
especial para a reinosina (2), cuja atividade foi de 57% na segunda diluicdo, 300 uM.
A inibicdo apresentada pela santamarina (3) diminuiu em menor intensidade,
apresentando, na segunda diluicdo, uma atividade superior a 80% de inibicdo. Os
resultados obtidos indicam que costunolido (1) € a lactona mais ativa, seguida por
santamarina (3) e reinosina (2) (Figura 18).

Com os resultados do bioensaio de coledptilos € possivel calcular, para cada
produto avaliado, o valor do parametro ICsp, que € o valor da concentragéo que inibe
o crescimento em 50%. Assim, o menor valor de ICsy significa que o produto
apresenta maior atividade. Para comparar os valores de ICsy dos compostos,
utilizou-se de um modelo sigmoidal de curva dose-resposta. Os valores obtidos
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foram: costunolido (1) — ICso = 24,1 pg mL™ (R? = 0,9921); reinosina (2) — ICso =
285,3 pg mL™ (R2 = 0,9638); santamarina (3) — ICso = 139,8 ug mL™ (R? = 0,9623) ;
Logran® — IC50 = 39,5 pg mL™* (R? = 0,9503). Observou-se que os valores de ICsg
corroboram a discussdo sobre a atividade dos produtos. O valor mais baixo
correspondeu ao costunolido (1), ou seja, menor quantidade deste composto &
requerida para inibir o crescimento em 50%, e este valor €, inclusive, menor que o
apresentado pelo herbicida comercial Logran®.

As lactonas sesquiterpénicas pertencem a um grande grupo de produtos
naturais, os terpenos, e sdo encontradas em plantas de varios géneros da familia
Asteraceae (VIEGAS JUNIOR, 2003), com mais de 4000 lactonas sesquiterpénicas
ja identificadas nesta familia (DE KRAKER et al., 2002). Também estdo presentes
em outras familias como Acanthaceae, Anacardiaceae, Apiaceae, Euphorbiaeceae,
Lauraceae, Magnoliaceae, Menispermaceae, Rutaceae e Winteraceae
(CHATURVEDI, 2011).

Sao compostos lipofilicos incolores (CHADWICK et al., 2013), encontrados
principalmente nas folhas e nas inflorescéncias, podendo, as vezes, serem
encontradas em outros tipos de 6rgdos das plantas. Geralmente as lactonas séao
produzidas em niveis elevados e, em algumas espécies podem ser armazenadas,
por exemplo, em células como os tricomas (LORETO et al, 1996).

As lactonas sesquiterpénicas geralmente sdo responsaveis pelo sabor
amargo e podem ser responsaveis pelas alergias de pele em humanos. Sao
descritas como 0s principios ativos de muitas plantas medicinais, usadas nha
medicina tradicional contra doencas inflamatérias. Ha4 uma série de relatos na
literatura em que estes compostos apresentam uma grande variedade de atividades
biologicas e farmacoldgicas, entre elas: antibacteriana, antifingica, antiinflamatoria,
antitumoral, antimicrobiana, e efeitos sobre os sistemas nervoso central e
cardiovascular (LEE et al., 2001; MA; ZHAO, GAO, 2013; MATEJIC; SARAC,
RANDELOVIC, 2010; MREMNER; HEINRICH, 2002). Estes compostos também
podem atuar como aleloquimicos (MACIAS et al., 1996; DE LUQUE, 2000; RIAL et
al., 2013).

Uma lactona sesquiterpénica tem 15 atomos de carbono em seu esqueleto.

Contém um anel lactdnico, geralmente y-butirolactona, situado nas posi¢des 6,7 ou
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7,8 do esqueleto base. Na maioria dos casos, contém um grupo a-metileno
exociclico. E frequente a presenca de grupos hidroxilos, ésteres ou anéis oxiranos
em diversas posi¢es da molécula. E um grupo importante de componentes vegetais
que tem uma origem biossintética comum. Todas as lactonas, ainda que com
estruturas quimicas muito distintas, procedem da condensacédo de trés unidades de
isopreno, que posteriormente sofrem ciclizacdes e oxidacbes (CHATUVERDI, 2011).

O grupo y-lactona-a-B-insaturada, presente nas lactonas sesquiterpénicas, é
considerado o responsavel pela maior parte das atividades biologicas e
farmacoldgicas, sendo essencial, por exemplo, para sua atividade citotoxica. Seu
mecanismo de acdo baseia-se em sua capacidade de sofrer reacdes de alquilacéo,
causando alteracbes quimicas que interferem no tipo de sua atividade bioldgica
(CHADWICK, 2013).

Sédo classificadas de acordo com seus esqueletos carbdnicos, sendo as
classes mais encontradas as de esqueleto guaianolideo, germacranolideo e
eudesmanolideo. Para estes trés tipos de lactonas sesquiterpénicas, o costunolido
geralmente €& considerado o precursor comum (DE KRAKER et al., 2002).
Geralmente uma mesma planta produz um ou Varios tipos e esqueletos de lactona
sesquiterpénica, como € o caso da C. sulphureus.

Analisando a estrutura quimica dos compostos, observa-se que pode haver
uma relacao entre estrutura e atividade, ja que santamarina (3) e reinosina (2) séao
lactonas sesquiterpénicas do tipo eudesmanolideo, enquanto costunolido (1) (mais
ativo) possui esqueleto germacranolideo. Comparando-se 0S compostos 2
(reinosina) e 3 (santamarina), a Unica diferenca em suas estruturas € a posicéo da
ligacdo dupla. Os valores de atividade indicam como a presenca da dupla ligagéao
exociclica (exterior ao anel), apresentada pela reinosina (2) promove menor
atividade inibidora em comparacdo com a ligacdo dupla endociclica, presente na
santamarina (3) (Figura 16).

Os germacranolideos, como o costunolido (1), tem sido alvo de grande
atencdo na quimica organica moderna, devido a fatores estruturais, ocorréncia na
natureza e biossintese de outros sesquiterpenos (MINNAARD et al., 1999).

A atividade apresentada pelos compostos sobre os coledptilos correlacionou-

se com a atividade obtida nas fragdes, no bioensaio de coleodptilos (Figuras 8 e 13).
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Assim, o composto mais ativo foi o costunolido (1), seguido de santamarina (3) e de
reinosina (2). A fracdo C, que foi a mais ativa, € a que continha o costunolido (1),
reinosina (2) e santamarina (3) como compostos majoritarios. As seguintes
atividades foram das fragbes B e D. A fragéo D continha o costunolido (1), em menor
concentracdo, junto com outros compostos minoritarios, e a fracdo B tinha e sua
composicdo reinosina (2) como composto majoritario e santamarina (3), além de
outros compostos minoritarios.

Costunolido foi primeiramente isolado em raizes de Saussurea lappa, uma
Asteraceae, e atualmente ja foi encontrado em varias espécies (ZHANG et al., 2012;
SEAMAN, 1982). E amplamente estudado, ndo somente por ser o precursor das
lactonas sesquiterpénicas, mas também por apresentar diversas formas de
bioatividade (RUZISCKA, 1953; CORDELL, 1976; REN; ZHOU; YE, 2004;
MICHALSKA et al., 2009; ZHANG et al., 2012)

Para conseguir uma atividade favoravel na busca por novos farmacos ou
novos agroquimicos, ou ainda, ter éxito em um bioensaio de coleoptilos, é
necessario que o composto em avaliacdo possua propriedades fisico-quimicas
adequadas. Este tipo de bioensaio implica em dois fenbmenos: 1. Transporte através
da membrana do citoplasma do coledptilo e chegada ao sitio de acao; 2. Mecanismo
implicado no sitio de acdo. Na primeira etapa sdo importantes as caracteristicas
fisico-quimicas que regulam os fendmenos de absorgdo, transporte através das
membranas celulares, tecidos, distribuicdo, transformacdo metabdlica e excrecéo. E,
portanto, essencial, realizar estudos sobre a relacéo estrutura e atividade (LIPINSKI
et al., 2001).

A relacdo lipofilia/hidrofilia de qualquer molécula bioativa € um fator
determinante na absorcao e disponibilidade no interior da célula. Hansch, citado por
Macias et al. (2005), estabeleceu um modelo matematico néo linear que relaciona,
para uma série de compostos estruturalmente relacionados, a dependéncia de
fendmenos de transporte com a atividade intrinseca de um composto.

A capacidade de transporte de um composto se descreve em termos de
lipofilia, e € medida mediante o coeficiente de particdo octanol/agua (P). No modelo
de Hansch, este coeficiente se expressa em forma logaritmica (logP), e é definido

como “a relacdo existente entre as concentragées de uma substancia em equilibrio
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guando estad dissolvida em um sistema bifasico de dois solventes altamente
imisciveis” (DANIELSSON; ZHANG, 1996). O coeficiente pode ser calculado
empiricamente, mas devido a complexidade do calculo, normalmente realiza-se uma
estimativa utilizando diferentes algoritmos.

Valores elevados de lipofilia (logP>4) indicam um deslocamento limitado ou
nulo no citoplasma da célula, e o contrario, compostos muito hidrofilicos (logP<0)
tém dificuldade de penetrarem nas membranas. Portanto, espera-se que um
composto com atividade apresente um valor de logP compreendido ente 0 e 4. Os
valores de logP calculados para os trés compostos majoritarios, mediantes
logaritmos distintos, seguem descritos: composto 1 — ALogPs = 4,22 e MLogP =
3,36; composto 2 — ALogPs = 1,89 e MLogP = 2,61; composto 3 — ALogPs = 2,44 e
MLogP = 2,61. Os valores de MLogP coincidiram entre as eudesmanolidas (2 e 3).
Isso significa que, segundo este calculo, a posicdo da ligacdo dupla nédo afeta a
entrada da molécula até o sitio de acdo. ALogPs varia de maneira contraria aos
valores de ICsp. Geralmente, maiores valores de ICso apresentam menores valores
de ALogPs, corroborando os resultados obtidos no presente trabalho.

Verificou-se, portanto, neste ensaio de toxicidade, maior atividade do
costunolido (1) devido ao seu menor valor de ICsy e maiores valores de MLogP e
ALogPs, em comparacao com os obtidos para reinosina (2) e santamarina (3).

Os trés compostos majoritarios, que foram ativos no bioensaio de coledptilos
de trigo, foram também avaliados em bioensaio de sementes, sobre as quatro
espécies de STS (Figura 19) e as quatro espécies de plantas daninhas (Figura 20).

Assim como os resultados observados anteriormente, 0s trés compostos
apresentaram alta atividade inibidora, sobretudo na concentragdo mais alta, 1000
UM, decrescendo esta inibicdo quando em menores concentracfes do produto
(Figuras 19 e 20).

Das quatro espécies de STS avaliadas, L. sativa foi a menos afetada,
confirmando os resultados dos bioensaios realizados com as fracdes. As lactonas
reinosina (2) e santamarina (3) foram as mais ativas sobre L. sativum e S.
lycopersicum, com valores de inibicao entre 70% e 80% sobre a raiz e a parte aérea,
na primeira diluicdo, 1000 uM, corroborando os resultados obtidos por Macias et al.

(1996), que verificaram o efeito inibitdrio de lactonas sesquiterpénicas sobre estas
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espécies. Ja para A. cepa, 0 composto mais ativo foi o costunolido (1), com valores
de inibicdo de raiz/parte aérea de cerca de 60%, também na maior concentracéo
(Figura 19).

E possivel que L. sativa tenha sido a menos afetada porque, além de
pertencer a mesma familia que a espécie em estudo, 0os genes da enzima
precursora do costunolido, a germacreno A sintetase (GAS), ja foram isolados e
caracterizados em alface (BENNETT et al.,, 2002), ou seja, o costunolido é um
composto naturalmente produzido por esta planta, conforme ja foi estudado por
Kassuya et al. (2009). Uma planta ndo produziria um composto que fosse toxico a
ela mesma, justificando, assim, a auséncia de fitotoxicidade. Como costunolido é
precursor de outras lactonas sesquiterpénicas, provalvemente santamarina,
reinosina e outras lactonas com esqueletos similares possam ser sintetizados
naturalmente por esta planta. Ren, Zhou e Ye (2004) apresentam uma lista de
algumas lactonas sesquiterpénicas ja isoladas em alface.

Em estudo realizado por Cruz-Silva et al. (2015), que avaliaram a
fitotoxicidade de extratos aquosos de folhas de C. sulphureus sobre a alface, foram
obtidos resultados que confirmam a seletividade apresentada pela planta receptora.
Neste estudo, verificou-se que o0s extratos ndo afetaram a porcentagem de
germinacao e o desenvolvimento de plantulas de alface. Outra resposta importante
obtida foi que ndo houve apenas um efeito inibitério, mas em alguns casos, também
o estimulo.

Alguns efeitos mistos sdo vistos dentro de plantas da familia Asteraceae,
como, por exemplo, algumas lactonas com esqueleto guaianolideo estimulando o
crescimento de L. sativa, enquanto outras lactonas inibem a sua germinacao
(MACIAS et al., 1996).

Os resultados observados para as quatro espécies de plantas daninhas
também indicaram forte poder inibitorio das trés lactonas. Na maioria dos casos, 0s
compostos foram mais ativos que o herbicida de referéncia. A raiz foi o parametro
mais afetado em todas as sementes testadas, com valores entre 60 e 80% de
inibicdo na maior concentragao, para todos os compostos avaliados.

A alta sensibilidade da raiz aos compostos pode ser explicada pelo fato das

raizes serem a primeira parte da planta a emergir, entrando em contato direto com
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os aleloquimicos, que podem ser absorvidos diretamente. Como consequéncia, as
raizes sdo expostas a maiores concentracbes dos compostos alelopaticos
(MIRANDA et al., 2015; TANVEER, et al., 2012).

A parte aérea de A. viridis e P. maximum também foi afetada pelos trés
compostos; ja a parte aérea de U. decumbens somente foi afetada pela santamarina
(3), enquanto a parte aérea de E. crus galli praticamente n&o foi inibida por nem um
dos trés compostos (Figura 20).

A inibicdo do crescimento devido a presenca de lactonas sesquiterpénicas foi
verificada em A. hypochondriacus e E. crus-galli, por Calera et al. (1995), que
avaliaram a fitotoxicidade de lactonas isoladas de Ratibida mexicana sobre estas
espécies.

Ainda que todos os produtos inibiram o crescimento das plantas daninhas
avaliadas, A. viridis e P. maximum foram as mais sensiveis, tanto pelos niveis de
atividade inibitéria alcancados, quanto pelo nimero de parametros afetados. Ainda,
mesmo na segunda concentracdo, 300 pM, os compostos costunolido (1) e
santamarina (3) mantiveram niveis de inibicdo do crescimento da raiz superiores a
40%, para estas espécies, sendo a parte aérea também inibida pelo costunolido
(Figura 20).

Importante ressaltar que efeito alelopatico de um composto envolve nao
somente a inibicdo, mas também o estimulo. As lactonas sesquiterpénicas
santamarina e reinosina apresentaram efeito estimulador na germinacdo de Striga
asiatica, uma das espécies de plantas daninhas de grande importancia em lavoura
de milho (LUQUE et al., 2000; GALINDO et al., 2004).
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Figura 19. Germinacdo e o crescimento das STS sob o efeito do herbicida
triasulfuron (Logran®) e do costunolido (1), reinosina (2) e santamaria (3)
(Valores expressos como diferenca percentual do controle. Niveis de
significancia p<0,01 (a) ou 0,01 < p < 0,05 (b)).
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Como a maioria das lactonas sesquiterpénicas, os trés compostos isolados no
presente trabalho (costunolido, reinosina e santamarina) sao estudados por
possuirem varias atividades bioldgicas, dentre elas, atividade anti-inflamatéria
(ZHENG et al., 2016), antibacteriana (FISCHER et al., 1998; ALAAGIB; AYOUB,
2015), anti-cancer (KOO et al., 2001; RASUL; PARVEEN, 2012; XU et al., 2015) e
citotoxica (RIVIERO et al., 2003). No ambito da alelopatia, que estuda os compostos
secundérios relacionados aos mecanismos de defesa das plantas, trabalhos tém
sido realizados para avaliar as propriedades alelopaticas destas lactonas
sesquiterpénicas (DUKE et al., 1987; FISCHER et al., 1990; CHEN; LEATHER,
1990; ABDELGALEIL; HASHINAGA et al., 2007; MAGIERO et al., 2009). Em alguns
casos, um mesmo composto possui varias func¢des bioldgicas (POECKE; DICKE,
2003).

De uma forma geral, em um estudo de fitotoxicidade, quando as
concentragdes séo escolhidas corretamente, os compostos apresentam um perfil de
dose-resposta, ou seja, em altas concentracbes agem como inibidores e a atividade
diminui nas concentragcdes mais baixas, podendo, inclusive, apresentarem estimulo
nas concentra¢cdes mais diluidas (MACIAS et al., 1999), o que foi corroborado no
presente trabalho.

Os resultados obtidos permitem demonstrar que a atividade inibitoria
apresentada pelo extrato de folhas de C. sulphureus é devida as trés lactonas
sesquiterpénicas majoritarios isoladas. Uma vez que costunolido (1), reinosina (2) e
santamarina (3) sao biossintetizados em grandes quantidades pela planta, e
possuem efeito fitotdxico, é provavel que estejam diretamente associadas ao
potencial alelopatico apresentado pela espécie em estudo, uma vez que, a planta
nao alocaria energia para a producdo destes metabdlitos, caso 0s mesmos néao
estivessem relacionados a mecanismos de defesa da espécie (RIAL et al., 2014),
gue garantem a sua disseminag¢ao no meio ambiente.

A identificagcdo dos compostos e a avaliacdo de sua bioatividade promovem
um melhor entendimento da habilidade invasiva e dominante da espécie (TONGMA
et al., 1998) e ainda facilita a descoberta de novas ferramentas de protecéo de

plantas (MIRANDA et al., 2015), como a utilizagéo de herbicidas naturais.
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A descoberta de novos herbicidas naturais apresenta-se como uma ponte
importante entre a agricultura tradicional e a organica, e grandes empresas
agroquimicas que estdo buscando e desenvolvendo novas ferramentas no manejo
ecoldgico de plantas daninhas (DAYAN; DUKE, 2010; DAYAN et al., 2011).

Com base no exposto acima, conclui-se que lactonas sesquiterpénicas
costunolido, reinosina e santamarina, que foram isoladas de folhas de C.
sulphureus, apresentam efeito fitotoxico por inibirem o desenvolvimento da maioria
as plantas receptoras testadas, e podem ser uma fonte potencial para modelos de

novos tipos estruturais de herbicidas.

Bioensaio de cultivo hidropdnico (plantulas)

Realizou-se um bioensaio de cultivo hidropdnico, para avaliar o efeito das trés
lactonas sesquiterpénicas isoladas (costunolido, reinosina e santamarina) das folhas
de C. sulphureus sobre o crescimento e desenvolvimento de plantulas de P.
maximum (Figura 21) e A. viridis (Figura 23).

Observou-se que apenas a lactona santamarina (3) na maior concentracao
(1000 pM), promoveu a morte de 100% das plantulas de P. maximum. Nesta
concentracao, reinosina foi a segunda lactona mais ativa, seguida pelo costunolido
(Figura 21). Na concentracdo de 300 pM, os niveis inibitérios alcancados pelas
lactonas foram reduzidos, mas santamarina manteve a sua fitotoxicidade, e o
acumulo de biomassa, tanto de raiz quanto de parte aérea, foi o parametro mais
afetado, com reducbes que alcancaram, em média, 70% (Figuras 21c e 21d),
comparativamente ao resultados obtidos pela testemunha. A partir da concentracao
de 100 pM, santamarina manteve-se como a mais bioativa, com inibicbes de
biomassa de raiz e parte aérea de P. maximum em torno de 50%. Costunolido e
reinosina, a partir da concentracado de 50 uM, ndo se mostraram muito ativos sobre
0s parametros de crescimento de P. maximum que foram avaliados. Assim,
considerando-se os parametros afetados e os niveis de inibigdo alcancados para P.
maximum, santamarina foi a lactona mais fitotOxica, seguida por reinosina e
costunolido. Os efeitos inibitorios das lactonas sesquiterpénicas sobre o crescimento

e desenvolvimento das plantulas de A. viridis estdo ilustrados na Figura 22
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Figura 22. Desenvolvimento de plantulas de P. maximum, aos 6 dias apds o
transplantio sob o efeito fitotoxico das lactonas sesquiterpénicas
costunolido (1), reinosina (2) e santamarina (3), nas concentragdes de
1000, 300, 100, 30 e 10 uM, sobre o
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Observou-se que as trés lactonas na maior concentracdo (1000 pM),
promoveram a morte das plantulas de A. viridis (Figura 23). Na segunda
concentragdo (300 uM) foi possivel observar que costunolido e santamarina foram os
compostos mais fitotoxicos ao A. viridis, com reducfes no comprimento da parte
aérea de 50% e 79%, respectivamente (Figura 23a) e reducdes superiores a 70% na
producdo de biomassa seca de parte aérea (Figura 23c). O comprimento de raiz de
A. viridis também foi consideravelmente inibido na concentracdo de 300 M,
principalmente pelo costunolido e santamarina, ambos com reduc¢des de 90% em
relacdo aos valores apresentados pelas plantas da testemunha (Figura 23b); a
biomassa seca das raizes também foi reduzida em mais de 80% por estas duas
lactonas (Figura 23d). O comprimento de raizes mostrou-se sensivel a agcdo das
lactonas, mesmo na terceira concentragédo (100 uM), com santamarina e costunolido
promovendo reducdes superiores a 40%. As substancias fitotoxicas quando em
contato com a raiz podem afetar diretamente o seu desenvolvimento e 0 acumulo de
massa seca, visto que interferem na divisdo celular, na permeabilidade das
membranas e na atividade de enzimas (TEERARAK et al., 2012). Com a diluicdo das
concentracGes dos compostos alelopaticos (30 uM e 10 uM) ocorreu a diminuicdo da
atividade fitotoxica apresentado pelas lactonas, de forma que as reducdes
observadas, tanto na parte aérea quanto nas raizes de A. viridis, ndo ultrapassaram
20%. Os efeitos inibitérios das lactonas sesquiterpénicas sobre o crescimento e
desenvolvimento das plantulas de A. viridis estéo ilustrados na Figura 24.

Comparativamente a espécie P. maximum, A. viridis mostrou-se mais sensivel
a acao das lactonas sesquiterpénicas estudadas no presente trabalho,
principalmente pelos niveis de redu¢fes alcancados.

Este experimento corrobora parcialmente os resultados obtidos nos
bioensaios que utilizaram sementes de A. viridis. No presente experimento, no qual
foram utilizadas plantulas de A. viridis, costunolido e santamarina foram também as
lactonas mais bioativas, porém a atividade da santamarina foi maior em comparacao
a apresentada pelo costunolido, principalmente pelo perfil de reducdo apresentado
(Figura 23).
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Complementarmente aos resultados deste bioensaio, avaliou-se a
fitotoxicidade das trés lactonas sobre a area foliar de A. viridis, sendo possivel
calcular, com base nos resultados obtidos, o ICsy de cada lactona. Analisando a
Figura 25, é possivel confirmar a maior atividade da santamarina sobre A. viridis,
uma vez que esta apresentou menor valor de 1Csp (132 pM), ou seja, uma menor
guantidade deste produto é necessaria para reduzir em 50% a area foliar de A.
viridis. Costunolido foi a segunda lactona mais ativa (ICsp = 172 uM), seguida por
reinosina (ICsp = 244 uM).
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Figura 25. Area foliar de plantulas de Amaranthus viridis e valores de ICsy destas
lactonas sob o efeito das lactonas sesquiterpénicas costunolido (1),
reinosina (2) e santamarina (3) sobre a (Valores expressos como
diferenca percentual do controle).

Interessante ressaltar que o ICsp da santamarina foi muito semelhante ao
obtido no bioensaio de coleoptilos (ICso = 139,8 pM) (item 5.3.1, pagina 70).
Entretanto, no bioensaio de coledptilos de trigo, costunolido mostrou-se mais

fitotoxico que santamarina. Isso significa que, dependendo da caracteristica
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avaliada, h& exigéncias de concentracbes distintas dos compostos, para a
expressdo de uma atividade inibitéria. As caracteristicas de crescimento, como as
avaliadas no bioensaio de hidroponia, sdo mais bem definidas que aquelas dos
bioensaios de coledptilos de trigo. Somado a isso, deve ser considerado, também, o
modo de acdo das lactonas, uma vez que cada processo fisioldgico tem resposta
diferente as varias doses de cada aleloquimico (REIGOSA et al., 1999).

Outra consideracao importante é analisar a polaridade dos compostos que se
mostraram mais bioativos: santamarina é mais polar que o costunolido e,
consequentemente, mais sollvel em 4gua, o que pode justificar a maior atividade da
santamarina, quando avaliada isoladamente em bioensaios que utilizam plantulas.
Ou seja, no meio ambiente, é provavel que ocorra um sinergismo entre essas
lactonas, costunolido, santamarina e reinosina e talvez a santamarina seja a
principal lactona responsavel pela atividade de C. sulphureus por ser a mais soluvel
e, possivelmente, por estar mais disponivel na solu¢do do solo para a absorcédo das
plantas vizinhas.

Além disso, conforme ja calculado anteriormente, santamarina possui
coeficiente de particdo octanol-4gua mediano (MLogP = 2,61), que é um valor que
confere a esta lactona caracteristicas favoraveis quanto ao deslocamento no
citoplasma da célula e a penetracdo nas membranas, uma vez que nao € nem muito
lipofilico, nem muito hidrofilico.

Da mesma forma que observado no bioensaio de fitotoxicidade (sementes), o
bioensaio de hidroponia (plantulas) ratificou que as lactonas sesquiterpénicas
costunolido, reinosina e santamarina apresentam efeito fitotoxico por inibirem o
desenvolvimento de P. maximum e A. viridis, destacando-se a atividade inibitoria

apresentada pela santamarina sobre estas plantas daninhas.

5.3.2. Resultados obtidos para as raizes

Finalizado o estudo fitoquimico das folhas de C. sulphureus, procedeu-se o
estudo das raizes. Devido a quantidade de material vegetal de raizes, em
comparacdo com a de folhas, ser menor, optou-se em realizar a extragdo com

acetona, que € um solvente que assegura a extracao de todos os compostos de
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baixa e média polaridade. A atividade do extrato bruto de acetona foi avaliada em
um primeiro bioensaio de coledptilos de trigo (Figura 26). Os resultados mostraram
que o0 extrato de raizes apresentou atividade inibidora do alongamento dos
coleoptilos, com um perfil que diminuia com a diluicdo. Os valores obtidos foram
superiores a 70% de inibicdo na maior concentragdo avaliada (800 ppm), em torno
de 55% para a segunda diluigdo (400 ppm) e 40% na terceira (200 ppm).
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Figura 26. Efeito do herbicida triasulfuron (Logran®) e do extrato bruto de acetona
de raizes de Cosmos sulphureus sobre o alongamento de coleoptilos de
trigo. (Valores expressos como diferenca percentual do controle).

Uma vez que os resultados do extrato de raizes apresentaram atividade sobre
os coledptilos, realizou-se um segundo bioensaio para avaliar a fitotoxicidade do
extrato sobre as espécies de STS (Figura 27) e de plantas daninhas (Figura 28). O
extrato de raizes ndo apresentou atividade fitotoxica para nenhuma das espécies
avaliadas (Figuras 27 e 28).

Para determinar a composicdo quimica, realizou-se o isolamento e elucidacao
estrutural do extrato de raizes em acetona. Para tanto foi realizada uma separagéo
inicial em cromatografia em coluna, utilizando como mistura de solventes hexano e

acetona, com polaridade crescente, obtendo-se, ao final, sete fragdes.



20
Allium cepa
8 o : : ; . .
lg
g
< -20
gL
8 £-10
U C
g 3 a
j-:’ -60 a a
k] a a
()]
- -80 a
3 a
-100
Logran Extrato de raizes Logran Extrato de raizes Logran Extrato de raizes
Germinagdo Comprimento de raiz Comprimento de parte aérea
B 800 ppm ¥ 400 ppm =200 ppm 100 ppm
40
Lactuca sativa
o] 20
m
[s]
lﬁ' 0 —— T —— T T T T T T ...
T pab
£ a -20
g2 b
& E -40
§ S - a?
[
£ 0
5 a
L1}
T 80
®
-100 - - -
Logran Extrato de raizes Logran Extrato de raizes Logran Extrato de raizes
Germinagdo Comprimento de raiz Comprimento de parte aérea
m 800 ppm = 400 ppm = 200 ppm 100 ppm
40
o Lepidium sativum
© 20
g I
g 0
E . —I-I T T T T b b T T T ..I
Es5-20
§ g a 2 22
§ 8-40 a
3 a a
i a2
o
® 80
-100 " - o
Logran Extrato de raizes Logran Extrato de raizes Logran Extrato de raizes
Germinagéio Comprimento de raiz Comprimento de parte aérea
m 800 ppm = 400 ppm = 200 ppm 100 ppm
40
0 Solanum lycopersicum
o 20
1
g 0
i T - T T | T T T
Eo bbb b [ |
g 0-20 —
& E
@840 | 2a
] a
= a a
HER 2@
o a
® 80 ad
Logran Extrato de Raizes Logran Extrato de Raizes Logran Extrato de Raizes
Germinagdio Comprimento de raizes Comprimento de parte aérea
m 800 ppm u 400 ppm m 200 ppm 100 ppm

87

Figura 27. Efeito do herbicida triasulfuron (Logran®) e do extrato bruto de acetona
(raizes) sobre a germinacao e o crescimento das STS. (Valores expressos
como diferenca percentual do controle. Niveis de significancia p<0,01 (a)
ou 0,01 < p < 0,05 (b)).



40

Germinagdo
m 800 ppm

Comprimento de raiz
® 400 ppm m 200 ppm

o Amaranthus viridis 5
o 20
M|
E 0 T III T T T
E5 20 H
8 E
g 840 -
:g b a a a
T 0 aa
o
® -8
a a
-100 - - -
Logran Extrato de raizes Logran Extrato de raizes Logran Extrato de raizes
Germinagdo Comprimento de raiz Comprimento de parte aérea
=800 ppm ¥ 400 ppm 5200 ppm 100 ppm
20
9 I Echinochloa crus-galli
,& 0 —II. T T T - II- T -.
o
[T)
= -20
E < bb
8E 4 b
] a
g a
5 -60
Q
o
® -80
-100 ~ ” -
Logran Extrato de raizes Logran Extrato de raizes Logran Extrato de raizes
Germinagéo Comprimento de raiz Comprimento de parte aerea
m 800 ppm ® 400 ppm m 200 ppm 100 ppm
40 " "
o Panicum maximum
e 20
m
5 —
] T T N T -
Eo b b
o 9 —
8 E b
]
k]
-] a
()]
o
R
-100
Logran Extrato de raizes Logran Extrato de raizes Logran Extrato de raizes
Germinagdo Comprimento de raiz Comprimento de parte aérea
=800 ppm ¥ 400 ppm 5200 ppm 100 ppm
20
Urochloa decumbens
] 0
9 T T T — T
g n I w
& 20 -
[
L)
§30 ib
[ a
§ 8 ¢ a
5
£
80
®
-100 Logran Extrato de raizes Logran Extrato de raizes | Logran Extrato de raizes

Comprimento de parte aérea
100 ppm

88

Figura 28. Efeito do herbicida triasulfuron (Logran®) e do extrato bruto de acetona
(raizes) sobre a germinacdo e o crescimento das plantas daninhas.
(Valores expressos como diferenca percentual do controle. Niveis de
significancia p<0,01 (a) ou 0,01 < p < 0,05 (b)).
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Como resultado deste estudo, foram isolados cinco compostos das raizes. Os
dados espectroscopicos destes compostos coincidem com o0s descritos na
bibliografia para: estigmaterol (15) (GRECA; MONACO; PREVITERA, 1990), Alcool
1’,2’-epoxi-3’,4-di-O-isobutiril-Z-coniferil (16) (THRON et al., 1989), I',2'-Dihydroxy-
3',4-di-O-isobutyrylconiferyl alcohol (17) (SUTARJADI et al., 1995), 1’-Acetoxi-4-O-
isobutirileugenol (18) (SUTARJADI et al., 1995), Alcool 3'-O-Acetil-4--O-isobutiril-Z-
coniferil (19) (SUTARJADI et al., 1995). A estrutura quimica dos compostos isolados

nas raizes estd ilustrada na Figura 29.
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Figura 29. Compostos isolados de raizes de C. sulphureus: estigmaterol (15), Alcool
1’,2’-epoxi-3’,4-di-O-isobutiril-Z-coniferil (16), Alcool 1’,2’-dihidroxi-3’,4-di-
O-isobutirilconiferil (17), 1’-Acetoxi-4-O-isobutirileugenol (18), Alcool 3'-O-
Acetil-4--O-isobutiril-Z-coniferil (19).

Todos os compostos foram isolados pela primeira vez na espécie C.
sulphureus. Os compostos 16 e 17 se descrevem pela primeira vez na literatura. Os
espectros de 'H-RMN, 2C-RMN, 'H-'H-COSY, HSQC e HMBC dos compostos
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inéditos encontram-se anexos (Anexos 16 a 26). Os compostos isolados das raizes,
com excecao do estigmasterol, sdo fenilpropandides.

Os fenilpropandides sdo compostos fendlicos, sintetizados via rota do acido
chiquimico, que é formado pela condensacdo de dois metabdlitos da glicose
(fosfoenolpiruvato e a eritrose-4-fosfato). O proximo passo dessa via € a formagao
do &cido corismico, por meio da juncdo do acido chiquimico e uma molécula de
fosfoenolpiruvato. Os fenilpropandides sdo um dos primeiros grupos formados a
partir do acido corismico e sado os precursores da lignina, ja que esta nada mais é
que um polimero de fenilpropanos, altamente ramificado (PERES, 2004). Ja foram
relatadas atividades anti-ulcerogénica, anti-tumoral (ITOKAWA et al., 1987) e anti-
fungica (SUTARJADI et al., 1995) para os fenilpropandides. Ding et al. (2007)
verificaram que os fenilpropandides podem causar peroxidacdo e reducdo da
atividade H'-ATPase da membrana celular, diminuindo a viabilidade radicular de
plantas receptoras. Entretanto, neste estudo, nenhuma atividade foi verificada para
as fracdes que continham os fenilpropandides.

Diferencas entre o potencial alelopatico de diferentes érgdos das plantas
(folhas e raizes, por exemplo) também ja foram reportados em Medicago sativa L.
(CHON; KIM, 2002), Eucalyptus spp. (ZHANG; FU, 2010), Euphorbia helioscopia L.
(TANVEER et al., 2010), Aristolochia esperanza (GATTI et al., 2004), Alternanthera
philoxeroides e A. sessilis L. (MEHMOOD et al.,2014), nos quais 0s extratos de
folnas mostraram-se mais potencialmente alelopaticos que extratos de raizes,
caules, flores, frutos e sementes, corroborando os resultados obtidos no presente
estudo.

Reichling, Horz e Ohlenmacher (1994) detectaram a presenca de
fenilpropandides acumulados em raizes de Coreopsis spp., que nao apresentaram
efeito sobre a germinacdo de espécies receptoras, inibiram sensivelmente o
comprimento de raiz e parte aérea nas concentracoes mais altas e estimularam
estes parametros na concentracdes mais diluidas.

Van Beek et al. (1990) detectaram o acumulo de costunolido nas raizes de
chicéria (Cichorium intybus L.), planta também pertencente a familia Asteraceae, o
gue ndo ocorreu no presente trabalho, uma vez que o costunolido so6 foi detectado

nas folhas.



91

7

A distribuicdo dos aleloquimicos nos 6rgdos das plantas ndo é uniforme
gualitativamente e quantitativamente (HARBORNE, 1972), ou seja, ndo estédo
necessariamente presentes nos mesmos o6rgdos. Os compostos aleloquimicos
podem ser encontrados nas folhas, raizes, caules, grdos de pdlen, frutos e
sementes, variando em quantidade dependendo de aspectos como idade e estadio
de desenvolvimento da planta (BOURGAUD et al.,, 2001). Ainda assim, as folhas
parecem ser as fontes mais consistentes de compostos quimicos envolvidos na
fitotoxicidade (REINHARDT; BEZUIDENHOUT, 2001). Como a folha é o orgéo
vegetal mais metabolicamente ativo da planta, acredita-se que ela introduza uma
maior diversidade de aleloquimicos no ambiente e, portanto, seja responsavel pelos
efeitos alelopaticos mais acentuados (RIBEIRO et al., 2009).

Como se pode observar, as trés lactonas ativas maioritarias nas folhas nao
foram encontradas no extrato de raizes e os fenilpropandides isolados das raizes
nao foram encontrados no estudo com os extratos das folhas.

Assim, verificou-se que os extratos de folhas e raizes estudados possuem
composicdes quimicas distintas. A auséncia em sua composicdo das trés lactonas
ativas responsaveis pela atividade do extrato de folhas poderia explicar por que as

raizes nao mostraram atividade fitotoxica sobre as sementes testadas.
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6. CONCLUSOES

- Cosmos sulphureus apresenta potencial alelopatico inibitério sobre a
germinacao e o crescimento inicial de Lactuca sativa, Amaranthus viridis e Panicum
maximum.

- O potencial do efeito inibitério de C. sulphureus é dependente do modo de
liberacdo dos aleloquimicos (decomposi¢cdo da planta ou exsudacdo radicular),
sendo a exsudacdo radicular o mais ativo.

- Fenilpropandides e estigmasterol sdo compostos isolados das raizes de C.
sulphureus, sendo os compostos Alcool 1’,2’-epoxi-3’,4-di-O-isobutiril-Z-coniferil (16),
Alcool 1’,2’-dihidroxi-3’,4-di-O-isobutirilconiferil (17) descritos pela primeira vez na
literatura.

- Os compostos majoritarios isolados das folhas sédo lactonas
sesquiterpénicas: costunolido (1), reinosina (2) e santamarina (3). Os trés compostos
majoritarios caracterizados se descrevem pela primeira vez na planta C. sulphureus,
com excecao do costunolido que ja foi isolado anteriormente nesta planta.

- Dos compostos majoritarios isolados das folhas, costunolido e santamarina
foram os mais ativos, seguidos por reinosina. Amaranthus viridis e P. maximum
foram as espécies mais sensiveis a acdo das lactonas.

- As lactonas sesquiterpénicas isoladas das folhas sdao uma fonte potencial
para modelos de novos tipos estruturais de herbicidas, que podem auxiliar no

manejo de plantas daninhas.
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Anexo 1. Espectro de *H-RMN del costunolido (1)
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Anexo 6. Espectro de *H-RMN de reinosina (2)
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Anexo 7. Espectro de **C-RMN de reinosina (2)
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Anexo 8. Espectro de *H-'H-COSY de reinosina (2)
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Anexo 9. Espectro de HSQC de reinosina (2)
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Anexo 11. Espectro de *H-RMN de santamarina (3)
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Anexo 12. Espectro de *C-RMN del santamarina (3)
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Anexo 13. Espectro de *H-'H-COSY de santamarina (3)
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Anexo 14. Espectro de HSQC de santamarina (3)
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Anexo 15. Espectro de HMBC de santamarina (3)
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Anexo 16. Espectro de *H-RMN de Alcool 1’,2’-epoxi-3’,4-di-O-isobutiril-Z-coniferil (16)
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Anexo 17. Espectro de **C-RMN de Alcool 1’,2’-epoxi-3’,4-di-O-isobultiril-Z-coniferil (16)
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Anexo 18. Espectro de *H-'H-COSY de Alcool 1’,2’-epoxi-3’,4-di-O-isobutiril-Z-coniferil (16)
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Anexo 19. Espectro de HSQC de Alcool 1’,2’-epoxi-3’,4-di-O-isobutiril-Z-coniferil (16)
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Anexo 20. Espectro de HMBC de Alcool 1’,2’-epoxi-3’,4-di-O-isobutiril-Z-coniferil (16)
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Anexo 21. Espectro de *H-RMN de I',2'-dihydroxy-3',4-di-O-isobutyrylconiferyl alcohol (17)
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Anexo 22. Espectro de *C-RMN de I',2"-dihydroxy-3',4-di-O-isobutyrylconiferyl alcohol (17)
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Anexo 23. Espectro de *H-'H-COSY de I',2"-dihydroxy-3',4-di-O-isobutyrylconiferyl alcohol (17)
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Anexo 24. Espectro de HSQC de I',2'-dihydroxy-3',4-di-O-isobutyrylconiferyl alcohol (17)
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Anexo 25. Espectro de HMBC de I',2'-dihydroxy-3',4-di-O-isobutyrylconiferyl alcohol (17).
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